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Abstrakt

Ubikvitin ligadzy zavislé na cullinovych podjednotkéch jsou zodpovédné za regulaci
vétsSiny bunéénych procesti. Navzdory tomu, ze jejich mutované formy jsou pti¢inou vzniku
mnoha lidskych onemocnéni, nejsou jejich fyziologické role dostateéné popsany. V ramci
piedkladanych vysledkl jsme se soustiedili na fyziologickou roli ubikvitin ligdzy SCFFBX038
(SKP1-CULLIN1-FBXO038), jejiz mutované formy jsou zodpovédné za progresi distalni
neuropatie. Pfiprava mySiho modelu absence FBXO38 odhalila vyS$§i mortalitu
homozygotnich mlad’at a ristovy defekt, ato jak na urovni celého organismu, tak
1 jednotlivych organti, zejména jater a varlat. Samci s deleci v genu Fbxo38 méli vyrazné
niz$i reprodukéni schopnost, coz souviselo sniz$i produkci maturovanych spermii
a patologickymi zménami ve struktufe semenotvornych tubull. Zjistili jsme, Ze protein
FBXO038 je funkéné exprimovan v Sertoliho buiikdch zodpovédnych za regulaci
spermatogeneze a integrity semenotvornych kanalka. Bliz§i analyza spermatogennich
populaci odhalila defekt na Girovni spermatocytarni diferenciace. Dynamika této diferenciace
je zavisld na funkCni integrité hematotestikularni bariéry tvorené mezibunéénymi spoji
Sertoliho bun¢k. Potvrdili jsme, Ze retencni schopnost této bariéry byla u mutovanych zvirat

sniZzena, coz korelovalo s poklesem exprese jeji hlavni podjednotky claudinu-11.

V souhrnu tato prace vedla k odhaleni nové funkce ubikvitin-proteazomového
systému v regulaci spermatogeneze. Tento vysledek mize byt podstatny v identifikaci pticin

snizené fertility soucasné populace.

Kli¢ova slova: Ubikvitin-proteazomovy systém, FBXO38, spermatogeneze, Sertoliho

buiiky, hematotestikularni bariéra



Abstract

Cullin-dependent ubiquitin ligases are responsible for the regulation of most cellular
processes. Despite their mutated forms being the cause of many human diseases, their
physiological roles are not sufficiently described. In the presented results, we focused on the
physiological role of ubiquitin ligase SCFFBXO038 (SKP1-CULLIN1-FBXO38), whose
mutated forms are responsible for the progression of distal neuropathy. Preparation of mouse
model deficient in FBXO38 revealed that homozygous pups were born in a lower than
expected ratio. Animals were growth-retarded, both at the level of the whole organism and
individual organs, especially the liver and testes. Males with a deletion in the Fbxo38 gene
had significantly lower reproductive capacity, which was associated with lower production
of mature sperm and pathological changes in the structure of seminiferous tubules. We found
that the FBXO38 protein is functionally expressed in Sertoli cells responsible for regulating
spermatogenesis and seminiferous tubules integrity. Detailed analysis of spermatogenic
populations revealed a defect at the level of spermatocyte differentiation. The dynamics of
this differentiation depend on the hematotesticular barrier functional integrity formed by the
intercellular junctions of Sertoli cells. We confirmed that the retention capacity of this barrier
was reduced in mutated animals, which correlated with a decrease in the expression of its

major subunit claudin 11.

In summary, this work led to the discovery of a new function of the ubiquitin-
proteasome system in the regulation of spermatogenesis. This result may be relevant in

identifying the causes of reduced fertility in the current human population.

Key words: Ubiquitin-proteasome system, FBX038, spermatogenesis, Sertoli cells,

hematotesticular barrier
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1. Uvod

Incidence spinalni svalové atrofie se pohybuje okolo jednoho ptfipadu na Sest tisic
novorozencl (Haberlova aspol. 2016). U jedné z vzacngjSich forem tohoto dédi¢ného
onemocnéni byly identifikovany mutace v ubikvitin ligdzovém substratovém receptoru
FBXO038 (F-box only protein 38). Z hlediska dédicnosti byla jedna z FBXO38 mutaci
autosomalné¢ dominantni, zatimco u druhé se jednalo o recesivni typ. Detailni pochopeni
fyziologickych a molekularné biologickych funkci proteini mutovanych ve spinalnich
atrofiich ndm mutize pomoci porozumét etiologii téchto neurodegenerativnich onemocnéni.
Toto byla hlavni motivace pro pfipravu mysiho modelu deficientniho na protein FBXO38
a tato diplomova prace se soustedi na analyzu fenotypu tohoto kmene, zejména na detailni

popis vlivu FBXO38 na spermatogenezi.

2. Teoreticky uvod

2.1 Ubikvitin-proteazomovy systém

Systémova proteinovd degradace je wuvysSich organismi zajiSténa pomoci
membranové organely zvané lyzozom a biochemické drahy UPS (Ubiquitin proteasome
system). Lyzozom obsahuje velké mnozstvi protedz zvanych cathepsiny, které jsou aktivni
pii nizkém pH (Turk aspol. 2012). Proteiny, jejich komplexy nebo celé endocytované
mikroorganismy jsou do lyzozomu dopravovdny v membrdnovych véccich ¢i obalené
specialnimi “cargo® proteiny slouzicimi jako receptory pro tento typ degradace.
Fyziologickd tuloha lyzozomu je nezbytnd v bunéné homeostize a v odpovédi na
metabolicky stres, napt. béhem autofagie. Jeho hlavni charakteristikou je nespecifi¢nost
proteinové degradace (Ballabio a Bonifacino 2020). UPS je oproti tomu zodpovédny za
specifické odstraiiovani poskozenych nebo nepotiebnych proteinli (Kwon a Ciechanover
2017). Jeho role je esencidlni v mnoha bunécnych procesech, které jsou zavislé na
dynamické kontrole hladiny jednotlivych proteini. Jednéd se naptiklad o aktivaci imunitni
odpovédi, regulaci bunééného cyklu ¢i reakei na environmentalni stres. Kromé takovych

dynamickych déjii je tento systém nezbytny i béhem vyvoje mnohobunéénych organismil,
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zejména v komunikaci a integraci signalnich morfologickych drah (Kumari a spol. 2017;
Baloghova, Lidak, a Cermak 2019). Ke specidlnimu vyuziti UPS dochazi béhem kontroly
kvality nov€é syntetizovanych, sekretovanych a transmembranovych  proteint
v endoplazmatickém retikulu. Tento kontrolni systém zvany ERAD (endoplasmatic
reticulum associated degradation) zprostfedkovava degradaci defektné slozenych proteinii
(Romisch 2005).

Z mechanického hlediska UPS ptedstavuje fetézec enzymatickych aktivit. Cela
kaskada je iniciovana specifickym oznacenim substratu (proteinu urceného k degradaci)
fetézcem ubikvitinovych peptidi. Takto oznaceny substrat je nasledné zdegradovan v lumen
multiproteinového komplexu zvaného proteazom (Peters 1994). Ten rozpoznava
ubikvitinem oznafené proteiny a za spotieby ATP (adenosine triphosphate) je rozbaluje
a posouva do proteazomového jadra, kde se nachazeji aktivni proteazy zodpovédné za

rozs§tépeni proteind na nizké peptidy az aminokyseliny (Cooper 2000).

2.1.1 Proteazom

Proteazom byl poprvé izolovan v roce 1977 z extraktu kraliCich retikulocytt jako
novy typ proteolyzy zavislé na spotiebé¢ ATP. Do té doby byl znam pouze energeticky
neutralni typ proteinové degradace zprostiedkovany lyzozomem (Hough, Pratt,
a Rechsteiner 1987; Etlinger a Goldberg 1977). Katalytické jadro proteazomu je vysoce
konzervované v celé¢ eukaryotick¢é 1iSi ajeho varianty se nachazi také u bakterii
a archebakterii (Maupin-Furlow 2013; Striebel a spol. 2014). Strukturné¢ se proteazom
sklada ze dvou 19S regulaénich ¢asti a jednoho 20S proteolytického jadra, kde dochazi ke
Stépeni peptidické vazby substratii (Obr. 1). Struktura jadra je podobna barelu, ktery je
slozen z 28 podjednotek tvoficich ctyfi heptamerické kruhy naskladané na sobé (Peters
1994). Dva vnéjsi kruhy z obou stran jsou slozené z a podjednotek, které reguluji vstup do
proteolytického jadra (Finley 2009). Dva vnitini kruhy jsou sloZeny z B podjednotek
s odhalenymi katalytickymi triddami, které jsou zodpovédné za Stépeni peptidickych vazeb
v substratu (Arendt a Hochstrasser 1997, Chen a Hochstrasser 1996; Obr. 1). Pouze tii
B podjednotky jsou aktivni protedzy — B1, B2 a B5, z nichz kazd4d mtze Stépit Sirokou Skalu
peptidickych sekvenci. Podjednotka B1 je kaspdzova protedza uptednostiujici Stépeni za

kyselymi zbytky, B2 je trypsinova proteaza, kterd ma tryptickou specifitu a Stépi predevsim
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C-konce argininu a lysinu, a 5 je protedaza podobnd chymotrypsinu se specifitou pro

hydrofobni aminokyseliny (Finley 2009).

Regulacni ¢astice 19S ma dvé podjednotky: viko a bazi. Viko je zodpovédné za
rozpoznani polyubikvitinového fetézce. Tuto vazbu zprostiedkovava jeji podjednotky
Rpn10 (26S proteasome regulatory subunit) a Rpnl3 (Deveraux et al. 1994; Husnjak et al.
2008). Vyznamnou funkei 19S ¢astice je odstépeni a recyklace polyubikvitinového fetézce.
Toto je zprostiedkovano protedzou Rpnll1, ktera patii do rodiny tzv. deubikvitinaz (Verma
a spol. 2002). Baze lokalizovana mezi vikem a a podjednotkami katalytického jadra je
sloZena ze Sesti AAA-ATPazovych podjednotek a ¢tyt ne-ATPazovych podjednotek. Tato
motorickd jednotka zajiStuje rozplétani substratu za soucasné spotieby ATP a posun
rozpleteného substratu skrze otevieny o kanal (o heptamer) do proteolytického jadra.
Kontrola otevieni a kanalu tak zamezuje nespecifické degradaci (Bard a spol. 2018; Tanaka

2009, Chen a Hochstrasser 1996; Obr. 1).

o
o , Rozpoznani polyubikvitinovaného
tg Viko proteinu (Rpn10, Rpn13)
’ 2
GEJ =
8 a Baze Deubikvitinace (Rpn11)
© | O
Q
= | 0 ‘
O | o
> | N
0. L Rozbaleni proteinu a umozZnéni vstupu
2 - ) do jadra (Rpt1-Rpt6)
N Baze
o.
o
n
= Viko Proteolyza (81, B2 a B5)

Obrazek 1: Proteazom

Viko regulacni podjednotky 19S proteazomu je multiproteinovy komplex zodpovédny za rozpoznani
a odstfihnuti polyubikvitinového fetézce. Dalsi ¢ast této podjednotky je baze, ktera za spotieby ATP rozpléta
substrat a posouva ho do katalytické podjednotky proteolytického jadra, kde dochazi k samotné degradaci

proteint prostfednictvim proteaz. Prevzato a upraveno: (Tanaka 2009).

14



V nékterych bunéénych typech se nachazeji specidlni varianty proteazomu. Mezi ty se
fadi imunoproteazom ¢i thymoproteazom. Imunoproteazom generuje kratké peptidy, které
jsou prezentovany na povrchu bunék pomoci MHC glykoproteind I. tfidy (major
histocompatibility complex 1.). Tento funkéné specificky typ proteazomu ma odlisné
katalytické¢ podjednotky nazyvané Bli, B2i, p5i, které jsou exprimovany v odpovédi na
prozanétlivy cytokin IFN-y (interferon gamma) a prednostné inkorporovany do proteazomu
za vzniku imunoproteazomu. Pfi oxidativnim stresu a vy$§im mnozstvi zanétlivych cytokini
hladina imunoproteazomu stoupd (Tanaka 2009; Ferrington a Gregerson 2012). Béhem
pozitivni selekce CD8" T lymfocyti v kiife brzliku je exprimovana katalytickd podjednotka
B5t, ktera je spolu s Pli, P21 nebo P1, P2 podjednotkami inkorporovdna do tzv.
thymoproteazomu (Murata a spol. 2007; Tanaka 2009).

2.1.2 Ubikvitinace

Roku 1975 byl objeven kratky peptid pritomny ve vSech tkanich. Jeho primdarni
struktura byla vysoce evolu¢né konzervovana u eukaryotickych organismii a jeho homology
se pozd¢ji naSly 1iu bakterii a archebakterii. Originaln¢ nazvany UPIP (Ubiquitous
immunopoietic polypeptide) protein byl pozd€ji pfejmenovany na ubikvitin (Goldstein
a spol. 1975). Ubikvitin je 76 aminokyselin dlouhy peptid, ktery je schopny kovalentni
vazby na jiny protein (substrat) ataké vazby na dal$i ubikvitiny a tvorbu tzv.
polyubikvitinovych fetézci, které oznacuji proteiny urcené k degradaci (Avram Hershko
a Ciechanover 1998). Kovalentni vazba mezi substratem a ubikvitinem stejné¢ jako mezi
dvéma ubikvitiny narustajiciho fetézce je tvofena izopeptidickou vazbou mezi lysiny
substratu a C-koncovymi glyciny nové ptipojovanych ubikvitinli. Aktivace ubikvitinu a jeho
kovalentni pfipojeni na cilovy substrat je fizeno procesem ubikvitinace. Tato sekvencni
kaskéda enzymatickych d&jii je zavisla na tfech hlavnich enzymech: E1 enzym aktivujici
ubikvitin, E2 konjugujici enzym a E3 ubikvitin ligdza. Ubikvitin musi byt nejprve aktivovan
prostiednictvim adenylace, kterou katalyticky zprosttedkovava E1 enzym za spotieby ATP
(Ciechanover a spol. 1982). E2 enzym nasledn¢ katalyzuje pienos aktivovaného ubikvitinu
pomoci transesterifikacni reakce z E1 na katalyticky cystein E2. V poslednim kroku pomoci
komplexu E3 ubikvitin ligdzy je ubikvitin konjugovan na lysin cilového proteinu/substratu,

¢1 nartstajiciho polyubikvitinového fetézce. Tento proces se opakuje az do vzniku kritické
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délky polyubikvitinového fetézce. Takto oznaceny protein je ndsledné rozeznan

transportnimi proteiny nebo pfimo proteazomem, kde je zdegradovan (A. Hershko a spol.

1983; Obr. 2).

