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Studium proteinu Rab-2A v kancich spermiich
v souvislosti s jeho zona pellucida vazajici aktivitou

Souhrn

Protein Rab-2A patii do podskupiny Rab malych GTPaz nadrodiny Ras. Podobné jako ostatni
Rab proteiny se Rab-2A tucastni regulace intracelularniho membranového transportu na
ruznych urovnich a je nezbytnym proteinem pro transport molekul z endoplazmatického
retikula do Golgiho komplexu. Protein Rab-2A byl lokalizovan u mnoha druhti Zivoc¢ichi
Vv nejrizngjsich buiikach a tkanich, ve kterych zastava mnoho riznych funkci. V soucasnosti je
vénovana pozornost studiu Rab proteint i v kontextu reprodukce. Protein Rab-2A byl stejné
jako né&které jiné Rab proteiny identifikovan v sav€ich spermiich, jeho piesna role v téchto
bunikach vSak zatim nebyla plné objasnéna. V bycich spermatidach byl protein Rab-2A
lokalizovan Vv perinuklearni théce a predpoklada se jeho zapojeni do biogeneze akrozomu
béhem spermiogeneze. V kancich spermiich byla popsana pfitomnost Rab-2A na jejich povrchu
spolu s vazebnou aktivitou k zona pellucida a uvazuje se o jeho mozné roli ve vazbé na oocyt.

Cilem této diplomové prace bylo detekovat a lokalizovat protein Rab-2A v kancich
spermiich v rtiznych stadiich jejich posttestikularniho vyvoje. Dale byla studovana vazba
spermii na zona pellucida prasec¢iho oocytu po blokaci proteinu Rab-2A pomoci protilatky.
Pomoci metody Western blot jsme detekovali protein Rab-2A v lyzatu kan¢ich spermii béhem
jejich maturace. Protein Rab-2A se nam podafilo detekovat v proteinovych extraktech
epididymalnich, ejakulovanych a in vitro kapacitovanych spermii a v extraktu proteind spermii
po akrozomalni reakci. Celkem jsme detekovali ¢étyfi rizné izoformy proteinu Rab-2A
0 molekulovych hmotnostech 21, 24, 27 a 31 kDa. Imunodetekce rovnéz odhalila dvé izoformy
Rab-2A o molekulovych hmotnostech 21 a 24 kDa v extraktu proteinti perinuklearni théky
ejakulovanych kancich spermii. Pomoci nepfimé fluorescen¢ni mikroskopie jsme lokalizovali
protein Rab-2A v epididymalnich, ejakulovanych a in vitro kapacitovanych spermiich v oblasti
akrozomu. Na spermiich po akrozomalni reakci protein Rab-2A nebyl detekovan. Vazebna
aktivita proteinu Rab-2A kzona pellucida oocytu byla hodnocena po inkubaci spermii
s protilatkou proti Rab-2A. Experiment odhalil, Ze vazba spermii na zona pellucida byla
¢astecné zablokovana.

Z nasich vysledkl vyplyva, Ze protein Rab-2A je pfitomen na kancich epididymalnich,
ejakulovanych a kapacitovanych spermiich v akrozomalni oblasti hlavi¢ky a rovnéz se nachazi
v perinuklearni théce. Role proteinu Rab-2A ve vazbé spermie na oocyt nebyla jednoznaéné
potvrzena, nicméné blokace proteinu protiladtkou snizila pocet spermii vazajicich se na oocyt.

Klicova slova: protilatka, kapacitace, Western blot, imunofluorescence, vazebna studie



Study of Rab-2A protein in boar spermatozoa in
connection with its zona pellucida binding activity

Summary

Rab-2A protein belongs to the Rab subgroup of small GTPases of the Ras superfamily. Like
other Rab proteins, Rab-2A is involved in the regulation of intracellular membrane trafficking
at various levels and is an essential protein for the transport of molecules from the endoplasmic
reticulum to the Golgi complex. Rab-2A protein has been found in number of animal species
in many cells and tissues, in which it has several different functions. At present particular
attention is paid to the study of Rab proteins in the context of reproduction. The Rab-2A protein,
like some other Rab proteins, has been identified in mammalian spermatozoa, but its exact role
in these cells has not yet been fully elucidated. In bovine spermatids, the Rab-2A protein was
localized in the perinuclear theca and is thought to be involved in acrosome biogenesis during
spermiogenesis. In boar sperm, the presence of Rab-2A on the sperm surface has been
described. Moreover, it was shown that the protein coincides with zona pellucida binding and
its possible role in sperm-oocyte binding has been suggested.

The aim of this diploma thesis was to detect and localize the Rab-2A protein in boar
sperm at different stages of their post-testicular development. Furthermore, the binding of
sperm to the zona pellucida of porcine oocyte after blocking the Rab-2A protein with its
antibody was studied. Using Western blot, we detected Rab-2A protein in boar sperm lysate
during maturation. Rab-2A protein was detected in protein extracts of epididymal, ejaculated,
in vitro capacitated, and acrosome-reacted sperm. In total, we were able to detect four different
isoforms of Rab-2A protein with molecular weights of 21, 24, 27, and 31 kDa. Two Rab-2A
isoforms of 21 and 24 kDa were also detected in proteins extracted from the perinuclear theca
of ejaculated boar sperm. Using indirect immunofluorescence microscopy, we localized
Rab-2A protein in the acrosome region of epididymal, ejaculated, and in vitro capacitated
spermatozoa. Rab-2A protein was not detected in sperm after the acrosomal reaction. The
binding activity of Rab-2A protein to the zona pellucida of the oocyte was evaluated after
incubation of sperm with the anti-Rab-2A antibody. The experiment revealed that sperm
binding to the zona pellucida was partially blocked.

Our results indicate that the Rab-2A protein is localized in boar epididymal, ejaculated,
and capacitated sperm in the acrosome region of the sperm head and is also found in the
perinuclear theca. The role of Rab-2A protein in sperm-oocyte binding was not unequivocally
confirmed, however, blocking the protein with its antibody reduced the number of
oocyte-bound sperm.

Keywords: antibody, capacitation, Western blot, immunofluorescence, binding assay
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1 Uvod

Proces fertilizace sestdva z mnoha udalosti probihajicich ve spermii i vajicku, z nichz vSechny
dosud nebyly plné popsany a vysvétleny. Interakce mezi obéma gametami je jednim
z klicovych momentd na cesté K uspéSnému oplozeni. Pro tuto interakci jsou nezbytné
receptorové molekuly na spermii a k nim komplementarni molekuly na vajicku. Mnohé z téchto
receptort piitomnych na spermiich jiz byly identifikovany a charakterizovany. Neustale vSak
probiha objevovani novych potencialnich receptorti, zatimco dulezitost nékterych diive
popsanych je zpochybnovana (van Gestel et al. 2007; Redgrove et al. 2012).

Protein Rab-2A je mala GTPaza zrodiny Rab nadrodiny Ras proteini (Stenmark
& Olkkonen 2001). Rab proteiny se hojné vyskytuji ve vétSiné tkani a jsou dulezitymi
molekulami pro intracelularni membranovy transport. Protein Rab-2A byl rovnéz detekovan
v mnoha tkanich, ve kterych zastava nejruznéjsi funkce (Sugawara et al. 2014; Kajiho et al.
2016; Matsunaga et al. 2017). Teprve nedavno byla naznacena jeho mozna role v reprodukci,
kdyz byl identifikovan Vv subakrozomalni oblasti perinuklearni théky byc¢ich spermatid, ve
kterych se pravdépodobné podili na biogenezi akrozomu béhem procesu spermatogeneze
(Mountjoy et al. 2008). V soucasnosti je pfitomnost Rab-2A popsana i na kancich spermiich
a byl vysloven piedpoklad, ze se tento protein vyskytuje na povrchu spermii a mohl by tedy
hrat roli v primarni vazb¢& na zona pellucida oocytu (Zigo et al. 2015).



2 Védecka hypotéza a cile prace

Tato prace vychazi z hypotézy, ze protein Rab-2A je pfitomen na kancich spermiich a ucastni
se vazby spermie na zona pellucida oocytu.

Cilem prace je:

1) lokalizace a detekce proteinu Rab-2A v kancich spermiich v riznych stadiich jejich
posttestikularniho vyvoje;

2) studium vazby spermii na zona pellucida prase¢iho oocytu po blokaci Rab-2A proteinu
pomoci protilatky.



3 Literarni reSerse

3.1 Morfologie spermie

Spermie je haploidni geneticky jedine¢na sam¢i pohlavni buiika, kterd se sklada z hlavicky,
kréku a bi¢iku. Spermie se vyznacuji pozoruhodnou variabilitou ve velikosti a tvaru mezi
jednotlivymi druhy. VSechny ¢asti spermie jsou pokryty plazmatickou membranou.
Plazmatickd membrana obsahuje povrchové domény, jako jsou specifické glykoproteiny
a lipidy, které jsou zasadni pro jeji spravnou funkci (Fawcett 1975; Sutovsky & Manandhar
2006).

3.1.1 Hlavicka spermie

Tvar hlavicky spermii je druhové specificky, obvykle vSak byva dorzoventralné zplostély.
Hlavicka spermii sestava ze dvou hlavnich organel, akrozomu a jadra. Cytoplazma
a cytoskeletalni proteiny jsou pfitomny pouze v uzavienych oblastech mezi plazmatickou
membranou a akrozomalni membranou a také mezi akrozomem a jadrem (Pesch & Bergmann
2006; Sutovsky & Manandhar 2006).

Akrozom je vacek odvozeny z Golgiho aparatu, ktery tvoii strukturu pfipominajici
Cepicku, jez pokryva apikalni oblast hlavicky. Sklada se ze dvou membran obklopujicich
akrozomalni matrix, ktera obsahuje mnozstvi hydrolytickych enzymu. Tyto enzymy se uvoliiuji
béhem akrozomalni reakce a jsou nezbytné pro penetraci spermie do oocytu. V akrozomu lze
rozliSit tfi segmenty, anteriorni (apikalni), ekvatorialni a posteriorni (Fawcett 1975; Pesch
& Bergmann 2006). Vné&jsi akrozomalni membrana lezi pod plazmatickou membranou,
zatimco vnitini akrozomalni membrana splyva se subakrozomalnim segmentem perinuklearni
théky. Perinuklearni théka je odolné cytoskeletarnim leseni, které obklopuje celé jadro kromé
jeho bazalni oblasti, v niZ se pfipojuje bi¢ik k hlavicce. Perinuklearni théka je rozdélena na tfi
Casti, subakrozomalni, postakrozomalni a periakrozomalni (Oko & Maravei 1994; Sutovsky
& Manandhar 2006). V apikalni ¢asti spermie se perinuklearni théka nachazi mezi vnitini
akrozomalni membranou a jadernym obalem a tvofi tak subakrozomalni vrstvu, zatimco
kaudaln€ se nachazi mezi plazmalemou a jadernym obalem a tvoii tak postakrozomalni vrstvu
(PAS). Subakrozomalni vrstva je strukturalné propojend s ¢asti periakrozomalni vrstvy, ktera
se nachazi mezi vné&jsi akrozomalni membranou a plazmalemou v ekvatorialni oblasti (Oko
& Maravei 1994).

Jadro spermii je pokryto dvéma jadernymi membranami a obsahuje velmi husté
nahlouceny vysoce kondenzovany chromatin obsahujici genetickou informaci ve formé
haploidni deoxyribonukleové kyseliny (DNA). Sav¢i spermatické chromozomy jsou nejvice
kondenzovanymi chromozomy v eukaryotické fiSi, protoze jsou obvykle nejméné Sestkrat
kondenzovanéjsi nez somatické mitotické chromozomy. To je umoznéno existenci protaminii,
pozitivné nabitych DNA proteint, které v pribéhu spermiogeneze nahrazuji histony Vv jejich
roli strukturdlnich DNA proteinii. Pouze mala ¢ast DNA v jadrech spermii je kondenzovéana na
histonech. Zbytek DNA je sbalen linearn¢ vedle sebe a vytvaii lamelovou strukturu (Ward
& Coffey 1991; Pesch & Bergmann 2006).



3.1.2 Kréek

Krcek, casto oznacovany jako spojovaci ¢ast, je nejmensi ¢asti spermie. Piipojuje Se k bazalni
desti¢ce hlavicky spermie a slouzi jako propojeni mezi hlavickou a bi¢ikem. Kréek se
sklada z deviti segmentovanych sloupcd. Uvniti téchto sloupcti se nachazi husta vlaknita
struktura oznaCovana jako capitulum. Kréek spermii vétSiny savcti obsahuje proximalni
a distalni centriol, pficemz ten ve zralych spermiich chybi (Pesch & Bergmann 2006; Sutovsky
& Manandhar 2006).

3.1.3 Bic¢ik

Bicik je nejdelsi ¢asti spermie a zajistuje jeji pohyblivost. Motilitu umoziuje axonemalni
komplex mikrotubuli formovany do jedineéného uspofadani 9 + 2. Devét perifernich
mikrotubularnich dubleti je vzdjemné propojeno dyneinovymi raménky obklopujicimi
centralni par mikrotubulti. Téchto devét mikrotubularnich dubletd je na vnéjSim povrchu
paralelnich s deviti hustymi vlakny, ktera poskytuji jak flexibilitu, tak oporu béhem pohybu.
Bicik je rozdé€len do tii ¢asti, sttedni, hlavni a koncové (Lindemann & Lesich 2016; Sutovsky
& Manandhar 2006). Stfedni ¢ast je pokryta mitochondrialni pochvou, ktera lezi tésné pod
plazmatickou membréanou a sestava ze 75—-100 mitochondrii. Mitochondrie poskytuji dodavku
energie ve form¢ adenosintrifosfatu (ATP) a tato energie je vyuzivana Kk motilité spermii. Kazda
z mitochondrii nese otcovskou mitochondridlni DNA, ale tyto mitochondrie jsou zniceny
fizenou proteolyzou bezprosttedné po vstupu do vajicka, nebot’ byly béhem maturace spermiti
vystaveny mutagennimu oxidativnimu stresu (Sutovsky & Manandhar 2006). Hlavni ¢ast je
nejdelsi ¢asti biciku. Od stfedni ¢asti je odd€lena tzv. Jensenovym prstencem. Hlavni ¢ast je
obklopena tzv. fibr6zni pochvou, plastém tvofenym ze dvou podélnych sloupcii, ventralniho
a dorzalniho sloupce, které jsou spojeny pii€nymi Zebry. Jak mitochondridlni pochva, tak
fibrozni pochva poskytuji zvlastni podporu biciku spermii a zvysuji tak jeho tuhost (Fawcett
1975; Sutovsky & Manandhar 2006). Na obou plastich se navic nachazi mnoho enzymd,
zejména proteinovych kinaz, které jsou dulezité pro signalizaci a metabolismus spermii
(Lindemann & Lesich 2016). Koncova cast biCiku je kratky segment, ktery se sklada
z axonemalnich dubleti a koncového segmentu okrajovych filament uzavienych pouze
plazmatickou membranou. Koncovy segment postrada plast, takZe je podstatné méné tuhy nez
prvni dva segmenty (Fawcett 1975; Sutovsky & Manandhar 2006). Struktura celé spermie je
zobrazena na obrazku 1.
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Obrazek 1 Struktura spermie; upraveno podle Sharma & Kumar (2017)
3.2 Vyvoj spermie

Spermie se tvoii v semenotvornych kanalcich varlat béhem procesu zvaného spermatogeneze.
Jde o kontinualni proces, ktery trva po celou dobu reprodukéniho Zivota (de Kretser et al. 1998).
Spermatogeneze zacinad v semenotvornych kanélcich diploidni spermatogonii, kterd prochéazi
mitéozou a tvoifi dva typy bunék, spermatogonie A, které¢ dale slouzi jako kmenové
buriky k udrzeni kontinualni produkce spermii, a spermatogonie B, které se diferencuji na
primarni spermatocyty. Primarni spermatocyty poté vstupuji do prvniho meiotického déleni,
béhem jehoz profaze dochazi ke crossing-overu. Po dokonceni prvniho meiotického déleni
vznikaji sekundarni spermatocyty. Ty nasledné podstupuji druhé meiotické déleni za vzniku
haploidnich spermatid. Jeden diploidni primarni spermatocyt tedy vede ke vzniku Ctyt
haploidnich spermatid. VSechny faze formujicich se spermii jsou uspofadany v postupném
potradi v semenotvornych kanalcich. Spermatogonie lezi pfimo na bazalni membrané kanalk,
nasledované primarnimi spermatocyty a sekundarnimi spermatocyty, které postupuji smérem
K lumen kanalkd. Spermatidy jsou umistény v lumen, kde jsou vnofeny mezi Sertoliho buiky
(de Kretser et al. 1998; Sutovsky & Manandhar 2006).

Nasledn¢ vstupuji  haploidni spermatidy do dalsiho kroku spermatogeneze,
spermiogeneze, kterd se n¢kdy také nazyva spermatohistogenezi. V tomto procesu ziistavaji
spermatidy v semenotvornych kanalcich spojeny se Sertoliho bufikami i navzajem mezi sebou
prostfednictvim cytoplazmatickych mistkli. Béhem této faze prochédzeji spermatidy vyraznymi
morfologickymi modifikacemi (de Kretser et al. 1998; Sutovsky & Manandhar 2006). Kulaté



spermatidy se protahuji, jejich chromatin se kondenzuje, hlavicka je remodelovéana a vytvari se
modifikovany lysozom, akrozom, ktery se piipojuje k apikalni ¢asti jddra. Tvorbu akrozomu
béhem spermiogeneze lze rozdélit na Ctyti faze. V prvni fazi (tzv. Golgiho faze) Golgiho
komplex vyluc¢uje mnoho malych hustych sekre¢nich granul bohatych na hydrolytické enzymy
jako je proakrozin. Tato proakrozomicka granula se spojuji, az vytvoii jeden vétsi sféricky
akrozomovy vezikul s hustym jadrem, ktery se spojuje s jadernym obalem pfes vrstvu
perinuklearni théky. Ve druhé fazi (tzv. faze Cepicky) se akrozomovy vacek zvétSuje
fazi s Cetnymi transportnimi vac¢ky pochazejicimi z trans strany Golgiho komplexu. Dochézi
tak k neustalému piidavani membrany a glykoproteind, coz umoznuje, aby se mén¢ husta ¢ast
akrozomového vacku rozsifila pfes povrch jadra a ziskala tvar Cepicky. Ve tieti fazi
(akrozomalni faze) se spermatidy prodluzuji a akrozom s obsahem hydrolytickych enzymi
ziskdva svou konecnou podobu. V zavérecné fazi (fize maturace) je odhozena zbyld
cytoplazma, ktera je fagocytovana Sertoliho butikami (Ramalho-Santos et al. 2001; Sutovsky
& Manandhar 2006; Oko & Sutovsky 2009). Spermatidy se po snizeni mnozstvi své cytoplazmy
odstépuji se od Sertoliho bunék. PIné diferencované, ale nepohyblivé spermie pak pasivné
migruji semenotvornymi kanalky unaSeny testikularni tekutinou vylucovanou Sertoliho
bunkami a vstupuji do nadvarlete (de Kretser et al. 1998; Sutovsky & Manandhar 2006).
Nadvarle neboli epididymis je mistem dozravani spermii a také mistem, kde spermie ziskavaji
progresivni motilitu. Spermie po vyvoji ve varleti jest¢ neni schopnd oplozeni vaji¢ka, tuto
schopnost ziskava pravé az po prichodu epididymem, kde prochazi zna¢nymi modifikacemi.
Vétsina testikularnich povrchovych proteini mizi z jejiho povrchu (Dacheux et al. 1989).

3.3 Kapacitace

Pti vstupu do samiéiho reprodukéniho Gstroji jsou spermie sice jiz pohyblivé, jesté vSak nejsou
schopny oplodnéni vajicka. Proto je nutné, aby spermie podstoupily fadu biochemickych
a fyziologickych zmén a ziskaly tak schopnost fertilizace. Tyto zmény se souhrnné nazyvaji
jako proces kapacitace (Visconti et al. 1998).

Po ejakulaci vstupuji sav¢i spermie do sami¢iho reprodukéniho traktu. V tomto
okamziku jsou spermie obklopeny semennou plazmou, kterd obsahuje stabilizujici molekuly,
tzv. dekapacitacni faktory, které zabranuji pfedCasné kapacitaci, kterd by byla pro spermie
letalni (Bailey 2010). Kdyz spermie dosahnou oviduktu, silné¢ se vazou na epitelialni bunky
v isthmickém regionu a vytvareji zde zasobu spermii, ktera se oznacuje jako oviduktalni
rezervoar spermii. Rezervoar spermii prodluZzuje fertilizacni stav spermii a slouzi jako
synchronizacni faktor, ktery zajiStuje setkdni funkénich a oplozenischopnych saméich
a samicich gamet ve spravny Cas. Pravé v rezervoaru také dochazi k iniciaci kapacitace, ktera
pak snizuje schopnost spermii interagovat s epitelidlnimi bunikami. Uvolilovani
spermii Z rezervoaru je pravdépodobné spusténo hormondlni signalizaci po ovulaci oocyta
(Topfer-Petersen et al. 2002; Suarez 2016).

Proces kapacitace zahrnuje mnoho udalosti. Jednou z prvnich udalosti kapacitace
spermii je aktivace energické a asymetrické motility bicikt spermii (Ickowicz et al. 2012;
Visconti 2009). K tomu dochazi, jakmile spermie opusti nadvarle a pfijdou do styku s vysokymi
koncentracemi hydrogenuhli¢itanu (HCO3) a Ca®* v semenné plazmé. HCOs~ vstupuje do
spermii pifes Na"/HCO3z  pienaSe¢ a je spojen se zvySenim hladiny intracelularniho pH.



