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Abstrakt

Spermiogeneze je komplikovany proces, pii kterém se haploidni spermatidy
diferencuji na morfologicky zralé spermie. Morfologické zmény zahrnuji déje jako
kondenzace chromatinu a nahrazeni histonli protaminy, splyvani cisteren Golgiho aparatu za
tvorby akrozomalniho vacku, tvorba bic¢iku, redukce cytoplasmy a preskupovani organel. Pti
téchto udalostech hraje dualezitou roli ubiquitin-proteazomalni systém. Ubiquitinace je
posttranslaéni modifikace, ktera vede predevS§im ke znaCeni intracelularnich proteina
ur¢enych k degradaci ve 26S proteazomu. Dulezitost ubiquitinace pfi tvorbé spermii dokazuje
fakt, ze deficience ubiquitin-proteazomalniho komplexu pii spermiogenezi mize vést
K neplodnosti rizného stupné. Béhem nasledné maturace spermii v epididymis dochazi
k extracelularnimu znafeni abnormalnich spermii ubiquitinem a kontrole kvality spermii.
Ubiquitin-proteazomalni systém hraje vyznamnou roli i pti oplozeni, kdy je 26S proteazom
obsazeny ve spermii spoluzodpovédny za penetraci zony pellucidy. Cilem této prace je popsat

vliv ubiquitin-proteazomalniho systému béhem rtiznych fazi spermiogeneze u savcu.
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Abstract

Spermiogenesis is a complicated process in which the haploid spermatids differentiate
into morphologically mature sperm. Morphological changes include condensation of
chromatin and histone-to-protamine replacement, fusion of Golgi-derived vesicles to form
acrosomal cap, flagellum formation, reduction of cytoplasmic volume and organelles
rearrangement. Ubiquitin-proteasome system plays a key role in these processes.
Ubiquitination is a posttranslational modification, leading to the labelling of intracellular
proteins targeted for degradation by 26S proteasome. Importance of sperm ubiquitination, is
supported by the fact, that deficiency of ubiquitin-proteasome system can lead to infertility at
various degrees. During the subsequent sperm maturation in the epididymis extracellular
ubiquitination of abnormal sperm and sperm quality control take place. Ubiquitin-proteasome
system plays a key role during fertilization, when the sperm 26S proteasome is co-responsible
in zona pellucida penetration. The purpose of this assay is to describe the effect of ubiquitin-

proteasome system during different stages of spermiogenesis in mammals.
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Seznam zkratek

MVBs
TGN
UPP
UPS
ZP

Multivesikularni téliska (Multivesicular bodies)
Trans-Golgi systém (Trans-Golgi network)
Ubiquitin-proteazomalni draha
Ubiquitin-proteazomalni systém

Zona pellucida



1 Uvod

Ubiquitin-proteazomalni  systém je nezbytny pro spravné fungovani vsech
eukaryotickych organismii. Tato draha je zasadni pro ATP-dependentni degradaci
intracelularnich proteint pomoci 26S proteazomu. Strukturné vysoce konzervovana
molekula ubiquitinu se nachazi ve vSech eukaryotickych bunkach, kde se podili na
dualezitych procesech, napt. degradaci a recyklaci proteinti, spravném priabéhu bunééného
cyklu, regulaci transkripce nebo endocytéoze membranovych receptorii. Velmi dilezitou
roli hraje i pii tvorbé pohlavnich bunék. Béhem spermiogeneze dochazi mimo jiné
K ubiquitinaci histond v jadfe, prohibitinu ve vnitini mitochondrialni membrané a také
dalSich substrati obsazenych ve spermii.

Ubiquitinace neni omezena jen na intracelularni prostor, u pohlavnich bunék je
popsana 1 extracelularni vazba ubiquitinu. Defektni spermie jsou extracelularné
ubiquitovany Vv epididymis, coz ptispiva ke kontrole kvality spermii a jejich pozitivni
selekci (Sutovsky et al., 2001). Sami¢i pohlavni buniky jsou b&hem oogeneze také
extracelularné ubiquitinovany (Zimmerman et al., 2011).

Ubiquitin-proteazomalni systém se uplatiiuje i pii samotném oplozeni (Zimmerman et
al., 2011). Je tedy patrné, Ze ubiquitin je zasadni nejen pro spravné fungovani burnky jako
takové, ale také pti jednotlivych krocich vedoucich k GispéSnému oplozeni oocytu spermii,

a tim ke vzniku nového organismu.



2 Ubiquitin-proteazomalni systém (UPS)

Ubiquitin-proteazomalni draha (UPP) je u eukaryot jedna z nejvice konzervovanych
drah a slouzi k ATP-dependentni degradaci intracelularnich proteinti. Proteiny urcené
k degradaci jsou nejprve oznaceny nékolika molekulami ubiquitinu v kaskad¢ tfi reakci a
nasledn¢ zniceny ve 26S proteazomu. Dulezity je také proces deubiquitinace, diky kterému
jsou molekuly ubiquitinu recyklovany k dalsimu pouziti.

UPS se podili na degradaci vétSiny intraceluldrnich proteinti, mezi které patfi mj. i
denaturované nebo $patné sbalené proteiny. UPS ale hraje roli i v regulaci mnoha bunéénych
procesi. Mezi nejdalezitéjsi patii regulace bunécného cyklu diky ubiquitin-dependentni

degradaci cyklint a regulace transkripce.

2.1 Ubiquitin

Ubiquitin je 8,5 kDa velky protein obsahujici 76 aminokyselinovych zbytkt. Jedna se o
kompaktni globularni strukturu s hydrofobnim jadrem (Vijay-Kumar et al., 1985).

Sekvence ubiquitinu je evolu¢né vysoce konzervovana a lisi se jen u velmi vzdalenych
druhd organismid. Molekula ubiquitinu obsahuje sedm lysinovych zbytka (K6, K11, K27,
K29, K33, K48 a K63). Ptes tyto lysinové zbytky se navzajem kovalentné vazou jednotlivé
molekuly ubiquitinu a diky riznym moznostem propojeni lysinovych zbytki mohou
vzniknout strukturné odlisné polyubiquitinové fetézce. Rozdilna struktura polyubiquitinovych
fetézcl nasledné urcuje osud substratu, na ktery jsou navazany. Napiiklad v pripad¢ proteind
smérovanych k degradaci v proteazomu se vétsinou jedna o propojeni pres K48. Tyto proteiny
musi mit polyubiquitinovy fetézec obsahujici minimaln¢ Ctyfi lysinové zbytky. Ubiquitin
neslouzi jen jako znacka pro proteiny urcené k degradaci, ale je dilezity i v mnoha dalSich

o 24

internalizace receptorti, opravy DNA nebo regulace transkripce (shrnuto Woelk et al., 2007).