@ Zdegradovany

Py @ substrat

Aktivace
ubikvitinu

m

g Proteazom

Recyklace

ubikvitinu E2 Konjugace
\ ubikvitinu

\_3/%52)

Ligace ubikvitinu
na substrat

Ubikvitin ligaza

Obriazek 2: Ubikvitinace

UPS je evolucéné konzervovany proces, ktery predstavuje kaskadu tfech hlavnich enzymatickych fazi. Nejprve
je ubikvitin aktivovan pomoci E1 aktivujiciho enzymu. Aktivovany ubikvitin je dale pfedan na E2 konjugujici
enzym a v poslednim kroku pomoci E3 ubikvitin ligdzy kovalentné navazan na substrat. Ubikvitin tvoii

polyubikvitinové fetézce prostiednictvim fetézeni navazanych ubikvitintl. Vytvoreno v BioRender.com.
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Ubikvitin sam obsahuje sedm lysinovych zbytkli. E2 enzymy ve spolupréci s E3
ligazami jsou zodpovédné za charakter naristajiciho fetézce, ktery urcuje nasledné déje (Li
a Ye 2008). Polyubikvitinovy fetézec vytvoreny fetézenim na lysinu v pozici 6 (K6) hraje
roli v opravé dvoufetézcovych zlomi DNA. Retézec K11 je tvofen komplexem APC/C
(anaphase-promoting complex/cyclosome) ubikvitin ligdzy a je zodpovédny za degradaci
promitotickych proteini béhem metafaze a tudiz za koordinaci a kontrolu déleni replikované
DNA béhem posledni faze bunééného cyklu. Nejstandardnéjsi formou degradacniho signalu
je polyubikvitinovy fetézec K48, ktery je zodpovédny za degradaci proteazomalnim
komplexem (Chau a spol. 1989). Poslednim z typickych fetézci je K63. Tyto fetézce
vytvareji linearni formy polyubikvitinti se schopnosti amplifikovat nékteré bunécné signalni
drahy, které se ucastni naptiklad oprav DNA, imunitni odpovédi nebo endocytézy (Arnason
a Ellison 1994). Podobnym ptikladem je M1 (methinonin v prvni pozici) fetézec, ktery se
od vSech odliSuje tim, Ze se jedna o kovalentni vazbu mezi N-koncem methioninu
a C-koncem glycinu. Nejednd se tedy o vazbu izopeptidickou, ale peptidickou (Kulathu

a Komander 2012; Komander 2009; Obr. 3).

C-terminalni konec

< Lys48 — proteazomova
degradace

Lys29 - lysozomalni
degradace

Met1 — signalizace

Lys63 — signalizace,

Lys33 — modifikace odpovéd na DNA poskozeni

kinesinu

Lys6 — oprava DNA

AN Lys11 — ERAD, regulace
bunééného cyklu

Obrazek 3: Ubikvitin

Ubikvitin tvoii rizné typy polyubikvitinovych fetézct, podle kterych zprostiedkovava odlisné funkce. K tomu
slouzi sedm lysinovych zbytkli spolu s prvnim methioninem, které se na ubikvitinu nachazeji. Prevzato

a upraveno: (Komander 2009).
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2.1.3 E3 ubikvitin ligazy

E3 ubikvitin ligazy jsou zodpovédné¢ za vyber substratu astim souvisejici
specifi¢nost systému. V lidském genomu se nachézi ptiblizn¢ 600-1000 geni kodujicich E3
ubikvitin ligazy ¢i jejich podjednotky. Tato nesouroda skupina se déli do tech skupin podle
mechanismu pfenosu ubikvitinu na substrat (Zheng a Shabek 2017; Baloghova, Lidak,
a Cermak 2019). HECT (homologous to the E6-AP carboxyl terminus) a RBR (RING-
between-RING; RING - Really Interesting New Gene) ubikvitin ligdzy jsou
charakterizovany sekvencnim pfenosem ubikvitinu, ktery v aktivovaném stavu pfechazi
procesem transesterifikace nejprve na katalyticky cystein nachézejici se ptimo v ubikvitin
ligaze a nasledné na lysin cilového substratu (Buetow a Huang 2016, Rotin a Kumar 2009)
(Obr. 4B, C). Nejvetsi skupinou ubikvitin ligdz jsou RING E3 ubikvitin ligdzy obsahujici
RING motiv (Obr. 4A). Tyto ubikvitin ligdzy zprostredkovavaji ptimy ptenos ubikvitinu
mezi E2 enzymem a substratem. RING E3 ubikvitin ligdzy jsou rozdéleny do podskupin
podle poctu podjednotek: monomerni, homodimerni, heterodimerni a multipodjednotkové
RING E3 ubikvitin ligazy. Do této skupiny patii navic 1 U-box ubikvitin ligdzy obsahujici
U-box motiv, ktery je strukturné podobny RING motivu, ale postradd aminokyseliny

koordinujici zinecnaté ionty (Metzger a spol. 2014).

A B C
<
W e <
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0 W

'
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RING2 RING1

Obrazek 4: Ubikvitin ligazy

Rozdéleni E3 ubikvitin ligdz do tii hlavnich skupin: RING, RBR a HECT. (A) RING E3 ubikvitin ligazy
zprostiedkovavaji pfimy pfenos ubikvitinu mezi E2 enzymem a cilovym substratem. (B, C) HECT a RBR E3
ubikvitin ligdzy jsou charakterizovany transientni vazbou ubikvitinu na katalyticky cystein lokalizovanym
v jejich strukturach a naslednym pfenosem ubikvitinu na lysin substratu (Rotin a Kumar 2009). Vytvoreno

v BioRender.com podle :(Rieser, Cordier, a Walczak 2013).

18



2.1.4 Multipodjednotkové E3 ubikvitin ligazy zavislé na cullinu

Specifickou podtiidou RING ubikvitin ligdz jsou multipodjednotkové Cullin-RING
ubikvitin ligdzy (CRL; Cullin-RING ubiquitin ligase). Cullin (CUL) v CRL tvoii strukturni
podjednotku zajistujici propojeni Rbx1 (RING-Box protein 1) a modul rozpoznavajici
substrat (Nakayama a Nakayama 2006). Rbx1 lezi na C-konci CUL podjednotky a vaze
E2 konjugujici enzym ptinasejici aktivovany ubikvitin. Modul rozpozndvajici substrat se
vaze na N-konec cullinu a je vétSinou tvofen adaptorovym proteinem a receptorem vazajici
substrat. Vybeér téchto podjednotek je zavisly na typu cullinu. V soucasnosti je jich znamo
devét (CUL1-9) a jeden pribuzny cullin APC2 (Anaphase-promoting complex 2) nachazejici
se v ubikvitin ligaze APC/C. (Skaar, Pagan, a Pagano 2013; Obr. 5).

CRL komplexy Atypické CRL komplexy

CULLIN1

CULLIN7

Substrat

CULLIN9

=)

CULLIN3

Obriazek 5: Multipodjednotkové E3 ubikvitin ligazy zavislé na CUL

U cloveéka se nachazi pét typickych cullinovych podjednotek (CUL1-CULS), které vazou rizné adaptorové
substratové proteiny. CUL7 a CUL9 jsou atypické cullinové podjednotky. Soucast ligdzy regulujici vstup do
mitotické anafaze je APC2 protein, ktery je také vzdalené piibuzny cullinu. Vytvoreno v BioRender.com podle:
(Skaar, Pagan, a Pagano 2013).
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Kromé strukturni role je cullin také zodpovédny za aktivitu celého komplexu. Aktivni
forma cullinu je na C-konci modifikovana malym ubikvitinu podobnym peptidem NEDDS
(Neural precursor cell expressed developmentally down-regulated protein 8) (Lammer
a spol. 1998). U takto neddylovaného cullinu dochazi ke konformacni zméné C-koncové
domény. Rbxl je uvolnén z autoinhibi¢ni konformace a umoznuje piiblizeni C-konce
a N-konce cullinové podjednotky, které je dulezité pro piedani ubikvitinu z E2
konjugujiciho enzymu na cilovy substrat (Pan a spol. 2004, Rabut a Peter 2008, Encheyv,
Schulman, a Peter 2015). V experimentalnich podminkidch mtze byt proces neddylace
blokovan pomoci malé molekuly MLN4924, ktera inhibuje E1 aktivujici enzym specificky
pro NEDD8 (NAE1 — NEDDS8 Activating Enzyme E1 Subunit 1) (Soucy a spol. 2009;
Obr. 6). Inhibice neddylace vede k akumulaci substratt, které jsou jinak degradovany CRL,

coz pii1 delsi expozici vede ke spusténi bunécného stresu a apoptoze (Lan a spol. 2016).

+

CULLIN1

CULLIN1 —\
AY

MLN4924

Obrazek 6: Regulace aktivity SCF ubikvitin ligazy

Aktivita multipodjednotkovych E3 ubikvitin ligaz obsahujici cullinovy strukturni protein je regulovana pomoci
procesu zvaného neddylace. Tento protein podobny ubikvitinu NEDDS, je konjugovan na C-konec cullinové
podjednotky a zprostfedkovava aktivni pienos ubikvitinu na cilovy substrat. Farmakologické inhibice NEDDS§
El aktivujiciho enzymu pomoci MLN4924, vede k zablokovani akce celého enzymu a k akumulaci jejich

substrati. Vytvoreno v BioRender.com.
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2.1.5 Ubikvitin ligaza zavisla na Cullinul (SCF)

CULI1, SKP1 (S phase kinase-associated protein 1) a F-box proteiny spolu s RBX1
proteinem tvoii ubikvitin ligazovy komplex zvany SCF (SKP1-CUL1-F-box). Objev F-box
domény je spojen s objevem cyklinu F (C Bai, Richman, a Elledge 1994), ktery krom¢
cyklinové domény obsahuje pfiblizné 40 aminokyselin dlouhy F-box motiv. Ten je
zodpovédny za vazbu F-box proteinu na adaptérovy protein SKP1 (Chang Bai a spol. 1996).
VétSina proteind s F-box motivem ma na svém C-konci rizné typy repetitivnich motiva ¢i
komplexnich domén, které zprostfedkovavaji specifickou vazbu cilového substratu. Podle
téchto oblasti mizeme F-box proteiny rozdélit do tfi podskupin. Prvni skupinou jsou F-box
domény s leucinovymi repeticemi (FBXL), druha skupina obsahuje WD40 repetice (FBXW)
a posledni skupina obsahuje jiné, ¢i neznamé motivy zprostiedkovavajici interakci substratu
a F-box proteinu (FBXO) (Skaar, Pagan, a Pagano 2013). Nékteré ubikvitin ligazy jako tfeba
B-TrCP (B-transducin repeat containing; BTRCP nebo FBXW1) ¢ CCNF (cyclin F;
FBXO1) maji kromé& novych nomenklaturnich ndzv i sva historicka a vétSinou preferovana
jména. V soucasnosti je znamo 69 proteint s F-box doménou, které jsou kodované v lidském
genomu (Wang a spol. 2014). Nomenklatura ubikvitin ligaz obsahujici F-box proteiny je
odvozena od prislusného substratového receptoru, ktery se piSe hornim indexem, napt.:
SCFFBX038 (Skowyra a spol. 1997). Kazda takova ligdza rozeznava jiné spektrum substrati.
Nekteré jako tteba SCFPTCP ¢i SCFFBXW7 vazi substraty v kontextu jejich fosforylovanych
forem, jiné jako tieba SCFCN vazi piimo nemodifikované substraty (Skowyra a spol.
1997). Jiz v roce 1996 byla vyicena hypotéza, ze proteiny obsahujici F-box doménu mohou
byt zapojeny do destruk¢nich systémt konkrétniho proteinu, coz se také nasledné potvrdilo

(Chang Bai a spol. 1996).

2.1.6 FBXO38 (MoKA)

FBXO038 je 140kDa velky protein, jinak znamy také jako MoKA (modulator of KLF7
activity), ktery patii do skupiny proteini s F-box doménou. Spole¢né s adaptorovym
proteinem SKP1 a strukturnim cullinem CUL1 tvofi ubikvitin ligdzu SCF™X9%  Gen
Fbxo38 je u mysi lokalizovan na chromozomu 18, u lidi na chromozomu 5, a jeho exprese

neni tkanoveé specificka. Ve své primarni struktufe obsahuje tfi NES (jaderné exportni
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signaly) atii potencidlni NLS (jaderné lokalizacni signaly), znichz pouze NLS2 je
zodpovédny za obligatorni nukledrni lokalizaci (Smaldone a spol. 2004, Smaldone

a Ramirez 2006).

Protein FBXO38 byl pivodné identifikovan jako potencidlni koaktivator
transkripéniho faktoru KLF7 (Kriippel-like factor 7) ucastnicitho se vyvoje nervového
systému (Matsumoto a spol. 1998). Tato interakce byla nezadvisla na SCF komplexu
a nevedla k ubikvitinaci ani degradaci KLF7 (Smaldone a spol. 2004). Krom¢ KLF7 byl
protein FBXO38 identifikovan jako interakéni partner USP7 (ubiquitin-specific-processing
protease 7). USP7 se podilela na stabilizaci komplexu FBX038 a KIF20B (kinesin family
member 20B). Inhibice USP7 wvedla kpoklesu jejich proteinovych hladin
a k ndslednému defektu v cytokinezi (Georges aspol. 2019). Jedinym dosud

identifikovanym a charakterizovanym substratem SCFFBX038

je transmembranovy protein
PD-1 (programmed cell death 1). Ten je exprimovan na T-buikach a slouZi jako kontrolni
bod aktivace imunitniho systému. FBXO38 polyubikvitinoval PD-1 a byl nezbytny pro jeho
proteazomalni degradaci (Meng a spol. 2018). Genetické populacni studie odhalily
polymorfismus genu FBXO38 u nékterych vrozenych a ziskanych syndromt. Kromé vlivu
na miru rozvoje COPD (Chronic obstructive pulmonary disease) u kurdka (Saferali a spol.
2019) bylo objeveno nckolik mutaci asociovanych  srozvojem  Casného

neurodegenerativniho onemocnéni.

2.1.7 Role FBXO038 v distalni spinalni svalova atrofie

SMA (Spinal muscular atrophy) je degenerativni onemocnéni postihujici zejména
motorické mis$ni nervy pfedniho rohu. Nejbézné€jsi forma SMA je spojena s mutaci nebo
deleci genu SMNI1 (survival motor neuron 1) (Mazanec aspol. 2016). S ndstupem
celogenomickych sekvenacnich studii doslo k objevu vét§iho spektra proteinovych variant
zpiisobujicich rizné formy tohoto onemocnéni. Tyto formy se liSi zejména dobou nastupu,
vzorcem dédi¢nosti i klinickym fenotypem (Farrar a Kiernan 2015). Ptikladem muze byt
pravé DSMA (Distal spinal muscular atrophy), kterd spada do $irsi skupiny DHMN (Distal
hereditary motor neuropathies) (Wee, Kong, a Sumner 2010; Kaindl a spol. 2007). Mutace
v DHMN lze rozdélit do tfi kategorii: autosomalné¢ dominantni, autosomalné recesivni

a mutace vazané na X chromozom (Rossor a spol. 2012). Mutace v genu pro substratovy
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receptor FBXO38 byly identifikovany jako pfic¢iny vzniku jak autosomaln¢ dominantni, tak
autosomalné recesivni formy tohoto onemocnéni (Obr. 7). Do skupiny autosomalné
dominantnich mutaci patii heterozygotni mutace c.616T> C v genu FBXO38, kterd vede
k zaméné cysteinu na pozici 206 za arginin (Cys206Arg) a je zodpovédna za vznik distalni
motorické neuropatie typu IID s nastupem v dospélosti (Sumner a spol. 2013). Nasledkem
homozygotni mutace FBX0O38 v ¢.1577G>A vedouci k zdméné Arg526Gln je Casny vznik
pomalu progresivni distalni motorické neuropatie, ktera nastupuje spolu se ztratou sluchu

a dalSimi anomaliemi (Ak¢imen a spol. 2019).

hFBX038
Distalni dédi¢né motorické neuropatie 11D typu
v v NLS (KRKR)
C206R R526Q v
1188 a2
AAAMAAAAALAAAL A4

Predpokladané bohaté leucinové repetice

Obrazek 7: Struktura proteinu FBXO38

Mutace v genu FBXO38 vedouci k zaménam Cys206Arg a Arg526Gln byly identifikovany jako pficiny

vzniku dédi¢né distalni motorické neuropatie. Vytvoreno v BioRender.com podle: (Sumner a spol. 2013).