Vystaveni vysoké koncentraci HCO3s™  okamzité spousti aktivaci bicikli spermii a rovnéz
indukuje depolarizaci, diky ¢emuz se zvySuje intracelularni koncentrace Ca?*. Diilezita je také
signalizace pies cyklicky adenosinmonofosfat (cAMP), ktery je aktivovan rozpustnou
adenylylcyklazou (SACY). V dasledku aktivace SACY se intracelularni hladiny cAMP zvysuji
a aktivuji protein kindzu A (PKA). Aktivovana protein kindza A pak mize fosforylovat cilové
proteiny, u nichz se piedpoklada, ze iniciuji dalsi signalni drahy (shrnuto v Salicioni et al.
2007). HCOs™ se také podili na redistribuci v lipidové dvojvrstvé plazmatické membrany
prostfednictvim SACY a PKA. PKA aktivuje fosfolipidovy enzym scramblazu, ktery zptsobuje
translokaci membranovych fosfolipidi jako jsou fosfatidylserin a fosfatidylethanolamin.
Scramblaza také zvySuje dostupnost cholesterolu pro vngjsi akceptory, naptiklad sérovy
albumin, a usnadnuje jeho odstranéni z membrany (Bailey 2010; Ickowicz et al. 2012; Salicioni
et al. 2007). To dale zvysuje permeabilitu membrany pro Ca?*. Odstranéni cholesterolu také
indukuje fluidizaci plazmatické membrany, coz vede k aktivaci signalni drahy regulujici
fosforylaci protein. ZvySeni koncentrace HCO3™ opét vede ke zvyseni intracelularniho pH
a aktivaci SACY, coz dale zvySuje hladinu CAMP. CAMP nasledné aktivuje PKA. PKA
fosforyluje nékolik proteint na serinovych a threoninovych zbytcich, ptic¢emz aktivuje, pfimo
nebo nepiimo, dalsi proteinové kinazy. Protein kinazova kaskada reguluje fosforylaci tyrozinu,
pro niz je nezbytna také piitomnost akceptori cholesterolu, Ca?* a HCO3 (Salicioni et al. 2007;
Visconti 2009; Ickowicz et al. 2012).

Hyperaktivace spermii je zména vzoru motility z progresivni na hyperaktivovanou.
Bic¢ik hyperaktivovanych spermii vytvari mnohem vétsi silu nez bicik normélné pohyblivych
spermii, takZze umoziuje spermiim pronikat vysoce viskozni oviduktalni tekutinou i dostat se
skrz zona pellucida oocytu. Hyperaktivace je zasadni pro oplodnéni, a proto se povazuje za
soucast kapacitace spermii, i kdyZ je tento proces regulovan mirn¢ odli$né a nezda se, ze by byl
ptimo spojen s kapacitaci. (Suarez & Ho 2003; Sutovsky & Manandhar 2006; Bailey 2010).

3.4 Molekularni mechanismus interakce spermie se zona pellucida

Interakce spermie se zona pellucida oocytu zahrnuje sled udalosti, které jsou podminény
dosaZzenim odpovidajiciho stddia maturace obou zicastnénych gamet. Nejdiive dochézi
k volnému nespecifickému navazani spermie na ZP glykoproteiny, nasleduje primarni vazba
spermii na ZP, indukce akrozomalni exocytozy a sekundarni vazba spermii na ZP. Nakonec
spermie penetruje ZP a nasleduje fize gamet (Barros et al. 1996; Redgrove et al. 2012).
I navzdory vyjimkam, jako jsou naptiklad mysi, u kterych bylo popséano, Ze akrozomalni reakce
spermii je indukovana uz béhem jejich prachodu skrz kumularni bunky oocytu (Jin et al. 2011),
je rozpoznéni gamet a primarni vazba spermie na ZP oocytu zdkladnim ptedpokladem pro
uspésny prunik spermie skrz ZP (Redgrove et al. 2012).

3.4.1 Zona pellucida

Zona pellucida (ZP) je extracelularni glykoproteinovy obal vajicka savcu tvofeny 3-4
glykoproteiny, ktery se nachdzi mezi plazmatickou membranou oocytu a kumularnimi
bunikami. Morfologicky se ZP sklada z n¢kolika vrstev se zfetelnou asymetrii mezi vnéjSimi
a vnitinimi  vrstvami. Porovitd struktura umoznuje prinik relativné velkych molekul,



napf. imunoglobulinti. Tloustka ZP i obsah proteinti jsou zna¢né¢ variabilni, v zavislosti na
druhu muze tloustka ZP dosahovat 1-25 um a obsah proteint se pohybuje od 3 ng u mysi az
do 30 ng u prasete (Wassarman 1988; Gupta et al. 2012). ZP chrani vyvijejici se oocyt a hraje
také velmi dualezitou roli v rozpoznani a vazbé gamet. Po Gspé$ném oplozeni rovnéz chrani
preimplanta¢ni embryo pied fyzickym poskozenim. (Bleil & Wassarman 1980; Wassarman
1988).

Syntéza ZP glykoproteinii je komplexni proces zahrnujici pravdépodobné nékolik
riznych cest (Sinowatz et al. 1995). Glykoproteiny ZP mohou byt v zavislosti na druhu
syntetizovany bud’ pouze oocytem, nebo pouze folikularnimi butikami, anebo jak oocytem, tak
i folikularnimi buitkami. Od zptisobu syntézy glykoproteini se odviji tloustka ZP. U mysi jsou
ZP glykoproteiny syntetizovany vyhradn€ oocytem, a mysi ZP je tedy pomérné tenka, na rozdil
od jinych savct, jako je pes, skot, prase ¢i clovek, u kterych se na produkci glykoproteinti podili
oocyt i folikularni buriky a jejich ZP je tedy velmi dobfe vyvinuta (Sinowatz et al. 1995, 2001).

Specifické oligosacharidové fetézce navazané na peptidova jadra ZP jsou kliCovymi
molekulami v procesu interakce mezi gametami, nebot’ slouZzi jako receptory pro
komplementarni proteiny na povrchu spermie (Topfer-Petersen 1999). Aminokyselinové
sekvence glykoproteinii ZP vykazuji vyraznou mezidruhovou homologii, kterd svédc¢i o znacné
evolu¢ni konzervovanosti primarni polypeptidové struktury. Vysoce konzervované jsou i pocéty
a umisténi vétsiny cysteinovych zbytkli a moznych N-glykosyla¢nich mist. Glykoproteiny ZP
jsou produktem tii genovych rodin — ZPA, ZPB a ZPC, setazenych podle velikosti jejich cDNA.
Homologie téchto genovych rodin je nejvyrazngj$i mezi jednotlivymi €leny stejného fadu,
naptiklad mezi mysi a kieckem — hlodavci, nebo prasetem a skotem — kopytnici (Harris et al.
1994; Gupta et al. 2012; Tumova et al. 2021). Mezidruhova heterogenita zajistujici druhovou
specifitu glykoproteini ZP je tedy zplsobena spiSe oligosacharidovymi fetézci (O- a N-
glykosidicky vazanymi) nez polypeptidovou ¢asti (Harris et al. 1994; Topfer-Petersen 1999).

Nejdéle prozkoumana je struktura a slozeni ZP mysi, ktera je vyznamnym modelovym
druhem pro vyzkum fertilizace. Tloustka mysi ZP dosahuje ptiblizn¢ 5—7 pm a obsah proteinti
se pohybuje okolo 3 ng (Wassarman 1988). Mysi ZP se sklada ze tii sulfatovanych
glykoproteint oznacovanych jako mZP1 (200 kDa), mZP2 (83 kDa) a mZP3 (120 kDa) (Bleil
& Wassarman 1983; Wassarman 1988). Glykoproteiny mZP2 a mZP3 tvoii heterodimery, které
polymeruji a davaji tak vznik dlouhym vlaknim s pravidelné se opakujicimi jednotkami. Tato
dlouha vlakna jsou pospojovana pomoci dimeru mZPI1, ktery je nejvétsim mySim ZP
glykoproteinem, a vznika tak trojrozmérna sit' (Wassarman & Mortillo 1991). Kazdy ZP
glykoprotein sestava z unikatniho polypeptidového fetézce a je heterogenné glykosylovan
O- nebo N-vazanymi oligosacharidy (Wassarman 1988, 2005). Glykoproteiny mysi ZP jsou
syntetizovany a produkovany vyhradné oocytem (Wassarman & Mortillo 1991). Glykoprotein
mZP3 je dilezity pro primarni vazbu spermie na oocyt (Bleil & Wassarman 1983), zatimco
mZP2 je dulezity pro sekundarni vazbu spermii po akrozomalni exocytoze (Bleil et al. 1988).

V lidskych oocytech jsou exprimovany ctyii ZP geny kodujici Etyti korespondujici ZP
glykoproteiny, hZPB1 ( hZP1, ~100 kDa), hZPA (hZP2, ~120 kDa), hZPC (hZP3, ~58 kDa)
a hZPB2 (hZP4, ~65 kDa) (Bauskin et al. 1999; Lefi¢vre et al. 2004; Chiu et al. 2008). Bylo
prokdzano, Ze jak hZP3, tak hZP4 jsou dulezité pro vazbu kapacitovanych spermii a naslednou
indukci akrozomalni exocyt6zy, zatimco hZP2 hraje roli v sekundarni vazb¢ jako receptor pro
spermie, které jiz prodé€laly akrozomalni reakci (Gupta et al. 2009). Lefievre et al. (2004) ve



své studii navic zjistili, Ze gen ZPB se sice nachdzi i v mySich oocytech, ale pravdépodobné zde
kéduje pouze nefunkéni protein.

U skotu byly pfi pouziti dvourozmérné gelové elektroforézy za redukujicich podminek
rozpoznany Ctyii ZP glykoproteiny, oznaCované bZP1, bZP2, bZP3 a bZP4, piicemz bZP2
a bZP4 byly poté identifikovany jako fragmenty bZP1. Pouzitim protilatek proti prase¢im ZP
glykoproteint pak bylo zjisténo, ze ZP skotu sestava ze 3 proteini, které odpovidaji velikosti,
N-koncovou aminokyselinovou sekvenci i antigennimi determinanty pZP1, pZP3a a pZP3p,
které jsou kodovany prasecimi ZPA, ZPB a ZPC geny (Topper et al. 1997).

Zona pellucida prasecich oocytt je na rozdil od n¢kterych jinych druhi savci velmi dobie
vyvinuta, jeji tloustka se pohybuje okolo 16 pm (Nakano & Yonezawa 2001) a obsah proteint
dosahuje az 30 ng (Wassarman 1988). Glykoproteiny prase¢i ZP jsou syntetizovany jak
oocytem, tak folikularnimi buikami (Sinowatz et al. 2001). Prase¢i ZP se sklada ze tii
biochemicky a imunologicky rozdilnych glykoproteind, kédovanych tfemi riznymi geny.
Nomenklatura se v minulosti nékolikrat ménila a sjednocovala, a ve star$ich studiich jsou tedy
praseci ZP glykoproteiny znaceny: ZP1 (92 kDa; ZPA), ZP3a (55 kDa; ZPB) a ZP3p (55 kDa;
ZPC) (Hedrick & Wardrip 1986). ZP1 se vsak sklada ze dvou glykoproteint, ZP2 (69 kDa)
a ZP4 (23 kDa), spojenych disulfidickym mustkem (Koyama et al. 1991; Hasegawa et al. 1994;
Tayaet al. 1995). Podle novéjsi nomenklatury se prase¢i ZP sklada z glykoproteini nazyvanych
pZP2 (ZPA), pZP3 (ZPC/ZP3-p), tak pZP4 (ZPB/ZP3-a) (shrnuto v Tumova et al. 2021). Dale
bylo zjisténo, ze glykoproteiny ZP3o (ZPB/pZP4) a ZP3B (ZPC/pZP3) piedstavuji asi
80 % celkového obsahu prasec¢ich ZP glykoproteinil, a dohromady vytvaii vysokohmotnostni
heterokomplexy, které tvoii dilezité strukturni a funkéni jednotky. Proteiny plazmatické
membrany spermie vykazuji vysokou afinitu vuéi t€émto ZP3a/ZP3 komplextim, nikoliv v8ak
vuci volnym glykoproteinovym podjednotkam (Sinowatz et al. 1995; Yurewicz et al. 1998).
Prasec¢i ZP1 (pZP2) pravdépodobné mize odpovidat mySimu ZP2 a ZP3a (pZP4) by mohl byt
homolognim glykoproteinem k mySimu ZP1, zatimco ZP3-f (pZP3) se zda byt protéjskem
mysiho ZP3 (Topfer-Petersen et al. 1993; Tumova et al. 2021). Pro primarni vazbu ZP oocytu
se spermii je pravdépodobné dulezity glykoprotein ZP3o (pZP4) (Yurewicz et al. 1993;
Tumova et al. 2021).

3.4.2 Interakce spermie se ZP

Ptfedtim nez dojde ke kontaktu spermie se ZP, musi spermie proniknout skrz cumulus oophorus,
vrstvu granularnich bunék okolo oocytu ukotvenych v extraceluldrni matrix tvofené
glykosaminoglykanem hyaluronanem, ktery tyto builky samy produkuji. Pfedpokladanymi
funkcemi této vrstvy jsou zachyceni spermie, ¢i jeji navedeni k oocytu, zabranéni proniknuti
abnormalnich spermii a ochrana ZP pied pted¢asnym ztvrdnutim (Van Soom et al. 2002).
Cumulus oophorus mohou penetrovat jen kapacitované spermie s intaktnim akrozomem, které
vyuzivaji aktivity enzymu hyaluronidazy (PH-20), GPI ukotveného proteinu, ktery je piitomen
na plazmatické membrané hlavicky spermie (Lin et al. 1994). Zakladnim mechanismem
rozpozndni gamet a jejich vazby je interakce mezi povrchovymi molekulami spermie
a oligosacharidovymi ligandy glykoproteinti ZP. Tento mechanismus je pravdépodobné zna¢né
evoluéné konzervovany, nebot’ podobny princip byl pozorovan u moiskych bezobratlych
I U suchozemskych savcu (Topfer-Petersen 1999).



Jak jiz bylo zminéno vyse, interakce spermie se ZP za¢ina dvéma po sobé& nasledujicimi
fazemi, kterych se ucastni spermie s intaktnim akrozomem. Nejdiive dochazi k prvotnimu
kontaktu spermie se ZP, jedna se o docasné ptipojeni, které je nepevné, druhoveé nespecifické
a vratné. Hned po ném nasleduje pevnd vazba, kterd je druhové specifickd a jiz nevratna
(Hartmann et al. 1972; Barros et al. 1996; Redgrove et al. 2012). ZP receptory spermie dulezité
pro primarni vazbu se nachazeji v apikalni oblasti plazmatické membrany hlavicky spermie
(van Gestel et al. 2007). Jak bylo popsano na my$im modelu, tyto proteinové receptory
interaguji se specifickymi sacharidovymi podjednotkami ZP3 glykoproteinu (Topfer-Petersen
1999). Tato vazba poté spousti signalni kaskadu koncici akrozomalni reakci. V soucasné dobé
je navrzeno nékolik alternativnich modelt vazby spermie se ZP, jak bylo shrnuto v Redgrove
et al. 2012:

- Glykanovy model — ptivodni model naznacujici diillezitost O-vazané glykosylace na
Ser332 a Ser334.

- Model supramolekularni struktury, ve kterém je oblast vazajici spermie tvofena
komplexem tii hlavnich glykoproteini zona pellucida a regulovana S$tépenim
glykoproteinu ZP2.
se spermie vazou na O-glykan, ktery je konjugovan k ZP3 v jiném misté neZ Ser332
nebo Ser334, a ze pfistup spermii k tomuto glykanu je regulovan proteolytickym
Stépenim ZP2.

- Doménové specificky model, ktery predpokldda dudlni vazebny systém, ve kterém
protein (proteiny) spermii interaguje s glykany a/nebo proteinovou kostrou ZP3
Vv zavislosti na svém glykosyla¢nim stavu.

- Novy model, ve kterém je rozpoznavani gamet mozné rozd¢lit na alesponl dva odlisné
vazebné jevy, z nichZ prvni zahrnuje pfilnuti k oviduktalnim glykoproteinim, které
jsou periferné asociovany s vaje¢nym obalem, pfed zapojenim do ligandu zavislého na
ZP3.

je zodpovédna jedina receptorovd molekula. Naopak dnes pievladaji ditkazy naznacujici
koordinované ptisobeni vétsiho poctu receptorovych molekul, které mohou dohromady tvorit
sloZeny funkéni multimerni komplex. Vyhodou takto sloZitého systému by mohlo byt zvySeni
pravdépodobnosti UspéSného navéazani spermie na ZP a tedy zvySeni Sance na oplozeni. Tento
model by také vysvétloval existenci takového mnoZstvi popsanych receptorovych proteinil
spermie zapojenych do interakce se ZP (van Gestel et al. 2007; Redgrove et al. 2012).

3.4.3 Receptory spermie pro primarni vazbu na ZP

Soucasny obecné piijimany koncept tedy predpoklada, ze primarni vazby spermie na ZP oocytu
se ucastni komplex mnoha povrchovych proteinti, nikoliv pouze jeden receptor, a spermie je
tak zapojena do vice soubéznych ¢i postupnych vazebnych udalosti s riznymi ligandy zona
pellucida. U mnoha druhd bylo dodnes popsano zna¢né mnozstvi proteini plazmatické
membrany hlavicky spermie, které vykazuji afinitu k ZP, a seznam téchto receptorti je neustale
upiesiiovan podle toho, jak jsou objevovany nové potencialni proteiny pro primarni vazbu
a dulezitost jinych je naopak vyvracena tfeba na zakladé knock-outovych pokust (van Gestel
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et al. 2007; Redgrove et al. 2012). Tyto receptory se spole¢né sdruzuji do vysokomolekularnich
komplexd, kter¢, jak se ukazuje, obsahuji fadu proteini s riznymi funkcemi véetné chaperontl,
enzymi (pfedevSim kinaz), signalizacnich proteinii a proteini bunécné adheze, a tim
zprostiedkovavaji interakci se ZP (Kongmanas et al. 2015).

U mysSich spermii je za hlavni receptor pro vazbu na ZP povazovan protein
B1,4-galaktosyltransferaza, ktery se vaze na koncové N-acetylglukosaminové zbytky
glykoproteinu ZP3 a agregaci P1,4-galaktosyltransferaz na povrchu spermie poté dochazi
k indukci akrozomalni reakce (Macek et al. 1991; Shur & Hall 1982). Dalsi vyzkum vsak
ukazal, ze spermie mysSich samci s knock-outovanym genem pro galaktosyltransferazu
dokazou oplodnit vaji¢ko in vivo. Chyb¢la jim ale schopnost indukovat AR jako odpovéd’ na
vazbu na ZP3. Ackoliv je u mysi AR vyvolana vazbou na ZP3 postradatelnd, jak bude zminéno
dale, jeji ptitomnost dodava spermiim fyziologickou vyhodu pro oplodnéni (Lu & Shur 1997).
B1,4-galaktosyltransferaza byla lokalizovana i na kanéich spermiich S neporuSenym
akrozomem, u nichz také vykazuje vazebnou afinitu k ZP, jeji zablokovani vSak nesnizilo
schopnost spermii vazat se na ZP (Rebeiz & Miller 1999). Mezi dalsi ZP receptory mysi
spermie patii a-D-manosidaza, integralni plazmaticky protein reagujici S manosylovymi zbytky
ZP glykoproteinu, jejiz inhibice vede k blokaci vazby spermie na oocyt (Cornwall et al. 1991).
Dalsimi vyznamnymi ZP receptory jsou sp56, mysi lektin-like 56-kDa membranovy periferni
protein, ktery interaguje s oligosacharidovymi jednotkami mZP3 (Cheng et al. 1994), p95/zona
receptor kinaza ZRK, integralni 95-kDa protein v plazmatické membrané akrozomu (Leyton
& Saling 1989), SEDI, mysi p47 homolog (Ensslin & Shur 2003), zonadhezin (Tardif et al.
2010), SLIP1 (Tanphaichitr et al. 1993), sulfogalaktosylglycerolipid (White et al. 2000),
arylsulfataiza A (Tantibhedhyangkul et al. 2002), fukosyltransferaza (Ram et al. 1989) nebo
B-galaktozu vazajici protein (Mori et al. 1997).

U ostatnich zvifat nejsou receptory pro vazbu spermii na ZP zdaleka tak dobfte
prozkoumany jako u mysi. B1,4-galaktosyltransferaza vsak byla identifikovana jako hlavni ZP
receptor na spermiich bykt (Tengowski et al. 2001) i hiebci (Fayrer-Hosken et al. 1991).
U kieccich spermiich se na vazbé na ZP podili napfiklad protein N-acetyglukosaminidaza (Zitta
et al. 2006), P26h/26-kDa protein (Montfort et al. 2002) a BSp66, 66-kDa bovinni serinova
proteaza (Cesari et al. 2005). Krali¢im ZP receptorem spermii je lektin sp17 (Richardson et al.
1994) a u morcat vykazuje vazebnou afinitu k ZP povrchovy antigen PH-20/hyaluronidaza,
60-64-kDa protein (Primakoff et al. 1985).

Na povrchu lidskych spermii bylo rovnéZ identifikovano nékolik ZP receptorti, naptiklad,
stejné jako u mysi, ZRK/95-kDa protein (Brewis et al. 1998; Burks et al. 1995), mannose-
binding protein/manosidaza (Benoff et al. 1993), lektin-like 54 kDa protein (Abdullah et al.
1991), selectin-like molekuly odvozené od glykodelinu (Dell et al. 1995), sperm agglutination
antigen 1 (Diekman et al. 1997) nebo akrozin (Tesatik et al. 1990; Tesatik et al. 1988).

