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Detekce vybranych CD molekul v savCich spermiich

Souhrn

CD molekuly jsou antigeny pfitomné v bunéénych membranach imunitniho systému,
nicméné byly detekovany i na tkanich a buiikach reprodukéniho traktu, a to véetné gamet, kde
se mohou ucastnit udalosti vedoucich k jejich fuzi. Pfedkladana prace je zaméfena na dvé CD
molekuly patfici do rodiny proteint regulujicich komplement — CD46 a CD52. U proteinu
CD46 se predpoklada jeho role pfi fuzi gamet, pfipadné by mohl mit dilezitou funkci
pfi stabilizaci akrozomu. Protein CD52 je oznaCovan jako antigen asociovany s maturaci
spermie.

Prvnim cilem této diplomové prace byla lokalizace proteini CD46 a CD52 v kancich
a bycich spermiich a detekce téchto proteint v reprodukcnich organech kance a ve spermiich
obou druhi pomoci imunofluorescencnich aimunodetekénich metod. Dalsim cilem bylo
sledovani exprese gent pro uvedené proteiny v testikularni a epididymalni tkani kance. Data
byla statisticky vyhodnocena metodou ANOVA.

Protein CD46 jsme pomoci nepifimé imunofluorescencni mikroskopie lokalizovali
na vné&jsi akrozomalni membrané byci i kanci spermie. Na spermii po akrozomalni reakci byl
signal negativni. Dale byla pfitomnost CD46 potvrzena imunodetekci v proteinovém extraktu
(47 kDa) z ejakulovanych a kapacitovanych spermiich, pficemz signifikantné vyssi mnozstvi
proteinu jsme detekovali v kapacitovanych spermiich. Exprese genu pro protein CD46
v kanc¢ich reprodukénich organech byla pozitivni v festes, corpus a cauda epididymis, kdy
signifikantné nejvyssi relativni expresi genu CD46 jsme pozorovali v festes.

Protein CD52 jsme lokalizovali na celé hlavi¢ce kanci spermie se silngjSim signalem
v akrozomu a v ekvatorialnim segmentu. Ve spermii byka jsme protein lokalizovali v oblasti
akrozomu. V proteinovém extraktu z kancich ejakulovanych, kapacitovanych a akrozomalné
zreagovanych spermiich jsme imunodetekovali Ctyfi izoformy s molekulovou hmotnosti 17,
19, 21, 24 kDa. Imunodetekce byla provedena i pro extrakty proteini ziskanych metodou
frakcionace membran kancich spermiich. Detekovali jsme 19, 21 a 24kDa izoformu proteinu
ve frakci plazmatické membrany, ale i ve frakci vnéj$i a vnitini akrozomalni membrany, kde
byl signal slab$i. Imunodetekce proteinu CD52 v kancich reprodukénich organech byla
pozitivni pouze pro cauda epididymis, kde jsme detekovali pét izoforem o molekulové
hmotnosti 17, 19, 21, 24 a 26 kDa. Expresi genu CD52 jsme detekovali ve vSech Castech
epididymis atestes kance, pfiCemz signifikantné nejvyss$i relativni genova exprese byla
nalezena v cauda epididymis.

Z dosazenych vysledkd vyplyva, ze protein CD46 je ve spermii kance ibyka
pravdépodobné lokalizovan na vnéj$i akrozomalni membrané. Expresi tohoto proteinu jsme
nedetekovali ve spermiich po akrozomalni reakci. NaSe vysledky studia proteinu CDS52
naznaCuji, ze tento protein by mohl byt transferovan na plazmatickou membranu kanci
spermie béhem epididymalni maturace. Nicméné pro detailnéjsi analyzu fyziologické funkce
vybranych CD molekul je tieba praci doplnit o dalsi experimenty.

Klicova slova: CD46, CD52, epididymis, testes, genova exprese, kanec, byk, akrozomalni
reakce



Detection of selected CD molecules in mammalian
spermatozoa

Summary

CD molecules are antigens in the cell membranes of the immune system. However,
they have also been detected on tissues and cells of the reproductive tract, including gametes,
where they may participate in events leading to their fusion. The thesis presented is focused
on two CD molecules belonging to the family of complement regulating proteins - CD46
and CDS52. The CD46 is thought to play a role in gamete fusion or it might play an important
role in the stabilization of acrosome. The CD52 is also known as maturation-associated sperm
antigen.

The first aim of this diploma thesis was the localization of CD46 and CD52 proteins
in boar and bull sperm and the detection of these proteins in the boar reproductive organs
and the sperm of both species using immunofluorescence and immunodetection methods.
Another aim was to observe the gene expression of these proteins in the testicular
and epididymal tissue of the boar. The data were statistically evaluated by ANOVA.