2.2 Spermatogeneze

Spermatogeneze je proces, pii kterém vznikaji spermie s haploidni sadou
chromozomil. Spermie jsou diferenciovany ze zarodecnych diploidnich progenitorovych
buné¢k, takzvanych spermatogonii. Redukce chromozom je zprostfedkovana meiotickym
délenim, které ma dvé faze. Prvni je d€leni heterotypické, takzvané redukcni a druhé se
nazyva homotypické, které je shodné s mitotickym délenim. Proces spermatogeneze je
lokalizovan do semenotvornych kanalkli uspofddanych ve varlatech. Kazdy kandlek je
ohraniCen bazalni laminou tvofenou extracelularni matrix, na ni nasedajicimi
peritubularnimi myoidnimi fibroblasty a epitelem tvofenym stfidavé uspotrddanymi
Sertoliho bunikami a spermatogoniemi. Od této bunééné populace probihd spermatogeneze
polarné smérem do lumen kanalku. Vysledkem spermatogeneze je vznik kulatych stadii
spermatid, kterd jsou procesem spermiogeneze preménéna na bicikaté spermie (Obr. 8). Ty

se skrze lumen kanalkii ptfesouvaji do nadvarlete. Nadvarle je strukturné a funkéné rozdéleno
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na tii casti: hlava, télo aocas nadvarlete (caput, corpus a cauda). Diky prichodu
nadvarletem se spermie stdvaji motilnimi a jejich povrch a akrozom prochazi maturacnimi
zménami tak, aby byly spermie schopné oplodnit vajicko. Spolu se spermiemi je v nadvarleti
pritomna dekapacitacni tekutina, kterd brani spermiim v predCasné kapacitaci a nasledné
akrozomalni reakci. Pro spravnou funkci spermatogeneze je vyzadovana nizsi nez télesna
teplota a proto je nezbytné sestoupeni varlat mimo bfisni dutinu do ¢asti pohlavniho organu

zvané Sourek (Borg a spol. 2010; de Kretser a spol. 1998).
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Obrazek 8: Proces spermatogeneze

(A) Prufez varletem. (B) Prifez semenotvornym kanalkem, ve kterém dochazi k procesu spermatogeneze.
(C) Spermatogeneze zahrnuje mitotické a meiotické déleni, které vede ke vzniku spermii z primordialnich

zarode¢nych bunék. Prevzato a upraveno: (Encyclopaedia Britannica, 2013).

2.2.1 Stadia spermatogeneze

Spermatogenezi lze rozdélit do tii fazi: obnova spermatogonii a jejich proliferace,
meidza a spermiogeneze. Proliferace spermatogonii probihd prostfednictvim mitdézy na

basalni strané epitelu semenotvorného tubulu. Tento proces dava vzniku spermatogoniim
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typu A aspermatogoniim typu B. Spermatogonie typu A, nazyvané jinak také tmavé
spermatogonie, udrzuji konstantni pocet kmenovych bunék. Pred vstupem do diferenciacni
faze se spermatogonie A nejprve nékolikrat mitoticky rozdeli a daji vznik subpopulaci
spermatogonii typu Al-A4. Posledni stadia spermatogonii A4 jsou bud odstranény
procesem apoptdzy nebo se pieméni na tzv. prechodné spermatogonie. Tyto progenitory se
mitotickym délenim déale pfeméni na spermatogonie typu B (jinak také svétlé
spermatogonie) a nasledné vstupuji do druhé faze spermatogeneze, ktera zahrnuje meidézu
(Eugene F. Oakberg 1956a; Dym 1994; Eugene F. Oakberg 1971). Meidza 1. je zahajena
profazi, ktera zahrnuje faze leptotene, zygotene, pachytene, diplotene a diakineze. Redukéni
déleni meidzy zredukuje chromozomy na haploidni pocet a po dokonceni meidzy I. vznikaji
sekundarni spermatocyty, které nevstupuji do interfaze a hned podléhaji meidze II., pii niz
vznikaji spermatidy. Posledni fazi spermatogeneze je spermiogeneze, kterd se odehrava
v lumen semenotvorného kandlku aje charakterizovana morfologickymi zménami
maturovanych spermatid (Bellve a spol. 1977). Zmény zahrnuji 16 stadii, béhem kterych
dochazi ke vzniku a morfologickym pfeménam akrozomu, jadra a bic¢iku. Morfologické
zmény se tykaji tvaru jadra, kdy dochézi ke sbaleni a kondenzaci chromatinu. Za timto
ucelem jsou histony doCasné nahrazeny proteiny protaminy, na které je DNA namotana do
struktur zvanych toroidy. Na budouci hlavicce spermie dochdzi ke vzniku a polarizaci
akrozomu, ktery se generuje z Golgiho aparatu. V hlavicce spermie také dochézi
k minimalizaci cytoplazmy, ktera je prostfednictvim Sertoliho bun¢k fagocyticky pohlcena

(Obr. 9). Dochazi také ke vzniku axonemy biciku (O’Donnell 2015).

ProdluZujicise

Kulata spermatida spermatida

ProdlouZena spermatida

Akrozom

Akrozom

Mitochondrie

Golgi Akrozom
Axonema

Obrazek 9: Proces spermiogeneze

Posledni fazi spermatogeneze je spermiogeneze, kdy se z kulaté spermatidy (vlevo) stava prodlouzena
spermatida (vpravo). Tento proces je doprovazen mnoha zménami jako je reorganizace hlavicky spermatidy,

redukce cytoplazmy a tvorba akrozomu a biciku. Prevzato a upraveno: (Nakamura 2013).
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U mysi lze celou spermatogenezi rozdélit do 12 tubuldrnich fazi, které se piekryvaji
skrz cely tubul (Obr. 10). Jde o ¢asove zavislou vinu, kterd udava zmeény ve vyvoji spermatid
v daném misté tubulu (Oakberg F. Eugene 1956a; 1956b). U ¢lovéka je téchto tubularnich

fazi ve spermatogenezi pouze Sest.
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Obriazek 10: Tubulirni fize spermatogeneze

12 tubularnich fazi spermatogeneze u mysi, které se vzajemné piekryvaji podél celého tubulu. Prevzato

a upraveno:(Endo a spol. 2017).

26



2.2.2 Prvni vina spermatogeneze

Na zacatku postnatdlniho obdobi jsou semenotvorné tubuly slozeny pouze ze
Sertoliho bunék (84 %) a ze spermatogonii typu A (16 %). U mysi dochazi pred desatym
dpp (days post partum) k tzv. prvni viné¢ spermatogeneze (Obr. 11), kdy se zacinaji délit
a diferencovat spermatogonie typu B. Okolo 10 dpp zac¢ina proces meidzy. Mezi 20 dpp
a 25 dpp se zacinaji objevovat spermatidy a okolo 35 dpp vznikaji spermie (Bellve a spol.
1977; Zimmermann a spol. 2015). U ¢loveéka dochazi k aktivaci procesu spermatogeneze az

s nastupem puberty.

Prvni vina spermatogeneze
Spermatogeneze

; i prodluzijici se  spermatozoa
spermatogonie  leptotene zygo/pachytene kulata .
: spermatida
spermatida
postnatalni

dny 10 14 20 25-30 35

Obrazek 11: Prvni vina spermatogeneze

Prvni vlna my$i spermatogeneze zacinajici okolo 10 dpp. Nasledné dochazi k meiotickému déleni a okolo
tficatého patého dne postnatilniho vé€ku je prvni vlna spermatogeneze ukoncena procesem spermiogeneze

a vznikem maturovanych spermii. Prevzato a upraveno: (Chi a spol. 2009).

2.2.3 Somatické buriky ve varlatech

Varlata jsou imunoprivilegovana tkan, kterd obsahuje tfi typy somatickych bunck:
Sertoliho bunky, Leydigovy builky a peritubularni myoidni buiiky, které jsou nezbytné pro
regulaci a spravny chod spermatogeneze. Zatimco Sertoliho buiiky spolu s peritubuldrnimi
myoidnimi buitkami tvofi bazdlni laminu semenotvorného kanalku, Leydigovy buiiky jsou
soucasti perinuklearniho prostoru a ucastni se zejména hormonalni regulace spermatogeneze

(Zhou a spol. 2019).

Sertoliho bunky byly identifikovany na konci 19. stoleti Von Ebnerem, ktery je

pojmenoval podle jejich objevitele Enrico Sertoliho. Ten tyto buiiky poprvé pozoroval roku
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1865 a popsal je jako zvlastni rozvétvené buiiky v semenotvornych tubulech lidskych varlat
(Sertoli 2018). Sertoliho buiiky jsou v piimém funkénim kontaktu se zarode¢nymi bunikami
a kontroluji cely proces spermatogeneze. Jsou mimo jiné zodpovédné za cyklické déleni
spermatogonii a pohyb vyvijejicich se spermatocytll a spermatid ve sméru od basalni laminy
do lumenu semenotvorného kandlku (Wen a spol. 2018). Jedna Sertoliho buitka mize
vyzivovat a podporovat 30-50 zarode¢nych bunck (Cheng a spol. 2010; Neto a spol. 2016).
Vice nez polovina diferencujicich spermatogonii podléhé apoptoze, pricemz Sertoliho buiky
podobné¢ jako fagocyty odstrafiuji zbytky apoptotickych spermatogonii. Stejnou roli hraji
1 v procesu spermiogeneze pii odstraniovani piebyte¢né cytoplazmy kulatych spermatid
(Nakanishi a Shiratsuchi 2004). Sertoliho bunky tvofi vysoce specializované mikroprostiedi
semenotvornych kandlkd diky tésnym spojim, adheznim spojim a spojim mezerovym,
které zodpovidaji za vznik BTB (blood-testis barrier) a imunologické bariéry. Takto vznikla
bariéra je dilezitd pro ochranu haploidnich zarodecnych bunék pted autoimunitni odpovédi,
zabraniuje difuzi molekul aldtek atvofi fyzickou bariéru mezi krevnim feciStém
a semenotvornym kanalkem (Pelletier 1995; Gerber, Heinrich, a Brehm 2016). Sertoliho
buniky jsou spolu s buitkami Leydigovymi soucasti hormonalni regulace spermatogeneze,
a to skrze regulaci hladiny RA (retinoic acid), morfogent ¢i hormoni (Griswold 2016;

Obr. 12B).

Leydigovy bunky je bunéénd populace vmezetena mezi semenotvornymi tubuly.
Dospélé Leydigovy bunky prochdzi C¢tyimi vyvojovymi stadii. Z mezenchymalnich
kmenovych Leydigovych bun¢k vznikaji progenitory, které dévaji vzniknout nezralym
bunkam a ty jsou dale diferencovany na dospélé Leydigovy buiky (Benton, Shan, a Hardy
1995). Tento proces je aktivni béhem embryonalniho vyvoje. Po narozeni dochazi k jeho
utlumu a az béhem puberty pod vlivem LH (luteinizing hormone) dochazi k jeho opétovné
aktivaci. Leydigovy bunky se vyskytuji v intersticidlnim prostoru spolu s buitkami
imunitniho systému, krevnim fecistém a pojivovou tkani. Jejich hlavni funkci je produkce
testosteronu, ktery je nezbytny pro spravny vyvoj a funkci muzského reprodukéniho
systému. Produkce testosteronu je zavisld na signalizaci z hypotalamu a hypofyzy, ty
produkuji LH, ktery se vdZe na receptory na Leydigovych bunkach. LH aktivuje tvorbu
cAMP (cyclic adenosine monophosphate) a stimuluje aktivaci PKA (protein kinase A). To
vede kuvolnéni cholesterolu, ktery se preméfuje nejprve na pregnenolon ve vnitini
mitochondridlni membrané Leydigovych bunck a néasledné na testosteron v mitochondriich

a hladkém endoplazmatickém retikulu (Dufau a Catt 1979, Zirkin a Papadopoulos 2018).
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Vzajemna komunikace mezi Sertoliho a Leydigovymi buiikami je soucésti komplexni
endokrinni regulace spermatogeneze z vysSich neurdlnich center. Regulace zahrnuje mnoho
Ciniteld a dilezitou zpétnovazebnou smycku kontrolujici hladinu testosteronu. Hypotalamus
produkuje gonadotropni hormony, které ovliviiuji produkci LH a FSH (follicle stimulating
hormone) z hypofyzy. LH a FSH se krevnim fecistém dostavaji do varlat. LH vstupuje do
intersticialniho prostoru, kde jsou umistény Leydigovy bunky a ty, jak je vySe zminéno, pod
vlivem LH produkuji testosteron. Vysoka hladina testosteronu vede k negativni zpétné vazbé
a ke snizeni produkce LH v hypofyze. Souhra testosteronu a FSH ovliviiuje funkci Sertoliho
bunék a jejich vliv na zarode¢né bunky a samotny priitbéh spermatogeneze. Sertoliho bunky
odpovidaji na testosteron a FSH stimulaci ABP (androgen vazebného proteinu). ABP
stimuluje proces spermatogeneze a spermiogeneze a podporuje tvorbu spermii. Negativni
zpétnd vazba zahrnuje sekreci ligandu zvaného inhibin ze Sertoliho bunék, kterd vede

k inhibici FSH (Hogarth a Griswold 2010; Neto a spol. 2016; Obr. 12A).

A B

GNnRH (+)

FSH (+),
LH (+) T Retinova kyselina
4 ALDH1A1/3
Q Inhibin (-) Retinal
T
/1 4 rRoH10/11
Retinol (Vitamin A)

- Spermatocyt
Spermatida
Spermie ]\
- Sertoliho burika

Myoidni bunka
- Leydigova buiika

Obrazek 12: Hormonalni regulace spermatogeneze

(A) Spermatogeneze je fizena zpétnovazebnym hormonalnim systémem. V hypotalamu je produkovan
gonadotropni hormon (GnRH), ktery stimuluje produkci luteinizacniho (LH) a folikul stimulujici hormonu
(FSH) v hypofyze. Tyto hormony jsou krevnim fecistém dopraveny do varlat. LH stimuluje produkci
testosteronu (T) v Leydigovych bunikach. Testosteron (T) nasledné ovliviiuje pozitivné Sertoliho a myoidni
buiky. Produkce testosteronu je negativné regulovana Sertoliho bunikami, a to prostfednictvim inhibinu, ktery
blokuje hormonalni produkcei v hypotalamu a hypofyze. (B) Tvorba retinové kyseliny ve varlatech je dtlezitou
soucasti spermatogeneze. Sertoliho buiiky pfeménuji retinol (vitamin A) na retinal a nasledné na kyselinu

retinovou, ktera stimuluje déleni spermatogoénii. Vytvoreno v BioRender.com.
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RA je derivitem vitaminu A aje nedilnou soucasti regulace spermatogeneze
(Obr. 12B). Je zodpovédna za iniciaci diferenciace spermatogonii a nasledny vstup do
meidzy. RA v zérodecnych bunkach indukuje expresi STRAS, kterd stimuluje syntézu
nékterych proteinti dalezitych pro regulaci meidzy jako je napiiklad synaptonemadlni
komplex (Koubova aspol. 2006). Pii nedostatku RA nedochazi k diferenciaci, déleni
spermatogonii a v semenotvornych tubulech se nachdzi pouze Sertoliho bunky

a nediferenciované zarode¢né bunky (Mitranond a spol. 1979; Hogarth a Griswold 2010).