3.4.4 Receptory spermie pro primarni vazbu na ZP u prasete

U prasecich oocytt jsou do primarni vazby spermii na zona pellucida zapojeny neutralni, ale
nikoli kyselé triantenarni a tetraantenarni N-vazané sacharidové struktury, stejné jako urcité
O-vazané cukerné fetézce glykoproteinu pZP3, vazebného homologu mysiho ZP3
glykoproteinu (Noguchi et al. 1992; Yurewicz et al. 1991). Tato biologicka aktivita je spojena
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hlavné s oligosacharidy navazanymi v N-terminalni oblasti pZP3a, nikoliv pZP3f (Sacco et al.
1989). Piedpoklada se, Ze ve vazbé spermie na ZP hraji roli jak P-galaktosylové, tak
a-D-manosylové zbytky glykoproteinti praseci ZP (Song et al. 2007; Yonezawa et al. 2005).

Molekuly spermii zapojené do primarni vazby na ZP jsou lokalizovany do apikalni oblasti
kapacitovanych, akrozom-intaktnich hlavi¢ek spermii; zatimco ty zapojené do sekundarni
vazby na ZP jsou lokalizovany na vnitini akrozomalni membrané nebo v akrozomalni matrix
(Tanphaichitr et al. 2007; van Gestel et al. 2007; Kongmanas et al. 2015). Kan¢i spermie
ziskavaji proteiny s vazebnou afinitou k ZP béhem maturace v oblasti corpus epididymis, coz
piimo koreluje s vyvojovym stadiem, ve kterém spermie ziskavaji schopnost oplodiiovat oocyty
(Burkin & Miller 2000).

Identifikace konkrétnich molekul, které zprostfedkovavaji primarni rozpoznavani
avazbu na ZP, stale zlstava obtiznym ukolem. Na prasecich spermiich bylo dosud popsano
n¢kolik proteinti dilezitych pro primarni vazbu na oocyt. Mezi nejvyznamnéjsi patii AWN-1
(Dostalova et al. 1995), AQN-1 a AQN-3 (Calvete et al. 1996), periferni proteiny ze skupiny
spermadhezinti. Zonadhezin je transmembranovy protein taktéz vykazujici vysokou druhové
specifickou vazebnou afinitu k ZP (Hardy & Garbers 1995). Dalsi proteinem, ktery je
pravdépodobné dulezity pro vazbu na ZP oocytu, je lactadherin p47, periferné vazany protein
plazmatické membrany spermie (Ensslin et al. 1998; Zigo et al. 2015). Protein sp38 byl
lokalizovan na wvnitini i vnéjSi akrozomalni membrané, a je povazovan za receptor pro
sekundarni vazbu gamet (Mori et al. 1993), pozdé&ji byl vsak lokalizovan i na povrchu spermii,
amuze tedy hrat roli i v primarni vazb¢& (Mori et al. 1995). Periferni protein arylsulfataza A/P68
byl rovnéZ oznacden za protein hrajici roli v primarni vazb¢é (Carmona et al. 2002; Kelsey et al.
2020), stejné jako integralni protein 55-kDa, nazyvany také jako adhesion protein z (APz)
(Peterson & Hunt 1989). Dal§imi receptory pro primarni vazbu jsou protein pB1/DQH
(Manaskova et al. 2007) a fucose-binding protein (Topfer-Petersen et al. 1985), ktery byl
pozdéji identifikovan jako akrozin (Topfer-Petersen & Henschen 1987). Nékteré proteiny byly
puvodné lokalizovany uvnitt akrozomu, a ptedpokladala se tedy jejich role v sekundarni vazbé
na ZP. Pozdé&ji se vSak ukdzalo, Ze tyto proteiny jsou béhem kapacitace translokovany na
plazmatickou membranu spermie, a mohou se tedy ucastnit i primarni vazby na ZP. To je
i pfipad komplexu proakrozin/akrozin (Jones & Brown 1987; Tanphaichitr et al. 2015; Zigo
et al. 2013). Bylo prokazano, ze na kapacitovanych spermiich se proakrozin/akrozin piesouva
do apikalni oblasti hlavicky, kde byvaji lokalizovany receptory pro primarni vazbu (Puigmulé
etal. 2011).

3.4.5 Akrozomalni reakce a sekundarni vazba spermie na oocyt

Vysledkem kapacitace spermie je jeji odpoveéd’ na vazbu se zona pellucida oocytu akrozomalni
reakci, ktera je dal$i klicovou udalosti procesu fertilizace. Pifi akrozomalni reakci
dochazi k mnohonasobné fuzi vnéjsi akrozomalni membrany a plazmatické membrany
spermie, po niz nasleduje vyliti obsahu akrozomu a odhaleni vnitini akrozomalni membrany
pro sekundarni vazbu (Florman et al. 2008). Jakmile je spermie navazana na ZP, aktivuje se
fada signalnich transduk¢nich drah a zahdji se akrozomalni exocytéza. Tato slozitd sekre¢ni
udalost pak umoznuje spermii proniknout vrstvou ZP a vnitini akrozomalni membrana spermie
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se poté spoji a fizuje S plazmatickou membranou vajicka, oolemou (Breitbart & Spungin 1997;
Florman et al. 2008).

Je obecné piijimano, ze fyziologickym induktorem akrozomalni reakce u mnoha savci
je glykoprotein ZP3 (Bleil & Wassarman 1983; Florman et al. 2008). Neplati to v§ak u vSech
druhti. Vyjimku tvoii naptiklad mysi, u jejichz spermii je akrozomalni reakce indukovana uz
béhem jejich prichodu skrz kumularni bunky oocytu (Jin et al. 2011). Akrozomalni reakce
Vv tomto pifipad¢ je pravdépodobné spusténa progesteronem sekretovanym kumularnimi
bunkami (Roldan et al. 1994; Jin et al. 2011). Progesteron se ostatné¢ podili na indukci
akrozomalni reakce i u jinych savéich druhti véetné cloveéka (Meizel et al. 1997; Witte
& Schifer-Somi 2007). Indukce AR kontaktem s expandovanymi kumularnimi bunkami jesté
pted dosazenim ZP byla pozorovana i u prase¢ich spermii (Mattioli et al. 1998).

Pro akrozomalni reakci je stéZejni zvy$eni koncentrace Ca®*, které zvysuje prechodny
pfiliv iontd vapniku do spermie prostiednictvim Ca?* napétové fizenych kanali a které
vede k aktivaci signalnich drah (Breitbart & Spungin 1997). Vse je pravdépodobné regulovano
drahou zavislou na G-proteinech aktivovanych kontaktem s glykoproteinem ZP3 (Florman
et al. 1998). Zvyseni intracelularnich hladin Ca?* a pH spolu s depolymeraci F-aktinu umoziuje
fuzi membran a akrozomalni exocytozu (Breitbart & Spungin 1997). Fiize vnéjsi akrozomalni
membrany s plazmatickou membranou spermii umoznuje uvolnéni hydrolytickych enzymu
akrozomu. V ném je pfitomno mnoho proteaz, pti¢emz mezi nejdiskutovanéjsi patii akrozin,
ktery ma chymotryptickou aktivitu (Ikawa et al. 2010). V akrozomu bylo popsano i nékolik
dalsich proteolytickych enzymi.. Vacek akrozomu uvolfiuje také mnoho enzymu $tépicich
sacharidy, mezi nejvyznamngéj$i patii hyaluronidaza, neuraminidaza a B-galaktosidaza, a také
lipazy, fosfolipazu C a fosfolipazu Az. Protedzy a glukosidazy S§tépi ZP oocytu a umoZiluji
spermii  pronikat smérem k vajicku. Pouhé vyliti hydrolytickych enzymt vSak neni
dostacujici K proniknuti skrz ZP, pro uspésné dosazeni vajicka je nezbytna také hnaci sila
motilnich spermii (Sutovsky & Manandhar 2006). Rovnéz se predpoklada, Ze na priniku
spermie skrz ZP se podili také ubiquitin-proteazomovy systém (UPS). Glykoproteiny ZP jsou
nejprve oznaceny ubiquitinem a poté degradovany proteazomem, ktery se nachazi na povrchu
nebo uvnitt spermie (Yi et al. 2007; Zimmerman et al. 2011).

Po akrozomalni reakci dochazi k odhaleni vnitini akrozomalni membrany. V tomto
okamziku nastdva dals$i interakce mezi spermii a oocytem, tzv. sekunddrni vazba. To je
nezbytné pro fizi spermie s plazmatickou membranou oocytu. Jak bylo zminéno vySe, u mysi
a lidi je pro sekundarni vazbu dulezity glykoprotein ZP2 (Bleil et al. 1988; Gupta et al. 2009).
sekundarni vazbu spermie (Tanphaichitr et al. 2007). Receptory spermii, které se ucastni
sekundarni vazby na 0ocyt, pochazeji prevazné ze spermatogennich bunék a jsou lokalizovany
hlavné na vnitini akrozomalni membrané nebo jako soucast akrozomalni matrix (Howes
& Jones 2002; Tanphaichitr et al. 2007). Nejvice studovanym proteinem lidskych i prasecich
spermii hrajicim roli v sekundarni vazbé na oocyt je proakrozin/akrozin (Tesafik et al. 1988;
Topfer-Petersen & Calvete 1995). Protein sp38 je rovnéz povazovan za receptor pro sekundarni
vazbu (Mori et al. 1993). Jako dalsi molekula dilezita pro sekundarni vazbu na ZP byla na
spermiich mor¢at popsana hyaluronidaza/PH-20 (Hunnicutt et al. 1996).

Po sekundarni vazbé spermie na oocyt nasleduje fuze obou gamet. Akrozomalni reakce
je nutna také pro vystaveni proteinu IZUMO1, o kterém se dnes piedpoklada, ze je zodpovédny
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za vazbu plazmatickych membran spermie a vajicka vedoucich k jejich fuzi (Inoue et al. 2005;
Bianchi et al. 2014). IZUMOI se vaze na folatovy receptor JUNO na plazmatické membrané
oocytu. JUNO dale interaguje s dal$imi proteiny oolemy, jako jsou tetraspaniny CD9 a CD81
nebo integriny a6 a P1. Integriny se vazou na proteiny fertilin f (ADAM2 -2z angl.
A Disintegrin And Metalloprotease) a cyritestin ADAM3 na plazmatické membrané spermie.
Kromé téchto molekul jsou do vazby a flize gamet zapojeny i CRISP (z angl. cysteine-rich
secretory proteins) proteiny na spermii, které maji na oocytu také sva komplementarni vazebna
mista (Primakoff & Myles 2002; Cohen et al. 2004; Inoue et al. 2005; Bianchi et al. 2014).

3.5 Metody studia proteinii ucastnicich se vazby spermii na ZP

Plazmatickda membrana spermii je dynamicka struktura s rtiznymi mikrodoménami, ktera
prochazi dramatickymi zménami béhem zrani spermii v nadvarleti, ejakulace a kapacitace
spermii. Receptory spermii pro zona pellucida tvofi na plazmatické membrané povrchovou
multimolekuldrni strukturu, jejiz komponenty zahrnuji proteiny véazajici jiné proteiny nebo
sacharidy (Chiu et al. 2014). Vybér vhodné metody pro izolaci téchto proteind je klicovym
faktorem jejich uspé$ného studia. Kandidatni molekuly pro vazbu na ZP casto ptedstavuji
minoritni slozky v celkovych bunéénych extraktech spermii, a pro jejich identifikaci proto musi
byt pouzivany sofistikované izola¢ni metody (Zigo et al. 2013) Pro proteomickou analyzu
povrchovych proteinti plazmatické membrany spermii je také dtlezité zabranéni kontaminaci
subcelularnimi organelami a cytozolickymi proteiny (Zhao et al. 2004).

Extrakce proteinti z biologickych membran se obvykle provadi pomoci riznych
extrakénich ¢inidel ¢i detergentl, které proteiny solubilizuji a purifikuji (Orwick-Rydmark
et al. 2016). Nekteré membranové proteiny se totiz agreguji do tzv. detergent-rezistentnich
membran, nerozpustnych membranovych frakci (Nixon et al. 2009). Casto pouzivanym silnym
detergentem je naptiklad SDS, dodecylsiran sodny, ktery kompletné denaturuje proteiny. SDS
se pouziva vétinou pro Iyzu bunék a elektroforetické rozdéleni proteintl. Setrngjsim a také
hojné pouzivanym detergentem je neiontovy povrchové aktivni Triton X-100 nebo Brij-35.
Komer¢né vyrabénych detergentii existuje velké mnozstvi, coz umoznuje zvolit nejvhodné;si
detergent pro dany ucel (Orwick-Rydmark et al. 2016).

Dalsi metodou pouZzivanou pro studium proteini plazmatické membrany spermii je tzv.
nitrogenova kavitace, kavitace pouzitim tekutého dusiku, diky niz dochézi k frakcionaci bunék.
Plazmatické membrany bunék jsou poté izolovany diferencialni centrifugaci od akrozomalnich
membran, mitochondridlnich membran a zbytkd spermii. Z plazmatickych membran pak
mohou byt nasledné extrahovany proteiny (Gillis et al. 1978; Flesch et al. 1998).

Pro cilenou izolaci perifernich 1 integralnich proteinii plazmatické membrany spermii se
také pouziva metoda zaloZena na selektivnim znaceni proteind specialni znac¢kou, kovalentné
se vazajici na proteiny. To umoziuje selektivni separaci 0znacenych proteini od ostatnich
proteint po lyzaci bun¢k. Membranové proteiny Ize znacit biotinem, a poté nasleduje lyzace
spermii. Oznacené proteiny mohou byt ndsledn¢ izolovany pomoci mikroc¢astic konjugovanych
se streptavidinem. Redukci disulfidovych vazeb se poté ziskaji izolované membranové proteiny
z povrchu bunky (Zhao et al. 2004).

K selekci povrchovych proteinli spermie vykazujicich vazebnou afinitu k ZP se da
vyuzit i afinitni chromatografie. Ke gelové matrix s navazanymi fragmenty zona pellucida je
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ptidana solubilizovana plazmaticka membrana z apikalni oblasti spermii, a tak se daji izolovat
proteiny, které se vazaly na fragmenty ZP (Flesch et al. 2001).

Casto pouzivana metoda Far-Western blot vyuziva vazebnych studii pi¥imo na
membrané a je vhodna pro pocatecni identifikaci proteinli spermii vykazujicich vazebnou
afinitu k ZP. Membrana je po provedeni elektropienosu separovanych povrchovych proteini
spermii nejdiive inkubovana s biotinem znacenymi glykoproteiny ZP, a poté inkubovana
s avidinem konjugovanym s kienovou peroxidazou (Zigo et al. 2013).

Zigo et al. (2015) ptedstavili metodu vyuzivajici panel monoklonalnich protilatek
vytvofenych proti proteinim z povrchu spermii. Tento panel monoklonalnich protilatek byl
vyuzit K rozpoznani a lokalizaci proteinii na spermiich nebo v reprodukénich tkanich ¢i
tekutinach za pouziti nepfimé imunofluorescenéni mikroskopie. Dale byla sledovana vazebna
afinita panelem rozpoznavanych proteini k ZP. Nasledné byl panel monoklonalnich protilatek
pouzit K precipitaci vybranych proteint s vazebnou afinitou k ZP, a tyto proteiny byly poté
sekvenovany a identifikovany (Zigo et al. 2015).

3.6 Rab proteiny

Rab proteiny tvofi nejpocetnéjsi rodinu nadrodiny Ras G-proteind. V lidském genomu bylo
dosud identifikovano okolo 70 gent kodujicich proteiny Rab rodiny (Goud et al. 2018). Rab
proteiny jsou malé monomerni GTPazy, tedy enzymy, které hydrolyzuji GTP na GDP. Rab
GTPazy jsou obvykle lokalizovany specificky na intracelularnich membranach, kde zajistuji
napojeni na cytoskelet a spolu se svymi efektory se podileji na regulaci vsech fazi
intracelularniho membranového transportu, zajistujiciho sekreci, endocytozu, recyklaci nebo
degradaci molekul. Kontroluji transportni drahy v¢etné tvorby a transportu vezikul, tfidéni
nakladu, vazby vezikul k cilovym membranam a jejich fuzi, a zafizuji tak, ze se vezikuly
dostanou vzdy pfesné na misto svého uréeni (Zerial & McBride 2001; Liu & Storrie 2012).

Rab proteiny se stejné jako jiné GTPazy v eukaryotické bunice vyskytuji ve dvou
formach, kterymi reguluji bunéfnou aktivitu, a to v aktivni GTP-vazajici konformaci
a Vv neaktivni GDP-vazajici konformaci. Konverze GDP-vazajici formy na GTP-vdzanou formu
je zpusobena vyménou nukleotidi katalyzovanou vyménnym faktorem GDP / GTP (RabGEF).
Ke konverzi z GTP-vazané formy na GDP-vazanou dochazi hydrolyzou GTP, usnadnénou
proteinem aktivujicim GTPazu (RabGAP). Neaktivni GDP-vazana forma proteinu
interaguje s doprovodnym proteinem Rab (REP) a disocia¢nim inhibitorem GDP (GDI)
(Stenmark & Olkkonen 2001).

Po vyméné nukleotidi na aktivni konformaci Rab GTPazy interaguji s funkcéné
rozmanitymi efektorovymi molekulami véetné proteinovych motort a fuznich komplexti. Rab
efektor je mnoho a vykazuji velkou strukturni heterogenitu, coz naznacuje, Zze se jedna
0 vysoce specializované molekuly, jejichz aktivita je vyhradné ptizplisobena jednotlivym
organelam a transportnim systémim uvnitt bunky (Pereira-Leal & Seabra 2000; Stenmark
& Olkkonen 2001).

Rab proteiny byly lokalizovany na mnoha riznych intracelularnich organelach, a da se
tedy usuzovat, ze kazdy krok membranového transportu zahrnuje jiny Rab protein. Za
normalnich okolnosti se v bunikkdch Rab proteiny shromazduji u svych cilovych organel
a mohou tedy slouzit jako markery téchto organel (Chavrier et al. 1991; Bhuin & Roy 2014).
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Rab proteiny jsou dilezitymi signaliza¢nimi molekulami a reguluji nejriznéjsi endocytické,
transcytické a exocytické transportni drahy. Jejich deregulace je proto ¢asto pti¢inou rtiznych
onemocnéni (Bhuin & Roy 2014).

3.6.1 Struktura Rab proteinu

Vétsina Rab GTPaz méa molekulovou hmotnost okolo 24 kDa a sklada se piiblizn¢ z 220
aminokyselin (Brighouse et al. 2010). Proteiny se vyskytuji ve dvou riznych konformacich,
pricemz hlavni rozdily tvofené zaménou nukleotidii se vyskytuji v oblastech oznacenych jako
»switch I“ a ,,switch 11, Tyto ptepinaci oblasti se v trojrozmérné struktufe nachazeji na povrchu
molekuly. Cetné studie mutageneze ukazaly, Ze tyto piepinaci oblasti jsou kli¢ové pro interakci
proteinti Rab s regula¢nimi proteinovymi partnery, jako jsou RabGEF a RabGAP (Stenmark
& Olkkonen 2001).

Rab proteiny se vyznacuji pfitomnosti n€kolika vysoce konzervovanych oblasti, které
se nachézeji 1 u ostatnich ¢lenti Ras nadrodiny. Bylo identifikovano pét riznych kratkych tsekli
oznacovanych jako RabF1-5, které se nachazeji jen u ¢lent Rab rodiny. Tyto takzvané RabF
oblasti se shlukuji v piepinacich oblastech I a II a kolem nich. Déle byly identifikovéany ¢tyti
oblasti, oznacované RabSF1-4, které maji vyznamné vy$$i konzervovanost v ramci Rab
podskupin nez mezi nimi. Byl navrzen model, ve kterém se efektory a regulatory vazou jak na
RabF motivy v pfepinacich 1 a II oblastech proteinu, aby rozliSovaly mezi aktivnimi
a neaktivnimi konformacemi, tak na RabSF oblasti pro specificitu (Stenmark & Olkkonen
2001; Brighouse et al. 2010).

Rab proteiny sdileji prostorové uspofadani, které je viceméné charakteristické pro
vSechny malé GTPazy nadrodiny Ras. Zakladni struktura téchto proteind se sklada ze
Sestivlaknového B-skladaného listu, ktery obsahuje pét paralelnich vldken a jedno vlakno
antiparalelni, a ktery je obklopeny péti o Sroubovicemi. Oblasti odpovédné za vazbu
guaninového nukleotidu a Mg?*, stejné jako hydrolyzu GTP, jsou V této struktufe
umistény Vv péti smyckach, které spojuji a helixy a § fetézce. Aminokyselinové zbytky, které se
spojuji V prostoru za vzniku tohoto aktivniho mista, jsou Gizce spojeny s fosfatovymi skupinami
vazaného nukleotidu a Mg?*, a jsou vysoce konzervované napii¢ celou Ras nadrodinou.
Vyuzivaji se tedy k snadnému rozpoznani jakékoli malé GTPazy (Stenmark & Olkkonen 2001).