2.2 Enzymaticka kaskada vedouci k ubiquitinaci substratu

UPP, vedouci k proteolytické degradaci proteind, je hierarchicka a zahrnuje nékolik
dilezitych déju. Nejdiive El aktivaéni enzym aktivuje ubiquitin v reakci vyzadujici energii
z ATP. Tim vznikne vysokoenergeticky thiol-esterovy intermediat E1-S~Ub. V dalS$im kroku
se ubiquitin vaze thiol-esterovou vazbou na E2 konjugacni enzym opét za tvorby
vysokoenergetického intermedidtu. Ubiquitin je poté prenesen na E3ligazu, ktera

zprostfedkovava vlastni piipojeni molekuly ubiquitinu K substratu tim, Ze generuje
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izopeptidovou vazbu mezi a-karboxylovou skupinou na C-konci glycinového zbytku na
molekule ubiquitinu a e-amino skupinou postranniho fetézce lysinu na znaceném proteinu
(shrnuto Pickart & Eddins, 2004). Neplati to ale vzdy, nebot ubiquitin je v nékterych
ptipadech pfipojovan na volnou terminalni a-aminoskupinu proteinu (Breitschopf et al., 1998;
Auviel et al., 2000). Polyubiquitinovany fetézec vznika opakovanym ptidavanim aktivovaného
ubiquitinu na lysinovy zbytek molekuly ubiquitinu, ktera je na substrat jiz navazana.

V burice je velké mnozstvi substratii, které jsou degradovany pomoci UPP, a je nutné
zajistit jejich specifické rozpoznani. To je umoznéno exponencialnim charakterem
ubiquitinac¢ni kaskady, kdy v kazdém nésledujicim kroku této drahy naridsta pocet enzymu
ucastnicich se jednotlivych reakci (Obrazek 1). Napiiklad lidsky genom kdduje 2 aktivacni
enzymy E1, 37 konjugacnich enzymt E2 a 600 ligaz E3 (shrnuto Komander, 2009). Obecné
se tedy da fici, Ze u eukaryot se da pocet enzymu vyjadiit u E1 v jednotkach, E2 v desitkach a
E3 ve stovkach. Tim je zajiSténa komplexita celé drahy a specifické rozpoznani proteinti

V bunce.

%ﬂﬁ;-;;'
@?y&&&

Polyubiquitinace

— —
—~—

I 268S proteazom I

I Lyzozom/ vakuola I
INon-proteolytické funkcel

Obrazek 1: UPP. Na zacatku této drahy je vétSinou jeden aktivaéni enzym (El), ktery aktivuje
ubiquitin pro vSechny konjugacni reakce. El interaguje s n¢kolika konjugacnimi enzymy (E2) a kazdy
z E2 nasledné¢ interaguje s nékolika ubiquitin ligdzami (E3). Ubiquitin ligdza poté rozpoznava nékolik
druhti substrati a naopak jeden substrat mize byt navazan nckolika ubiquitin ligdzami. (ptevzato
Glickman & Ciechanover, 2002; upraveno).
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2.3 Rozpoznani proteint urcenych k degradaci

Oznaceni proteinu ubiquitinem zahrnuje specifické navazani proteinu na odpovidajici
E3 ligazu. Je n¢kolik zptsobt, jak miize byt substrat ureny k degradaci specificky rozpoznan
aminokyselin na NHj-terminalnim konci proteinu. Dilezité je tedy pravidlo N-konce, které
urcuje polocas zivota proteinu a tim i ,,turnover* daného proteinu v buiice.

Naptiklad E3a ligaza obsahuje celkem tii vazebna mista. Dv€ z nich rozpoznavaji
nestabilni aminokyseliny na N- konci proteinu, tedy ,,N-end rule* substraty (jedno vazebné
misto rozpoznava bazické aminokyseliny a druhé misto vaze proteiny, jejichz N-konec
obsahuje hydrofobni aminokyseliny). Tieti vazebné misto E3a ligazy rozpoznava ,,non-N-end
rule substraty, mezi které patii napiiklad proteiny acetylované na N-konci (Reiss et al., 1988;
Kwon et al., 1998).

Spatné sbalené, abnormalni nebo denaturované proteiny jsou také rozpoznavany,
ubiquitinovany a nésledné degradovany v 26S proteazomu. Mechanismus rozpoznani téchto
proteinii mize spocivat v odhaleni hydrofobnich domén poskozenych proteind, které se jinak
za normalnich okolnosti nachazeji v jadfe proteinu, nebo se ucastni protein-protein interakci.
Tyto odhalené hydrofobni tseky jsou pak rozpoznany E3 ligazou. K tomu, aby byl protein
rozpoznan ligdzou, je nékdy potieba jeho posttranslacni modifikace (fosforylace) nebo vazby
na pomocny protein, ktery zprostiedkovava vazbu mezi substratem a ligazou (shrnuto
Glickman & Ciechanover, 2002).

Mezi dalsi motivy, které jsou rozeznavané ligazou, patii destrukéni boxy u cyklint

(Yamano et al., 1996).

2.4 Regulace drahy

Kli¢ovou roli v této kaskadé hraje ubiquitin ligaza, ktera specificky rozeznava substrat.
Je tedy patrné, Ze regulace této drahy se odehrava prevazné na trovni tohoto enzymu. Je
nékolik zplsobi, jak se da ovlivnit ¢innost ubiquitin ligdzy a tim i celé drdhy vedouci
K ubiquitinaci. Jedna se vétSinou o posttranslaéni modifikace bud’ substratu nebo piimo
E3 ligazy. Ty mohou zpisobit inhibici nebo aktivaci ubiquitin ligazy, ale také ovlivnit
rozpoznani substratu.

Jednou z modifikaci je fosforylace substratu, coz je bézna cesta k tvorbé vazebného
mista pro E3 ligazu (shrnuto Woelk et al., 2007). Na druhou stranu fosforylace nékterych

proteinti miize branit jejich navazani na E3 ligazu a tim i jejich degradaci v 26S proteazomu
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(Gao et al., 2006). Fosforylace substratu tedy muze pusobeni UPS regulovat pozitivné i
negativne.

Fosforylovan muze byt pfimo E3 enzym. Tato modifikace mize vést k inhibici nebo
aktivaci enzymatické aktivity ligdzy. Neékteré E3 ligdzy mohou byt fosforylaci urcitych
aminokyselinovych zbytkl aktivovany (Gallagher et al.,2006), zatimco fosforylace jinych
zbytkt u nich vede k inhibici aktivity (Yang et al., 2006).

Dalsi dilezitou posttranslacni modifikaci, ktera pfispiva k regulaci UPP, je ubiquitinace
E3 ligazy. Muze se jednat o oznaCeni ligazy polyubiquitinovym fetézcem - autoubiquitinaci,
coz vede k jeji degradaci a tim i k regulaci mnozstvi E3. Ubiquitinace ligazy E3 vSak nemusi
vzdy vést jen K jeji proteolyze v 26S proteazomu. Nekteré ligdzy pomoci autoubiquitinace
reguluji svoji aktivitu (Ben-Saadon et al., 2006).