2.3 Role E3 ubikvitin ligaz ve varlatech

Proces ubikvitinace probihd ve varlatech v porovndni sjinymi organy az
s trojnasobné vys$§i mirou. Souvisi to svelkym mnozstvim aktivné se délicich
a diferencujicich pohlavnich bunék a také s velkym poctem proteinti, které musi byt béhem
spermatogeneze odstranény (Rajapurohitam, Bedard, a Wing 2002). Takto vysok4d mira
ubikvitinace a sni souvisejici proteinova degradace se vyskytuje zejména u pohlavné
dospélych jedinct. U pohlavné nezralych jedincti, kde nebyla spermatogeneze jesté plné
aktivovana, je proces ubikvitinace niz§i (Rajapurohitam a spol. 1999). Ubikvitinace je
nenahraditelnou souc¢asti procesu spermatogeneze ve varlatech. Podili se na tvorbé biciku
a akrozomu spermie, Ucastni se restrukturalizace hlavicky a remodelace chromatinu v jadie
kazdé spermie. Také se podili na dynamice vzajemné interakce mezi Sertoliho
a zarodecnymi buiitkami. (Richburg, Myers, a Bratton 2014; Nakamura 2013; Hou a Yang
2013). Krom¢ dynamickych jevii reguluji ubikvitn ligdzy i homeostazu jednotlivych
bunécénych populaci lokalizovanych v epitelu tubull. Napt. pro spravnou funkci Sertoliho
bunék je nezbytnd souhra nékolika ubikvitin ligdz. Restrukturalizace Sertoliho buné¢k je
zavisla na adheznich spojich, které mohou byt ubikvitinovany prostfednictvim E3 ubikvitin
ligazy SCFPT™? Savci maji dva paralogy B-TrCP s podobnymi biochemickymi vlastnostmi,
B-TrCP1 a B-TrCP2, s odliSnou expresi (Suzuki a spol. 1999). B-TrCP1 je exprimovéna
pfedev§im v meiotickych bunkach a pak v niz8§i mife i ve spermatogoniich. B-TrCP2 je
exprimovana Vv nizkych hladindch v meiotickych buiikkdch ave stfedni mife ve
spermatogoniich. E3 ubikvitin ligaza SCF* ™" hraje diileZitou roli v ubikvitinaci proteinu
SNAIL1, coz je represor E-kadherinu, ktery se podili na tvorbé adheznich spojli. V Sertoliho
bunkach deficientnich na SCFPTP dochazi ke stabilizaci SNAILI1, coz vede ke sniZeni E-

kadherinu v adheznich spojich a k defektiim spermatogeneze. Tato represe E-kadherinu je
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reverzibilni a pokud dojde k op&tovnému zvyseni hladiny SCFPTP | dojde také ke zvyseni

E-kadherinu (Kanarek a sol. 2010).

Proces redukce DNA a vznik haploidnich spermatid je regulovan mnozstvim ubikvitin
ligdz. Mnohé z nich se ucastni obecnych procesii jako je bunéény cyklus a opravy DNA, ale
nekteré z nich jsou specifické pro meiotické déleni a jeho regulaci. Siahl je RING E3
ubikvitin ligaza, ktera pozitivné ptisobi na pozdni meiotické déleni. Pokud je ubikvitin ligdza
Siahl mutovana, hromadi se spermatocyty v metafazi I. a nasledné podl€haji apoptoze.
Spermatocyty, které uniknou apoptdze a pokracuji ve vyvoji, maji rizné abnormality
anedokazi se dal délit. Ztoho vyplyva, ze Siahl hraje nezbytnou roli v ptrechodu
z metafaze 1. do anafaze I., a to patrn¢ kvuli proteolytickému odstranéni inhibitord anafaze
jako napftiklad protein Kid (kinesin vazajici DNA protein), ktery se ucastni segregace
chromozoml béhem meidzy. Nadmeérna exprese Siah1 vede k vyssi degradaci proteinu Kid,
coz ma za nasledek neschopnost dokoncit rozchod chromozomii (Germania spol. 2000,

Dickins a spol. 2002).

Ubikvitin ligazy RAD6, UBR2, CUL4A, HEI10 hraji roli v meiotické rekombinaci pti
tvorbé dvouretézcovych DNA zlomi (Yamashita, Shinohara, a Shinohara 2004; Kwon
a spol. 2003, 2; Kopanja a spol. 2011; Qiao a spol. 2014). Prostfednictvim téchto ubikvitin
ligaz dochazi k tvorb¢ polyubikvitinacnich fetézcii a vazbé faktorti opravujici DNA (Baudat,

Imai, a de Massy 2013; Ranjha, Howard, a Cejka 2018).

Proces spermiogeneze je posledni fazi spermatogeneze, kterd se tyka morfologickych

zmén spermatocytil. Tento proces je také kontrolovan velkym mnozstvim E3 ubikvitin ligaz.

Jak jiz bylo zminéno dalezitym procesem spermiogeneze je zaména histonl za protaminy.
Bé&hem této vymeény je dilezita degradace histonli prostiednictvim HECT ubikvitin ligdzy
LASU1 (Large structure of UREBI1) a na ni navazané¢ho E2 konjugujiciho enzymu UBC4
(Ubiquitin-conjugating enzyme E2 4) (Liu, Oughtred, a Wing 2005). Dalsi ubikvitin ligazou
nezbytnou pro tento proces je RNF8 (Ring-finger protein). Tato ligaza podporuje acetylaci
H4K 16, modifikaci, ktera je diileZita pro nahrazeni histonli za protaminy (Lu a spol. 2010).

Dalsi ¢asti spermiogeneze je redukce cytoplazmy, na které se podili E3 ubikvitin ligazy
zrodiny MARCH (membrane associated RING-CH ubikvitin ligaza). MARCHIO0 je
asociovan s mikrotubuly a ucastni se tvorby biciku spermie (Iyengar a spol. 2011, 10),
MARCHI11 reguluje transport z Golgiho aparatu do endosomu béhem tvorby akrozomu

a MARCH?7 je vysoce exprimovany jak v biciku, tak v nejpfednéjsi c¢asti akrozomu, kde
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zprostfedkovava ubikvitinaci proteinti, které maji dopad na morfologicky tvar hlavicky
spermie (Zhao a spol. 2013, 7). RNF19 patii do skupiny RING-ubikvitin ligaz, které byly
detekované v proakrozomdalnim veziklu, na vnéj§i membrané akrozomu a na akroplaxomu
ve spermatidach. Pravdépodobné se RNF19 ucastni tvorby biciku a podili se na

intraflagelarnim transportu (Rivkin a sol. 2009).

Ubikvitinace mitochondrii je dilezitym krokem pro vznik stfedni ¢asti spermie tzv. mid-
piece, ktery je plny mitochondrii. MITOL, neboli MARCHS, kontroluje mitochondrialni
dynamiku prostifednictvim pfimé vazby a ubikvitinace proteinu FIS1 (mitochondrial fission
1 protein) a DRP1 (dynamin-1-like protein), tim reguluje aktivitu mitochondridlni fuze

a Stépeni (Yonashiro a spol. 2006).
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3. Cile prace

e Vytvofit experimentalni kohortu z mysiho modelu ptipraveného ve spolupraci
s transgennim servisnim pracovistém a ovérit tento pfipraveny kmen pomoci
PCR a sekvenace

e Popsat fitness a fenotyp mysi deficientnich na protein FBXO38

e Pomoci imunofluorescence identifikovat testikularni bunécné typy a faze

spermatogeneze, ve kterych je exprimovan protein FBXO38

e Pomoci imunoblotingu a imunofluorescence analyzovat vliv ztraty FBX0O38 na

hladinu exprese jeho substratu

e S vyuzitim diferenciacnich markert definovat vliv ztraty FBX0O38 na dynamiku

spermatogeneze
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4. Material a metody

4.1 Péce o mysi

Mysi kmene C57BL/6N byly chovany v kontrolovaném prostiedi Chovného zatfizeni
vramci UMG AV CR ve Vestci (Ustavu molekularni genetiky Akademie véd Ceské
Republiky). VSechny experimenty provadéné na zvitatech byly schvaleny Vyborem pro péci
a pouziti zvitat UMG AV CR podle protokolu 115/2016 a byly v souladu s éeskym zakonem
€. 246/1992 a evropskymi smérnicemi 2010/63/EU.

4.1.1 Genotypovani mysi

Pro genotypovani byla pouzita DNA izolovana ze Spicky ocasku dlouhého ptiblizné
3 mm. Ocasky byly pies noc §té€peny pii teploté 55 °C v 500 pl lyza¢niho pufru s piidanou

Proteinazou K o finalni koncentraci 0,2 mg/ml.

Lyza¢ni pufr na izolaci DNA

100mM Tris HCI (pH 8,5)
200mM NaCl
5SmM EDTA

0,2% SDS (Sodium dodecyl sulfate)

Nésledné  byly  vzorky  neutralizovdny = pomoci 500 ul  roztoku
fenol/chloroform/isoamyl alkoholu (v poméru 25:24:1), protfepany a stoceny na 13 000 rpm
po dobu 5 minut. DNA byla precipitovana ptidanim 500 pl 98% etanolu. Peleta DNA byla
nasledné promyta pomoci vychlazeného 70% etanolu, vysuSena pii 37 °C a rozpusténa ve

200 pl TE pufru (10mM Tris-HCI pH 8, ImM EDTA (Ethylenediaminetetraacetic acid).

Takto pfipravené vzorky byly pouzity pro PCR (Polymerase chain reaction). Jedna
reakce obsahovala 10 pl 2x DreamTaq Green PCR Master Mix (DreamTaq DNA
polymeraza, pufr, smés deoxynukleotid trifosfati (AINTPs) a MgClz; Thermo Scientific),

smé&s primertl o findlni koncentraci 0,5uM a 1 ul DNA.
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Sekvence primeri pouZitych pro genotypovani

Forward GGCTGTTCTCCTCTTTGTGC
Reverse TCCTTCCTCCTGCTAGACTCT

PCR byla provedena v termocykleru (T100, BioRad) s nasledujicim nastavenim:

Pocatecni denaturace 95 °C 5 min
Denaturace 95 °C 30s
Nasedani primert 60 °C 30s
Elongace 72 °C 1 min
Finélni extenze 72 °C 5 min
Celkovy pocet cykla 35

Vznikly PCR produkt byl rozdélen na 1% agar6zovém gelu a vizualizovan pomoci
ethidium bromidu. Velikost WT produktu byla 824 bp, velikost mutantniho produktu
184 bp.

4.1.2 Stanoveni po¢tu spermii (sperm count)

Pocet spermii byl stanoven z izolovanych nadvarlat, které byly ve zkumavce s 500 pl
PBS (Phosphate-buffered saline) rozstiithany pomoci pitevnich ntizek definovanym poctem
stiihii. Nasledné byly spermie ze vzorkl vyklepany a vzorky byly piiblizné¢ 3 minuty
zanechany v klidu pro usazeni okolni tkang. Sperm count byl proveden pomoci Biirkerovy
komurky z 10 pl suspenze odebrané ze vzniklé mezifize. Mikromfizka této pocitaci
komiirky je hluboka 0,1 mm a je sloZena z 9 vétsich &tvercii o plose 1 mm? které jsou déle
rozdéleny na 16 mensich &tvercli o plose 0,04 mm?. Pro stanoveni podtu spermii byly
pocitany hlavicky ve 12 malych ¢tvercich ve dvou fadcich a jeden Etverec navic, tj. celkem
12+12+1 ctverec. Tj. pocet bun€k ve 25 malych ctvercich vynasoben 10 000x (pifipadné

poctem fedéni) udava pocet bun¢k v 1 ml.
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4.1.3 Hodnoceni motility spermii

Vyhodnoceni motility spermii bylo provedeno ve spolupraci s transgennim servisnim
modulem Ustavu molekularni genetiky AV CR. Cerstvé izolované spermie z ocasu
nadvarlete (kauda) byly inkubovany v MBCD médiu (methyl-B-cyklodextrin) pfi teploté
37 °C v CO; inkubéatoru po dobu 30 minut. MBCD médium podporuje kapacitaci a motilitu
spermii na periferii kapky. Motilni spermie z periferie byly pieneseny do Cisté kapky
MBCD, z ¢ehoz bylo 30 pl suspenze preneseno do komtirky Leja Standard Count 2 Chamber
Slide a cel4d komiirka byla umisténa na vyhtivaci podlozku Hamilton Thorne MiniTherm pod
mikroskop. Pocitani motility spermii bylo provedeno pomoci programu Hamilton Thorne
MouseTraxx (Animal motility program). Aby bylo procento motility spolehlivé, pocet

spermii musel byt minimalné 1000.

4.1.4 Umélé oplozeni (in vitro fertilizace)

Ve spolupraci s transgennim servisnim modulem Ustavu molekularni genetiky AV
CR.jsme provedli in vitro oplozeni, abychom zjistili, zda jsou spermie Fbxo038” mysi
schopné oplodnit oocyt a zahgjit jeho embryonalni vyvoj. Izolovand kauda z nadvarlete
usmrcenych samct byla oCisténa od tuku a cév a umisténa do kultiva¢ni misky o priméru
35 cm s mineralnim olejem, ktery piekryval kapku tvoifenou MBCD médiem. Kauda byla
nastfihnuta a pfenesena do 90 ul kapky MBCD média. Nésledné byly spermie uvolnény
z kaudy, tkan byla odstranéna a spermie byly inkubovany pii 37 °C po dobu 60 minut.
Mezitim bylo pfipraveno GSH médium s redukovanym obsahem gluathionu o findlni
koncentraci 0,25 mM. Vznikly roztok byl pfefiltrovan a z takto pfipraveného roztoku byly
vytvofené kapky na Petriho misce o objemu 200 pl, do kterych byly v dal§im kroku
pfeneseny izolované spermie i oocyty. Takto vytvofené kapky byly inkubovany pii teploté
37 °C v 5% COz po dobu 20 minut. Oocyty, které mély byt oplozeny spermiemi mutantnich
samcl, byly izolovany ze superovulujicich samic a byly pieneseny do mineralniho oleje.
Pomoci skalpelu byly oocyty zbaveny kumularnich bunék a pfetdhnuty do fertiliza¢ni kapky.
Motilni spermie z okrajli kapky MBCD média byly pieneseny do fertilizatni kapky
k oocytim. Fertiliza¢ni kapky se spermiemi a oocytem se inkubovaly ve 37 °C po dobu 3

hodin, aby mohlo dojit k oplozeni. Poté se oplozené oocyty prenesly do nové piipravenych
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kapek s HTF (human tubular fluid) médiem (bez GSH), aby byly zbaveny necistot.
Ptenesené oplozené oocyty byly inkubovany pfes noc do druhého dne do stadia

dvoubunécéného embrya.

4.1.5 Histochemie

Orgény izolované z mysi byly pfeneseny do kazet a fixovany pifes noc ve 4 °C
v Davidsonovu fixa¢nim roztoku. Nésledujici den byly tkéané preneseny do 70% etanolu
a dale prevedeny do xylen/parafinu pomoci automatického tkanového procesoru. Po zaliti
parafinem na zalévaci lince byly tkané nafezany na rotacnim mikrotomu na fezy o tloust’ce

4-6 pm.

Davidsonuv fixa¢ni roztok
12% Formaldehyd
15% EtOH

5% Kyselina octova

4.1.5.1 Hematoxilin-eosinové barveni

Ptipravené preparaty byly deparafinizovany zavodiiovaci fadou:

Xylen L. 8 min
Xylen II. 8 min
Isopropanol 3-5 min

100% EtOH 1. 5 min
100% EtOH II. 5 min
96% EtOH 3 min
70% EtOH 3 min
dH:0 3 min
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Rezy byly barveny hematoxylinem po dobu 30 sekund, piebyte¢né barvivo bylo
omyto dH,O a nasledné byly fezy barveny eosinem po dobu 1 minuty a opét promyty
pomoci dH>O. Poté byla sklicka dehydratovana stejnou tadou v obraceném poradi

a zamontovana v bezvodém montovacim médiu na xylenové bazi (DPX, MERCK).