Hlavnim tsekem, ktery od sebe odliSuje jednotlivé Rab proteiny, je C-terminalni oblast.
Tato oblast je stézejni pro spravnou lokalizaci proteini v bunice (Gomes et al. 2003). Rab
proteiny jsou Vv ramci posttranslaénich modifikaci prenylovany ptidanim jedné nebo dvou
20uhlikovych geranylgeranylovych skupin K cysteinovym zbytkiim na karboxylovém konci
proteinu pomoci enzymu geranylgeranyl transferazy. Prenyla¢ni motivy sestavaji ze dvou
C-koncovych cysteinovych zbytkd, nalezenych v jedné z nasledujicich kombinaci: XXXCC,
XXCCX, XCCXX, CCXXX nebo XXCXC, kde X znaci libovolnou aminokyselinu. Pfitomnost
motivu dvojitého cysteinu na C-konci je obecné velmi dobrou diagnostikou Rab proteint.
Nékteré Rab proteiny v§ak maji k dispozici pouze jeden cysteinovy zbytek pro prenylaci. Motiv
prenylovaného dvojitého cysteinu proto mize potvrdit, Ze dana mala GTPaza je Rab, ale jeho
absence nemuze Rab vyloucit (Pereira-Leal a Seabra 2000). Prenylace je nutna pro ukotveni
proteini do bunéénych membran. Pii absenci této modifikace zlstavaji takto postizené
proteiny v cytozolu a nejsou schopny spravné fungovat (Gomes et al. 2003).
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3.7 Protein Rab-2A

Protein Rab-2A patii do podskupiny Rab malych GTPaz nadrodiny Ras. Podobné jako ostatni
¢lenové rodiny Rab proteinti se fadi mezi nezbytné regulatory vezikularniho transportu vcetné
tvorby vezikul, pohybu vezikul zavislého na aktinu a tubulinu a zacileni a fize s membranami
(Stenmark & Olkkonen 2001). Proteiny Rab-2A a Rab-2B jsou vysoce homologni sav¢i
ortology evolu¢né konzervovaného Rab-2, jejichz aminokyselinova sekvence je identicka
z 85,8 %. Funkce proteinu Rab-2B je nezavisla na Rab-2A, také vsak puisobi v oblasti Golgiho
aparatu (Aizawa & Fukuda 2015). Struktura Rab-2A je zobrazena na obrazku 2. Molekulova
hmotnost tohoto proteinu se pohybuje okolo 24-25 kDa nebo 27 kDa (Zigo et al. 2015; Bae
et al. 2019).

Obrazek 2 Struktura proteinu Rab-2A; ptevzato z UniProtKB databaze, uniprot.org
3.7.1 Funkce Rab-2A

Podobn¢ jako ostatni Rab proteiny se 1 Rab-2A ucastni regulace intraceluldrniho
membranového transportu a pravdépodobné se podili na vytvoreni a zachovani struktury
Golgiho komplexu (Aizawa & Fukuda 2015; Liu & Storrie 2012). Rab-2A je nezbytnym
proteinem pro transport molekul z endoplazmatického retikula (ER) do Golgiho komplexu
(Tisdale et al. 1992). Do soucasnosti byl Rab-2A identifikovan u mnoha druhti v nejriznéjsich
bunkach a tkani, ve kterych zastdva mnoho riznych funkci.

Nedavna studie ukazala, ze protein Rab-2A se podili na regulaci stresu ER v buiikéch
vylucujicich inzulin. Rab-2A byl v téchto bunkach lokalizovan v tzv. ERGIC kompartmentu,
prechodné tubularni membranové oblasti mezi drsnym ER a Golgiho aparatem. ERGIC
kompartment funguje jako prvni tiidici stanice po ER pro anterogradni i retrogradni transport.
Rab-2A je pravdépodobné stézejnim piepina¢em, ktery zde kontroluje, zda by mél byt inzulin
sekretovan nebo degradovan (Sugawara et al., 2014). V pankreatickych B-bunikach rovnéz
protein Rab-2A spole¢né s proteinem Rab-27A kontroluji vSechny faze exocytozy sekrecnich
granuli, od vzniku transportnich vackl z trans-Golgi sité, tfidéni a maturace ,,cargo® proteind,
az po prenos a fzi vacku s cilovou plazmatickou membranou (Matsunaga et al. 2017).
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Protein UNC-108, vysoce konzervovany homolog Rab-2, byl detekovan i u had’atka
Caenorhabditis elegans, u néhoz vykazuje velmi silnou expresi v neuronech. Bylo zjisténo, ze
je pottebny pro zrani neuronalnich transportnich vacku. Rab-2 je také potieba k zabranéni tomu,
aby byl vacek s nakladem béhem svého zrani piedc¢asné odstranén do pozdnich endozomalnich
oddila (Sumakovic et al. 2009). Ze studii C. elegans i lidi se hromadi diikkazy o vyznamné roli
Rab-2 nebo Rab-2A v nervové soustavé. Nedavno se ukazalo, ze polymorfismus genu pro
Rab-2A ovliviiuje prefrontalni kortikalni morfologii, funk¢éni konektivitu a pracovni pamét’, coz
jsou vSechny klicové deficity spojené s etiologii poruch neuronalniho vyvoje, vcetné
schizofrenie a poruch autistického spektra (Li et al. 2015; Takata et al. 2016).

V savCich buikidch se Rab-2A také ucastni regulace tvorby autofagozomi
a autolysozomu v procesu makroautofagie, lysozomalni degrada¢ni drahy nezbytné pro vyvoj
a homeostazu bunky. Rab-2A podporuje autofagni drahu dodavanim membran z Golgiho sité
a postupnym zapojovanim odlinych autofagickych mechanismu (Ding et al. 2019).

V poslednich letech je vénovana pozornost souvislosti deregulace exprese nékterych
Rab proteinil nebo proteint s nimi spolupracujicich s n€kterymi onemocnénimi. Bylo zjisténo,
ze blize nespecifikovany Rab-2 protein byva casto nadmérné exprimovan v mononukledrnich
bunkach periferni krve (bunky typu lymfocyti nebo monocytii/makrofagt) u lidi se Sézaryho
syndromem, coZ je maligni kozni lymfom z T-bun€k s vyskytem nadorovych bunék v Krvi
(Culine et al. 1993). Protein Rab-2A je také zasadni pro podporu proteolytické aktivity
a invazivity bunéénych linii rakoviny prsu, v nichz reguluje transport E-kadherinu, ktery je
dulezitym proteinem pro tvorbu mezibunéénych spoju, a MT1-MMP (z angl. membrane
type I-matrix metalloproteinase), coz je zakladni metaloproteaza pro degradaci a remodelaci
pojivové tkané (Kajiho et al. 2016). Hladina Rab-2A je zvySena v lidskych buikach rakoviny
prsu a jeho zvySena exprese je silnym a nezavislym prediktorem recidivy (Kajiho et al. 2016;
Luo et al. 2015). Nadmeérna exprese Rab-2A také koreluje se Spatnym klinickym prabé¢hem
a vysokou mortalitou, coz naznacuje, Ze Rab-2A by mohl slouzit jako biomarker prognozy
U tohoto onemocnéni (Luo et al. 2015). Rab-2A byl rovnéz identifikovan jako potencialni
biomarker spinoceluldrniho karcinomu dutiny ustni, nebot’ byla odhalena zvySend exprese
Rab-2A genu v burikach rakovinné tkané v 80 % testovanych klinickych ptipadt (Dey et al.
2015). Nasledujici studie potvrdila, ze exprese Rab-2A je podstatné vyssi v rakovinnych
bunikach tkané Ustni dutiny nez v sousedicich normalnich bunkach. Rab-2A byl lokalizovan
Vv cytoplazmé bunék rakovinné tkang, kde se ucastni signalni drdhy podporujici invazivitu
bungk a lokalni progresi nadoru (Dey et al. 2016).

3.7.2 Rab-2A v kontextu reprodukce

Piesna role ani mechanismus funkce Rab proteini ve spermiich zatim nebyly pIln¢ objasnény.
Ptredpoklada se, Ze by mohly byt klicovymi proteiny souvisejicimi s kapacitaci, a také by mohly
slouzit jako biomarkery sam¢i fertility (Bae et al. 2019). Dosud byla ve spermiich prokazana
existence né€kolika Rab proteinti, krom¢ Rab-2A jde o proteiny Rab-3A, Rab-5, Rab-8A, Rab-9,
Rab-11, Rab-14, Rab-25, Rab-27A a Rab-34A (Yunes et al. 2000; Mountjoy et al. 2008; Bustos
et al. 2012; Bae et al. 2019). Krom¢ spermii byl Rab-2A jiz identifikovan i v oocytech,
konkrétné buvolich, kde se také predpoklada jeho zapojeni do vezikularniho transportu (Chen
et al. 2016).
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Pomérné nedavno bylo zjisténo, ze protein Rab-2A se béhem spermiogeneze podili na
biogenezi akrozomu by¢ich spermii. Ucastni se regulace vezikularniho transportu z trans-
Golgiho sité na akrozomalni membranu, coz je smér transportu, ktery se u jinych proteint
skupiny Rab-2 nepiedpoklada, piinejmensim ne v somatickych bunkach. Ve spermatidach tak
Rab-2A reguluje transport a fizi malych sekre¢nich vezikul do rostoucich proakrozomovych
a akrozomovych vezikul a zajistuje jejich dalsi fuzi. Po dokonceni Spermiogeneze zistava
Rab-2A ve zralych spermatidach zabalen do proteinového komplexu jako soucast
subakrozomalni vrstvy perinuklearni théky, jak je vyznaceno na obrazku 3 (Mountjoy et al.
2008; Oko & Sutovsky 2009). Subakrozomalni vrstva je struktura obsahujici F-aktin a keratin,
ktera se nachazi mezi akrozomalni membranou a jadernou membranou, a pevné ukotvuje
akrozom k jadru béhem tvarovani hlavi¢ky spermie, ¢imz akrozom stabilizuje (Kierszenbaum
et al. 2003).

Obrazek 3 Lokalizace proteinu Rab-2A v subakrozomalni oblasti perinuklearni théky spermatidy, PS -
postakrozomalni oblast, SL - subakrozomalni oblast, SM — ¢ést Sertoliho buniky, AS — apikalni oblast akrozomu,
prevzato z Mountjoy et al. (2008)

Pozdg¢ji byl na spermatidach identifikovan také novy RabGAP specificky pro varlata,
jehoz aminokyselinova sekvence byla vysoce konzervativni mezi hlodavci a lidmi. RabGAP
byl ko-lokalizovan s proteinem Rab-3A v periakrozomalni oblasti a kolem subakrozomalni
vrstvy. Tento novy RabGAP specificky pro varlata je vylucné exprimovan be&hem
spermiogeneze, coz naznacuje, Zze rovnéz muze byt zapojen do regulace tvorby akrozomu nebo
subakrozomalni vrstvy a cytoskeletalni reorganizace béhem kone¢né diferenciace zarodecnych
bungk (Lin et al. 2011).

Mountjoy et al. (2008) lokalizovali Rab-2A v perinuklearni théce spermatickych bunék
byka béhem spermatogeneze. Ve studii, kterou provedli Kwon et al. (2015b), byl Rab-2
pozorovan na hlavicce i bi¢iku kanéich spermii. To potvrdila i studie od Bae et al. (2019) na
mysSich spermiich, ve které byl nalezen navic signal pro Rab-2A silngjsi ve stfednim oddilu nez
v hlavnim oddilu bi¢iku spermie. Zigo et al. (2015) jako prvni lokalizovali Rab-2A pomoci
monoklonalni protilatky 5C5 na povrchu plazmatické membrany prasecich spermii. Rab-2A
byl pfitomen na epididymalnich, ejakulovanych i kapacitovanych spermiich, pficemz
nejsilngjsi signal byl detekovan na kapacitovanych spermii, oproti signalu na epididymalnich
a ejakulovanych spermiich (Zigo et al. 2015). Rab-2A byl také detekovan v epididymalni
tekuting kance, v niz se vyskytoval ve dvou formach, 24-kDa a 27-kDa. Existence dvou forem
tohoto proteinu je ve studii vysvétlovana hypervariabilitou C-terminalni domény. EXxistuje
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predpoklad, ze by se Rab-2A mohl do epididymalni tekutiny prasete dostavat prosttednictvim
epididymozomu, membranovych sekre¢nich vacka vylu¢ovanych do lumen nadvarlete (Zigo
et al. 2015). Tato hypotéza vychazi ze studie Utleg et al. (2003), ktera prokazala, ze u lidi jsou
Rab-2 proteiny asociovany sexozomy pochazejicimi z prostaty, tzv. prostazomy.
Z povrchového proteomu praseéich spermii se naopak podatilo ziskat pouze 24-kDa formu, a to
pouze z kapacitovanych spermii. Autofi to vysvétluji tim, Ze 27-kDa forma by na rozdil od
24-kDa formy mohla obsahovat dalsi geranylgeranylové skupiny, a byla proto odolné&jsi vici
izolaci za danych extrakénich podminek (Zigo et al. 2015). Také bylo zjisténo, ze 24-kDa
I 27-kDa formy Rab-2A interaguji s glykoproteiny zona pellucida (obr. 4; Zigo et al. 2015;
Manaskova-Postlerova et al. 2018).
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Obrazek 4 Rab-2A vykazujici vazebnou afinitu k ZP glykoproteinim v extraktech ejakulovanych (E) a
kapacitovanych (C) spermii; pfevzato z Zigo et al. (2015) a Manaskova-Postlerova et al. (2018)

)

V jinych studiich byla exprese Rab-2 po in vitro kapacitaci kan¢ich spermii vyrazné
snizena (Kwon et al. 2014). Bae et al. (2019) provedli Western blot analyzu nékolika Rab
proteini vCetné Rab-2A za ucelem vyhodnoceni jejich exprese v nekapacitovanych
a kapacitovanych mysich spermiich. Po kapacitaci byla vyznamné snizena exprese vSech Rab
proteind 1 Rab regulatort RabGDI a RabGEF. Jedinou vyjimku tvofil RabGAP, jehoz Uroveil
nevykazovala zadny vyrazny rozdil, coZz autofi vysvétluji tim, Ze na rozdil od somatickych
bunék je ve spermiich draha Rab proteinti nevratna, a po kapacitaci se nevraci do deaktivované
formy. Snizena exprese Rab-2A po kapacitaci by mohla naznacovat, ze Rab-2A se podili na
strukturalni modifikaci akrozomu k indukci akrozomalni exocytozy po kapacitaci (Kwon et al.
2014). To bylo prokazano u Rab-3A, ktery je lokalizovan v akrozomalni oblasti hlavicky
spermie a funguje jako induktor akrozomalni exocytozy u lidskych spermii (Yunes et al. 2000).
Rab-2A je v poslednich letech testovan také jako potencialni marker samci fertility.
Kwon et al. (2015a) zkoumali prediktivni biomarkery pro velikost vrhu u prasat a prokazali, Ze
Rab-2A byl vysoce exprimovan ve spermiich kancti davajicich nizké vrhy selat a jeho exprese
byla negativné korelovana s velikosti vrhu. Prediktivni hodnota Rab-2A jakozto markeru v§ak
byla nizs$i, nez autoti o¢ekavali. Dalsi studie od Kwon et al. (2015b), v niz byla celkova piesnost
exprese Rab-2A pro predikci velikosti vrhu 88 %, tedy o 15 % vyssi nez v predchozi studii,
prokazala, ze Rab-2A byl vice zastoupen v kapacitovanych spermii kanct vykazujicich nizkou
velikost vrhu. Rahman et al. (2017) zdaraznuji fakt, ze povrchové vazané proteiny na savéich
spermiich jsou rizné modifikovany a uvolinovany béhem kapacitace, aby se usnadnilo navazani
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spermii na receptory zona pellucida, a pokud je tedy Rab-2a ptitomen ve velkém mnozstvi na
kapacitovanych spermiich, mize to znamenat, ze nebyl modifikovan nebo uvolnén, a vazba na
téchto spermii na ZP tak muze byt ztizena. To by vysvétlovalo negativni korelaci exprese
Rab-2A na kapacitovanych spermiich s velikosti vrhu. Dalsi studie od Kwon et al. (2017) vsak
ukazala, ze s velikosti vrhu negativné korelovala hladina Rab-2A jak v ejakulovanych tak
kapacitovanych spermiich a Rab-2A byl oznac¢en jako G¢inny biomarker pro predikci velikosti
vrhu u prasat plemene Yorkshire i Duroc.

Funkce proteinu Rab-2A na povrchu kancich spermii zatim nebyla uspokojivé
objasnéna, ackoliv existuje predpoklad, ze by mohl hrat roli ve vazbé na ZP, nebot’ ob¢ jeho
formy vykazovaly vazebnou afinitu k ZP. Pokud Rab-2A skute¢né mtze vazat ZP, pak vyvstava
otazka, zda slouzi jako klicovy ZP receptor nebo pouze jako molekula zprostiedkovavajici
vazbu na ZP (Zigo et al. 2015).
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4 Metodika

4.1 Zpracovani biologického materialu

Vzorky spermii pochéazely z inseminacnich davek kanct plemene Landrace nebo Duroc od
dodavatele CHOVSERVIS, a.s. Spermie byly pfevazeny v chladicim boxu pii 17 °C.
Inseminac¢ni davky byly zpracovany do dvou dna od odbéru ejakulatu. Epididymalni spermie
byly izolovany post mortem z nadvarlete dospé€lého kance pomoci injek¢ni jehly.

4.1.1 Priprava ejakulovanych spermii

Z inseminacni davky bylo do zkumavek odméteno po 5 ml tekutiny a suspenze spermii byla za
ucelem odmyti fedidla stoCena na centrifuze (LC-8 5000, Benchmark Scientific Inc., USA)
10 minut pti 300 x g pfi laboratorni teploté. Po dokonceni centrifugace byl odstranén
supernatant a bylo ptidano 5 ml promyvaciho roztoku PBS (Phosphate-buffered saline; 0,01 M
fosfatovy pufr, 0,138 M NaCl, 0,0027 M KClI, pH 7,4; Sigma-Aldrich, USA). Peleta spermii
byla opatrné rozsuspendovadna a vzorek byl opét centrifugovan 10 minut pii 300 x g pfi
laboratorni teploté, poté byl odstranén supernatant a cely proces byl jesté jednou zopakovan.
Po odstranéni supernatantu byl vzorek dale pouzit bud’ pro kapacitaci, nebo byla peleta opét
resuspendovana v5 ml PBS a takto pfipraveny vzorek byl rozpipetovan po 1 ml do
mikrozkumavek a stocen na centrifuze (Mikro 22R Hettich Zentrifugen, DJB Labcare, UK) po
dobu 5 minut pii 300 x g a 17 °C. Vznikl¢ peletky byly po odsati supernatantu pfipraveny pro
SDS elektroforézu a naslednou Western blot analyzu.

4.1.2 Priprava in vitro kapacitovanych spermii

K promyté peleté ejakulovanych kanéich spermii bylo piidano kapacitaéni médium do
celkového objemu 10 ml. Poté byly zkumavky s pootevienymi vi¢ky ulozeny na 1,5 h do
termostatu, ktery byl nastaven na 38 °C a 5 % COs..
Kapacitacni médium:
e Zakladni pufr — Basic TL-Hepes (6,6634 g NaCl, 0,2386 g KCI, 0,0408 g NaH2PQOg4, 1,4
ml laktatu sodného, 0,1018 g MgCl> x 6H.0, 2,383 g Hepes, 0,0220 g pyruvatu
sodného, 2,186 g sorbitolu, 0,025 g gentamicinu, 0,065 g penicilinu, 0,1 g PVA
(Polyvinyl alkohol) v 1 litru destilované vody)
e Do 50 ml Basic TL-Hepes bylo piidano 0,0999g 11 mM glukézy, 0,0275¢g
5 mM pyruvatu g, 1,00 g 2% BSA (bovinni sérovy albumin), 0,0084 g NaHCOs3
a 0,0147 g 2 mM CacCl; x 2H20
Po inkubaci byl vzorek odstiedén na centrifuze pii 300 x g po dobu 10 minut pii pokojové
teploté. Poté byl odstranén supernatant a k peleté bylo ptidano 5 ml PBS. Po resuspendaci byla
smés op¢ct odstfedéna na centrifuze pii 300 x g a 17 °C 10 minut. Po odstfedéni byl odebran
supernatant a zkumavka s peletou byla opét doplnéna do 5 ml PBS a promyta timto zptisobem
jeste dvakrat. Poté byla peleta opét doplnéna do 5 ml PBS a suspenze byla rozpipetovana po
1 ml do mikrozkumavek a stocena na centrifuze (300 x g, 17 °C, 10 minut). Poté byl odstranén
supernatant.
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4.1.3 Priprava akrozomové zreagovanych spermii

Ihned po kapacitaci byl do 10 ml suspenze spermii v kapacitatnim médiu ptidan calcium
ionofor (A23187; Sigma-Aldrich, USA) do finalni koncentrace 10 uM. Opét probéhla inkubace
zkumavky s pootevienym vickem v termostatu nastaveném na 38 °C v atmosféte 5 % CO> po
dobu 1 hodiny. Poté byl vzorek sto¢en na centrifuze a 3x promyt PBS. Peleta byla dopInéna do
5 ml PBS a suspenze byla rozpipetovana po 1 ml do mikrozkumavek a stoena na centrifuze
pii 300 x g, 17 °C na 10 minut. Poté byl odstranén supernatant.