Regulace drahy se muze odehravat i na Urovni konjugacniho kroku. Zména aktivity
nebo koncentrace E2 mize ovlivnit znaceni substratti ubiquitinem (shrnuto Pickart & Eddins,
2004).

2.5 Proteazomalni komplex

Kone¢nym bodem UPP je 26S proteazom (Obrazek 2), intracelularni multikatalyticka
proteaza nachazejici se v prokaryotech i eukaryotech. Zde probiha vlastni ATP dependentni
proteolyza. 26S proteazom se sklada z 20S jadra a dvou 19S regulacnich partikuli. 19S
komplex rozpoznava ubiquitinované substraty a pomoci deubiquitinacni aktivity odstrafiuje
zZ proteinu polyubiquitinovy fetézec. Nasledné rozbaluje protein a translokuje ho do 20S jadra,
kde probiha vlastni hydrolyza substratu. Protein je v 20S proteazomu $tépen na malé peptidy
o0 velikosti 3 - 23 aminokyselin. Produktem 26S proteazomu jsou tedy jednak malé peptidy,

ale také molekuly ubiquitinu, které jsou nasledné recyklovany a znovu pouzity v UPP.
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26S proteazom

Obrazek 2: Znazornéni podjednotek 26S proteazomu. 26S proteazom se sklada z 20S proteazomu a
dvou 19S partikuli. 20S proteazom je sloZen ze ¢tyf koncentrickych prstencti - 2 vnéjsi obsahuji o
podjednotky (al- a7; zelen€) a 2 vnitini prstence jsou slozené z  podjednotek (B1- B7; modie a
erveng). Cervené znazornéné B podjednotky maji katalytickou aktivitu (na kazdém z p prstencti jsou
tii mista s katalytickou aktivitou). 19S partikule zahrnuje dvé substruktury - bazi a viko. Baze pfiléha
z obou stran 20S proteazomu na o podjednotky a je slozena ze Sesti ATPazovych podjednotek
(fialove) a dvou podjednotek, které nemaji ATPazovou aktivitu (oranzove). Viko obsahuje deset non-
ATPazovych podjednotek (oranzoveé); (pievzato Kloetzel, 2001; upraveno).

2.5.1 20S proteazom

20S jadro je soudkovita struktura skladajici se ze 4 koncentrickych prstenct - dva
vnéjsi o a dva vnitini B. Kazdy prstenec obsahuje sedm podjednotek (o 1-7, B 1-7). Na
kazdém z obou prstenct B jsou tii podjednotky (B1, B2 a B5), které obsahuji katalyticka mista.
Ta se podili na vlastnim Stépeni substratu. Bl ma aktivitu podobnou kaspazam (peptidyl-
glutamyl-peptidova hydrolyza), B2 trypsinovou aktivitu a B5 chymotrypsinovou aktivitu
(Groll et al., 2006). Dale bylo zjisténo, ze B1 $tépi za kyselymi nebo malymi hydrofobnimi
aminokyselinami, B2 za bazickymi nebo malymi hydrofobnimi aminokyselinami a B5 za
hydrofobnimi aminokyselinami (Dick et al., 1998).

Prstence o nemaji katalytickou aktivitu, ale slouzi ke stabilizaci vnitinich p prstenct a

k vazbé 19S regula¢nich partikuli. NH; terminalni zbytky o podjednotek jsou navzajem
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propojené a blokuji vstup do lumenu 20S proteazomu. Pfi translokaci proteinu do

20S proteazomu je tedy nutné zablokovani téchto NH; skupin pomoci 19S regulacni partikule
(Groll et al., 2000).

2.5.2 19S regulacni partikule

19S partikule se mohou nachézet na obou stranach 20S jadra, kde se vazou na
a prstence. Regulacni partikule se sklada z baze a vika a obsahuje mj. 1 Sest ATPazovych
podjednotek, které se podileji na rozbalovani a translokaci proteini do lumenu
20S proteazomu. Podjednotky baze Rpn 1 a Rpn 2 obsahuji oblasti bohaté na leucin (LRR),
coz jsou domény zajistujici protein-protein interakce (Lupas & Baumeister, 1997). Ale i
samotné ATPazy jsou schopné interagovat se substratem a podili se tak na vazbé proteinu
(shrnuto Glickman & Ciechanover, 2002).

2.6 Deubiquitinac¢ni enzymy

Pro spravnou funkci UPS je nezbytny i proces deubiquitinace. Ubiquitin je uvolnény ze
substratu pomoci deubiquitinacnich enzymi, nasledné¢ recyklovan a pouzit v dalSich
bunéénych procesech. Deubiquitinani enzymy muiZeme rozdé€lit do dvou tfid: ubiquitin C-
terminalni hydrolazy a ubiquitin-specifické proteazy.

Nekteré deubiquitinaéni enzymy se vyskytuji volné v cytoplasmé, zatimco jiné jsou
vazané. Naptiiklad 19S partikule obsahuje deubiquitinaéni domény, které se podileji na
odstraniovani polyubiquitinovych fetézcl z proteinti pred jejich degradaci v proteazomu.
Ubiquitin C-terminalni hydrolaza mize byt i soucasti 26S proteazomalniho komplexu (Eytan
etal., 1993).

2.7 SUMO

Mezi dal§i posttranslacni modifikace proteint, pfispivajicich k regulaci dulezitych
bunéénych procesi, patii sumoylace. Je zde zminéna proto, ze protein SUMO patii do
skupiny ,,Ubiquitin-like proteins®“. Zatimco sekvenéni podobnost ubiquitinu a SUMO je mala
(18 %), tercialni struktura je velmi podobna (Bayer et al., 1998).

Funkce ubiquitinu je Casto podminéna tvorbou polyubiquitinovych fetézct, naopak
SUMO se vétSinou vyskytuje ve formé monomeru. Oba proteiny reguluji aktivitu a lokalizaci

nékterych proteintl, pfiCemz se miizou véazat na stejny substrat, ale disledky této vazby jsou
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jiné. SUMO se na rozdil od ubiquitinu ziejmé nepodili na znaCeni proteini uréenych
k degradaci (shrnuto Gill, 2004).

Akumulace SUMO byla potvrzena v abnormalnich nebo nepohyblivych spermiich
(Vigodner et al., 2013). Sumoylace tedy mize, vedle ubiquitinu, slouzit jako pfidavny marker

pro defektni spermie.