4.1.5.2 Imunofluorescencni barveni

Preparaty pro imunofluorescencni barveni byly pfipraveny stejnym zptsobem tak,
jak je uvedeno vySe. Po zavodnéni byly epitopy odmaskovany v citrdtovém pufru
(10mM citratovy pufr, pH 6) povafenim v tlakovém hrnci po dobu 18 minut. Sklicka byla
zchlazena pod tekouci vodou, promyta PBS a fezy byly poté permeabilizovany pomoci 0,2%
Tritonu X-100 v PBS po dobu 10 minut. Po promyti nésledovalo blokovani endogennich
imunoglobulinii pomoci 2,5% koniského a 2,5% koziho séra v PBS po dobu 30 minut ve
vlhké komiirce. Poté byly fezy pfes noc inkubovany ve 4 °C roztokem primarnich protilatek
fedénych v bloka¢nim séru. Nasledujici den byly fezy omyty 0,01% Tritonem X-100 v PBS
a tiikrat v PBS. Rezy byly poté inkubovany roztokem sekundarnich protilatek a DNA
interkala¢niho Cinidla DAPI (4',6-diamidin-2-fenylindol) fedénym v bloka¢nim séru. Skla
byla inkubovdna v zatemnéné vlhké komiirce po dobu 30 minut, tfikrdt promyta

a zamontovana montovacim médiem ProLong Gold Antifade Mountant (Invitrogen).

4.1.6 TUNEL esej

TUNEL esej (Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling)
detekuje apoptotické bunky na zdklad¢ zvysené hladiny fragmentované DNA s odhalenymi
3’0OH konci dvoufetézcovych zlomi. Za timto G¢elem byl pouzit TACS 2 TdT-DAB In Situ
Apoptosis Detection Kit (Trevigen). Parafinové fezy byly deparafinizovany zavodiiovaci
fadou, inkubovany po dobu 30 minut v 50x fedéném roztoku Proteinazy K a dvakrat
promyty v dH2O. Promyvani nasledovalo po kazdém kroku inkubace, ale pokazdé s jinymi
roztoky (dH20, PBS). Rezy byly po dobu 5 minut inkubovany v 3% H>O» v methanolu.
Nasledovala inkubace s tzv. Labeling pufrem po dobu 5 minut. Na vzorky byl poté aplikovan

tzv. Labeling reak¢éni mix pfipraveny z TdT Labeling pufru, smési TdT dNTP, TdT enzymu
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a Mn*" kationt(i a fezy byly takto inkubovany ve vlhké komtrce pii 37 °C po dobu 60 minut.
Reakce byla zastavena TdT Stop pufrem. Rezy byly poté inkubovany Streptavidinem
konjugovanym s kienovou peroxiddzou pii teplot¢ 37 °C ve vlhké komirce po dobu
10 minut. Pro vizualizaci barveni byl pouzit roztok DAB (3,3’diaminobenzidin) obsahujici
DAB, zesilovac signalu a 0,03% H»O,. Jadra byla kontrastné nabarvena methylzeleni, po
¢emz nasledovalo omyti ve vodé. Skla byla dehydratovana a zamontovana pomoci

montovaciho média na xylenové bazi (DPX, MERCK).

4.1.7 Biotinova esej

Biotinova esej byla provadéna ve spolupréci s laboratoii imunobiologie UMG AV CR.
Izolovana varlata byla skrz vstup chamovod injikovéana 50 pl roztoku EZ-Link Sulfo-NHS-
LC-Biotin (Pierce, Rockford, IL) o findlni koncentraci 10mg/ml v PBS s 10mM MgCl,. Jako
kontrola bylo pouZito druhé varle injikované 10mM MgCl, v PBS. Varlata byla po dobu 30
minut inkubovana na ledu a poté ihned fixovana Davidsonovym fixa¢nim roztokem. Tkéan¢
byly déle procesovany podle protokolu pro ptipravu parafinovych fezi. Pro vizualizaci
biotinu byl pouzit Streptavidin konjugovany s AlexaFluor568 spolu s DAPI pro vizualizaci
DNA. Takto ptipravené preparaty byly zamontovany médiem ProLong Gold Antifade

Mountant (Invitrogen).

4.2 Pouzité bunécné kultury a jejich kultivace

Bunééné kultury byly kultivovany pii 37 °C v inkubatoru s 5% CO,. Jako Zivné
médium bylo pouzito kompletni DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) (Sigma-
Aldrich). Pro pasaZovani bun¢k byl pouzit roztok 0,25% trypsinu a 0,01% EDTA v pomé&ru.

Kompletni DMEM

10% FBS (fetal bovine serum)

Penicilin, gentamicin, streptomycin
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4.2.1 Mysi embryonalni fibroblasty

Embrya vznikld kiizenim heterozygotnich mysi kmene Fbxo38 byla izolovana ve
E13,5 (embryonic days). Pro ptipravu MEF (Mouse embryonic fibroblasts) byla embrya
zbavena vnitinosti obsahujicich velké mnozstvi krve (jatra, srdce) a hlavicky, a proplachnuta
PBS. Kousek hlavicky byl pouzit pro genotypovani. Embrya byla umisténa na Petriho misky
s roztokem 0,25% trypsinu a EDTA apomoci nlzek nastiithana. Tkan byla dale
resuspendovana pipetou a inkubovana ve 37 °C po dobu 10 minut. Takto pfipravena
disociovana tkan byla zbavena vétSich kusti a vyseta na 10cm kultivaéni misky s kompletnim

MEF médiem.

MEFs médium
10% FBS

Penicilin, gentamicin, streptomycin

2mM L-glutamin

4.2.2 Izolace proteini a imunoblotovani

Buiikky pro izolaci proteinii byly seskrabany pomoci Spachtle, promyty PBS
a vysuseny. Peleta byla lyzovana na ledu po dobu 30 minut lyza¢nim pufrem se smeési
inhibitort fosfatdz aprotedz (MedChem Express) as endonukleazou Benzonazou
(0,125U/pl; Santa Cruz). Lyzaty byly poté smichdny se stejnym objemem 2% SDS
v 50mM Tris-HCI, pH 8, zahtaty na 95 °C po dobu 5 minut a sto¢eny na maximalni rychlost.
Zdegradovana DNA klesla na dno a vrchni vrstva obsahovala proteiny, které byly pfeneseny
do novych strip. Pro izolaci proteini z tkdni byly kusy tkdné o definované hmotnosti
pfeneseny do zkumavek s kulatym dnem a lyzaénim pufrem. Tkané& byly homogenizovany
v piistroji Tissue Lyser II. (Qiagen) s pomoci kulicek o priméru 0,5 cm po dobu 2 minut
s 20 kmity za sekundu. Po homogenizaci byly tkdn€ lyzovany stejnym zplsobem jako je

uvedeno vyse.
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Lyzaéni pufr

150 mM NaCl
50mM Tris (pH 7,5)

1mM EDTA
0,4% Triton X-100
2mM CaCl,

2mM MgCl,

Pro rozdéleni proteinil na solubilni a chromatinovou (insolubilni) frakei, byly bunky
lyzovany ve dvou krocich. Po sebrani bunék z kultiva¢ni misky byly buniky lyzovéany v pufru
se smé&si inhibitord fosfatdz a protedz (tentokrat bez endonukledzy Benzondzy) na ledu po
dobu 10 minut a sto¢eny na 3000 rpm po dobu 5 minut. Vrchni ¢ast se solubilnimi proteiny
byla odebrana do nové zkumavky, v peleté ziistaly proteiny asociované s DNA. Tato frakce
byla lyzovana v pufru s endonukledzou Benzonazou na ledu po dobu 10 minut. Frakce byla
poté smichana s 2% SDS v 50mM Tris-HCI a uvatena na 95 °C po dobu 5 minut. Solubilni

frakce byla ponechéna na ledu.

Koncentrace proteinovych lyzatt byla stanovena metodou BCA (bicinchoninic acid
assay) pomoci Pierce™ BCA Protein Assay Kitu (ThermoFisher Scientific) a zméfena na
Multiskan FC™ Microplate fotometru (ThermoFisher Scientific). Vzorky (30 pg proteinti)
byly pfipraveny do pufru Bolt™ LDS Sample Buffer (Thermo Fishr Scientific)
a 10% B-merkaptoetanolem (Sigma Aldrich) a zahtaty na 95 °C po dobu 5 minut. Proteiny
byly rozdéleny na NuPAGE™ 4-12% gradientovém Bis-Tris gelu (Invitrogen) v NuPAGE
MES SDS Running pufru pii 100 V. Poté byly proteiny piendSeny na PVDF
(polyvinylidenfluorid) membranu (Amersham) v Bio-Rad Criterior™ Blotter aparatu
s chlazenym transfer pufrem pii 65 V po dobu 1 hodiny. Pro kontrolu mnozstvi nanesenych

proteint byla membrana barvena ponceau S.

Transfer pufr

25mM Tris
192mM Glycin
20% methanol
dH>0
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Membrana byla blokovana 5% mlékem (ChemCruz) v TBS-T (Tris-buffer saline
Tween) po dobu 30 minut, omyta a pies noc inkubovana s primarnimi protilatkami
nafedénymi v 3% BSA (bovine serum albumin) (PanReac Applichem) v TBS-T pti 4 °C.
Pot¢ byly membrany tfikrat promyty TBS-T po dobu 10 minut ainkubovany se
sekundarnimi protilatkami konjugovanymi s HRP (horseradish peroxidase) (Cell Signaling)
fedénymi 1:4000 v 5 % mléku s TBS-T. Po kazdém piidani protilatky byla membrana
3x promyta po dobu 10 minut v TBS-T. Inkubace probihala po dobu 1 hodiny v pokojové
teplote, poté byly membrany opét tiikrat promyty TBS-T po dobu 10 minut a jednou PBS.

Signal byl vyvijen pomoci SuperSignal™

West Femto Maximum Sensitivity Substrate
(Thermo Scientific) nebo WesternBright ECL (Advansta) a detekovan pfistrojem

ChemiDoc™ MP Imaging Systém (Bio-Rad).

TBS-T

20mM Tris
135mM NaCl
0,05% Tween-20

4.2.3 Pouzity software, mikroskop a statisticka analyza

Vysledky byly statisticky vyhodnoceny neparovym dvoustrannym Studentovym t-
testem, kde hodnota p mensi nez 0,05 byla povazovana za mirné signifikantni a hodnota
mensi nez 0,001 byla povaZzovana za vysoce signifikantni. Geneticka analyza byla pocitdna
Chi testem pomoci graphpad.com stejn¢ jako Studentilv t-test. Grafy byly vytvofeny
prostiednictvim programu OriginLab Professional 2021b. Mikroskopické snimky byly
pofizeny na fluorescenénim mikroskopu Zeiss Axio Imager.Z2, ktery byl vybaven
softwarem ZEN. Na tomto softwaru se 1 veSkeré snimky analyzovaly a upravovaly. Ilustrace

uvedené v této diplomové praci byly vytvorené v BioRender.com a PowerPointu.
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4.2.4 Protilatky pouzité pri IF (immunofluorencence) a WB (western blotting)

Protilatky Redéni (IF/WB)  Piivod Pouziti
FBXO038 (Atlas Antibodies)  1:100/1:2000 Kralik IF/WB
ZXDB (Atlas Antibodies) 1:100/1:2000 Kralik IF/WB
WT1 (Novus Biologicals) 1:200/1:2000 Mys IF/WB
g‘ Vimentin (Cell Signaling) 1:200 Kralik IF
<
-Tg SCP-3 (Santa Cruz) 1: 200/1:2000 Mys IF/WB
E’- PLZF (Atlas Antibodies) 1:200/1:2000 Kralik IF/WB
=
& SALLA4 (Santa Cruz) 1:200/1:2000 Mys IF/WB
£
E PITX2 (Santa Cruz) 1:200 Mys IF
STRAS (Abcam) 1:1000 Kralik IF
SKP1 (Cell Signaling) —/1:2000 Kralik WB
Claudin-11 1:200 Mys IF
Donkey Anti-rabbit IgG konjugovany
Y s Jue Y 1:1000 IF
s Alexa Fluor 555 (Abcam)
Donkey Anti-mouse IgG konjugovany
Y s e Y 1:1000 IF
s Alexa Fluor 555 (Abcam)
Goat Anti-mouse IgG konjugovany
s e Y 1:1000 IF
Z s Alexa Fluor 647 (Abcam)
= Donkey Anti-rabbit IgG konjugovany
e 1:1000 IF
& s Alexa Fluor 647 (Abcam)
= . . . ,
= Donkey Anti-rabbit IgG konjugovan
S Y s Jhe Y 1:1000 IF
S s Alexa Fluor 488 (Abcam)
i)
$ Goat Anti-mouse IgG  konjugovany
7 ¢ PEOTER L1000 IF
s DyLight™488 (Invitrogen)
Anti-mouse IgG konjugovany s HRP (Cell
s e Y ( 1:3000 WB
Signaling Technology)
Anti-rabbit IgG konjugovany s HRP (Cell
s e Y ( 1:3000 WB

Signaling Technology)
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5. PredbéZna data a metody vyuZzité k jejich dosaZeni

Predkladand diplomova prace je soucasti projektu, ktery je zaméfeny na studium

fyziologické funkce ubikvitin ligazy SCFBX038

a jejiho substratu proteinu ZXDA/B (zinc
finger, X-linked, duplicated family member A/B). Tato funk¢ni interakce byla studovana jak
v in vitro, tak in vivo modelech. Projekt byl inicializovan identifikaci potencidlnich substratii
proteinu FBXO38. Stabilni HeLa bunécna linie produkujici doxycyklinem indukovatelny
protein FBXO38 oznaceny TwinStrep-FLAG peptidem (tagem) byla inkubovana po dobu
6 hodin inhibitorem MLN4924. Ten blokuje aktivaci proteinu NAE1 zodpovédného za
neddylaci a aktivaci cullinové podjednotky SCF komplexu (Obr. 6). Protein FBXO38 byl
nasledné izolovany z bunééného lyzatu pomoci afinitni purifikace na Strep-Tactinovych
kulickach. Identita proteinii eluovanych pomoci desthiobiotinu byla zjiSténa prostfednictvim
kapalinové chromatografie s hmotnostni spektrometrii (Liquid Chromatography with
Tandem Mass-Spectrometry, LC-MS/MS; Obr. 13A,B). Krom¢ znamych interakénich
partneri FBXO038 (USP7) byly identifikovany proteiny DEDD1/2 a proteiny ZXDA/B
obsahujici deset zinkovych prstii typu C2H2. Specificka interakce mezi FBXO38 a ZXDA/B
byla potvrzena pomoci afinitni purifikace jedenacti substratovych receptorti (CRL1, CRLA4).
Endogenni proteiny ZXDA/B interagovaly pouze s FBXO38 (Obr. 13C). V komplementarni
eseji interagoval afinitné purifikovany protein ZXDA pouze s endogennim FBXO38
(Obr. 13D). Oba tyto proteiny (FBXO38 a ZXDA/B) jsou jaderné (Obr. 13E) a pomoci
ubikvitinacni eseje byla potvrzena funkce FBXO38 jako ubikvitin ligazy zodpovédné za
ubikvitinaci ZXDA/B (Obr. 13F). Tato ubikvitinace vedla k proteinové degradaci
a destabilizaci proteini ZXDA/B. Stabilita proteini ZXDA/B byla studovana pomoci
inhibitoru translace cykloheximidu. V porovndni s parentdlni linii méla bunécnd linie
s absenci FBXO38 signifikantné zvySenou stabilitu endogennich proteini ZXDA/B
(Obr. 13G). Logickym pokracovanim téchto piedbéznych vysledkli bylo ovéfit tuto

biochemickou drahu v mySim modelu s absenci exprese FBXO38.
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Obriazek 13: ZXDA/B je novy substrit ubikvitin ligazy SCF"X03%