4.1.4 Izolace povrchovych proteinii spermii

Promyté ejakulované vzorky spermii byly pouzity pro izolaci povrchovych proteinti za pomoci
soupravy Pierce® Cell Surface Protein Isolation Kit (Thermo Fisher Scientific, USA). Jedna
lahvicka (12 mg) Sulfo-NHS-SS-Biotinu byla rozpusténa ve 48 ml chlazeného PBS. Po promyti
spermii a odsati supernatantu bylo ke kazdému vzorku spermii (5 X 107 bunék) ptidano 10 ml
biotinylacniho ¢inidla, zkumavky byly lehce promichény v ruce a ulozeny na 30 minut do
lednice (prubézné byly obcas jemné promichany). Po inkubaci byl obsah kazdé zkumavky
rozdelen do dvou zkumavek. Vzorky pak byly stoceny na centrifuze 10 minut pti 300 x g, poté
byl odsan supernatant a k peletce bylo pfidano 10 ml 1x konc. TBS pufru (Tris buffered saline;
25 mM Tris, 150 mM NaCl, pH 7,8). Smés byla rozsuspendovana a 2x promyta. Po odsati
supernatantu bylo pfidano 500 ul TBS k peletce, obsah byl rozsuspendovan, ptepipetovan do
novych mikrozkumavek a stocen na centrifuze na 10 minut pti 10 000 x g a 20 °C. Nasledné
byl odsan supernatant a do kazdé mikrozkumavky bylo pfidano 250 ul lyzaéniho pufru z kitu
(Lysis Buffer). Takto pfipravené vzorky byly protfepany a ponechény na ledu na cca 30 minut,
pfi¢emz byly né€kolikrat znovu dilkladné protiepany. Poté nasledovala centrifugace 2 minuty
pti 10 000 x g a teploté 4 °C. Byly ptipraveny dv€ kolonky z kitu (Column Accessory Pack).
Kolonky byly slozeny a do vrchni ¢asti bylo pfiddno 500 pl avidinu imobilizovaného na
gelovych mikrokulickach (Immobilized NeutrAvidin™ Gel). Kolonky byly vlozeny do
mikrozkumavek a centrifugovany 1 minutu pii 1000 x g a 4 °C. Nasledn¢ byl odstranén
supernatant a na povrch kolonky bylo pfidano 500 pl promyvaciho pufru z kitu (Wash Buffer).
Kolonky byly opakované promyty pufrem pomoci centrifugace. Poté byly kolonky dole
uzavieny a byl do nich nanesen lyzat bun¢k. Inkubace s avidinem probihala 60 minut na rota¢ni
trepacce (MX-T6-Pro, DLAB Scientific, USA) pii pokojové teploté. Po inkubaci byly kolonky
otevieny a provedena centrifugace 1 minutu pfi 1000 x g a 4 °C. Byl odstranén supernatant,
ktery protekl do sbérné mikrozkumavky, a avidinovy nosi¢ byl 3x promyt 500 pul promyvaciho
pufru (Wash Buffer) s ptidavkem proteazovych inhibitori (Complete™, Mini, EDTA-free
Protease Inhibitor Cocktail, Svycarsko). Po kazdém promyti probéhla centrifugace 1 minutu pfi
1000 x g a 4 °C. Poté byl ptipraven vzorkovy pufr s dithiotreitolem (DTT). Obsah 1 lahvicky
DTT z kitu byl rozpustén v 50 ul destilované vody a potom byl vznikly roztok smichan s 1 ml
vzorkového pufru pro SDS elektroforézu (0,5 M Tris-HCI, pH 6,8 — Bio-Rad, USA,; glycerol;
2% SDS; 0,05% bromfenolova modi — Sigma-Aldrich, USA). Do kazdé mikrozkumavky se
vzorkem bylo pridano 200 pl pfipraveného vzorkového pufru s DTT. Vzorky byly 5 minut
povareny, a nasledn¢ byly odstfedény pti 1000 X g po dobu 2 minut. Vznikly supernatant byl
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odebran do nové mikrozkumavky a ptipraven pro SDS elektroforézu. Jako kontrolni vzorky
byly pouzity:

1) Peletka biotinylovanych spermii po lyzaci, ke které bylo pfidano 100 pl redukujiciho
vzorkového pufru. Vzorek byl 5 minut povaren, a poté z né&j byl odebran supernatant.

2) Lyzat biotinylovanych proteint, ke kterému bylo pfidano 1200 pl vymraZzeného acetonu
a nasledovala inkubace pti -20 °C po dobu 1 hodiny. Poté byl vzorek centrifugovan pii
5000 x g, 4 °C 2 minuty, pak byl odstranén supernatant a k peleté bylo pfidano 100 pl
redukujiciho vzorkového pufru. Vzorek byl 5 minut povaten.

3) Supernatant s avidinem nezachycenymi proteiny, ke kterému bylo také pfidano 1200 ul
vymrazeného acetonu a nasledovala inkubace pti -20 °C po dobu 1 hodiny. Poté byl
vzorek centrifugovan pii 5000 x g, 4 °C 2 minuty, pak byl odstranén supernatant
a k peleté bylo ptidano 100 ul redukujiciho vzorkového pufru. Vzorek byl 5 minut
povafen.

4.1.5 Imunoprecipitace

Ejakulované spermie byly promyty, a poté bylo K peleté spermii (5 x 107 bunék) ptidano 500 pl
lyza¢niho pufru s ptidavkem protedzovych inhibitorti. Spermie byly inkubovany 1 hodinu na
ledu, a kazdych 5 minut byly protiepany na vortexu. Poté byla smés stocena na centrifuze pii
10 000 x g a 4 °C po dobu 2 minut. Vznikla peletka a supernatant/vstupni lyzat:

1) K peletce bylo ptidano 100 pl neredukujiciho vzorkového pufru a byla 5 minut
povarena. Tento vzorek byl pouzit jako kontrola.

2) Ke 100 ul lyzatu bylo pfidano 600 ul vymrazeného acetonu a nasledovala inkubace po
dobu 1 hodiny pii -20 °C. Poté byl vzorek centrifugovan pii 5000 x g, 4 °C 2 minuty,
pak byl odstranén supernatant a k peleté bylo pfidano 100 pl neredukujiciho vzorkového
pufru. Vzorek byl 5 minut povaten, a byl pfipraven jako kontrola.

Ze zbylého lyzatu bylo odebrano 2x50 ul. K jednomu vzorku bylo pfidano 50 ul protilatky 5C5
a nasledovala inkubace pifi pokojové teplot¢ 2 hodiny. Druhy vzorek byl ponechdn bez
protilatky jako kontrola. Po inkubaci byly k obéma vzorkiim piidany agar6zové kulicky
s konjugovanym proteinem A/G, které byly predtim 2x promyty 200 ul PBS. Pro zachyceni
imunoprecipitatu nasledovala inkubace pti pokojové teploté 1 hodinu. Vzorek s 5C5 i vzorek
bez 5C5 byl po inkubaci s A/G proteinem stocen na centrifuze pii 1000 x g, 4 °C 1 minutu
a 2x promyt PBS. Vznikly peletky se zachycenymi proteiny a supernatanty s nezachycenymi
proteiny:

3) Kpeletce s 5C5 se zachycenymi proteiny bylo ptidano 50 pl neredukujiciho vzorkového
pufru a vzorek byl 5 minut povatfen. Poté byl vzorek stocen na centrifuze a byl odebran
supernatant. Tento vzorek ptfedstavoval vlastni imunoprecipitat.

4) K peletce bez 5C5 se zachycenymi proteiny bylo pfidano 50 ul neredukujiciho
vzorkového pufru a vzorek byl 5 minut povatren. Poté byl vzorek sto¢en na centrifuze,
a byl odebran supernatant.

5) K200 upl supernatantu s 5C5 s nezachycenymi proteiny bylo pfidano 1200 pl
vymrazeného acetonu, a nasledovala inkubace pfi -20 °C po dobu 1 hodiny. Poté byl
vzorek sto¢en na centrifuze pii 5000 x g, 4 °C 2 minuty. Supernatant byl odstranén
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a k peletce bylo piidano 100 ul neredukujiciho vzorkového pufru a vzorek byl povaren
5 minut.

6) K200 ul supernatantu bez 5C5 s nezachycenymi proteiny bylo ptidano 1200 pl
vymrazeného acetonu, a nasledovala inkubace pti -20 °C po dobu 1 hodiny. Poté byl
vzorek stoCen na centrifuze pii 5000 x g, 4 °C 2 minuty. Supernatant byl odstranén
a k peletce bylo piidano 100 ul neredukujiciho vzorkového pufru a vzorek byl povaren
5 minut.

7) Pro kontrolu bylo k 5 ul protilatky SC5 pfidano 20 pl neredukujiciho vzorkového pufru
a povareno 5 minut.

4.1.6 Izolace perinuklearni théky (PT) z ejakulovanych spermii

Ejakulat byl centrifugovan pii 300 X g a vznikla peletka spermii byla rozsuspenovana a promyta
nékolikrat centrifugaci v 25 mM TBS (pH 7,6) pii 4 °C. Poté byla peletka resuspendovana
v TBS s koktejlem proteazovych inhibitord (Complete, Mini, EDTA-free; Roche, Kanada)
(pufr:spermie 10:1 obj./obj.). Nasledovala sonikace na ledu pomoci sonikatoru Hielscher UP
50H (Hielscher Ultrasound Technology, Némecko). Sonikace se opakovala v 15sekundovych
davkach s Iminutovymi intervaly (1 hod), dokud se od hlavi¢ek spermii neoddélilo >99 %
bicikt. Suspenze hlavicek a bic¢iku byla poté opét dvakrat promyta centrifugaci v TBS a finalni
peletka byla resuspendovana v TBS obsahujicim 80% roztok sacharézy v TBS. Nasledovala
ultracentrifugace pii 50 000 ot./min po dobu 65 minut v thlovém rotoru 55Ti a ultracentrifuze
Beckman J26XP (Beckman, Kanada). Hlavicky spermii, které maji vys$i hustotu nez
80% sacharoza, utvorily peletku na odstfedivé strané centrifugacéni zkumavky (vnéjsi sténa),
zatimco peletka bi¢ikd spermii vznikla na vnitini sténé. Peletka hlavi¢ek byla oddélena od
peletky bic¢ikt, a pak byla dvakrat promyta v TBS. Promyta peletka byla vystavena tfem po
sobé jdoucim extrakénim krokiim spocivajicim v inkubaci v 0,2% Tritonu X-100 (20 ml 1%
Tritonu X-100 v 80 ml TBS), 1 M KCI (7,46 g doplnéno na 100 ml TBS) a 100 mM NaOH
(0,4 g NaOH doplnéno na 100 ml TBS) za stalého michani pti 4 °C. Po inkubaci v 0,2% Tritonu
X-100 po dobu 1 hodiny byla suspenze centrifugovana pii 2500 x g 10 minut, supernatant
S vnitinimi akrozomalnimi membranami byl odlozen a vysledna peleta hlavicek spermii byla
dvakrat promyta resuspendovdnim a centrifugaci v TBS ptfed dalSim extrakénim krokem.
Nasledovala extrakce inkubaci v 1 M KCI po dobu 1 hodiny, poté byla suspenze centrifugovana
pii 2500 x g 10 minut a supernatant obsahujici iontové véazané proteiny PT byl odlozen.
Vysledna peleta hlavi¢ek spermii byla dvakrat promyta resuspendovanim a centrifugaci v TBS
pfed poslednim extrakénim krokem. Nasledovala inkubace s 100 mM NaOH pfes noc, poté
poté byla suspenze centrifugovana pii 2500 x g 10 minut, supernatant obsahujici kovalentné
vazané proteiny PT byl odlozen. Prvni krok extrakce solubilizuje proteiny spojené se zadrZzenou
vnitini akrozomdalni membranou, zatimco druhy krok extrakce extrahuje iontové vazané
proteiny PT. Posledni krok extrakce, ktery je pro nas nejdulezitéjsi, je oznacovan jako alkalicka
extrakce, a uvoliiuje kovalentné pripojené proteiny PT, které tvofi podstatnou ¢ast PT. Tento
lyzat byl poté zakoncentrovan pomoci koncetra¢ni kolonky (Pierce Concentrator, 3K MWCO,;
Thermo Fisher Scientific, USA) centrifugaci a vyménou alkalického roztoku za PBS po dobu
asi 1 h ptfi 15000 x g. Supernatanty ziskané z jednotlivych extrakcnich krokti byl poté
ptfesrazeny acetonem pro SDS-PAGE analyzu.
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4.1.7 Priprava tkani

Casti (100 mg) testikularni a epididymalni tkan& z caput, corpus a cauda epididymis byly
homogenizovany v 500 pl 1% Tritonu X-100 v 50 mM Tris-HCI (pH 7,8) s 50 mM NaCl za
pouziti homogenizatoru IKA T10 basic (IKA Werke, Némecko). Homogenizovana tkan byla
poté centrifugovana pti 10 000 x g, 5 minut pii 4 °C. Bylo odebrano 100 ul supernatantu
a k nému bylo pfidano 600 pl vymrazeného acetonu. Vzorek byl ponechan 1 hodinu pii -20 °C
anasledné byl stoen na centrifuze pii 5000 x g, 5 minut pii 4 °C. Poté byl odstranén
supernatant a k peletce bylo ptidano 150 pl neredukujiciho vzorkového pufru. Pro redukujici
podminky bylo ke kazdym 50 ul vzorkového pufru ptidano 2,5 pul merkaptoetanolu. VVzorek byl
nakonec 5 minut povaien.

4.2 SDS elektroforéza v polyakrylamidovém gelu (SDS-PAGE)

SDS-PAGE je elektroforéza v polyakrylamidovém gelu v prostiedi dodecylsulfatu sodného
(SDS), detergentu, ktery rozbaluje proteiny a udéluje jim uniformni zaporny naboj. Zaporné
nabité proteiny putuji v elektrickém poli ke kladné elektrod¢ a jsou rozd€leny na zaklade své
molekulové hmotnosti. Pro SDS elektroforézu byly pouzivany vzorky epididymalnich,
ejakulovanych a kapacitovanych spermii a spermii po akrozomalni reakci ptfipravenych vyse
uvedenym zplsobem a rovnéz vzorky tkani. Z téchto vzorkl byly extrahovany proteiny, které
byly poté rozdéleny na elektroforéze.

4.2.1 Priprava vzorku pro SDS elektroforézu

Extrakce proteint ze vzorkt spermii byla provedena jejich lyzaci ve vzorkovém pufru. K 50 ul
peletky spermii (5 X 107 bunék) bylo pfidano 150 pl vzorkového pufru a vzorek byl diikladné
rozsuspendovan. Extrakce probihala na ledu 30 minut, vzorek byl kazdych 5 minut protepan,
a poté¢ byl 5 minut povafen. Nakonec probéhla centrifugace pro odstfedéni zbytkli bun¢k
2 minuty pii 10 000 x g, 4 °C a, po které byl odebran supernatant, ktery byl dale rovnou pouzit
pro SDS elektroforézu nebo byl uchovan pii -20 °C.

4.2.2 SDS-PAGE

Byla sestavena aparatura pro vertikalni elektroforézu (Mini-PROTEAN Tetra, Bio-Rad, USA)
se skly a vloZena do stojanu. Nasledn¢ byl ptipraven 12% separaéni gel.

12% separaéni gel:

Resolving gel buffer (1,5 M Tris-HCI, pH 8,8; Bio-Rad, USA) 2.5 ml
Acrylamide/bis-acrylamide 30% solution (Bio-Rad, USA) 4,0 ml

e destilovana H20 3,5 ml

10% roztok SDS (dodecyl sulfat sodny; Bio-Rad, USA) v destilované vode 100 pul
Tésné pred aplikaci 4,5 pl TEMED (Pharmacia Biotech, Svédsko) a 70 ul 10% roztok APS

(persiran amonny; Amersham Biosciences, Svédsko).
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Separacni gel byl napipetovan mezi skla a byl pievrstven 1 ml destilované vody. Poté
prob&hla polymerace gelu pii pokojové teploté po dobu asi 30 minut. Mezitim byl pfipraven
roztok pro zaostfovaci gel.

4% zaostiovaci gel:
destilovana H>0 1,52 ml
Stacking gel buffer (0,5 M Tris-HCI, pH 6,8; Bio-Rad, USA) 0,625 ml
Acrylamide/bis-acrylamide 30% solution (Bio-Rad, USA) 0,325 ml
10% roztok SDS (dodecylsulfat sodny; Bio-Rad, USA) 0,025 ml
Té&sné pied aplikaci 3,8 ul TEMED (Pharmacia Biotech, Svédsko) a 50 ul 10% roztoku APS
(persiran amonny; Amersham Biosciences, Svédsko)
Po ztuhnuti separacniho gelu byla z jeho povrchu odlita destilovana voda a misto ni byl

nanesen zaostfovaci gel. Do zaostfovaciho gelu byly ihned po naneseni vlozeny 10jamkové
hiebinky, které v ném byly ponechany asi 15 minut, nez doslo k polymeraci. Aparatura
S pfipravenym gelem byla vloZena do vany, ktera byla zalita elektrodovym pufrem (Tris 15 g,
glycin 72 g, SDS 5 g, dest. H2O 1 |; fedéno 1:4 s dest. H20). Po zaliti byly vyndany hiebinky
a do vzniklych jamek byly naneseny 4 ul molekularnich proteinovych standardi (Precision Plus
Protein™ WesternC™ Blotting Standards; Bio-Rad, USA) a 15 pl lyzatu vzorkovych spermii
(resp. 3 ul standardt a 12 pl lyzatu vzorkovych spermii pfi pouziti 15jamkového hiebinku).
Elektroforéza probihala cca 30 minut pfi 80 V (prichod vzorku pies zaostfovaci gel) a poté cca
1 hodinu pfi 150 V.

4.3 Western blot (elektropi-enos)

Western blot navazuje na proteinovou elektroforézu (SDS-PAGE). Jde o elektropienos proteint
rozdélenych pomoci SDS-PAGE na membranu, v tomto ptipadé na PVDF membranu.
Komponenty pro elektropienos:

- 4 vystiizky chromatografického papiru Whatman (GE Healthcare, USA)

- PVDF (polyvinylidenfluorid) membrana (pfedem aktivovana 1 minutu v metanolu)

- 2 houbicky

VSse bylo namoceno na 15 minut do transferového pufru. Pro vyrobu transferového pufru bylo
pouzito 3,03 g Tris (Sigma-Aldrich, USA) a 14,4 g glycin (Sigma-Aldrich, USA). Tyto dvé
slozky byly rozpustény ve 200 ml destilované vody, dale bylo ptidano 200 ml metanolu
a 600 ml destilované vody. Do kazety byla mezi houbicky a chromatografické papiry vlozena
PVDF membrana pfilozena na gel srozdélenymi proteiny. Jednotlivé komponenty pro
elektroptenos byly orientovany tak, aby proteiny z gelu, které maji stale zaporny naboj,
putovaly smérem k membrané, tedy k zaporné elektrodé. Kazeta byla vlozena do
kazety s elektrodami a ta pak do vani¢ky s transferovym pufrem. Aparatura byla chlazena
ledem a elektropfenos probihal 70 minut pii konstantnim elektrickém proudu 500 mA. Po
elektropfenosu byla kazeta vyjmuta, rozebrana a membrana vynddna a byla provedena
imunodetekce proteini pomoci specifické protilatky.
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4.4 Imunodetekce pomoci protilatky

PVDF membrana byla po elektroptenosu omyta destilovanou vodou. Kontrola pribéhu SDS
elektroforézy a elektropfenosu byla provedena pomoci barveni proteini na membrané
barvickou Ponceau S (Sigma-Aldrich, USA) po dobu jedné minuty. Poté bylo obarvené pozadi
odmyto destilovanou vodou a PBS do odmyti Ponceau. Deaktivace volnych mist na membrané
byla provedena pomoci 5% suSené¢ho mléka (Blotting-Grade Blocker, Bio-Rad, USA) v PBS
lhodinu na tfepaCce. Nasledn¢ byla membrana 2x promyta po  péti
minutdch v PBS s 0,1% Tweenem pro odstranéni nespecifickych interakci. Promyvani stale
probihalo na tfepacce. Nasledovala inkubace membrany v parafilmové kapsicce s primarni
mysi monoklonalni protilatkou 5C5 proti Rab-2A (protilatka je soucasti panelu monoklonalnich
protilatek vyrobenych proti povrchovym proteinti kan¢ich ejakulovanych spermii; Zigo et al.
2015) tedénou v PBS v poméru 1:1. Pro kontrolu proteinové koncentrace v jednotlivych
vzorcich byla pouzita imunodetekce a-tubulinu pomoci mysi monoklondlni protilatky (DM1A;
Sigma-Aldrich, USA) v koncentraci 1:1000 v PBS. Inkubace probihala pfes noc v lednici.
Druhy den byla membrana promyta 3x po 10 minutach v PBS s 0,1% Tweenem. Dale byla
provedena inkubace se sekundarni protilitkou proti myS$im imunoglobulinim
konjugované s kienovou peroxidazou (Goat Anti-Mouse IgG (L+H), Horseradish
Peroxidase-Linked; Bio-Rad, USA) 1 hodinu na rota¢ni tiepacce. Sekundarni protilatka byla
fedéna v PBS v poméru 1:3000. Poté byla membrana promyta 4x po péti minutaich v PBS
s 0,1% Tweenem a 2x po péti minutach v PBS bez Tweenu. Nasledovala vizualizace specifické
detekce proteinu protilatkou pomoci chemiluminiscenéniho substratu (SuperSignal West Pico
Chemiluminescent Substrate, Thermo Fisher Scientific, USA) pti pouziti piistroje Azure c300
Gel Imaging System (Azure Biosystems, USA). Molekulové hmotnosti detekovanych proteint
byly urCeny podle kalibra¢nich kiivek vytvofenych v programu Microsoft Excel (2019).
Rovnéz byla provedena denzitometrickd analyza detekovanych proteini v programu Image
Studio Digits (LI-COR Biosciences, USA). Pro statistické vyhodnoceni denzitometrické
analyzy byla vyuzita analyza rozptylu ANOVA pomoci softwaru GraphPad (GraphPad
Software Inc., USA). Jako statisticky vyznamny byl hodnocen rozdil na hladiné vyznamnosti
p=0,05.