3 Spermiogeneze

Tvorba samcich pohlavnich bunék - spermii zahrnuje procesy spermatogenezi a
spermiogenezi ve varlatech a poté maturaci v epididymis. Pfi spermatogenezi vznikaji ze
spermatogonii haploidni spermatidy. Tento d& zahrnuje dvé meiotickd déleni. Haploidni
spermatidy poté podstupuji fadu morfologickych zmén v procesu spermiogeneze. Vysledkem
spermiogeneze jsou tedy morfologicky zralé spermie - spermatozoa, které jsou vsSak
nepohyblivé a neschopné oplodnit oocyt. Dal§im dulezitym krokem v tvorbé spermii je proto
jejich maturace v epididymis, diky které jsou spermie kompetentni k oplozeni.

Na za¢atku spermiogeneze je kulatd spermatida, kterd musi dramaticky zménit tvar, aby
dosahla vysledné podoby spermie (Obrazek 3). Mezi morfologické zmény, které jsou k tomu
nezbytné, patii: formovani akrozomdalniho vacku, vznik biciku, tvorba mitochondridlniho
pouzdra v ,,midpiece oblasti“ a redukce cytoplasmy a organel. Dulezita je také kondenzace
jadra, ktera zahrnuje vyménu histonl za protaminy. Spermiogenezi u savci miizeme rozdeélit
do Ctyft tazi: Golgt, ,,cap*, akrozomalni faze a maturacni faze.

Spermiogeneze je komplikovany diferenciacni proces, pii kterém vznikaji nové struktury.
Na druhou stranu jsou ze spermatidy odstranovany nadbytecné organely a cytosol ve formeé
tzv. residual bodies. Dochazi také k degradaci Spatné sbalenych, abnormalnich nebo
nadbyte¢nych proteint v UPP. UPS je tedy dulezity ve vSech fazich spermiogeneze. Pii
deficienci nebo abnormalni produkci ubiquitinu a enzymt UPS mohou vzniknout poskozené
spermie nebo je spermatogeneze zcela blokovéna, coz vede k riznym stupniiim neplodnosti

(shrnuto Hou & Yang, 2013).
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"Round" spermatida "Elongating" spermatida "Elongated" spermatida

Mitochondrie

Golgi  Akrozomalni vadek
Axonema

Obrazek 3: Tento obrazek zndzoriuje biogenezi organel a morfologické zmény béhem
spermiogeneze. Ve fazi ,,round” spermatidy se zacina formovat akrozomalni vacek a zvétSuje se diky
fuzim s proakrozomalnimi vacky. V ,.elongating* spermatidé se akrozomalni vacek zplostuje a zacne
pokryvat anteriorni polovinu jadra. V jadfe probiha histon-protaminova vymeéna, diky které dochazi ke
kondenzaci jadra. Mitochondrie jsou transportovany do midpiece oblasti vyvijejiciho se bi¢iku, kde
tvoti mitochondrialni pouzdro (pfevzato Nakamura, 2013, upraveno).

3.1 Formovani akrozomalniho vacku

V casnych fazich spermiogeneze za€ina biogeneze akrozomalniho vacku. Ten obsahuje
lytické enzymy a je nezbytny pro penetraci zony pellucidy béhem oplozeni. Prvnim krokem
tvorby akrozomu je uvolovani proakrozomalnich vackt z Golgiho komplexu a jejich plnéni
akrozomalnimi proteiny a enzymy syntetizovanymi v trans-Golgi (TGN). K tvorbé
akrozomalniho vacku zfejmé piispiva i retrogradni transport vacki z plazmatické membrany a
endosomu. Splyvanim proakrozomalnich vackl vznikéd jediny akrozomalni vacek, ktery je
v kontaktu s jadernou obalkou. Asociaci mezi akrozomem a jadernou obalkou zajistuje
subakrozomalni vrstva (acroplaxome). Béhem ,,cap“ faze spermiogeneze se akrozomalni
vacek zvétSuje diky fuzim s dalSimi proakrozomalnimi vacky. Akrozom se zaroveil zatné
zplostovat a postupné pokryva anteriorni polovinu jadra. K dal$im modifikacim akrozomu
dochazi béhem maturace spermii v epididymis. Mezi tyto zmény patii napi. remodelace
akrozomalni membrany (Phillips et al., 1991).

S biogenezi akrozomalniho vacku je asociovdno nckolik enzymid UPS. Jednim
z piikladi je Golgi-asociovany protein TMF/ARA160. Tento protein se Uc€astni transportu
vacki odvozenych z Golgi, ale vykazuje také E3 ligazovou aktivitu. Exprese proteinu

TMF/ARA160 je zvySena ve varlatech a jeho pfitomnost byla prokdzana ve spermatocytech a
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spermatidach. Tam je tento protein lokalizovan vedle vyvijejiciho se akrozomu. Neni tedy
integralni soucasti akrozomalniho vacku, ale muze hrat roli vjeho formovani. Ligazova
aktivitita TMF/ARA160 se muze podilet i na odstranovani nadbytecné cytoplasmy ve
vyvijejici se spermatid¢. (Lerer-Goldshtein et al., 2010; shrnuto Nakamura, 2013).

UPS se pfi biogenezi akrozomalniho vacku podili také na kontrole kvality proteini.
V nasledujicich odstavcich bude popsano nékolik piikladti enzym UPS, které jsou dulezité
pii kontrole kvality spermii v riznych krocich biogeneze akrozomu. Prvnim ze zminénych
enzymu je ubiquitin ligiza Rnfl9a, ktera je soucasti proakrozomalnich vacku, vné&jsi
membrany akrozomalniho vacku a subakrozomalni vrstvy. Rnfl9a interaguje s komponentou
26S proteazomu Psmc3, ktera tvoti jednu ze Sesti ATPazovych podjednotek na 19S partikuli
(Rivkin et al., 2009). Rnfl9a tedy zprostfedkovava protezomalni degradaci abnormalnich
nebo Spatné sbalenych proteini v akrozomu a subakrozomalni vrstvé a pfispiva tak
k biogenezi akrozomu (shrnuto Nakamura, 2013).

Dalsim z ptikladi je ubiquitin ligiza MARCHI11, ktera je exprimovana hlavné
v ,,round“ spermatidé. Je lokalizovana ve vaccich odvozenych ztrans-Golgi a v tzv.
~multivesicular bodies* (MVBs), které jsou soucasti endosomélniho systému. Ubiquitin
ligiza MARCH11 hraje roli v ubiquitin-zprostfedkovaném tiidéni proteini v TGN-MVB
transportni draze, a muze tak piispivat k akrozomalni formaci (Morokuma et al., 2007;
shrnuto Hou & Yang, 2013). Bylo ukazano, ze MARCHI11 asociuje s ubiquitinovanymi
glykoproteiny obsahujicimi fuk6zu a transportuje je do MVB béhem akrozomalni formace
(Morokuma et al., 2007; shrnuto Nakamura, 2013).