(A,B) Proteiny interagujici s FBXO38 izolované z HeLa bun¢k s inducibilni expresi TwinStrep-FLAG
znaceného proteinu FBXO38. Kopurifikované proteiny byly identifikovany prostiednictvim LC-MS/MS.
Proteiny jsou vyznaceny v grafu av souhrnné tabulce. (C) Exprese a purifikace Strep-FLAG znacenych
receptorti ubikvitin ligaz a detekce jejich endogennich interakénich partnerti. Jako pozitivni kontroly byly
pouzity konstitutivni podjednotky téchto ligaiz — CUL1, DDB1 a SKP1. (D) Exprese a purifikace proteinu
ZXDA oznaceného pomoci Strep-FLAG. Jako negativni kontrola byl vyuzit CCNF. (E) Imunofluorescencni
barveni proteint FBX038 a ZXDA/B v HeLa buiikach. (F) Afinitn€¢ purifikovany protein FBXO38 byl
podroben in vitro ubikvitinaci pfi postupném piidavani enzymt E1, E2 a ATP. Kopurifikovany endogenni
protein ZXDA/B ajeho ubikvitinované formy byly vizualizované pomoci protilatky pro ZXDA/B.
(G) Stabilita proteinu ZXDA/B byla testovana prostiednictvim inkubace HCT116 bunck s inhibitorem

translace cykloheximidem,
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6. Vysledky

6.1 Priprava mySiho kmene deficientniho na Fbxo38

Gen Fbxo38 byl inaktivovan v mySim modelu ve spolupraci s transgennim servisnim
modulem UMG AV CR. Zygoty mysiho kmene C57BL/6N byly injikovany smési
rekombinantniho Cas9 proteinu a dvou gRNA (guide RNA) cilicich na sekvence
lokalizované v 5" a 3" oblastech sousedicich s tfetim exonem (Obr. 14A). Piedpokladana
delece tretiho exonu vedla k posunu ¢teciho ramce a vznikly proteinovy produkt byl podle
in silico predikci signifikantné kratsi. Z celkového poctu narozenych zvitat (6) byla u péti
detekovana pomoci PCR metody delece v piislusném exonu (Obr. 14C). Sekvenace PCR
produkti vedla k identifikaci samce (“founder”), ktery byl pouzit k dalSimu kiizeni. Po
dvojyim prokiizeni na pozadi stejného kmene (C57BL/6N) byla zvifata namnozena na
experimentalni kohortu. Delece exonu a tim dana inaktivace genu Fbxo38 nebyla esencialni
béhem embryonalniho vyvoje a mySi deficientni na Fbxo38 se rodily, 1kdyz s mensi
frekvenci. Po namnozeni dostateného poctu experimentdlnich zvifat jsme spocitali
signifikanci tohoto ubytku a odchylku od o¢ekavaného poméru 1:2:1 (WT: HET: HOM)
(Obr. 14B). Pro zjednoduseni je dale uvadén akronym WT (wild type) pro parentalni kmen
a KO (knock-out) pro zvifata s deleci Fhxo38 na obou alelach. Delece tfetiho exonu byla
potvrzena PCR genotypovanim a ztrata exprese proteinu FBXO38 byla ovéfena u mysich

embryondlnich fibroblasti imortalizovanych SV40T antigenem (Obr. 14D).

V prvnim stadiu naseho projektu jsme ptipravili mysi kohortu deficientni na gen
Fbxo38. Analyza frekvenci jednotlivych genotypl vedla k zadvéru, ze absence proteinu

FBXO038 ma vliv na fitness téchto zvirat a vede pravdépodobné k vyssi prenatalni letalité.
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A

1 2 3 45 6 7 8 9 101112 13 14 15 16 1718192021
mFBX038 (Chr18) ¥ e L B B B B e I S | AL =

/ \ » : pozice kontrolnich primerG

X :gRNA/Cas9 cilové sekvence

wWT -
,,,,,,,,,,,,,,, . PCR product: 824 bp Cm———————1 protein: 1194 aa
L3
. - F-box motiv
AEx3 <
PCR product: 184 bp = | protein: 58 aa (Y44fs)
B
Celkem Samci Samicky
Genotyp Ocekavané Pozorované Ocekdvané Pozorované Ocekdvané Pozorované
Fbxo38** 173 (25%) 202(29,1%) 85(25%) 101(29,6%) 88(25%) 101 (28,7%)
Fbxo38* 347 (50%) 370(53,4%) 171(50%) 172(50,4%) 176 (50%) 198 (56,3%)
Fbxo38" 173 (25%) 121(17,5%) 85(25%) 68(19,9%) 88(25%) 53(15,1%)
p-hodnota 0,0001 0,0405 0,0001
v 22,123 6,413 18,591
Cc D
WT HET HOM
Sol. Insol.
Eoto
1500 bp — =S¥ =¥
- — ZXDB
- - <324 bp
- FBXO38
— —
500bp N—— a-TUB
200bp — " 184 bp wes H3
(MEF)

Obrazek 14: Pfiprava mysiho kmene deficientniho na Fbxo38

(A) Schéma ukazujici lokus Fbxo38, pozice gRNA, primerd ain silico analyzu translaéniho produktu.
(B) V tabulce je uveden pocet narozenych mlad’at podle genotypu a genderu. Ve spodni ¢asti jsou uvedené
statistické analyzy rozdilu mezi ocekavanym a pozorovanym genotypovym §tépnym pomérem. (C) Piiklad
PCR analyzy mysi genomové DNA izolované z ocasku. (D) Vliv delece tfetiho exonu genu Fbxo38 na
proteinovou expresi v imortalizovanych embryonalnich fibroblastech (E13.5). V levé Casti imunoblotu je
solubilni frakce (Sol.) lyzatu z WT a KO bunék. V pravé ¢asti jsou lyzaty ziskané extrakci nerozpustné pelety
(Insol.) pomoci Benzondzy, SDS a teplotni denaturace. Jako kontrolu pro srovnani celkového mnozstvi

proteinu byly pouzity protilatku a-tubulinu (pro solubilni frakci) a proti histonu H3 (pro insolubilni frakci).
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6.2 Absence FBXO38 vede k porucham ristu

Delece Fbxo38 vede k vyrazné inhibici ristu a snizené¢ hmotnosti zvitat (Obr. 15B,D).
Odlisna hmotnost je pozorovatelna od narozeni (Obr. 15A,C). U dospélci je kromé délky
téla a hmotnosti signifikantni nepomér ve velikosti nékterych organt a tukové slozky

asociované s peritoneem.

A Cc
Hmotnost mysi Fbxo38 */* aFbxo38-
WT KO - P
& 12 (mladata)
= 10 4
s @ s
o | ]
= 2 64
o—= 4
= E 4]
= a—WT (n=3)
w—= 2
=1 e KO (n=3)
E noverozenec 0
B D 1 3 5 8 12 15 17 19 22 24
WT KO Vék (dny)
o Hmotnost mysi Fbxo38 */* aFbxo38/-
wf a5 vy -
E (dospélci)
©—= 40
A %
o o e
1 o
e =2
o5 o
£ \ S22
. =
| 10 —WT (n=3)
3 s —KO (n=3)
- | 0
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Obrazek 15: Absence FBX(038 vede k porucham ristu

(A,B) Delece genu Fbxo38 vede u mysi ke zpomaleni rastu, které je pozorovatelné jiz od prvniho postnatalniho
dne. (C) Graf zachycuje kazdodenni méfeni nové narozenych mlad’at (samcit) v prib&éhu prvnich 24 dni.

(D) Graf hmotnosti samct méfeny v prubéhu dospivani.

Z experimentalni kohorty samcl byly izolovany a zvaZeny jednotlivé organy pro
pfesnou analyzu vlivu delece Fbxo38 na jejich rist. Hmotnostni rozdily u sleziny, srdce
a ledvin nebyly vyznamné. Signifikantni posun jsme pozorovali u hmotnosti mozku, jater

a u reprodukénich organiti samct, hlavné varlat (Obr. 16A-C).
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V této Casti projektu jsme se zamétili na celkovy fenotyp mutantnich mysi. Pozorovali
jsme u nich mensi télesnou hmotnost, kratsi stavbu téla a zejména signifikantni rozdily ve

velikosti n¢kterych organti v porovnani s WT mySmi.
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Obrazek 16: Absence FBXO038 vede k porucham ristu organt

Detailni analyza hmotnosti jednotlivych organtiu WT a KO mysi. (A) Analyza hmotnosti organii u dospélych
samctl (~20 tydni). (B) Peritonealni dutina a asociovany tuk (Sipka v levé casti). Varlata (TE) a semindlni
vacky (SV) jsou oznaceny pomoci Sipek z pravé strany. (C) Reprezentativni znazornéni seminalnich vacka

a varlat.
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6.3 FBXO38 se podili na produkci maturovanych spermii

Samci mys$i s inaktivnim genem Fbxo38 jsou semisterilni. Pouze 30 % samic,
u kterych se po pareni s KO samic vytvofila tzv. vaginalni, nebo také kopulacni zatka,

zabtezlo. Po pareni s WT samci se tato spéSnost pohybovala kolem 80 % (Obr. 17A).

Analyza struktury spermii pochézejicich z mutantnich zvifat neprokézala zadné
vyznamné morfologické abnormality pozorované u nékterych mySich kmena s poruchou
samci fertility (napt. dvojita hlavicka ¢i zdvojeny bicik) (Khan a spol. 2015; Obr. 17B).
Spermie mutantnich samcti mély normdlni progresivni pohyb a jejich motilita byla
ovlivnéna pouze minimalné¢ (Obr. 17C). Nasledn€ jsme izolovali mutantni spermie
a testovali jejich schopnost oplodnit oocyty pomoci IVF (in vitro fertilization; ve spolupraci
s transgenni jednotkou). Nepozorovali jsme zadné¢ vyznamné odchylky od WT spermii
a u vyvijejicich se embryi dochazelo po 24 hodinach ke standardnimu casnému ryhovani
(Obr. 17D). Dalsim krokem byla analyza celkové produkce spermii. Spermie izolované
z nadvarlat dvanacti samcti (WT a KO) byly kvantifikovany a jejich poCty porovnany.

U mutantnich samcti byl pozorovan vyznamny pokles celkového poctu spermii (Obr. 17E).

Detailni analyzou spermii samct deficientnich na Fbxo38 jsme dospéli k zavéru, ze
protein FBXO38 neni dualezity pro morfologii ¢i funkéni schopnosti spermii, ale kontroluje

jejich celkovou produkci a Gcastni se tudiz brzkych diferenciacnich stadii spermatogeneze.
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Obrazek 17: FBXO38 se podili na produkei maturovanych spermii

IV

(A) Tabulka uspésnosti kiizeni mutovanych samcti s WT samicemi. (B) Reprezentativni znazornéni WT a KO
spermie vizualizované pomoci MitoTrackeru (fluorescenéni barvivo znacici aktivni mitochondrie)
a interkala¢niho agens DAPI (vizualizace DNA). Métitko = 10um. (C) Porovnani motility mutovanych a WT
spermii. (D) Oocyty oplodnéné KO spermiemi (24 hodin po oplodnéni). (E) Porovnani poctu spermii

izolovanych z nadvarlat.
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6.4 Absence Fbxo38 u mysi zpiisobuje strukturalni poruchy semenotvorného

tubulu

Pro detailni analyzu jednotlivych fazi spermatogeneze jsme vyuzili histochemicka
barveni tenkych fezli mySich varlat. Struktura semenotvornych tubuli byla nejprve
vizualizovana pomoci hematoxylin-eosinového barveni. Na fezech mutantnich mysi jsme
pozorovali strukturalni abnormality v téchto tubulech. Mutované mysi mély nizsi pocet

diferenciovanych spermatickych bunék ucastnicich se spermatogeneze (Obr. 18).

9 tydnu 19 tydnu

Obrazek.18: Absence Fbxo38 u mysi zpiisobuje strukturalni poruchy semenotvorného tubulu

Hematoxilin-eosinové barveni semenotvornych kanalkti. V levé ¢asti jsou tubuly mladych samcti (9 tydnt)

a v pravé Casti tubuly dospélych samct (19 tydni). Nizsi celularita a patologické struktury jsou oznaceny

Cervenymi Sipkami.
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Tento pokles nebyl zptisoben vyssi apoptotickou aktivitou. Mrtvé a odumirajici bunky
byly identifikovany pomoci TUNEL eseje, ktera slouzi k vizualizaci fragmentované DNA
v apoptotickych buiikkdch. ZvySend apoptdéza nebyla pozorovana ani u jinych stadii

a somatickych buné¢k lokalizovanych v semenotvornych tubulech (Obr. 19A,B).

V tomto kroku jsme identifikovali strukturdlni abnormality a hypocelularitu

cvwr

v semenotvornych kandlcich. Za niz$i pocet bunc¢k v tubulech nebyla zodpovédna vyssi

hladina apoptdzy.
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Obrazek 19: Apoptoticka aktivita v semenotvornych kanalech

(A) Detekce fragmentované DNA ve varlatech WT a KO samcti pomoci TUNEL eseje. Apoptotické bunky
jsou vizualizovany pomoci DAB hnédg, jadra jsou oznacena methylzeleni. (B) Primérny pocet apoptotickych

bunék na jeden semenotvorny tubul.
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6.5 Protein FBXO38 je funkéné exprimovan v Sertoliho buiikach

V dalsi fazi jsme se zaméfili na identifikaci bunééné populace ve varlatech exprimujici
protein FBXO038. Jednotlivé bunééné typy byly oznaceny pomoci specifickych markera.
Kromé FBXO38 jsme zjistovali, zda je ve varlatech exprimovany i substrat ubikvitin ligazy
SCFBX038 7XDB a zda je jeho exprese zvysena u KO samcti v souvislosti s deficienci genu

Fbxo38.

Zjistili jsme, Ze oba tyto proteiny (FBXO038 a ZXDB) jsou dominantné exprimovany
v Sertoliho buiikéach. Jako pozitivni kontrolu jsme pouZili protilatku proti WT1 (Wilms
tumor 1), coz je tumor supresorovy transkrip¢ni faktor lokalizovany v jadrech Sertoliho
bunék (Obr. 20B,C). ZXDB byl zieteln€ stabilizovany v Sertoliho bunikéch deficientnich na
protein FBXO38 (Obr. 20C). Krom¢ Sertoliho bun¢k jsme testovali 1 dalsi populace bunék
ucastnicich se spermatogeneze. Pro vizualizaci meiotickych spermatocytli jsme vyuzili
barveni pomoci protilatky proti SCP3 (Obr. 20D). Maturované spermatidy a spermie jsme
detekovali s vyuzitim rekombinantniho PNA (peanut aglutinin) lektinu, vazajiciho
specifické sacharidy lokalizované v akrosomalni oblasti téchto bunék (Obr. 20E). Zadna
z uvedenych populaci neexprimovala FBXO38 ani ZXDB. Kromé¢ vyse zminénych markert
jsme vyuzili 1protilatky proti proteinim, které jsou exprimované v ruznych féazich
spermatogonii jako jsou PLZF, SALL4 nebo STRAS. Ani tyto proteiny nekolokalizovaly
s FBXO38 ¢i ZXDB (data nejsou soucasti vysledki).