4.5 Neprima fluorescenéni mikroskopie

Nepiima fluorescenéni mikroskopie je metoda slouzici k detekei a lokalizaci antigenti po jejich
reakci s protilatkami oznacenymi fluorescenénimi barvivy. Imunofluorescencni mikroskopie
vyuzivad znaceni bunécnych struktur pomoci primdrni specifické protilatky proti danému
proteinu s vizualizaci pomoci sekundarni protilatky konjugované s fluorochromem. Nepiima
imunofluorescence byla provedena na roztérech epididymalnich spermii odebranych z cauda
epididymis, ejakulovanych spermii, kapacitovanych spermii a spermii po akrozomalni reakci.
Na podlozni skli¢ka byly vyznaceny krouzky pomoci hydrofobni fixy PAN Pen liquid rocker
(Sigma-Aldrich, USA). K fixaci spermii bylo vyuzito nékolik ptistupi, které jsou dale popsany.
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45.1 Priprava vzorki spermii

4.5.1.1 Vlhka fixace ptimo na mikroskopickém sklicku

Do vyznacenych kolecek bylo napipetovano 20 pl suspenze spermii a ta byla zakapnuta 50 pl
vymrazeného roztoku acetonu s metanolem v poméru 1:1. Po 5 minutach inkubace byl preparat
oplachnut PBS a osusen.

Dalsim zpisobem vlhké fixace bylo pouziti 2% formaldehydu s 2% BSA (bovinni
sérovy albumin; Sigma-Aldrich, USA) ve vodé. Na vyznacena kolecka bylo napipetovano 20 pl
suspenze spermii a 50 pl fixa¢niho roztoku. Vzorky byly inkubovany po dobu 30 minut. Po
uplynuti inkubacni doby byla sklicka oplachnuta PBS a osusena. Tento zpusob fixace byl
pouzivan u vzorku slouzicich pro detekci kapacitace pomoci protilatky proti fosfotyrozinu.

4.5.1.2 Piiprava vzorku v suspenzi

Ptiprava vzorku v suspenzi se pouziva pro navazani protilatky na epitopy na plazmatické
membrané spermii a je vhodné pro lokalizaci proteint na povrchu spermie. Po promyti byly
suspenze ejakulovanych a in vitro kapacitovanych spermii a spermii po akrozomalni reakci
nafedény PBS na koncentraci 1x10° spermii na ml. Do 100 pl suspenze bylo ptidano 50 pl
primarni mys$i protilatky 5C5. Do mikrozkumavky urené pro negativni kontrolu nebyla
protilatka ptidana. Mikrozkumavky byly vlozeny na 2 hodiny do vyhfivané tfepacky (TS-100
BioSan, Litva) pti 37 °C a obcas byly kratce protfepany. Nasledné byly vlozeny do centrifugy
a stoceny pii 300 x g, 5 minut pii pokojové teploté. Poté byl odsan supernatant a bylo pfidano
100 ul PBS a spermie byly jesté 2x promyty v PBS pfi 300 x g, 5 minut. Po poslednim promyti
byl odsan supernatant a bylo pfidano jen 50 ul PBS. Takto ptfipravena suspenze byla nanesena
po 20 ul na pripravena kolecka na sklickach a zafixovana pomoci roztoku aceton/metanol.

4.5.1.3 Fixace paraformaldehydem v suspenzi

Fixace paraformaldehydem v suspenzi se vyuziva pro ochranu spermii pied permeabilizaci
membrany. Do pfipravené mikrozkumavky byl napipetovan 1 ml suspenze spermii V pfiblizné
koncentraci 1x10° spermii na ml. Tato suspenze byla stoena na centrifuze pti 300 X g, 20 °C
po dobu 5 minut. Po sto¢eni byl odstranén supernatant a k peletce bylo piidano 500 pul roztoku
4% paraformaldehydu v PBS (0,4 g paraformaldehydu byly rozpustén v 10 ml PBS v digestofi
pti 70 °C za stalého michani, poté bylo pfidano nékolik kapek 5 M roztoku NaOH, aZ doslo
k vycefeni, a pH bylo upraveno na 7,4). Takto pfipravena suspenze byla inkubovana 30 minut
pfi laboratorni teploté. Po uplynuti inkubaéni doby byla suspenze znovu zcentrifugovéana a 2x
promyta v PBS. Po druhém promyti byl odsan supernatant a peletka byla
rozsuspendovana v 1 ml PBS. Nasledn¢ bylo napipetovano na pfipravena kolecka 20 ul
suspenze spermii a byl opatrné proveden roztér. Sklicka byla poté ponechéna k zaschnuti volné
na vzduchu.
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45.2 Priprava kryorezi

Casti testes a cauda epididymis byly zality piipravkem TissueTek (OCT Compound for
Cryostat Sectioning; Sakura Finetek, Nizozemi) a opatrné¢ ponoieny do tekutého dusiku. Poté
byly zpracovany jako kryofezy na piistroji Cryocut Leica (Leica, Némecko) v laboratofi
Biotechnologického tstavu AV CR, Biocev, Vestec. Kryofezy o tloustce 5 pm byly zachyceny
na podlozni skli¢ka a dale byly uchovavany pfi teploté -20 °C. Pfipravené kryofezy byly poté
vyuzity pro nepfimou imunofluorescen¢ni mikroskopii. Jednotlivé kryofezy na podloznim
sklicku byly ohrani¢eny hydrofobni fixou, oplachnuty PBS a osuseny. Poté byla provedena
acetonova fixace. Na kazdy ohranieny fez bylo naneseno 100 ul vymrazeného acetonu
a sklicka byla ponechana k fixaci po dobu 30 minut. Poté byla oplachnuta PBS a osuSena.

4.5.3 Protokol pro nepiimou imunofluorescenci

Ptipravené vzorky byly skladovany vV lednici pii 4 °C nebo byly rovnou pouzity
pro imunofluorescenci. Na kazdy vzorek bylo naneseno 150 pl blokovaciho média SuperBlock
(Blocking Buffer in PBS; Thermo Fisher Scientific, USA). Poté byla sklicka pfenesena do
piipravené temné vlhké komirky, ktera obsahovala navlhéenou buni¢inu. V komurce byly
vzorky inkubovany po dobu 30 minut pfi laboratorni teploté. Po inkubaci byla sklicka
oplachnuta PBS a osusena. Do kolecek urcenych k detekci proteinu Rab-2A bylo piidano 100 pl
primarni protilatky 5C5 fedéné v PBS v poméru 1:5. Do kontrolnich kolecek bylo naneseno
100 pl PBS. Do kolecek ur¢enych k detekci fosfotyrozinu pro kontrolu kapacitace bylo
naneseno 100 pl primérni mysSi monoklonalni protilatky proti fosfotyrozinu (klon 4G10; EMD
Millipore, USA) v PBS v poméru 1:300. Do kontrolnich kole¢ek bylo opét naneseno 100 pl
PBS. Timto zpsobem ptipravené vzorky byly inkubovany ve vlhké komfirce ptes noc v lednici.
Druhy den byly vzorky promyty PBS a inkubovany se sekundarni protilatkou proti mySim
imunoglobuliniim konjugovanou s fluorochromem (anti-mouse Alexa Fluor™ 488 Invitrogen,
USA) nafedénou PBS v poméru 1:300. Sekundarni protilatka byla napipetovana po 100 ul do
kazdého kolecka a sklicka byla ponechana ve vihké komurce 1 hodinu. Po inkubaci byly vzorky
omyty PBS a osuSeny. Pro kontrolu integrity akrozomu bylo dale ke vzorkiim ptidano 100 pl
PNA lektinu konjugovaného s rhodaminem (Rhodamin Peanut agglutinin; Vector Laboratories,
USA) v PBS v poméru 1:1000. Vzorky byly inkubovany opét ve vlhké komtirce po dobu
30 minut. Inkubované vzorky byly opét omyty PBS a poté destilovanou vodou. VVzorky byly
dikladné osuSeny a do vSech kole¢ek bylo naneseno 5 ul montovaciho média s DAPI
(Vectashield Antifade Mounting Medium with DAPI; Vector Laboratories, USA) oznacujiciho
jadro bunky. Vzorky byly nasledné piekryty krycimi sklicky a ponechany k inkubaci v temné
komirce na 10 minut. Poté byly vzorky pfipraveny k vyhodnoceni pod fluorescen¢nim
mikroskopem (Nikon, Japonsko) a obrazky byly snimany pomoci programu NIS.

4.6 Vazebna studie spermie na zona pellucida oocytu

Oocyty pro in vitro kultivaci byly izolovany aspiraci z folikuli prasecich vajecnikti pomoci
jehly a injekéni stiikaky. Ziskané ocyty byly tiikrat promyty v kultivaénim médiu,
modifikovaném médiu M 199 (GibcoBRL, Life Technologies, UK) obsahujicim uhli¢itan sodny
(0,039 ml 7% roztoku na 1 ml média, Sigma-Aldrich, USA), laktat sodny (0,6 mg.ml?, Sigma
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Aldrich, USA), pyruvat sodny (0,25 mg.ml?, Sigma Aldrich, USA), gentamicin (0,025 mg.ml ™,
Sigma-Aldrich, USA), HEPES (1,5 mg.ml?, Sigma-Aldrich), 13,5 IU eCG:6,6 IU hCG.ml*
(P.G. 600, Intervet, Holandsko) a 10% fetalni teleci sérum (GibcoBRL, Life Technologies,
Némecko). Poté byly oocyty ponechany k zrani v kultivaénim médiu v termostatu pii 38 °C 48
hodin.

Z inseminac¢ni davky byl do zkumavky odmétfen 1 ml suspenze spermii a odstiedéna za
ucelem odmyti fedidla 5 minut pfi 300 x g pii laboratorni teploté. Po dokonceni centrifugace
byl odstranén supernatant a bylo pfiddno 5 ml promyvaciho 0,1% roztoku PBS s PVA
(polyvinyl alkohol P8136; Sigma-Aldrich, USA; 0,05 g PVA bylo ptidano do 50 ml PBS).
Peleta spermii byla opatrné rozsuspendovana a vzorek byl opét centrifugovdn 5 minut pfi
300 x g pii laboratorni teploté, poté byl odstranén supernatant, a cely proces byl jesté
2x zopakovan. Poté bylo k peletce ptidano 5 ml kapacita¢niho média (4.1.2) a zkumavka byla
ulozena s pootevienym vi¢kem na 1,5 h do termostatu, ktery byl nastaven na 38 °C a 5 % CO..
Po inkubaci byl vzorek odstfedén na centrifuze pti 300 x g po dobu 5 minut pti laboratorni
teploté. Poté byl odstranén supernatant a k peletce bylo pfidano 5 ml PBS s PVA. Po
resuspendaci byla suspenze opét odstiedéna na centrifuze pii 300 x g 10 minut. Po odstfedéni
byl odebran supernatant a zkumavka s peletou byla opét doplnéna do 5 ml PBS a promyta timto
zpisobem jesté dvakrat. Poté byla peleta spermii opét doplnéna do 1 ml mTBM (modifikované
Tris-buffered medium; 0,6611 g NaCl, 0,0224 g KCl, 0,1102 g CaClI2 x 2 H20, 0,2423 g Tris,
0,1982 g glukoza, 0,055 g pyruvat sodny, 0,0667 g kofein a 0,2 g BSA ve 100 ml dH20) pro
finalni koncentraci 1x10° spermii na ml. Suspenze byla resuspendovéna a bylo z ni odebrano
15 pl na jamku. K této kapce bylo pfidano 15 pl protilatky 5CS. Déle bylo odebrano 500 pl
suspenze spermii do mikrozkumavky a byl pfidan 1 pl mysiho IgG (1 mg/ml; Sigma-Aldrich,
USA) jako kontrola blokace vazby. Do dalsi mikrozkumavky pro pozitivni kontrolu vazby bylo
pfidano pouze 500 pl suspenze spermii. Desticka 1 mikrozkumavky byly inkubovany
Vv termostatu pii 38 °C 30 minut. Po inkubaci bylo z mikrozkumavek s obéma kontrolnimi
vzorky odebrano po 10 pul na jamku vedle kapky se smési spermii s 5C5 a ke kazdé kapce byly
piidany oocyty po 48 hodinach zrani. Desticka byla poté inkubovana v termostatu 30 minut pfi
38 °C. Po inkubaci byly vzorky zafixovany na teflonova sklicka pomoci montovaciho média
s DAPI (Vectashield Antifade Mounting Medium with DAPI), piekryty krycim sklickem
a zalakovany. Nasledovalo zhodnoceni vazby spermii na oocyty pod fluorescenénim
mikroskopem (Nikon, Japonsko) a obrazky byly snimany pomoci programu NIS.
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5 Vysledky

5.1 Hodnoceni in vitro kapacitace a akrozomalni reakce

Pro hodnoceni in vitro kapacitace spermii (kap. 4.1.2) byla pouzita metoda nepitimé
fluorescen¢ni mikroskopie (kap. 4.5). K detekci fosforylace byla pouzita protilatka proti
fosfotyrozinu 4G10 (kap. 4.5.3), se kterou byly inkubovany vzorky ejakulovanych
a kapacitovanych spermii fixovanych na sklicku pomoci 2% formaldehydu (kap. 4.5.1.1). Pro
vizualizaci detekce byla poté pouzita sekundarni protilatka konjugovana s Alexa 488 (zeleny
signal) a pro oznaceni jadra bylo pouzito DAPI (modry signal). Na obrazku 5 je zobrazen rozdil
intenzit signalu reakce protilatky proti fosfotyrozinu mezi ejakulovanymi a kapacitovanymi
spermiemi. U kapacitovanych spermii je patrny signal v oblasti akrozomu, coz zna¢i Gsp&Snou
kapacitaci.

Obrazek 5 Detekce fosfotyrozinu na ejakulovanych (A) a kapacitovanych (B) spermiich: A — fosfotyrozin je
lokalizovan v subekvatorialnim segmentu, B — fosfotyrozin je lokalizovan v subekvatoridlnim segmentu a
v akrozomu, jadro znagené DAPI (modra), reakce s protilatkou proti fosfotyrozinu (4G10) znacena fluorescenéné
(zelend), zvétseni 400x, méfitko 10 um

Uspé&snost indukce akrozomalni reakce u spermii inkubovanych bezprostiedné po
kapacitaci s calcium ionoforem (kap. 4.1.3) byla hodnocena na zaklad¢ podilu spermii
s akrozomem a bez akrozomu pod fluorescenénim mikroskopem. Bylo odhadnuto, Ze AR
uspésné prob&hla pramérné u 82 % spermii. Pomér spermii bez akrozomu a s akrozomem je
pro ilustraci zobrazen na obrazku 6.

Obrazek 6 Kontrola akrozomalni reakce na spermiich po indukei AR: jadro znacené DAPI (modra), akrozom
znaceny lektinem PNA (Cervend), vétSina spermii nemé akrozom (Cervend Sipka) a zbylé spermie maji akrozom
vyrazné poskozen (bilé Sipky), zveétSeni 400x
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5.2 Lokalizace proteinu Rab-2A ve spermiich

Pro lokalizaci proteinu Rab-2A ve spermiich byla pouzita metoda nepiimé fluorescenéni
mikroskopie (kap. 4.5). K detekci proteinu byla pouzita primarni monoklonalni mysi protilatka
5C5. Pro vizualizaci detekce byla poté pouzita sekundarni protilatka konjugovana s Alexa 488.
Pro vizualizaci akrozomu byly vzorky inkubovany s Ilektinem PNA konjugovanym
s rhodaminem a pro oznaceni jadra bylo pouzito DAPI v montovacim médiu. Imunolokalizace
byla provedena na epididymalnich, ejakulovanych a kapacitovanych spermiich, a také na
spermiich po indukci akrozomalni reakce. Vzorky byly fixovany pomoci roztoku
aceton/metanol (kap. 4.5.1.1).

Na obrazku 7 je zobrazena lokalizace proteinu Rab-2A v kancich epididymalnich
spermiich, které byly izolovany zcauda epididymis. Nékteré spermie mély poskozené
akrozomy, nicméné je vidét fluorescenéni znaceni proteinu Rab-2A (zeleng) Vv oblasti
akrozomu.

Obrazek 7 Imunolokalizace Rab-2A v epididymalnich spermiich: A —jadro zna¢ené DAPI (modra), B — reakce
s protilatkou proti Rab-2A (5C5) znacena fluorescencné (zelend), C — akrozom znaceny lektinem PNA (Cervena),
D — slozeny obrazek (DAPI, 5C5, PNA), E — negativni kontrola pouze se sekundarni protilatkou (DAPI, PNA),
bila Sipka ukazuje pozitivni detekci, cervena Sipka ukazuje poskozeny akrozom, zvétseni 400x, méfitko 10 pm
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Na obrazku 8 je zobrazena lokalizace Rab-2A v kancich ejakulovanych spermiich.
Protein byl opét detekovan vyhradné v oblasti akrozomu. U spermii s ¢aste¢né rozvolnénym
akrozomalnim obsahem je vidét diftizni reakce protilatky s Rab-2A.

Obrazek 8 Imunolokalizace Rab-2A v ejakulovanych spermiich: A — jadro zna¢ené DAPI (modra), B — reakce
s protilatkou proti Rab-2A (5C5) znaena fluorescenéné (zelena), C — akrozom znaeny lektinem PNA (Cervenad),
D — slozeny obrazek (DAPI, 5C5, PNA), E — negativni kontrola pouze se sekundarni protilatkou (DAPI, PNA),
bila Sipka ukazuje pozitivni detekci, Cervena Sipka ukazuje poskozeny akrozom, zvétSeni 400x, métitko 10 pm

Pro lepsi rozliSeni byly ejakulované spermie nasnimany pomoci konfokalniho
mikroskopu, jak je vidét na obrazku 9, kde je jasné zfetelny signal znacici protein Rab-2A
v oblasti akrozomu.

Obrazek 9 Imunolokalizace Rab-2A v ejakulovanych spermiich: snimek z konfokalniho mikroskopu, jadro
znacené DAPI (modrd), reakce s protilatkou proti Rab-2A (5C5) znacena fluorescencné (zelend), Sipka ukazuje
pozitivni detekei v oblasti akrozomu, zvétseni 400x
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Obrazek 10 zobrazuje lokalizaci Rab-2A na kapacitovanych spermiich opét v oblasti

akrozomu. Na obrazku jsou vidét spermie s mirn¢ poskozenym akrozomem, u nichz jiz zacala
probihat akrozomalni reakce (viz ¢ervena Sipka).

C

Obrazek 10 Imunolokalizace Rab-2A v kapacitovanych spermiich: A — jadro znacené DAPI (modra),
B —reakce s protilatkou proti Rab-2A (5C5) znacena fluorescen¢né (zelend), C — akrozom znaceny lektinem PNA
(¢ervend), D —slozeny obrazek (DAPI, 5C5, PNA), E — negativni kontrola pouze se sekundarni protilatkou (DAPI,
PNA), bila Sipka ukazuje pozitivni detekci, Cervena Sipka ukazuje poskozeny akrozom; zvétSeni 400x, méfitko
10 um

Na obrazku 11 je zobrazena lokalizace proteinu Rab-2A ve spermiich po akrozomalni

reakci. Je vidét, Ze nékteré spermie jiz ztratily akrozom. Rab-2A byl pomoci protilatky 5C5
detekovan pouze ve spermiich, které neprodélaly akrozomalni reakci a akrozom zstal

pfitomen.

Obrazek 11 Imunolokalizace Rab-2A v akrozomové zreagovanych spermiich: A — jadro znacené DAPI
(modra), B — reakce s protilatkou proti Rab-2A (5C5) znacena fluorescencné (zelena), C — akrozom znaceny
lektinem PNA (Cervena), D — slozeny obrazek (DAPI, 5C5, PNA), E — negativni kontrola pouze se sekundarni
protilatkou (DAPI, PNA), bila Sipka ukazuje pozitivni detekci, Cervena Sipka ukazuje spermii po AR, zvétSeni
400x, métitko 10 um




Pro detekci Rab-2A ve spermiich byly spermie permeabilizovany a fixovany pomoci
smési aceton/metanol (obrazky 7-11). Oproti tomu pro lokalizaci Rab-2A na povrchu spermii
byla zvolena metoda vazby protilatky ptimo na spermie v suspenzi (kap. 4.5.1.2), jejiz vysledky
jsou vidét na obrazcich 12-14. Bohuzel béhem piipravy vzorkl doslo k poskozeni akrozomi
spermii a pii hodnoceni nebyly nalezeny téméf zadné spermie S nepoSkozenym akrozomem.
U spermii s neporusenym akrozomem (Viz bila Sipka) je vidét slaba fluorescence, coz naznacuje
lokalizaci Rab-2A na povrchu spermii.

A

Obrazek 12 Lokalizace Rab-2A na ejakulovanych spermiich v suspenzi: A — jadro zna¢ené DAPI (modra),
B — reakce s protilatkou proti Rab-2A (5C5) znacena fluorescen¢né (zelend), C — akrozom znaceny lektinem PNA
(Cervena), D —slozeny obrazek (DAPI, 5C5, PNA), E — negativni kontrola pouze se sekundarni protilatkou (DAPI,
PNA), bila Sipka ukazuje pozitivni detekci, Cervena Sipka ukazuje poSkozeny akrozom, zvétSeni 400x, métitko
10 um

Obrazek 13 Lokalizace Rab-2A na kapacitovanych spermiich v suspenzi: A — jadro znacené DAPI (modra),
B - reakce s protilatkou proti Rab-2A (5C5) znacena fluorescencné (zelend), C — akrozom znaceny lektinem PNA
(Cervena), D —slozeny obrazek (DAPI, 5C5, PNA), E — negativni kontrola pouze se sekundarni protilatkou (DAPI,
PNA), bila sipka ukazuje pozitivni detekei, Cervena Sipka ukazuje poskozeny akrozom, zvétSeni 400x, méfitko
10 pm



Obrazek 14 Lokalizace Rab-2A na spermiich po AR v suspenzi A — jadro znac¢ené DAPI (modra), B - reakce
s protilatkou proti Rab-2A (5C5) znac¢ena fluorescen¢né (zelena), C — akrozom znaéeny lektinem PNA (Cervena),
D — slozeny obrazek (DAPI, 5C5, PNA), E — negativni kontrola pouze se sekundarni protilatkou (DAPI, PNA),
bila Sipka ukazuje pozitivni detekci, ¢ervena Sipka ukazuje spermii po AR, zvétSeni 400x, métitko 10 pm

Pro detekci proteinu Rab-2A na povrchu fixovanych bun¢k byla vyuzita metoda fixace
parafomaldehydem v supenzi spermii (kap. 4.5.1.3). Tato metoda zabratiuje praniku protilatky
a lektinu PNA znaéicimu akrozom dovniti takto fixovanych spermii. Vysledek imunolokalizace
proteinu Rab-2A na ejakulovanych spermiich za pouziti této metody je zobrazen na obrazku 15.
Ze snimku je patrné, ze spermie, které maji zeleny signal znacici vazbu protilatky na protein
Rab-2A, maji také silny Cerveny signal, tedy PNA proniklo do akrozomu. Tyto spermie mély
nejspise poskozenu plazmatickou membranu, a tim se zvysila pfistupnost protilatky k epitopu.
U ostatnich spermii je zeleny signal pro vazbu protilatky 1 cerveny signal oznacujici vazbu
lektinu PNA na vnéjsi akrozomalni membranu velmi slaby. To by znamenalo, Ze témét viechny
spermie ve vzorku maji naruSenou plazmatickou membranu.