Kontroly kvality proteinil se pfi biogenezi akrozomu ucastni 1 deubiquitina¢ni enzymy.
Jednim z nich je enzym USPS, ktery kontroluje kvalitu proteinil v retrogradni draze smérujici
z endosomu do budouciho akrozomu. Diky deubiquitina¢ni aktivit¢ reguluje mnoZstvi
ubiquitinace proteini urCenych k degradaci (shrnuto Nakamura, 2013). Na obrazku 4 je
schematické znazornéni vySe zminénych enzymi UPS, které se podileji na formovani

akrozomalniho vacku.
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Obrazek 4: Schématické znazornéni transportnich drah ucastnicich se akrozomalni formace. Obrazek
také znazornuje enzymy UPS, které se UcCastni regulace téchto drah béhem biogeneze akrozomu.
Anterogradni biosyntetickd dradha je znazornéna zelenég, retrogradni draha cermé, TGN- MVB cervené.
Ubiquitin ligazy obsazené v subakrozomalni vrstvé jsou oznaceny modie (pfevzato Nakamura 2013,
upraveno).

3.2 Vznik biciku

K tomu, aby byla spermie schopna oplodnit oocyt, je potieba, aby byla pohybliva.
Motilitu spermie zajiStuje bicik, ktery se formuje b&hem spermiogeneze. Ve fazi ,,round*
spermatidy vytvoii distalni centriola zaklad pro axonemu. Ta se sklada z centrdlniho paru
mikrotubuli a deviti pari mikrotubulli, kter¢é ho obklopuji. Paraleln¢ k vnéjSim parim
mikrotubul jsou vnéj$i denzni vlakna, kterd zajistuji flexibilitu a pevnou oporu biciku.
Hlavni ¢ast bi¢iku je navic pokryta vladknitym pouzdrem.

Byla zjisténa pfitomnost ubiquitin ligdzy Rnfl9a ve vyvijejicim se biciku spermie.
Uspotadani vnéjSich denznich vladken a vlaknitého pouzdra kolem axonemy pti vyvoji biciku
mize vyzadovat ucast ubiquitin ligdzy Rnf19a. Rivkin et al. (2009) zaroven piedpoklada, ze
Rnf19a spolecné s 26S proteazomem mohou zajistovat spravné usporadani proteintl a jejich
transport ve vyvijejicim se bi¢iku spermie. Rnfl9a je vyse jiz zminéna a podili se na formaci

akrozomalniho vacku.
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3.3 Kondenzace jadra

Spermiogeneze zahrnuje dramatické zmény v chromatinové struktuie, a to na Grovni
molekularni 1 funkéni. V jadie ,,round* spermatidy je chromatin tvofen komplexy DNA
S histony a je transkripéné aktivni. Zakladni stavebni jednotkou chromatinu je nukleosom.
Jedna se o 146 bp dlouhou DNA navinutou na oktamer histonti, skladajici se z podjednotek
H2A, H2B, H3 a H4, pficemz kazda je zde obsazena dvakrat. Jednotlivé nukleosomy jsou
propojeny tzv. linker DNA, na kterou jsou navazany histony H1. Hlavni funkci histonti H1 je
stabilizace struktury solenoidu.

Histony mohou byt posttranslacné modifikovany. Mezi hlavni modifikace histont patti
acetylace, metylace, fosforylace a ubiquitinace. Kombinaci téchto posttranslacnich modifikaci
mohou vznikat rizné signaly, které ovliviuji strukturu a funkci chromatinovych domén
vcetng transkripéni aktivity.

Béhem prodluzovani spermatidy dochazi ke kondenzaci chromatinu. Jednim z divodt
tésnéj$iho uspotfaddani chromatinu je ochrana DNA pted poSkozenim nukledzami a mutacemi
béhem skladovani spermii a jejich nasledné cesty v sami¢im pohlavnim traktu. Dal$im
divodem kondenzace chromatinu je nutnost zmenseni jadra pti formovani hlavicky spermie.
Prvni faze kondenzace chromatinu zahrnuje vyménu histond transitnimi proteiny (TP1, TP2 a
TP4). Ty jsou v dalsi fazi nahrazeny malymi bazickymi proteiny protaminy, které jsou bohaté
na arginin. Protaminy se vdZou do malého Zlabku DNA, a to tak, Ze kladné argininové zbytky
interaguji se zapornymi fosfatovymi skupinami DNA, ¢imZ neutralizuji jeji zaporny naboj.
Dusledkem interakce mezi protaminy a DNA je kondenzace chromatinu a inaktivace
transkripce.

Pii kondenzaci chromatinu, tedy pii histon-protaminové vymeéné, hraje dilezitou roli
ubiquitinace histont. Tato modifikace destabilizuje nukleosom a pfispiva tak k relaxaci této
struktury. Histony mohou byt poté odstranény z nukleosomu, nahrazeny transitnimi proteiny a
nasledné i protaminy. Ve fazi prodluZovani spermatidy se v jadie nachéazeji ubiquitinované
formy histontit H2A 1 H2B i H3. Ubiquitinace histoni H3 je ziejmé specifickd pouze pro
»elongating® spermatidy ve varlatech. MnozZstvi ubiquitinovanych histoni H3 se v této fazi
vyvoje spermatid pohybuje okolo 2% (Chen et al., 1998). Na druhou stranu ubiquitinované
formy histontt H2A (uH2A) a H2B (uH2B) se nachazeji v mnoha bunécnych typech. U bunék
mysi bylo zji§téno, Ze se v jejich jadie nachazi 11% histoni H2A ve formé uH2A a asi 1%

histoni H2B je ve formé u H2B (West & Bonner, 1980). Mnozstvi ubiquitinovanych histont
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H2A v pruibéhu spermiogeneze klesd. V ,.elongating™ spermatidach je tedy procento uH2A
nejnizsi (Chen et al., 1998).

Na ubiquitinaci histonti se podili enzymy UPS. Je tedy zfejmé, ze pfi jejich deficienci
nebo defektu v UPP muze dochazet k abnormalitam v morfologii spermie a ke sterilité.
Jednim z pfikladi mlize byt deficience ubiquitin ligdzy RNF8, ktera se podili na ubiquitinaci
histont H2A a H2B. RNF8-deficientni mysi jsou neplodné a jejich spermie vykazuji
abnormalni kulaté hlavicky a niz8§i pohyblivost (Lu et al., 2010). Dalsim ptikladem je
konjuga¢ni enzym HR6B, jehoz mutace mohou zpusobit muzskou neplodnost (Roest et al.,
1996). U HR6B “ knockoutovaného® samce mysi je vazné poruseny vyvoj spermatid ve fazi
prodluzovani (Baarends et al., 1999).