Zjistili jsme lokalizaci proteini FBXO38 a ZXDB v jadrech Sertoliho bunék

a zaroven jsme v nich, v zavislosti na expresi FBXO38, potvrdili stabilizaci ZXDB proteinu.
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& | Spermatogonie/zarode¢na buiika
PNA T, '
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SCP3 . .
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Obrazek 20: Lokalizace FBX038 a ZXDB v semenotvornych kanalcich

(A) Schéma znazornujici pouzité protilatky proti riznym typiim buné€k Gcastnici se spermatogeneze. Vytvoreno
v BioRender.com. (B) Imunofluorescencni barveni proteinu FBXO38 s markerem jader Sertoliho bunék WT1
umladych mysi (10 tydnt). (C) Imunofluorescencni barveni proteinu ZXDB s WT1 umladych mysi
(10 tydnt). (D) Imunofluorescencni barveni proteinu FBXO38 s markerem profaze 1. spermatocytd SCP3
u mladych mysi (10 tydn®). (E) Imunofluorescencni barveni proteinu FBXO38 s markerem maturovanych

spermii (PNA lektin) u dospélych mysi (18 tydnu).

6.6 Absence FBXO38 zptisobuje poruchy spermatogeneze

Vysledky z hematoxolin-eosinového barveni naznacovaly, ze sloZeni semenotvorného
tubulu u mutantnich mysi se liSi z hlediska zastoupeni jednotlivych fazi spermatogeneze.
Rozhodli jsme se proto vizualizovat jednotliva stadia spermii a porovnavat jejich pocet
u WT a KO mysi. Prostfednictvim PNA konjugované protilatky jsme potvrdili nizsi pocet
maturovanych spermii u mysi deficientnich na Fbxo38 (Obr. 21A). S niz§im poctem spermii
souvisi 1 nizsi poCet meiotickych bunék v tubulech, které jsme detekovali markerem PITX2
(Obr. 21A). Protein STRAS je diilezitym transkripénim faktorem nezbytnym pro meiotickou
iniciaci spermatocytii a spermatogonialni diferenciaci. Jeho exprese v KO tubulech byla
nizs$i nez u mysi divokého typu (Obr. 21A). Nasledné jsme detekovali spermatogonialni
kmenové builkky markerem PLZF, ktery je zodpovédny za udrzeni zarodecnych bunck
v nediferenciovaném stavu. Znacené bunky nevykazovaly zadné abnormality a jejich pocet
byl shodny s WT kmenem (obr. 21B). Exprese transkripéniho faktoru WT1, markeru
Sertoliho bunék, byla niz$i u varlat mutovanych mysi. Pocet Sertoliho bunék se ale neménil

(obr. 21B).

Deficience proteinu FBXO38 vedla ke snizeni poctu meiotickych spermatocyti

a maturovanych spermii.
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Obrazek 21: Absence FBX(38 zpiisobuje poruchy spermatogeneze

(A) Tkanové tezy varlat dospélych samcii (18 tydnil) barvené protilatkami PITX2, STRA8 a PNA lektinem.
(B) Tkanové fezy varlat mladych samct (10 tydn() barvené PLZF a WT1 protilatkami.

6.7 Dynamika prvni viny spermatogeneze je u Fbxo38”- samcu zpozdéna

Snizeny pocet spermii mladSich KO samct (7-8 tydni) naznaCoval, Ze absence
proteinu FBXO038 vede ke zménam v prvni vIné¢ spermatogeneze. Abychom ovéfili tuto
hypotézu, analyzovali jsme strukturu a slozeni semenotvornych tubuli samcl ve véku
jednoho az Ctyt tydnti. Nejdiive jsme srovnali histologii varlat WT a KO mysi starych 14 dni.
Tento veék se shoduje se zacidtkem prvni viny spermatogeneze a s vyskytem prvnich
spermatocytll. Zatimco u WT mySi byla pfitomnost spermatocytli barvenych SCP3
meiotickym markerem uniformni, KO samci vykazovali rozdilnou pozitivitu a obecné slabsi
SCP3 signal (Obr. 22C). Na trovni spermatogonii jsme detekovali vyssi hladinu exprese
proteinu SALL4 (Obr. 22A) anaopak niz$i hladinu signalu proteinu WT1 u KO mysi
(Obr. 22B). Tato pozorovani jsme potvrdili ianalyzou proteinové exprese pomoci
imunoblotu. V proteinovych lyzatech samct starych 25 dnli jsme kromé absence FBXO38
a stabilizovaného ZXDB pozorovali signifikantni pokles SCP3 a WT1 a zvySenou hladinu
proteinu SALL4 naznacujici rozdilnou transkripéni aktivitu genit zodpoveédnych za udrzeni

a diferenciaci germinalnich kmenovych bunék.
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V souhrnu jsem pozorovali, Ze béhem prvni vlny spermatogeneze, kterd zacind jiz

kolem 10. dne po narozeni, vykazovala varlata mutovanych mys$i rozdilnou expresi

jednotlivych markeri spermatogeneze.
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Obrazek 22: Dynamika prvni viny spermatogeneze je u Fbxo38” samcti zpozdéna

(A) Tkanové tezy varlat (14 dpp) barvené SALL4 protilatkou. (B) Detekce Sertoliho bun¢k na tkanovych
fezech varlat (14 dpp) pomoci WT1 a vimentinové protilatky. (C) Exprese detek¢niho markeru spermatocytii
SCP3 na tkanovych fezech varlat (14 dpp). (D) Imunoblot z lyzatu varlat pohlavné nezralych mysi v rizném

veku. Jako kontrolu pro srovnani celkového mnozstvi proteinu byla pouzita protilatku proti SKP1.
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6.8 SCF"PXO38 je nezbytna pro integritu hematotestikularni bariéry

BTB je nedilnou soucasti pii tvorbé specifického prostfedi semenotvorného kanalku.
Proto jsme se, po zjisténi lokalizace proteinu FBXO38 v Sertoliho buiikach a abnormalniho
pribéhu spermatogeneze, zameéfili pravé na BTB, kterd je tvofena pievazné tésnymi spoji.
Detekovali jsme podjednotku téchto spoji claudin-11 prosttednictvim IF a u KO mysi jsme

pozorovali jeji vyznamné sniZeni na irovni proteinové exprese (Obr. 23A).

Integrita BTB byla také testovana pomoci injikace biotinového indikatoru. V ptipadé
neporusené integrity bariéry by indikator mél zlstat v intersticidlnim prostiedi a basalnim
epitelu semenotvornych kanalkii. Tento profil byl pozorovan u WT mysi. Naopak pfi
narus$eni bariéry je biotin schopny proniknout do lumen semenotvorného kanalku. Toto jsme

potvrdili u samct deficientnich na FBXO38 (Obr. 23B).

Jak detekce proteinti nezbytnych pro spravnou funkci BTB, tak funkcni esej na ovéfeni
jeji integrity prokdzala dysfunkci této bariéry tvorené basalnim epitelem semenotvornych

kanalku.
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VIMENTIN/CLAUDIN-11/
VIMENTIN CLAUDIN-11 VIMENTIN/CLAUDIN-11 DAPI

Biotin 10mg/ml

10mM MgCl,

Obrizek 23: SCF™X93 je nezbytna pro integritu hematotestikularni bariéry

(A) Imunofluorescencni vizualizace BTB pomoci protilatky proti claudin 11 u dospélych mysi (44 tydntl).
(B) Permeabilita hematotestikularni bariéry byla testovana biotinovym indikatorem, ktery byl vizualizovan

biotinovou protilatkou u dospélych mysi (20 tydnt).
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7. Diskuze

Protein FBXO38 patii do velké skupiny substratovych receptort, které se ucastni
specifické proteinové degradace zprostiedkované mnohapodjednotkovymi RING ubikvitin
ligdzami. Skrze F-box motiv se vaze do komplexu SKP1-CULI-RBXI1 anasledné
prostiednictvim své C-termindlni oblasti na cilové substraty (Wang a spol. 2014). Jedinym
dosud publikovanym substratem SCF'BX938 je PD-1, transmembranovy receptor, ktery je
exprimovan na povrchu T-bun¢k (Meng a spol. 2018). Mutace v genu FBX038 vedou u lidi
k autosomalné recesivni a autosomalné dominantni formé& svalové atrofie. Tato distalni
spindlni svalova atrofie je dédiénym onemocnénim, které se projevuje patologickym
odumirdnim alfa motorickych neuront v pfednim rohu michy a progresivni symetrickou

slabosti hornich nebo dolnich koncetin.

Soucasti predbéznych vysledki byla identifikace novych potenciondlnich substratii. Pro
jejich izolaci a identifikaci byly vyuzity HelLa buiiky s inducibilni expresi Strep-FLAG
znacené¢ho proteinu FBXO38. Tento rekombinantni protein byl afinitné purifikovan
a pomoci hmotnostni spektrometrie byli identifikovani jeho vazebni partneti. PD-1 jsme
mezi proteiny kopurifikovanymi s FBXO38 neidentifikovali vzhledem k tomu, Ze se jedna
o protein specificky exprimovany v T-bunécnych liniich (Keir a spol. 2008). Seznam téchto

potencialnich substratii nicméné obsahoval nami dale zkoumany protein ZXDA/B.

ZXDA a ZXDB (ZXDA/B) jsou tém¢r identické proteiny, jejichz geny se nachdzeji na
kratkém raménku X chromozomu. Jsou to nukledrni proteiny s deseti zinkovymi prsty. To
jim pravdépodobné umoziiuje vazbu na RNA ¢i DNA (Grelg a spol. 1993). Zatimco ZXDA
vznikl duplikaci ZXDB, ZXDB je velice pravdépodobné pivodné vznikly retropozici genu
ZXDC. ZXDA a ZXDB jsou v primarni struktufe z 97 % identické, zatimco ZXDC ma
podobnost mnohem niz$i. Fyziologicka role téchto proteinti je minimalné popsana a krome
jejich potencidlni tlohy v regulaci transkripce genit pro MHC glykoproteiny II. tfidy, nejsou
dostupné Zadné dalsi detailni informace naznacujici biochemické dréhy, jichZ se Gi€astni (Al-

Kandari, Koneni, a spol. 2007; Al-Kandari, Jambunathan, a spol. 2007).

Stabilita ZXDA/B byla vyrazn€ zvySena v buiikdch s absenci FBXO38. Specificka
degradace ZXDA/B prostfednictvim FBXO38 byla potvrzena in vitro ubikvitinacni eseji,
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kdy po pfidani enzyma E1, E2 a ATP byl protein ZXDA/B nachdzejici se v komplexu
s FBXO38 silné ubikvitinovan (viz kapitola 5).

Abychom lépe pochopili fyziologickou funkci lidského genu Fbxo38, rozhodli jsme se
vytvotit mysi model deficientni na Fbxo38. Model byl vytvoren ve spolupraci s transgenni
jednotkou UMG AV CR, a to pomoci CRISPR-Cas9 metody (viz kapitola 6.1). Purifikovany
Cas9 protein byl spole¢né se specifickou gRNA injikovan do zygotického stadia CS7TBL6/N
mySsi. Spravné vystitihnuti tfetiho exonu vedlo k posunu ¢teciho radmce a ke vzniku krat$iho
produktu tohoto proteinu, ktery postrada kompletni C-koncovou oblast zodpovédnou za
vazbu substratu. Delece Fbxo38 byla potvrzena prostfednictvim PCR genotypovani
anasledné sekvenace PCR produktu. Na imortalizovanych mySich embryonalnich
fibroblastech jsme potvrdili ztratu proteinu FBXO38. Tato ztrata vedla ke zvySeni exprese
proteinu ZXDB, coZ potvrdilo evoluéni konzervaci funkéniho vztahu téchto dvou faktord.
Mysi s deleci Fbxo38 byly zivotaschopné. Homozygoti se nicméné rodili s nizsi frekvenci
neZ heterozygoti a WT mysi (viz kapitola 6.1). Tato mortalita mohla byt dasledkem
rustového deficitu a niz8i prenatalni a postnatalni fitness embryi a mlad’at. Podobné¢ je tomu
u mysi deficientnich na ubikvitin ligdzovy receptor FBXWS, u kterych bylo pozorovano
snizené procento narozenych mutovanych mysi, a to az o 70 % (Tsutsumi a spol. 2008).
FBXWS8 je substratovy receptor pro CUL7 jehoz absence také zpusobuje vysokou

Mrw e

a spol. 2003).

Mensi vzrist téla souvisi s rustem kosti, zatimco nizsi télesnd hmotnost je dana
predev§im nizSim rozsahem tukové tkdn€¢ u mutovanych mysi. (Paganini a spol. 2019;
Ingalls, Dickie, a Snell 1950). Mysi se ztratou genu Fbxo38 byly ristové retardované jiz od
prvnich dnil po narozeni (viz kapitola 6.2). Podobny fenotyp byl pozorovan u nckolika
dalSich mysSich kment deficientnich na ptibuzné ubikvitin ligdzy. JiZ zminéna deficience
Fbxw8 1 Cul7 vede k postnatalni a prenatalni retardaci ristu mysi. To miiZeme pozorovat
1 u proto-onkogenu SKP2, ktery je zodpovédny za degradaci inhibitor kindz CDK — p21
ap27. UmySiho kmene s absenci Skp2 dochéazi k aberantni stabilizaci téchto proteint
a zastaveni bunécného cyklu v G1 fézi, coz vede k rlstové retardaci mutantnich zvifat.
Soucasna absence obou téchto genl (p27 a Skp2) vede ke kompletni reverzi ristového
fenotypu (Kossatz a spol. 2004; Carrano a spol. 1999). Zpomaleny rist jedincii tedy miize
naznacovat roli FBXO38 v regulaci bunécného cyklu. Tomu napovidé i publikovana role

FBXO38 v cytokinezi (Georges a spol. 2019).
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Niz$§i hmotnost mutovanych mysi souvisi také s niz§i hmotnosti nékterych organt.
Nejvétsi a nejsignifikantnéjsi rozdily byly v hmotnosti mozku a sam¢i reprodukéni soustavy,
zejména varlat. Niz$i signifikanci jsme pozorovali také u rozdilu v hmotnosti ledvin, ale
organy jako plice, srdce ¢i slezina nebyly vyznamné rozdilné mezi WT a KO mySmi (viz

kapitola 6.2).

V ramci projektu prezentovaném v této diplomové praci jsme se zaméfili na studium
vlivu absence Fbxo38 na velikost a funkci samc€ich pohlavnich organti, a to zejména na
proces spermatogeneze a studium fertility. Jejich snizenou reprodukéni schopnost jsme
potvrdili opakovanym k¥izenim Fbxo38” samci s WT samicemi. Po pafeni se samicim ve
veétsingé pripadi vytvofila vaginalni zatka. Pocet zabfeznuti a vrhii byl ale u samic
oplodnénych KO samci mnohem niZs§i neZ u samic, které se pafily s WT samci. SniZzena
samci fertilita mizZe byt zplsobena vice faktory. Jednim z nich je neschopnost spermii
penetrovat do oocytu a nasledné ho oplodnit a zahgjit embryonalni vyvoj, coz mize souviset
s defektem v progresivni motilit¢ nebo ve Spatné morfologii spermii, neschopnosti
kapacitace ¢i akrozomalni reakce. Morfologii spermii jsme vizualizovali pomoci IF.
Mitochondrie asociované s bicikem jsme barvili Mitotrackerem a DNA v oblasti hlavicky
pomoci DAPI. Zadné morfologické defekty u spermii jsme nepozorovali a spermie KO mysi
se nijak nelisily od spermii mysi divokého typu. Schopnost spermii oplodnit oocyt byla déle
testovana prostiednictvim IVF. Ani tato metoda neprokdzala zadné vyrazné defekty
v koncepci oocytu atudiz ve vyvoji spermii. Je nutné dodat, ze tyto metody nejsou
kvantitativni a neumoznily nam identifikovat problémy s kapacitaci a naslednou

akrozomalni reakci, jelikoz u IVF jsou tyto kroky vyvolany uméle.