Obrazek 15 Imunolokalizace Rab-2A  na  ejakulovanych spermiich v  suspenzi pomoci
4% paraformaldehydu: A — jadro znac¢ené DAPI (modra), B — reakce s protilatkou proti Rab-2A (5C5) zna¢ena
fluorescencné (zelena), C — akrozom znadeny lektinem PNA (Cervend), D — slozeny obrazek (DAPI, 5C5, PNA),
E — negativni kontrola pouze se sekundarni protilaitkou (DAPI, PNA), bila Sipka ukazuje spravné fixovanou
spermii, ¢ervena Sipka ukazuje poSkozeny akrozom, zvétseni 400x, méfitko 10 pm
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5.3 Detekce proteinu Rab-2A v extraktech spermii

Pro charakterizaci a separaci proteinti spermii byla pouzita SDS elektroforéza (kap. 4.2)
arozdélené proteiny byly poté pieneseny na membranu metodou Western blot (kap. 4.3)
Membrana byla nasledné pies noc inkubovana s protilatkou 5C5 proti proteinu Rab-2A. Pro
kontrolu nanaSky proteini ve vzorku spermii byla pouzita protilatka proti a-tubulinu.
Membrana slouzici pro negativni kontrolu byla ponechana bez protilatky. Byla provedena
detekce proteinu Rab-2A v extraktech epididymalnich, ejakulovanych, kapacitovanych
a akrozomov¢ zreagovanych spermii. Pokud neni uvedeno jinak, vSechny vzorky spermii
pochazeji od kancli plemene Landrace. Vzorky byly pfipraveny v neredukujicich podminkach.

Protein Rab-2A byl detekovan v extraktech z epididymalnich spermiich, jak je
zobrazeno na obrazku 16A. Vzorky byly v tomto piipad¢ ptfipraveny také v neredukujicim
prostiedi. Na epididymalnich spermiich detekce odhalila ¢tyti izoformy Rab-2A (21, 24, 27
a 31 kDa). Na obrazku 16B je ukazana kontrolni detekce a-tubulinu (50 kDa) a obrazek 16C
zobrazuje negativni kontrolu, kdy byla membréana inkubovana pouze se sekundarni protilatkou.
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Obrazek 16 Imunodetekce proteinu Rab-2A v extraktu epididymalnich spermii pomoci mysi protilatky 5C5
(A), pozitivni kontrola detekci a-tubulinu (B), negativni kontrola po inkubaci pouze s mysi sekundarni
protilatkou (C)

Na obrazku 17A je zobrazena membrana, na niz je vidét detekce proteinu Rab-2A
pomoci protilatky 5C5 v proteinovych extraktech z ejakulovanych, kapacitovanych
a akrozomové zreagovanych spermii. Ze snimku je patrné, Ze v ejakulovanych i kapacitovanych
spermiich byly detekovany ¢tyfi izoformy proteinu (21, 24, 27 a 31 kDa), zatimco ve spermiich
po akrozomalni reakci zistaly pouze tii izoformy (21, 24 a 27 kDa). Na obrazku 17B je ukazana
kontrolni detekce a-tubulinu (50 kDa) a obrazek 17C zobrazuje negativni kontrolu, kdy byla
membrana inkubovana pouze se sekundarni protilatkou.
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Obrazek 17 Imunodetekce proteinu Rab-2A v extraktech spermii pomoci mysi protilatky 5C5 (A), pozitivni
kontrola detekci a-tubulinu (B), negativni kontrola po inkubaci pouze s mysi sekundarni protilatkou (C):
1 — ejakulované spermie, 2 — kapacitované spermie, 3 — spermie po akrozomalni reakci

Pro vyhodnoceni zastoupeni proteinu Rab-2A Vv ejakulovanych, kapacitovanych
a akrozomové zreagovanych spermiich byla provedena denzitometrickd analyza, jejiz vysledky
jsou znazornény v grafu 1. Graf ukazuje hodnoty priméru signalu protilatky 5C5 reagujici
s proteinem Rab-2A ze 3 méfeni v extraktech spermii vztazeného k signalu protilatky proti
a-tubulinu. Nejvyssi vyskyt Rab-2A byl detekovan v ejakulovanych spermiich. Pokles
V mnozstvi proteinu v akrozomove zreagovanych spermiich byl viditelny, ale nebyl statisticky
vyznamny kvuli velké smérodatné odchylce a malému poctu opakovani (p>0,05).
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Ejakulované spermie Kapacitované spermie Spermie po AR

Graf 1 Prumér intenzity signalu protilatky SC5 proti proteinu Rab-2A vztaZzeného k detekei a-tubulinu
v extraktech z ejakulovanych spermii, kapacitovanych spermii a spermii po akrozomalni reakci (AR)
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Detekce proteinu Rab-2A byla provedena i v redukujicich podminkéach, jak je vidét na
obrazku 18. Tato membrana zobrazuje imunodetekci Vv extraktech ejakulovanych
a kapacitovanych spermiich kance plemene Duroc a kance plemene Landrace. Mezi obéma
plemeny nebyly pozorovany zadné signifikantni rozdily v mnozstvi proteinu Rab-2A. Na rozdil
od dvou membran vyse, které obsahovaly vzorky plemene Landrace, v§ak byly v tomto pfipadé
detekovany na ejakulovanych i kapacitovanych spermiich plemene Duroc jen dvé izoformy
Rab-2A (24 a 27 kDa). Na ejakulovanych i kapacitovanych spermiich plemene Landrace byly
detekovany opét vSechny Ctyti izoformy (21, 24, 27, 31 kDa). Jako pozitivni kontrola byla
pouzita detekce a-tubulinu.
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Obrazek 18 Imunodetekce proteinu Rab-2A v extraktech spermii pomoci mysi protilatky 5C5 (A) a pozitivni
kontrola detekei a-tubulinu (B): 1 — ejakulované spermie Duroc, 2 — kapacitované spermie Duroc,

3 — ejakulované spermie Landrace, 4 — kapacitované spermie Landrace
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5.4 Detekce proteinu Rab-2A v povrchovych proteinech spermii

Za tUcelem cilené izolace povrchovych proteind (kap. 4.1.4) byly ejakulované spermie
biotinylovany ptes -NH2 skupiny aminokyselin proteinti pfitomnych na plazmatické membrané
spermii. Teprve poté doslo k lyzaci spermii inkubaci s lyza¢nim pufrem. Po lyzaci byla pouzita
afinitni kolonka s avidinem, ktery vychytava proteiny s biotinylacni znackou. Poté byla
kolonka proplachnuta redukujicim vzorkovym pufrem, ¢imz doslo k pferuSeni disulfidickych
vazeb a oznacené proteiny byly uvolnény. V takto ptipraveném vzorku obsahujicim povrchové
proteiny spermii byl po separaci a elektroptenosu detekovan pomoci protilatky protein Rab-2A.
Jako kontroly byly pouzity vzorky extraktu ejakulovanych spermii, pelety biotinylovanych
spermii po lyzaci, lyzat biotinylovanych proteinii a avidinem nezachycené proteiny. VSechny
vzorky byly pfipraveny v redukujicim vzorkovém pufru.

Vysledky detekce jsou zobrazeny na obrazku 19. Ctyfi izoformy proteinu Rab-2A (21,
24, 27 a 31 kDa) byly detekovany kromé extraktu ejakulovanych spermii i v peleté spermii po
inkubaci s lyza¢nim pufrem a dvé ztéchto forem (24 a 27 kDa) také v lyzatu biotinem
znaCenych proteinti. Navzdory pifedpokladu vsak protein Rab-2A nebyl detekovan mezi
povrchovymi proteiny zachycenymi avidinem a ani na povrchovych proteinech avidinem

nezachycenych.
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Obrazek 19 Imunodetekce proteinu Rab-2A v povrchovych proteinech ejakulovanych spermii pomoci mysi
protilatky 5C5: 1 — ejakulované spermie, 2 — peleta biotinylovanych spermii po lyzaci, 3 — lyzat obsahujici
biotinem znacené proteiny, 4 — povrchové proteiny zachycené avidinem, 5 — avidinem nezachycené proteiny
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5.5 Imunoprecipitace

Pro cilenou izolaci proteinu Rab-2A z lyzatu spermii byla provedena imunoprecipitace (kap.
4.1.5). Promyté ejakulované spermie byly nejprve lyzovany Vv lyzaénim pufru s pfidavkem
proteazovych inhibitori. K lyzatu byla nasledn¢ pifidana protilaitkou 5C5 a po inkubaci
agarézové kulicky s konjugovanym proteinem A/G pro vychytani precipitatu. Jako kontroly
byly pouzity vzorky extraktu ejakulovanych spermii, peleta spermii po lyzaci, vstupni lyzat,
imunoprecipitat bez ptidané protilatky, proteiny nezachycené proteinem A/G po inkubaci
s protilatkou, proteiny nezachycené A/G proteinem bez protildtky a protilatka 5C5 se
vzorkovym pufrem. VSechny vzorky byly pfipraveny v neredukujicim vzorkovém pufru.

Na obrazku 20 je zobrazena membréana se vzorky s rozdélenymi proteiny detekovana
pomoci protilatky 5C5 proti proteinu Rab-2A. Nanaska vzorku extraktu ejakulovanych spermii
na gel byla pravdépodobné piili§ mala, a neni tedy viditelna detekce proteinu Rab-2A. Rab-2A
byl detekovan pouze v peleté po lyzaci, ale nikoliv v imunoprecipitatu. Pouzity lyza¢ni pufr
pravdépodobné nebyl dostate¢né efektivni pro izolaci proteinu Rab-2A, a proto nebyla ani
imunoprecipitace uspésna.
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Obrazek 20 Imunoprecipitace proteinu Rab-2A z lyzatu ejakulovanych spermii pomoci mysi protilatky 5C5:
1 — ecjakulované spermie, 2 — peleta spermii po lyzaci, 3 — lyzat, 4 — imunoprecipitat s protilatkou,
5 — imunoprecipitat bez protilatky, 6 — nezachycené proteiny s protilatkou, 7 — nezachycené proteiny bez
protilatky, 8 — protilatka 5C5
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5.6 Detekce proteinu Rab-2A v perinuklearni théce

Zatcelem potvrzeni hypotézy, Ze protein Rab-2A se nachazi v perinuklearni théce (PT) spermii
(Mountjoy et al. 2008), byla provedena extrakce proteini PT (kap. 4.1.6) a nasledna
imunodetekce na membrané. Jako kontrola byly pouzity extrakt ejakulovanych spermii, extrakt
vnitinich akrozomalnich membran a extrakt jader spermii, meziprodukty izolace proteinti PT.
Na obrazku 21A lze vidét, ze na ejakulovanych spermiich byly opét detekovany ¢étyti izoformy
Rab-2A (21, 24, 27 a 31 kDa), zatimco v extraktech vnitinich akrozomalnich membran, jader
spermii a iontové vazanych proteini PT byla detekce negativni. V extraktu kovalentné
vazanych proteinti PT byly detekovany dvé izoformy proteinu Rab-2A (21 a 24 kDa). Jako
pozitivni kontrola izolace proteinti PT byl detekovan histon H2B (obr. 21B) o molekulové
hmotnosti 14 kDa. Histon H2B byl detekovan v extraktu ejakulovanych spermii, jader spermii
i v extraktu kovaletné vazanych proteint PT.

kDa 1 2 3 4 5 kDa 1 2 3 4 5
250— -
120= 120~
100— 100—
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15— . «—14
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A B

Obrazek 21 Imunodetekce proteinu Rab-2A v perinuklearni théce pomoci mysi protilatky SC5 (A), pozitivni
kontrola detekci histonu H2B (B): 1 - ejakulované spermie, 2 — vnitini akrozomalni membrany, 3 — jadra
spermii, 4 — iontové vazané proteiny PT, 5 — kovalentné vazané proteiny PT

43



5.7 Detekce proteinu Rab-2A v tkanich

Imunodetekce proteinu Rab-2A byla provedena rovnéz v extraktech tkani varlete a hlavy, téla
a ocasu nadvarlete. Casti tkani byly homogenizovany a lyzovany (kap. 4.1.7) a vzorky byly
ptipraveny v redukujicim i neredukujicim pufru. V obou pfipadech vSak detekce byla
neuspésna. Jak je mozné vidét na obrazku 22A, ktery zobrazuje vysledky imunodetekce na
extraktech tkani v redukujicich podminkach, protein Rab-2A se nepodafilo detekovat v zadné
tkani. Detekce o-tubulinu (obr. 22B) na membrané piedstavujici pozitivni kontrolu nanasky
proteint byla velmi slaba, coz naznacuje mozny problém s nedostate¢nou lyzaci vzorkd.

kDa 1 2 3 4 kDa 1 2 3 4 kDa 1 2 3 4
250— 250— 250—
150— 150~ 150—
100— 100— 100~
75— 75— 75—
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50— 50— «—50 50—
37— 37— 37—
25— 25— 25~
20— 20—~ 20—
15— 15— 15—~
10— 10— 10—

A B C

Obrazek 22 Detekce proteinu Rab-2A v extraktech tkani pomoci mysi protilatky 5C5 (A), pozitivni kontrola
detekcei a-tubulinu (B), negativni kontrola po inkubaci pouze s mysi sekundarni protilatkou (C): 1 — testes,
2 — caput epididymis, 3 — corpus epididymis, 4 — cauda epididymis
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5.8 Lokalizace proteinu Rab-2A v tkanich reprodukénich organi

Pomoci neptimé fluorescencni mikroskopie byla provedena lokalizace proteinu Rab-2A ve
varleti a v ocasu nadvarlete. Kryofezy varlete nebyly kvalitni, a tedy pouzitelné pro detekci
Rab-2A v této praci. Na obrazku 23 jsou zobrazeny snimky kryofezii nadvarlete (kap. 4.5.2) po
inkubaci s protilatkou 5C5 proti proteinu Rab-2A. Pro vizualizaci byla pouzita sekundarni
protilatka konjugovana s Alexa 488 (zeleny signal) a nasledné bylo pouzito montovaci médium
s DAPI znacici jadra bunék modfe. Signal reakce s protilatkou byl detekovan na spermatickych
buiikach v lumen nadvarlete. Zadny viditelny signil nebyl detekovan v sekreénim epitelu
nadvarlete.

Obrazek 23 Imunolokalizace proteinu Rab-2A v cauda epididymis pomoci protilatky 5C5: Sp - spermatické
butiky, SE — sekre¢ni epitel, V — vazivo, zvétseni 100x (A), zvétseni 400x (B), métitko 100 um
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5.9 Vazebna studie

Za Ucelem zjisténi, zda protein Rab-2A hraje roli ve vazbé spermie na ZP oocytu, byla
provedena blokace vazby spermie na oocyt se ZP pomoci mysi monoklonalni protilatky 5CS5.
Kapacitované spermie byly inkubovany s protilatkou 5C5 proti Rab-2A, a poté nasledovala
inkubace spermii s oocyty (kap. 4.6). Jako kontrola blokace vazby byly spermie a oocyt
inkubovany s mysimi IgG. Kapacitované spermie bez inkubace s 5C5 nebo IgG byly pouzity
jako pozitivni kontrola vazby spermii na oocyt. Byly provedeny dva pokusy. Na obrazku 24
jsou zobrazeny prolnuté snimky oocytd po inkubaci se spermiemi z fluorescen¢niho
a svételného mikroskopu. Ze snimkt by se dalo usuzovat, Ze protilatka proti Rab-2A ¢astecné
blokuje vazbu spermii na oocyt ve srovnani s kontrolnimi vzorky. Oocyty vSak nezraly do
pozadovaného stadia metafaze II, a bylo by tedy potiecba experiment zopakovat pro
jednoznacny vysledek.

A

Obrazek 24 Detekce blokace vazby spermii na oocyt: A — oocyt a spermie inkubované s protilatkou proti Rab-2A
znacené DAPI, B - oocyt a spermie inkubované s IgG znacené DAPI, C — NK, oocyt a spermie znac¢ené DAPI

Tabulka 1 znazorfiuje primérné pocty spermii navazanych na oocyty z obou opakovani.
Spermie byly spocitany pro kazdy oocyt ze skupin pozitivni kontroly vazby, IgG a protilatky
5C5 proti Rab-2A. V obou experimentech byly ve skupiné s protilatkou 4 oocyty
a v kontrolnich skupinach 2 oocyty. Primérné nejvice spermii bylo navazano na oocyty ve
skupiné s ptidanym IgG. Oocyty z kontrolni skupiny mély navazanych vice spermii nez oocyty
ze skupiny s protilatkou 5C5. Vzhledem k malému poctu oocyti ve skupinach nebyly
experimenty statisticky vyhodnoceny.

Tabulka 1 Pramérné poéty spermii navazanych na oocyty

5C5 IgG Kontrola
Pocet spermii 55 220 112
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6 Diskuze

Protein Rab-2A je mala GTPéaza z rodiny Rab proteint, které jsou dulezitymi molekulami
intracelularniho vezikularniho transportu (Stenmark & Olkkonen 2001). Rab-2A byl dosud
lokalizovéan v raznych tkanich, v nichz se icastni mnoha signalnich drah a plni nejraznéjsi
funkce (Tisdale et al. 1992; Sugawara et al. 2014; Takata et al. 2016). Na spermiich byl v§ak
tento protein objeven teprve neddvno a jeho funkce zatim nebyla uspokojivé popséana
(Mountjoy et al. 2008; Zigo et al. 2015). Studium proteinu Rab-2A se zamé&fuje na jeho roli ve
spermatogenezi (Mountjoy et al. 2008), v soucasnosti je zkouman také jeho mozny piinos
jakozto markeru plodnosti (Kwon et al. 2015a) a v neposledni fad¢ je vénovana pozornost jeho
moznému zapojeni do vazby na zona pellucida oocytu (Zigo et al. 2015).

V experimentech v ramci této diplomové prace jsme pro detekci a lokalizaci proteinu
Rab-2A na kancich spermiich i v reproduk¢nich tkanich pouzivali primarni monoklonalni
protilatku 5C5. Protilatka 5C5 byla pfipravena imunizaci mysi pomoci povrchovych proteinil
izolovanych z ejakulovanych spermii prasete. Specifita protilatky byla potvrzena pomoci
imunoprecipitace proteinu Rab-2A z lyzatu spermii a imunoprecipitOvany protein byl
identifikovan jako Rab-2A pomoci hmotnostni spektrometrie (Zigo et al. 2015).

Za pomoci nepiimé fluorescenéni mikroskopie jsme provedli lokalizaci proteinu
Rab-2A na epididymalnich spermiich izolovanych zocasu nadvarlete, na spermiich
ejakulovanych a kapacitovanych a na spermiich po indukci akrozomalni reakce (AR). Pro
lokalizaci proteinu ve spermiich byly tyto spermie permeabilizovany a fixovany na sklicku
pomoci acetonu a metanolu. Z vysledkid bylo patrné, ze epididymalni spermie byly znaéné
poskozené. Kanec, od které¢ho byly tyto spermie ziskany, vykazoval 20 % patologickych
spermii. Pfesto vSak byl v akrozomalni oblasti epididymalnich spermii jasné¢ detekovan
fluorescenéni signal znadici pfitomnost Rab-2A. V oblasti akrozomu byl Rab-2A lokalizovan
I v ejakulovanych a in vitro kapacitovanych spermiich. U spermii po indukci AR bylo ziejmé,
ze fluorescenc¢ni signal je viditelny pouze na spermiich, u kterych AR neprob¢hla, zatimco
spermie, které jiz nemély akrozom, byly zcela bez signalu. Z nasich vysledki tedy vyplyva, ze
Rab-2A se ve spermiich prasete ve vSech fazich vyvoje vyskytuje pouze v oblasti akrozomu.
Kwon et al. (2015b) i Bae et al. (2019) protein lokalizovali i na bi¢iku spermii, a to jak kancich,
tak mysich. Tento rozdil vSak mize byt zplsoben pouzitim jiné protilatky v téchto dvou
studiich, ktera rozpoznava odli$ny epitop proteinu Rab-2A, piipadné lokalizace proteinu
v mySich spermiich mtze byt odlisna.