Kondenzaci chromatinové struktury ziejmé podporuji i dalsi posttranslaéni modifikace
histont. Qian et al. (2013) ukazali, Ze jako signal pro rozpoznani histonii urcenych
k degradaci neslouzi ubiquitinace, ale acetylace. Proteazomalni aktivator PA200, ktery je
navazan na 20S proteazom, rozpoznava acetylované histony a sméfuje je k degradaci
Vv proteazomu. U mysi bylo zjisténo, ze deficience PA200 vede k omezené plodnosti (Khor et
al., 2006). Byl prokazan také izky vztah mezi ubiquitinaci histonu H2A a acetylaci histonu
H4 (Lu et al., 2010).

3.4 Mitochondrie

3.4.1 Tvorba mitochondrialniho pouzdra

Béhem spermiogeneze dochdzi kredukeci mitochondrii. Pfiblizné polovina
mitochondrii je odstranéna spolu s nadbyte¢nou cytoplasmou ve form¢ ,residual bodies®.
Druhé polovina mitochondrii ziska vyztuzenou membranu (mitochondrialni kapsli) a migruje
do tzv. midpiece oblasti nachazejici se na bazi vyvijejiciho se bi¢iku spermie. Tam jsou
mitochondrie uspofadany do spirdlovit¢ého mitochondridlniho pouzdra, které obaluje
kontraktilni elementy bi¢iku. Béhem maturaéni faze spermiogeneze pak dochazi ke
kondenzaci a utahovéni Sroubovité struktury mitochondrii. Mitochondrie nésledné zajiStuji
energii pro motilitu bic¢iku.

Mitochondrie neustale fuzuji nebo se naopak déli a tvofi tak dynamickou strukturu.
Kudrzovani dynamiky je potfeba nékolika proteini. U savcl zajiStuji fuzi mitochondrii
proteiny mitofusin 1 a mitofusin 2 (Mfnl, Mfn2), které patii do rodiny GTPaz. Naopak déleni

je tizeno GTPazou Drpl, kterd interaguje s proteinem vnéjSi mitochondrialni membrany
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hFis1. Rovnovaha mezi fizovanim a délenim urcuje distribuci a morfologii mitochondrii, coz
je dulezité¢ 1 béhem spermiogeneze pii transportu mitochondrii do ,,midpiece* oblasti. Tato
rovnovaha je udrzovana diky regulaci poméru proteini Mfnl, Mfn2 a Drpl, a to jejich
ubiquitinaci a naslednou degradaci. Na ubiquitinaci téchto substrati se podili E3 ligaza
MITOL nachazejici se ve vngjsi mitochondrialni membrané (shrnuto Park et al., 2010). Bylo
zjisténo, ze v ,,round a ,elongating spermatidach je zvySend exprese Mfn2 a Drpl, coz
ukazuje na zvySenou frekvenci fazi a déleni mitochondrii béhem spermiogeneze (Honda &

Hirose, 2003). UPS hraje tedy kli¢ovou roli i pii tvorbé mitochondrialniho pouzdra.

3.4.2 Ubiquitinace prohibitinu

U savct se mitochondrie dédi maternaln€, zatimco mitochondrie obsazené ve spermii
jsou selektivné degradovany uz v Casné fazi embryogeneze. Divod maternalni dédi¢nosti
mitochondrii mize byt evoluéni (vybér nejvhodnéjsiho mitochondrialniho genomu béhem
oogeneze diky ,,bottleneck™ efektu) nebo vyvojovy (vyhoda eliminace spermii nachylnych na
mutace mitochondrialni DNA); (shrnuto Ankel-Simons & Cummins, 1996).

Pocet kopii mitochondrialni DNA ve spermii je mnohem niz§i ve srovnani s poctem
kopii mitochondridlni DNA obsazenych v oocytu. Ve spermii se pocet kopii pohybuje
Vv rozmezi desitek az tisicli, zatimco oocyt muze obsahovat 100 000 - 1000 000 kopii
mitochondrialni DNA (shrnuto Nakamura, 2013).

Sutovsky et al. (2000) piedpokladaji, Ze paternalni mitochondrie jsou jesté pied
oplozenim ubiquitinovany a po proniknuti do oocytu zni¢eny v lyzozomu nebo proteazomu.
Degradace je vS8ak pouze druhové specificka (Sutovsky et al., 2000). Zda se, ze prohibitin,
protein vnitini mitochondrialni membrany je jednim ze substratd, které jsou v mitochondriich
znaceny ubiquitinem a hraje tak dtlezitou roli v maternalni dédi¢nosti mitochondrii (Sutovsky
et al., 2000; Thompson et al., 2003).

Prohibitin, 30 kDa velky konzervovany protein, je produkovan Leydigovymi a
Sertoliho bunikami ve varlatech. Ukézalo se, Ze prohibitin blokuje syntézu DNA, ¢imZ plisobi
jako inhibitor mitézy a meidzy pii spermatogenezi a zaroven ma antiproliferaéni vlastnosti
(Nuell et al., 1991; Choongkittaworn et al., 1993). Ubiquitinace prohibitinu mize mit tedy i
dalsi funkci. Prohibitin za normélnich okolnosti brani vstupu bunky do S-fdze bunécného
cyklu (Nuell et al., 1991). KdyzZ jsou ale mitochondrie nesouci prohibitin po vstupu spermie

do oocytu degradovany, embryo se mize normalné vyvijet (Sutovsky et al., 2000).
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K ubiquitinaci prohibitinu mize dochazet ve varlatech, pfi maturaci v epididymis i
v samotné cytoplasm¢ oocytu. Co se tyka spermiogeneze, ubiquitinova znacka je
K prohibitinu pfipojena ve fazi ,,round* spermatidy (Thompson et al., 2003). Mechanismus
ubiquitinace vSak neni dosud jasny. Jednim z moznych vysvétleni je, Ze dojde k apoptdze
vnéj$i mitochondridlni membrany, ¢imz se odhali vnitini membrana obsahujici mj. i1
prohibitin. Ten pak muize byt oznac¢en ubiquitinem (Martinou et al., 1999; Sutovsky et al.,
2001). Ubiquitinované prohibitiny jsou béhem priuchodu epididymis maskovany diky
zesitovani pomoci disulfidickych vazeb a ,,objevi se* znovu az po vniknuti spermie do oocytu
diky redukénimu prostiedi cytoplasmy oocytu (Sutovsky et al., 2000). Poté jsou degradovany
v lyzozomu nebo proteazomu oocytu.

Prohibitin mize hrat i roli chaperonu jinych mitochondridlnich membranovych

proteind pfi jejich degradaci proteolyzou (shrnuto Arnold & Langer, 2002).

3.5 Redukce organel a cytoplasmy

V procesu spermiogeneze jsou ze spermatidy odstranény nékteré organely nebo
bunécné struktury. Mezi ty patii Golgi, endoplasmatické retikulum a asi polovina
mitochondrii. Dale dochéazi k Gplnému odstranéni nebo redukci centrozomu a odstranéni
nuklearnich péra (shrnuto Sutovsky, 2003).