Kvantitativni méfeni spermatogeneze odhalilo znany pokles spermii v nadvarlatech
(viz kapitola 6.3). U ¢lovéka je normalni pocet spermii 15 milionli na mililitr a snizeny pocet
spermii, takzvana oligozoospermie, vede k poruchdm fertility. Mysi divokého typu mély
primérny pocet spermii kolem 17 milionti. U mutovanych mysi byl tento pocet o 60 % nizsi.
Pocet spermii mize tedy hrat dulezitou roli ve schopnosti oplodnit samici a vysvétlovalo by
to nizsi pocet vrhli po kopulaci s mutovanymi samci. Tento efekt je amplifikovan faktem, ze
do reprodukéniho traktu samice se dostane pouze 10 % spermii z celého ejakulatu.
Schopnost kapacitace a nasledné akrozomalni reakce je tak omezena pouze na malé

mnozstvi spermii.
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Vliv na spermatogenezi byl pozorovan u mnoha ubikvitin ligaz. Typickym piikladem je
fenotyp mysi deficientnich na Dcaf17. Tento substratovy adaptér pro CUL4 sice nema vliv
na velikost reprodukcni soustavy samct, ale je zodpovédny za morfologii a pohyblivost
maturovanych spermii. Hlavni pfi¢inou sterility u samct deficientnich na Dcaf17 byla
neschopnost vytvofit funkéni akrozom, ale také zvysena apoptoticka aktivita zarode¢nych
bunek (Ali aspol. 2018). Vyssi apoptotickou aktivitu v semenotvornych kandlcich
u Fhx038” mysi jsme vyloudili na zakladé vysledkt z TUNEL eseje, s jejiz pomoci jsme
vizualizovali fragmentovanou DNA charakteristickou pro apoptoticky proces. Statisticka
analyza TUNEL pozitivnich bun€k neodhalila z4dné signifikantni rozdily mezi WT a KO
zvitaty (viz kapitola 6.4).

V dalsim kroku jsme se zaméfili na samotna varlata, jejich strukturu a detekci
jednotlivych stadii spermatid v semenotvornych kanalcich. Histologické fezy varlat jsme
barvili hematoxylin-eosinem a identifikovali jsme jednotlivd stddia ve vSech fazich
spermatogeneze. U varlat mutovanych mySi byly pozorovany odliSnosti v usporadani
zérodeCnych bunék a hypocelularita, tedy niz§i pocet diferenciovanych spermatickych
bunck, které se uCastni spermatogeneze (viz kapitola 6.4). Nizky pocet bunck ucastnicich se
spermatogeneze miize souviset sjejich vyvojem a maturaci, jako je tomu napiiklad
u deficience proteinit CUL4A a CUL4B. Oba tyto strukturni proteiny ubikvitin ligdz hraji
zésadni roli ve spermatogenezi, ale kazdy z nich je exprimovan v odlisSnych bunécnych
a diferenciaCnich stadiich. Na rozdil od CUL4A, ktery je exprimovan pouze ve
spermatocytech 1. a II. fadu, CUL4B je exprimovan pievazné ve spermatogoniich, kulatych
spermatidach a zejména pak v Sertoliho buiikach (Lin a spol. 2016; Yin a spol. 2011). Pravé
na Sertoliho buiikach je pln¢€ zavisld maturace a vyvoj spermatid. Sertoliho bunky jsou
takzvané matetské nebo nutriéni bunky, které jsou lokalizovany na basilni membrané
semenotvorného kanalku. Jejich cytoplazma saha az do lumen tubulu. Obklopuji, vyZivuji
a hormonaln¢ ovliviiuji spermatické buiiky, reguluji jejich diferenciaci, nacasovani vyvoje
a diky jejich fagocytické schopnosti se podileji také na tvarovani spermatozoi, kdy pohlcuji
cytoplazmu maturujicich bun¢k (Neto a spol. 2016). Prostiednictvim tésnych spojl rozdéluji
Sertoliho buiiky semenotvorny tubul na apikalni a basalni ¢ast (Cheng a Mruk 2012; Mruk
a Cheng 2015). Systém tésnych, adheznich a mezerovych spoji kontroluje integritu
semenotvorného kandlku a navzdjem pospojované Sertoliho buiiky spolu tvofi takzvanou
BTB. Ta vytvaii specifické imunoprivilegované prostfedi semenotvorného tubulu, které

umoznuje imunitnimu systému tolerovat antigeny, které jsou ptfitomné na vyvijejicich se
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spermatickych bunikach. Specifickou expresi proteintt FBXO38 a ZXDB jsme detekovali
pravé v jadrech Sertoliho bunék, kde jsme pozorovali kolokalizaci signalli téchto proteinti
s markerem jader Sertoliho bun¢k — tumor supresorovym transkripénim faktorem WT1. KO
mysi, podle pfedpokladu, nemély detekovatelnou expresi FBXO38 a zaroven jsme u nich
pozorovali vyssi hladinu stabilizovaného ZXDA/B (viz kapitola 6.5). Toto vyplyva z faktu,
EFBX038

ze u KO mysi nemtze dochazet k cilené degradaci ZXDA/B prostiednictvim SC

a dochéazi tak k jeho akumulaci.

Prvni vlna spermatogeneze v postnatalni Casti Zivota je dilezitd pro cely proces
spermatogeneze. Béhem prvniho postnatalniho tydne u mys$i nedochazi ke spermatogenezi
a ve varlatech jsou pfitomné pouze Sertoliho buniky a spermatogonie. U lidi je prvni vlna
spermatogeneze iniciovana az v puberte, u mysi nastava jiz okolo 10. dne po narozeni. Pro
spravné nacasovani této faze je nutnd souhra dvou faktori. Iniciace diferenciace
zérodecnych bunék a ustanoveni prostiedi (niky — z anglického “niche”), ve kterém se tyto
buiiky zacnou diferenciovat ve stanovenou dobu. Pfi nesouhie téchto faktorti a dysfunkci
nekterych dilezitych gent dochéazi k dramatickému dopadu na spermatogenezi a plodnost
jedince. Vzhledem k tomu, Ze se jednd o synchronni vlnu, Ize na ni pozorovat jednotliva
stadia spermatogeneze. Dulezitost prvni viny dokazuji nékteré mysi modely deficientni na
nepostradatelné geny, které ovliviiuji tento proces. Mysi kmen s deleci genu RhoxI3 ma
narusenou pravé prvni vlnu spermatogeneze a vyrazné zvysSenou apoptotickou aktivity
zarodecnych bunék. Tato dysfunkce vede k nizkému poctu spermii v nadvarlatech dospélych
mysi (Busada aspol. 2016). Zpozdénou vilnu spermatogeneze lze pozorovat iu mysi
deficientnich na receptor FSH, u kterych dochazelo nejen k vyraznému zpozdéni prvni viny
spermatogeneze, ale také k signifikantnim rozdilim ve velikosti varlat a vyraznému poklesu
spermii (Krishnamurthy a spol. 2001). U Fbxo38” mysi jsme jak na IF fezech, tak na
imunoblotu pozorovali abnormality v expresi riznych proteini a zdroven jsme znovu
potvrdili deficienci proteinu FBXO38 a zvySenou stabilitu ZXDB. U mutovanych mysi jsme
po jednom tydnu detekovali nizsi expresi WT1, coz mlize naznacovat nizsi pocet Sertoliho
bunék, nebo zménu v transkripénim programu téchto bunék. Vliv WT1 na funkci Sertoliho
buné¢k je zfejmy diky mySimu kmenu s deleci tohoto faktor. Vzhledem k tomu, ze se jedna
o esencidlni gen, byl tento model pfipraven pomoci Cre-Lox systému specificky v Sertoliho
buitkach. Deficience WT1 v Sertoliho buitkich vedla ke ztraté zarode¢nych bunck

wrwve

a ztrata nejspiSe korelovala s ¢astecnym zastavenim proliferace bunck a ztratou interakce
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spermatickych a Sertoliho bunék. Varlata deficientnich mysi vykazovala pouze 10%

velikost varlat WT mysi (Gao a spol. 2006).

Pro analyzu spermatogonidlni populace jsme vyuzili dva jeji markery PLZF
a SALL4. Oba to jsou transkripéni faktory nezbytné pro sebeobnovovani germinalnich
kmenovych bunék a iniciaci jejich diferenciace (Hobbs a spol. 2012). PLZF je tak nezbytny
pro plynuly a repetitivni prubéh spermatogeneze. Pokud by doslo k naruseni exprese PLZF,
spermatogeneze by u mladSich jedincti probihala bez obtizi, ale doSlo by k rychlé depleci
zarodec¢nych bun€k a tudiz k neplodnosti dospélych jedinci (Costoya a spol. 2004). Béhem
prvni viny spermatogeneze se hladina PLZF na imunoblotu nijak vyrazné neliSila od WT
vzorkil, zatimco exprese SALL4 byla u KO mysi vyrazné¢ vys$s$i, coz muZze souviset
s dysregulaci diferenciace progenitorti vznikajicich z kmenovych bun€k. Tomu odpovidala
1niz8$i hladina exprese spermatocytdrniho markeru SCP3 umutovanych mysi

(viz kapitola 6.7).

Specifické barveni spermatogonidlniho kompartmentu u dospélych mysi vedlo ke
zjisténi, ze deficience Fbxo38 nema vliv na pocet spermatogonialnich kmenovych bunék, na
rozdil od ubikvitin ligazy SCF'BXW7  ktera byla detekovéana ve spermatogoniich. Exprese
FBXW7 negativné ovliviiuje sebeobnovu kmenovych bungk, a to prostfednictvim specifické
degradace proto-onkogenu MYC. Pokud dojde ke sniZzeni aktivity SCFF®*W7 dochazi
k akumulaci nediferenciovanych spermatogonii, pii zvysSené aktivit¢ k potlaceni jejich
aktivity (Kanatsu-Shinohara et al. 2014). Dalsi marker, ktery jsme vyuzili u dospé€lych zvirat
je STRAS, ktery aktivuje transkripni program nezbytny pro meidzu. Jednd se o gen
regulovany RA, kterd je v Sertoliho buiikach syntetizovana z vitaminu A. Mysi model
deficientni na STRAS8 je sterilni a postradd meiotické spermatocyty (Endo a spol. 2015;
Mark a spol. 2008). V nasem piipad¢ jsme pozorovali nizsi expresi STRAS u mutantnich
mys$i, coz by napovidalo defektu v produkci RA a vysvétlovalo by to nizsi pocet meiotickych

spermatid a maturovanych spermii (viz. kapitola 6.6).

Rozdéleni semenotvorného kandlku na basdlni a apikalni ¢ast prostfednictvim
tésnych spojii je nezbytné pro dynamiku a oddéleni jednotlivych fazi spermatogeneze.
V basdlni c¢asti probihd obnova a diferenciace spermatogonii a mitotické déleni az do
preleptotenniho stadia spermatocytu, v apikalni ¢asti je nasledné meiotické déleni od
pachytenniho spermatocytu az do spermiogeneze. Jak je zminéno vySe, BTB je tvofena vice

typy spoju, které jsou sloZzené z rtiznych spojovacich a adaptérovych proteintl. V piipade
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nedostatku téchto strukturnich proteini dochéazi k poSkozeni integrity BTB. Existuje nékolik
mysich model BTB dysfunkce. Naptiklad ztrata ocludinu je spojena s atrofii tubuld, ktera
ma pomaly néstup korelujici se starnutim mysi. Staré mys$i nemaji zddné spermatogonie
a cytoplasma jejich Sertoliho bunék je vyrazné omezena pouze na basalni ¢ast tubulu (Saitou
a spol. 2000). Delece nekterych claudinti (Claudin-3,5 a 11) vede k tézkym defektim ve
spermatogenezi (J. Meng a spol. 2005; Morrow a spol. 2009; Mazaud-Guittot a spol. 2010).
Semenotvorné tubuly u mutovanych mysi jsou uzsi nez u WT mysi a neobsahuji zralé
spermie. Naruseni BTB vede k omezeni diferenciace Casnych spermatocytll i ptesto, Ze
samotna absence nékterych claudini nevede ke kompletnimu rozvolnéni téchto spoji (Gow
a spol. 1999). Absence claudinu-11 v tésnych spojich mé vyrazny vliv na maturaci Sertoliho
bunék, které vykazuji nezralost, ztraceji kontakt s basalni laminou a méni svou typickou
morfologii. V téchto modelech také dochazi k masivni apoptéze spermatogonii (Mazaud-
Guittot a spol. 2010). V nasem piipadé nedochdzi ani k masivni apoptotické aktivité
a Sertoltho buiikky se zdaji byt pln€ asociované s basalni membranou, zaroven ale
pozorujeme mensi velikost varlat, hypocelularitu a nizs§i pocet spermii a tyto defekty mohou
byt spojeny snespravnou funkci BTB. Abychom ovéfili  tuto  hypotézu,
imunofluorescen¢nim barvenim jsme detekovali expresi a lokalizaci jednotlivych
komponentli tésnych spojl, piesnéji claudinu-11 a proteinu ZO-1. Claudin vytvaii sit’
tésnych spoji a ZO1 je adaptorovy protein nasedajici na intracelularni Césti téchto
transmembranovych proteinii. Barveni ZO-1 se u mutantnich mysi nijak neliSilo od WT
(data nejsou ukédzéna). Oproti tomu barveni claudinu zietelné prokéazalo ubytek tohoto

proteinu v oblastech BTB u KO mysi (viz kapitola 6.8).

Porusena integrita BTB, jeji propustnost a dysfunkce byla také testovana
prostfednictvim biotinové eseje. Pomoci BTB je omezen transport parakrinnich hormont
a faktorti, vody, toxickych latek, ale i 1¢kli. Biotinové esej je zaloZena na neschopnosti difuze
biotinyla¢niho ¢inidla. Pi spravné funkci bariery je biotin detekovan pouze na membranach
v intersticialnim prostoru a basalni ¢asti tubularniho epitelu. BTB brani difuzi biotinu do
lumen semenotvorného tubulu. U mutovanych mysi je zfetelné, Ze biotin difundoval snaze

skrze tuto bariéru, coz dokazuje jeji naruSeni (viz kapitola 6.8).

V souhrnu, absence proteinu FBXO38 u mysiho modelu vedla ke snizené fertilité.
Cilem tohoto projektu bylo zjistit, na jaké Urovni v rdmci spermatogeneze dochdzi k této
dysregulaci. Vysledky naznacuji, Ze u téchto zvifat dochazi ke Spatnému vyvinuti

a udrzovani hematotestikularni bariéry, a ze tento fakt miiZze souviset s dysfunkci Sertoliho
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bunek, ve kterych jsme detekovali specifickou expresi proteinu FBXO38. Abnormalni
Sertoliho buriky a jejich dysfunkce vede k poruse intergrity hematotestikularni bariéry, coz
ma pravdépodobné za nésledek naruSeny pribéh spermatogeneze a nizsi pocet meiotickych

spermatocytll a maturovanych spermii.
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e Popsali jsme fenotyp mysi s deleci Fbxo38

e Delece Fbxo38 vedla umysi ke snizené fertilité a negativné ovlivnila proces

spermatogeneze.

e Lokalizovali jsme protein FBXO38 a jeho substrat ZXDB v jadrech Sertoliho bunék.

e Defektni proces spermatogeneze je ¢astecné zptisoben nespravnou funkci Sertoliho

bunék a na nich zavislé tvorb&é hematotestikularni bariéry.
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