Co se tyka presné lokalizace Rab-2A na hlavi¢ce kancich spermii, ptredpokladali jsme,
Ze protein je pifitomen jak uvnitt akrozomu, tak na povrchu hlavicky spermii, podobné jako
protein proakrozin/akrozin s vazebnou aktivitou k ZP. Ten byl popsan uvniti akrozomu a na
vnitini akrozomalni membrané, a piedpokladd se tedy jeho role jako receptoru béhem
sekundarni vazby na ZP (Jones & Brown 1987; Jones et al. 1988). Pozd¢ji byl vsak lokalizovan
1 na povrchu plazmatické membrany kancich a lidskych spermii, kam se pravdépodobné
relokalizuje z akrozomalni matrix béhem kapacitace, a mohl by tedy hrat roli i béhem primarni
vazby na ZP (Tesatik et al. 1988; Kongmanas et al. 2015; Tanphaichitr et al. 2015; Zigo et al.
2013; 2015). Zigo et al. (2015) za pouziti imunofluorescence lokalizovali protein Rab-2A na
povrchu nepermeabilizovanych epididymalnich, ejakulovanych i kapacitovanych spermii,
pficemz na kapacitovanych spermiich byl fluorescen¢ni signal nejsilné;jsi. Pokusili jsme se tedy
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také lokalizovat Rab-2A na povrchu spermii pomoci nepiimé fluorescen¢ni mikroskopie. Pro
tento ucel byla zvolena metoda vazby protilatky ptimo na spermie v suspenzi. Béhem piipravy
vzorkl v§ak doslo k poskozeni akrozomt spermii a pfi hodnoceni nebyly nalezeny téméf zadné
spermie bez neposkozeného akrozomu. Zbylé spermiec tak nebylo mozné hodnotit. Pro
lokalizaci Rab-2A na povrchu spermii byly pfipraveny také vzorky spermii fixovanych
paraformaldehydem v suspenzi. Touto metodou by mélo dojit k zafixovani bunky bez
permeabilizace, a tim znemoznéni piistupu protilatky dovniti do bunky. Protilatka by tedy méla
znalit epitopy pfistupné pouze na povrchu. Z vyslednych snimkid vSak bylo patrné, Ze
pravdépodobné doslo k ¢astecné permeabilizaci membrany, nebot’ byl detekovan signal vazby
PNA lektinu znacici vnéj$i akrozomalni membranu. Tento pfistup tedy nepotvrdil, Ze je protein
Rab-2A lokalizovan na povrchu spermie. Divodem, pro¢ se nam nepovedlo protein na povrchu
spermii detekovat, by mohlo byt také to, Ze epitop interagujici s protilatkou 5C5 se muze
nachdzet na N-konci molekuly blizko membrény, a neni tedy pro protilatku dostatec¢né
piistupny.

Za Ucelem zjisténi, zda se protein Rab-2A nachézi na povrchu plazmatické membrany
spermii, a mohl by tak hrat roli v primarni vazbé spermie na ZP oocytu, byla vyuzita také
imunodetekce na biotinem znacenych povrchovych proteinech ejakulovanych spermii. Rab-2A
vSak nebyl mezi povrchovymi proteiny detekovan. Zigo et al. (2015) detekovali Rab-2A pouze
Vv lyzatu povrchovych proteinti z in vitro kapacitovanych spermii, nikoliv ejakulovanych, a to
jen jeho 24-kDa izoformu. Protilatka vSak byla produkovana na zakladé imunizace mysi
povrchovymi proteiny prave z ejakulovanych spermii. Nabizi se tedy otazka, zda nemohly byt
spermie pfi izolaci proteinti pro vyrobu protilatky poSkozeny a do izolovanych povrchovych
proteint se dostal i Rab-2A z akrozomu spermie. Dalsi moznosti je, ze mnozstvi Rab-2A na
povrchu spermii je velmi malé a mysi po imunizaci sice zareagovaly, protoZe byl protein vysoce
imunogenni, ale imunodetekce ho nezachytila. Nicméné nas imunoprecipiténi experiment byl
proveden pouze jednou a bylo by vhodné ho zopakovat.

Dale jsme provedli imunodetekci proteinu Rab-2A v extraktech spermii v riznych
fazich jejich posttestikularniho vyvoje. Rab-2A byl detekovan ve spermiich epididymalnich,
ejakulovanych a kapacitovanych, a ve spermiich po indukci akrozomalni reakce. V extraktech
epididymalnich, ejakulovanych i kapacitovanych spermiich se nam podatilo detekovat Ctyti
izoformy Rab-2A o molekulové hmotnosti 21, 24, 27 a 31 kDa. Pfitomnost vice izoforem
proteinu miize byt dana hypervariabilitou jeho C-koncové oblasti (Pereira-Leal & Seabra 2000;
Zigo et al. 2015). Na spermiich po akrozomalni reakci byly detekovany pouze tti izoformy
0 molekulové hmotnosti 21, 24 a 27 kDa. Pomoci denzitometrické analyzy bylo vyhodnoceno
zastoupeni proteinu v ejakulovanych, kapacitovanych a akrozomove zreagovanych spermiich.
Z nasich vysledkt vyplyva, Ze protein Rab-2A ubyva viditelné az v extraktu spermii po
akrozomalni reakci. Ubytek proteinu byl viditelny, ale nebyl signifikantni, nebot bylo
provedeno malo opakovani a byla zjisténa velka smérodatnd odchylka. Zigo et al. (2015)
pomoci imunodetekce na membrané detekovali signal protilatky znacici Rab-2A silngjsi na
kapacitovanych nez na ejakulovanych spermiich. Siln&jsi signal na kapacitovanych spermiich
pozorovali 1 pfi pouZiti nepiimé fluorescencni mikroskopie, jeji vysledky vSak nebyly
vyhodnoceny analyzou obrazu. Nase vysledky vyrazné vyssi signal u kapacitovanych spermii
nepotvrdily. Ostatni studie pozorovali naopak ubytek Rab-2A po kapacitaci na mySich
spermiich (Bae et al. 2019) i na kanc¢ich spermiich Kwon et al. (2014). Kwon et al. (2014)
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predpokladaji, ze snizena exprese Rab-2A na kapacitovanych spermiich by mohla naznacovat,
ze se Rab-2A po kapacitaci podili na strukturalni modifikaci akrozomu k indukci akrozomalni
exocytozy. To bylo prokazano u Rab-3A, ktery je lokalizovan v akrozomalni oblasti hlavicky
spermie a funguje jako induktor akrozomalni exocytdzy u lidskych spermii (Yunes et al. 2000).

Rab-2A byl v nasem experimentu slabé detekovan i v extraktu spermii po akrozomalni
reakci, konkrétné izoformy 21, 24 a 27 kDa, izoforma 31 kDa po AR mizela. Z vysledki
nepiimé fluorescencni mikroskopie vSak bylo patrné, ze Rab-2A byl po indukci akrozomalni
reakce pritomen pouze na spermiich, u kterych akrozomalni exocytdza neprobéhla. Dalo by se
tedy predpokladat, ze signal v extraktech spermii po akrozomalni reakci by mohl pochézet od
spermii, které AR neprod¢laly, a tedy na nich zistal akrozom. Zaroven vSak signdl muze
Caste¢né pochazet z proteinu vazaného v perinuklearni théce, ve které jsme detekovali 21-kDa
a 24-kDa izoformy Rab-2A, jak je nize diskutovano. Abychom mohli jednozna¢né potvrdit
nebo vyvratit pfitomnost Rab-2A na spermiich po AR, museli bychom vyuzit napiiklad metodu
FACS (Fluorescent Activated Cell Sorting), coz je typ pritokové cytometrie pro téidéni
(sorting) jednotlivych bun¢k (Tao et al. 1993), a rozttidit spermie s akrozomem a spermie bez
akrozomu. AZ poté by bylo mozné provést imunodetekci na spermiich prokazatelné bez
akrozomu a zjistit, zda se v jejich extraktu Rab-2A vyskytuje. Metodu FACS bychom ostatn¢
mohli pouzit i pro vytfidéni spermii, které prokazateln¢ prosly kapacitaci, a tak definitivné
potvrdit ¢i vyvratit pritomnost nékterych izoforem Rab-2A na kapacitovanych spermiich.

Kwon et al. (2015b) pomoci komeréni polyklonalni anti-Rab-2A protilatky (Amersham,
UK) detekovali pouze jednu izoformu Rab-2A o molekulové hmotnosti 24 kDa. Bae et al.
(2019) detekovali v mysich spermiich také jen jednu izoformu Rab-2A, v tomto piipadé
0 molekulové hmotnosti 25 kDa, pii¢emz pouzili krali¢i polyklonalni protilatku (ab154729;
Abcam, UK), ktera byla pfipravena proti rekombinantnimu fragmentu odpovidajicimu oblasti
1-177 AMK proteinu Rab-2. Zigo et al. (2015) pomoci mysi monoklonalni protilatky 5C5 na
spermiich detekovali dvé izoformy proteinu Rab-2A o0 molekulové hmotnosti 24 a 27 kDa, my
jsme pomoci stejné protilatky detekovali ¢tyfi izoformy o molekulové hmotnosti 21, 24, 27
a 31 kDa. Divodem tohoto rozdilu by mohla byt nami pouzita citlivéj$i kamera pro snimani
detekce nebo plemeno, od néhoz byly spermie odebrany. Nase spermie pochazely od plemene
Landrace. Kdyz jsme pro zajimavost srovnali tyto spermie se spermiemi plemene Duroc, zjistili
jsme, Ze zatimco na spermiich plemene Landrace jsme detekovali vSechny ¢tyfi izoformy, na
plemeni Duroc byly pfitomny pouze izoformy o molekulové hmotnosti 24 a 27 kDa, coz
koresponduje s vysledky detekce ve studii od Zigo et al. (2015). Je tedy otazkou, jaké plemeno
pro svou studii vyuzili.

Za Gcelem izolace vSech izoforem proteinu Rab-2A pfitomnych v kan¢ich spermii byla
provedena metoda imunoprecipitace pomoci protilatky 5C5 podle Zigo et al. (2015).
Imunoprecipitace vSak nebyla tspésna, nebot’ Rab-2A byl detekovan pouze v peleté po lyzaci
spermii, nikoliv v imunoprecipitatu. Divodem mohlo byt, Ze zatimco Zigo et al. (2015) ve své
studii pouzili RIPA pufr, my jsme pouzili lyza¢ni pufr urCeny pro imunoprecipitace, ktery
pravdépodobné nebyl dostatecné G€inny pro izolaci proteinu Rab-2A ze spermii.

Mountjoy et al. (2008) jako prvni lokalizovali protein Rab-2A v subakrozomalni vrstveé
perinuklearni théky byc¢ich spermatid. Za pouziti jedné vlastni polyklonalni protilatky
produkované imunizaci kralikti alkalickym extraktem PT a dvou komerénich polyklonalnich
protilatek P19 a Q13 (Santa Cruz Biotechnology, USA) vyrobenych proti syntetickym
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oligopeptidovym sekvencim z jedinetné C-koncové oblasti Rab-2A detekovali 24-kDa
izoformu Rab-2A. Pomoci elektronové mikroskopie se jim podafilo lokalizovat Rab-2A na
cytozolické stran¢ vnitini akrozomdalni membrany, v niz je ukotven prenylaci. Béhem
spermiogeneze Rab-2A postupné mizi z povrchu vnéjsi akrozomalni membrany, ale zustava
zachovan v ekvatorialni oblasti vnéjsi akrozomalni membrany a pod vnitini akrozomalni
membranou, kde zustava jako soucast perinuklearni théky zralych spermii (Mountjoy et al.
2008; Oko & Sutovsky 2009). My jsme se Vv navaznosti na tento objev pokusili o detekci
Rab-2A v PT izolované z kancich ejakulovanych spermii. Shodné s pfedpokladem se nam
podaftilo detekovat Rab-2A pouze v extraktu kovalentné vazanych proteinti perinuklearni théky,
nikoliv mezi iontové vazanymi proteiny, nebot’ Rab proteiny jsou posttranslacné prenylovany
a jsou tedy kovalentn¢ ptipojeny k lipidim uloZenym ve vezikularni membrané (Mountjoy
et al. 2008). Z nasich vysledku za pouziti protilatky SC5 vyplyva, ze Rab-2A je v perinuklearni
théce ejakulovanych kancich spermii ptfitomen ve dvou izoforméch o molekulové hmotnosti 21
a 24 kDa a mohli bychom tedy spekulovat, ze i v kanéich spermiich se Rab-2A ucastni
biogeneze akrozomu b&hem spermatogeneze podobné jako je tomu u by¢ich spermii. V ramci
tohoto experimentu jsme provedli detekci Rab-2A i v extraktu proteinti izolovanych z vnitinich
akrozomalnich membran, a také v extraktu proteinli z jader spermii. V obou piipadech vsak
byla imunodetekce negativni.

Po shrnuti nasich vysledkti se zd4, Ze protein Rab-2A se nenachdzi na vnitini
akrozomalni membrané a na rozdil od Zigo et al. (2015) se nam ho nepodatilo detekovat na
plazmatické membrang. Je vSak pfitomen v perinuklearni théce a mohl by se nachézet ve vnéjsi
akrozomalni membrané nebo uvnitt akrozomu. Podle nasich vysledkt po akrozomalni reakci
ze spermii mizi 31-kDa forma Rab-2A, coz by mohla byt forma zakotvena ve vné&jsi
akrozomalni membrané nebo plazmatické membrang spermii. V akrozomalni matrix by protein
mohl byt pfitomen i ve volné formé, ktera je zkracena o geranylgeranylovy motiv na C-konci
molekuly, ktery je nutny pro jeji ukotveni v membrané (viz Pereira-Leal & Seabra 2000).
Abychom zjistili, kde pfesné se na spermii protein Rab-2A nachazi, mohli bychom v budoucnu
vyuzit metodu subcelularni extrakce nebo frakcionace jednotlivych membran (viz Jankovicova
et al. 2020). Rovnéz se nabizi lokalizace proteinu pomoci elektronové mikroskopie.

Plvod proteinu Rab-2A ve spermiich dosud nebyl uspokojivé objasnén. Zigo et al. (2015)
detekovali 24 i 27-kDa izoformu proteinu Rab-2A v epididymalni tekuting, a naznacili tak jeho
mozny puavod v nadvarleti. Rab proteiny jsou obvykle prenylovany, aby byly ukotveny
Vv membranach, a je tedy pravdépodobné, Ze sekrece Rab-2A do lumen epididymu se mize
uskute¢novat pomoci epididymalnich sekre¢nich vezikult, tzv. epididymozomi (Simpson et al.
2008; Zigo et al. 2015). Nekteré Rab proteiny jiz byly identifikovany v epididymozomech
z hlavy a ocasu nadvarlete u byku (Girouard et al. 2011). Zigo et al. (2015) se pokusili detekovat
protein Rab-2A v tekutin¢ kancich semennych vacku i v kan¢i semenné plazmé, nicméné
detekce byla v obou piipadech negativni. Nedavno se ovsem podafilo detekovat Rab-2A
Vv extracelularnich vezikulech izolovanych z berani semenné plazmy (Leahy et al. 2020). Utleg
et al. (2003) jiz diive objevili Rab proteiny také v prostazomech u lidi. V této praci jsme se za
ucelem zjisténi pivodu Rab-2A ve spermiich protein snazili detekovat v reprodukénich tkanich,
konkrétn¢ ve varleti a v hlave, té€le a ocasu nadvarlete. Imunodetekce proteinu Rab-2A vSak
nebyla usp&Sna v extraktech tkani ptipravenych jak v neredukujicich, tak v redukujicich
podminkach. Pomoci nepfimé fluorescenéni mikroskopie jsme se chtéli pokusit detekovat
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Rab-2A ve spermiich v ¢asnych stadiich spermatogeneze V semenotvornych kanalcich varlete,
ale bohuzel jsme méli neuspokojivy preparat kryofezu. Na fezech nadvarlete nebyl ve tkani
detekovan zadny signal. Viditelna byla pouze reakce protilatky v akrozomalni oblasti spermii
pritomnych v kanalku nadvarlete. Nezda se tedy, Ze by byl protein v tkanich piitomen. Dalo by
se tedy polemizovat, ze signal detekovany v epididymalni tekutiné ve studii od Zigo et al.
(2015) by mohl pochazet zuvolnénych proteini z poskozenych epididymalnich spermii.
Pfi¢inou nasi neuspé$né imunodetekce na membranach by vSak mohlo byt i nevhodné zvolené
extrakéni €inidlo pro pfipravu vzorki. Pro potvrzeni nepfitomnosti proteinu Rab-2A v tkanich
varlete a nadvarlete by proto bylo potieba provést experiment znovu za pouziti jiného
extrak¢éniho ¢inidla. Také by bylo vhodné provést v budoucnu imonudetekci proteinu Rab-2A
Vv izolovanych extracelularnich vezikulech epididymalni tekutiny a semenné plazmy.

Zigo et al. (2015) v navaznosti na svou uspé$nou detekci proteinu Rab-2A na povrchu
kan¢ich spermii a popsani jeho zona pellucida vazebné aktivity piedlozili hypotézu, ze Rab-2A
by se mohl podilet na vazb¢é spermie na oocyt. My jsme v této praci za Gcelem potvrzeni ¢i
vyvraceni této hypotézy provedli blokaci vazby spermie na oocyt pomoci protilatky u 5C5.
Spermie byly inkubovany s protilatkou a nasledné pfidany spolu s ni k oocytiim. Vazba spermii
na oocyt byla vyhodnocena na zaklad¢ poctu spermii navazanych na zona pellucida oocytu pod
fluorescenénim mikroskopem. Experiment byl proveden dvakrat a pokazdé byly hodnoceny
Ctyfi oocyty s navazanymi spermiemi. Jako kontrola byly vyhodnoceny oocyty inkubované se
spermiemi bez protilatky a oocyty se spermiemi inkubovanymi s IgG. Z vysledkt se dalo
soudit, Ze vazba spermii na oocyt byla do jist¢ miry zablokovana. Z takovych vysledka by
mohlo plynout, Ze protein Rab-2A nemusi byt klicovym receptorem pro vazbu na oocyt,
nicméné mohl by se na vazbé n&jakym zptisobem podilet. Oocyty pouzité v experimentech vsak
ani v jednom piipadé nedozraly do pozadovaného stadia metafaze II. Kvili malému poctu
oocytt k vyhodnoceni a nespravnému stadiu jejich vyvoje, které mohlo vazbu spermii na oocyt
ovlivnit, tak nelze vysledky této vazebné studie povazovat za smérodatné.

Tato diplomova prace je studii proteinu Rab-2A na kancich spermiich. Hlavni naplni této
prace byla lokalizace tohoto proteinu ve spermiich a studium jeho role ve vazbé na oocyt.
Z duvodu nedostatku ¢asu v souvislosti s aktualni situaci vSak nebyly vSechny experimenty
dostatecné zopakovany, aby mohly byt vysledky jednozna¢né vyhodnoceny. Piedevs§im
vazebna studie pak neprobé¢hla za idedlnich podminek, ani nemohla byt zopakovana, a vysledky
proto nemohou byt uspokojivé interpretovany.
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[ Zavér

Tato diplomova prace se zabyvala studiem proteinu Rab-2A v kanc¢ich spermiich. Vychazeli
jsme z hypotézy, ze protein Rab-2A se nachazi na kancich spermiich a hraje roli ve vazb¢ na
zona pellucida oocytu. Cilem této prace byla (1) detekce a lokalizace proteinu Rab-2A na
kancich spermiich a (2) blokace vazby spermii na zona pellucida oocytu pomoci protilatky.

Protein Rab-2A jsme pomoci protilatky 5C5 za pouziti nepfimé fluorescenéni
mikroskopie  lokalizovali v akrozomalni  oblasti  epididymalnich, ejakulovanych
a kapacitovanych spermii. Na spermiich po akrozomalni reakci nebyla viditelnd reakce
s protilatkou. Vysledky lokalizace Rab-2A v tkani ocasu nadvarlete byly negativni.

Imunodetekci proteinu Rab-2A v extraktech spermii pomoci protilatky SC5 jsme zjistili,
ze v kancich epididymalnich, ejakulovanych a kapacitovanych spermiich se vyskytuji ¢tyfi
izoformy Rab-2A 0 molekulovych hmotnostech 21, 24, 27 a 31 kDa. Z naSich vysledku
vyplyva, ze mnozstvi proteinu bylo viditelné snizeno ve spermiich po akrozomalni reakci, kde
byly detekovany pouze izoformy o molekulovych hmotnostech 21, 24 a 27 kDa. Ubytek
Rab-2A vsak nebyl statisticky vyznamny. Dv¢ izoformy (21 a 24 kDa) proteinu Rab-2A se nam
také podafilo detekovat v extraktech proteint perinuklearni théky spermii. Detekce Rab-2A
v extraktech tkani varlete a nadvarlete byla negativni.

Blokace vazby na zona pellucida zablokovanim proteinu Rab-2A na spermiich pomoci
protilatky 5C5 byla provedena pouze dvakrat a na malém mnozstvi oocyti. Role proteinu
Rab-2A ve vazb¢ spermie na oocyt tak nemohla byt jednozna¢né potvrzena, nicméné blokace
proteinu protilatkou snizila pocet spermii vazajicich se na oocyt.

Z vysledkli této diplomové prace vyplyva, Ze prvni Cast stanovené hypotézy
0 pfitomnosti proteinu Rab-2A na kanéich spermiich v riznych stadiich jejich maturace byla
potvrzena. Druhou ¢ast hypotézy piedpokladajici jeho roli ve vazbé na zona pellucida oocytu
bude nutné potvrdit dal§imi experimenty. Tato prace mize byt povazovana za predbéznou studii
proteinu Rab-2A ve vazbé kancich spermii na ZP, avSak do budoucna bude tfeba nékteré
experimenty zopakovat a ziskat vice podrobnéjSich dat, aby bylo mozné podat uspokojivé
zaveéry. Rovnéz bude potieba zaméfit se na detekci Rab-2A v extracelularnich vezikulech
epididymalni tekutiny a semenné plazmy.
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