Béhem prodluzovani spermatidy dochazi také Kk dramatické redukci cytoplasmy.
Nadbytecna cytoplasma a né€které organely jsou ze spermatidy odvrzeny ve formé ,,residual
bodies”. Ty jsou poté fagocytovany Sertoliho buiikami. Na kréku spermie zlstanou malé
zbytky cytoplasmy - cytoplasmatické kapky, které pii priachodu epididymis migruji podél
bic¢iku (Nicander & Glover, 1973).
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4 FunKkce epididymis

Spermie, které vzniknou pfi spermiogenezi, jsou sice morfologicky zralé, ale jesté nejsou
schopné oplodnit oocyt. Kdyz tyto spermie opusti varlata, dostanou se do epididymis
(nadvarlata), kde dochazi k jejich maturaci. Vysledkem maturace jsou motilni spermie
kompetentni k tomu, aby mohly oplodnit oocyt. Dalsi dilezitou funkci epididymis je
skladovani zralych spermii a jejich udrzovani v zivotaschopném stavu, dokud nejsou
ejakulovany.

V epididymis dochazi také k selekci spermii. Defektni nebo abnormalni spermie jsou
extracelularné ubiquitinovany (Sutovsky et al., 2001) a nasledné fagocytovany epitelialnimi
bunikami epididymis. Jedna se o jeden z mechanismi kontroly kvality spermii b&hem

spermatogeneze.

4.1 Stavba epididymis

Epididymis se sklada ze tii Casti: hlava (cauda), télo (corpus) a ocas (caput), ktery
pokracuje v chamovod. Epididymis muzeme rozdélit i ultrastrukturalné na jednotlivé regiony.
Kazda ¢ast epididymis plni jinou funkci pii zrani, vyzive, transportu a skladovani spermii.
Cauda a corpus se podili predev§im na maturac¢nich procesech, zatimco caput slouzi hlavné ke
skladovani zralych spermii.

Pro fizeni matura¢nich procest probihajicich v epididymis je dulezité prostiedi v jeho
lumenu. Slozeni epididymalni tekutiny se méni v ramci jednotlivych ¢asti epididymis a
ovlivituje tak posloupnost zmén probihajicich v ramci maturace (shrnuto Axnér, 2006;
shrnuto Cornwall, 2009).

Epitel epididymis obsahuje mnoho druhi bunék, které zastavaji rtzné funkce.
Nejdulezitejsi roli pii maturacnich, ale i ubiquitinaénich procesech hraji tzv. principal cells,
které plni absorpéni a sekre¢ni funkci. Mezi dalsi bunky epitelu patii apikalni bunky, které
sekretuji H+ do lumenu epididymis a tim ho okyseluji, nebo ,,clear cells“ endocytujici
proteiny a ¢astice z lumenu. Jiné bunky epitelu maji ochrannou nebo imunitni funkci (shrnuto

Cornwall 2009).

4.2 Maturace spermii

Proces maturace zahrnuje morfologické, biochemické i fyziologické zmény spermii. Pti
pruchodu spermie epididymis dochazi k tvorbé disulfidickych mistkit mezi protaminy, coz

prispiva ke stabilizaci jadra. Zaroven se méni sloZzeni membrany a dochazi ke zménam
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akrozomalniho vacku (shrnuto Axnér, 2006). Vysledkem téchto d&ji je zrala a pohybliva
spermie.
Maturace spermii je ovlivnéna rozdilnou sekreci proteinti v jednotlivych segmentech

epididymis, ale také dalsimi faktory, mezi které patii mj. pH lumenu (Yeung et al., 2004).

4.3 Selekce spermii a ubiquitin

Pro uspésné oplozeni je nezbytné, aby byly obé gamety (samci i samici) pln¢ funkéni.
Béhem spermatogeneze vSak mizou vzniknout i spermie, které jsou defektni nebo abnorméalni
a nejsou schopné oplodnit oocyt. Je tedy nezbytna kontrola kvality spermii zahrnujici mj.
rozpoznani a oznaceni abnormalnich spermii ubiquitinem pfi jejich prachodu epididymis a
jejich nasledné odstranéni (Sutovsky et al., 2001). Zatimco k ubiquitinaci vétSinou dochazi
Vv jadie nebo cytosolu, v tomto piipad¢ se jedné o extraceluldrni ubiquitinaci.

Mezi mirou ubiquitinace a kvalitou spermii je nepfimd Umérnost, pfiCemz mira
ubiquitinace koreluje s mirou poskozeni struktury DNA (Sutovsky et al., 2002). Ubiquitin
tedy mize slouzit jako marker kvality spermii (Sutovsky et al., 2001).

4.3.1 Sekrece ubiquitinu do lumenu nadvarlete

Ubiquitin a enzymy UPS jsou do lumenu epididymis sekretovany tzv. principal cells
epitelu (Obrazek 5). Jedna se o apokrinni sekre¢ni mechanismus. Malé membranou uzaviené
partikule epididymosomy ptenaseji proteiny (integralni membranové proteiny a cytosolické
proteiny sekretované epididymis) na membranu spermie (Frenette & Sullivan, 2001).

Na pienosu proteint v lumen epididymis se ale mohou podilet i ,,apical blebs* (Hermo &
Jacks, 2002), které¢ byly diive mylné povazovany pouze za artefakt vznikly fixaci tkané.
Pozdgji se ale ukazalo, Ze se jedna o unikatni sekretorickou apokrinni drahu. ,,Apical blebs*
jsou velké vacky, které se oddéluji od apikalniho povrchu epididymalnich epitelidlnich bunék
a obsahuji sekretované proteiny. Akumulace ubiquitinu i proteazoml byla prokazana

Vv ,,apical blebs* u ¢lovéka i jinych savci (Baska et al., 2008).
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Obrazek 5: Schématické znazornéni apokrinni sekrece v principidlnich bunikach v epididymis.
Detail, fotografie z elektronového mikroskopu, znazoriiuje epididymosomy. AB- ,.apical blebs®,
EP- epididymosomy, ILC- intraluminalni kompartment, MV- mikrovilli (ptevzato Sullivan et al.,
2007).

4.3.2 Extracelularni ubiquitinace

Extracelularni ubiquitinace v epididymis ziejmé piispiva k degradaci abnormalnich
spermii, ale zdrovel miiZze chranit reprodukéni systém pied autoimunni neplodnosti.
Ubiquitinace defektnich komponentli na povrchu spermie mize slouzit také jako prevence
pied imunitni reakci zptisobenou pravé témito vadnymi ¢astmi (shrnuto Baska et al., 2008).

Mechanismus selektivniho rozpoznani abnormadlnich spermii neni dosud jasny.
V defektnich spermiich byl nalezen Fas-ligand, ktery patfi mezi apoptotické antigeny (Sakkas
et al., 1999). Je tedy mozné, Ze ubiquitinace v epididymis je mezikrokem nebo koncovym
bodem apoptotickych mechanismt probihajicich v epididymis, které rozpoznavaji poSkozeni
DNA nebo jinych struktur. Denaturované nebo Spatné sbalené povrchové antigeny na spermii
mohou byt také divodem k ubiquitinaci (Sutovsky et al., 2001).

Analyza ubiquitin-pozitivnich spermii odhalila pfitomnost poskozené DNA a fadu
morfologickych defektt (Sutovsky et al., 2002). Mezi né patii zkrouceny bic¢ik (coiled tail,
tzv. ,,Dag effect), zdvojeny bicik, zdvojend nebo abnormalni hlava spermie nebo abnorméalni
stiedni ¢ast biciku. Zaroven Sutovsky et al. (2002) zjistili, ze defektni spermie jsou Castéji

ubiquitinovany na bi¢iku nez na hlavi¢ce a hlavicka a bi¢ik se od sebe mohou oddélit. Byla
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prokazana také vysokda mira ubiquitinace cytoplasmatickych kapek (cytoplasmic droplets)

kolem bi¢iku spermie (Sutovsky et al., 2001).

4.3.3 Odstranéni abnormalnich spermii

Béhem prichodu epididymis klesa procento ubiquitinovanych spermii mezi caputem a
caudou (Sutovsky et al., 2001), tedy spermii, které jsou defektni. To nasvéd¢uje tomu, ze jsou
ubiquitinované spermie v epididymis odstranovany, a to nékolika moznymi cestami.

Ubiquitinované spermie mohou byt fagocytovany a degradovany proteolyzou (Sutovsky
et al., 2001). N¢které vadné spermie ale uniknou degrada¢nim mechanismim a mizeme je
najit v ejakulatu.

Na fagocytdze defektnich spermii se podili epitelidlni buiky a makrofagy (shrnuto
Axnér, 2006). Crabo et al., (1971) ukéazali, Ze jsou spermie Sabnormalnimi hlavickami
fagocytovany epitelidlnimi bunikami v ductus efferentes (kanalek spojujici varle s inicialnim
segmentem epididymis). Cytoplasmatické kapky jsou fagocytovany ,.clear cells epitelu
v caputu epididymis (Hermo et al., 1988).

Ubiquitinace abnormalnich spermii a cytoplasmatickych kapek mize usnadnit
fagocytdzu. Princip je ten, Ze ubiquitinované Ccastice urené k degradaci se shlukuji
dohromady diky kladnym nabojim na lysinovych zbytcich ubiquitinu, ¢imz pfispivaji
k zahajeni internalizace pfi fagocytoze (Sutovsky, 2003).
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5 Vliv UPS na oplozeni

Poslednim dé&jem, kde se uplatiuje UPS spermie, je penetrace zony pellucidy pii
oplozeni. Aby mohlo dojit k ispésnému oplozeni oocytu, musi po navazani spermie dojit
k akrozomalni reakci. Nedavno se ale ukazalo, Ze pii pruchodu spermie zonou pellucidou
(ZP) hraje vyznamnou roli i UPS (Zimmerman et al., 2011).

ZP je glykoproteinova vrstva, kterd obklopuje plazmatickou membranu sav¢ich oocyti.
Hlavni funkci ZP je ochrana oocytu pfed mechanickym poskozenim, ale je dilezita i pro
specifickou vazbu spermii pti oplozeni. ZP po oplozeni zanika az ve stadiu blastocysty a brani
tak pred€asnému uhnizdéni oocytu ve vejcovodech.

ZP se sklada ze tii hlavnich glykoproteinii ZP1, ZP2 a ZP3, ale u né¢kterych savel mize
obsahovat i glykoprotein ZP4. Glykoproteiny ZP jsou extracelularné ubiquitinovany, pficemz
Zimmerman et al. (2011) dokazali pfitomnost ubiquitinu u ZP1, ZP2 i ZP3. K ubiquitinaci
glykoproteini u savcl dochazi béhem oogeneze a jsou dva rlizné ndzory na mechanismus
ubiqutinace. Prvnim z nich je, ze glykoproteiny ZP jsou ubiquitinovany uz v sekre¢ni draze,
uniknou degradaci v endoplasmatickém retikulu a poté se zabuduji do ZP oocytu. Druhy
nazor je ten, ze glykoproteiny jsou ubiquitinovany aZ po lokalizaci do ZP (shrnuto
Zimmerman et al., 2011), coz podporuje i vysoka koncentrace volného ubiquitinu ve
folikularni tekutiné (Einspanier et al., 1993).

Zimmerman et al. (2011) ukazali, ze 26S proteazom nachazejici se v akrozomu spermie
rozpoznava a degraduje ubiquitinované proteiny ZP a je tak kliCovym faktorem pfti oplozeni u
savcl. Mechanismem je degradace ubiquitinovanych proteint ZP, pfedevs§im ZP3 (plni funkci
receptoru pro spermii). To pravdépodobné vede k rozvolnéni struktury ZP, coz pfispiva
k mechanickému priniku spermie pies ZP. Také se zda, Ze 26S proteazom spermie degraduje
proteiny asociované s akrozomalni membrdnou, a tim napomahd akrozomalni exocytdze
(Zimmerman et al., 2011).

Je tedy zifejmé, ze UPS hraje diilezitou roli i béhem samotného oplozeni. Nicméné na
spoustu otazek jesté¢ neni znama odpovéd’, napt. jak je 26S proteazom integrovan do
akrozomalni struktury béhem spermiogeneze nebo jaky je vztah mezi plodnosti u muza a
enzymatickou aktivitou asociovanou s 26S proteazomem spermie. Tyto otazky budou

predmétem budoucich vyzkumi (shrnuto Sutovsky, 2011).
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6 Zavér

Cilem této prace bylo popsat vliv UPS na spermiogenezi u savci. Z dostupnych praci
zabyvajicich se touto problematikou vyplyva, ze UPS je nezbytny jak pro tvorbu samdich
pohlavnich bun€k béhem spermiogeneze, tak i pro samotné oplozeni. Béhem maturace
v epididymis jsou defektni spermie extraceluldarné¢ znafeny ubiquitinem, piiCemZ mira
ubiquitinace koreluje s mirou poskozeni. V klinické praxi tedy ubiquitin mtze slouzit jako
marker kvality spermii. Je ziejmé, ze UPS hraje dtlezitou roli v procesech vedoucich k tvorbé
spermii. Nicmén¢ spousta otazek zistava doposud nezodpovézena, napi. mechanismus
selektivniho rozpoznani abnormalnich spermii v epididymis, mechanismus ubiquitinace
mitochondrii nebo konkrétni funkce UPS ve vyvijejicim se biciku. Tyto nejasnosti budou

predmétem budoucich vyzkumi.
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