We localized the CD46 on the outer acrosomal membrane of bovine and boar sperm
using indirect immunofluorescence microscopy. The signal was negative for sperm after
the acrosomal reaction. Furthermore, the presence of CD46 was confirmed
by immunodetection in a protein extract (47 kDa) from ejaculated and capacitated sperm with
significantly higher amounts of protein in capacitated sperm. In boar reproductive organs
expression of the CD46 gene was positive in testes, corpus, and cauda epididymis
with significantly highest relative gene expression in testes.

We localized the CD52 on the entire boar sperm head with a stronger signal
in the acrosome region and the equatorial segment. In bull sperm, we localized the protein
in the acrosome region. In a protein extract from ejaculated, capacitated, and acrosome-
reacted sperm of boar, we immunodetected four isoforms with a molecular weight of 17, 19,
21, 24 kDa. Immunodetection was also performed for protein extracts obtained by isolation
of sperm plasma and acrosomal membranes. We detected the 19, 21, and 24 kDa isoforms
in the plasma membrane fraction and also in the outer and inner acrosomal membrane
fractions, where the signal was weaker. Immunodetection of CD52 in boar reproductive
organs was positive only for cauda epididymis, where we found five isoforms with molecular
weights of 17, 19, 21, 24, and 26 kDa. CD52 gene expression was found in all segments
of the boar epididymis and testes. Significantly highest relative gene expression was detected
in the cauda epididymis.

The results show that the CD46 protein is probably localized on the outer acrosomal
membrane in boar sperm. We did not detect the expression of this protein in sperm after
the acrosome reaction. Our results of the CD52 study suggest that this protein could be
transferred to the plasma membrane of boar sperm during epididymal maturation. However,



for a more detailed analysis of the physiological function of selected CD molecules, it is
necessary to supplement the work with further experiments.

Keywords: CD46, CD52, epididymis, testes, gene expression, boar, bull, acrosome reaction



Obsah

1 Uvod 10
2 Védecka hypotéza a cile prace 11
3 Literarni reSerse 12
3.1 CD molekuly v reprodukci 12
3.2  Udalosti vedouci k fizi gamet 12
3.2.1  KAPACIEACE ..ottt 13
3.2.2  AKrozomalni r€aKCE......cceeverierierierienitenitesieeeieesie et 13
3.2.3  Molekuly Gcastnici se vazby na ZP .......ccccccevviviiiiiiiiiniiiiii 13
324 FUZE GAMEL ..ooeviiiieiiieieeeeeeee s 14
3.3 Tetraspaniny 15
3.3.1  MOIEKUIA CDO3 .....oeeieviieieeeiieieeieeeee ettt aesaeeneen 18
3.3.2  MOIeKula CD9 ......ooieiieeiieieeeeee ettt 19
3.3.3  Molekula CDS81 ....ooiiiiieiieiieeieeeeee ettt e 21
3.3.4  Molekula CDIS5T ..ooiiiiiiiiieeiteeee ettt 22
3.4  Integriny 22
3.4.1  MOIEKUIA CD29 ...ttt ettt ettt 23
342  MOIEKUIA CDA4 ...ttt s enen 24
3.5 Proteiny regulujici komplement 25
3.5.1  Molekula CD55 ....oiiiiiieieieeeeeeeee ettt 26
3.5.2  MOoleKula CDS59 ....ooiiiiieieiieeteete ettt 27
3.5.3  MOIeKUla CDA46 .....oooouiieeieeiieeiieete ettt 27
3.5.4  MOIEKUIA CDS52 ...ttt et 30
4 Metodika 32
4.1  Zpracovani biologického materiilu 32
4.1.1  ROZIMIaZENT SPEIMIL...ceruireirieieriirienieniereereie sttt sttt ere e 32
4.1.2  EjaKulovan€ SPErMIC ........ccceereeruerreruirienrenieniieiesentesiieeeseessesseeseesseeseessessenes 32
4.1.3  In vitro Kapacitace SPEITL ......eeveveueereruertertenierenreterereseeseeienssresaeseseesessessenees 33
4.1.4  Akrozomalni reakce SPEIrMil.......cocereveruereeieiiiniiiiiiiiiiniceeee e 33
4.1.5 Frakcionace membIran SPEIMIi.........ccoverueeeeierierereenienieneeeereiesneesesesaeeneens 33
4.1.6  PHPrava tkaAni.......ceeoueeiierienieiiieiieeceeceececec e 35
4.177  Tzolace RNA Z tKANC.......ccoooieiiieiiiieeieeieeeeieee ettt 36

4.2  Pouzité protilaitky pro imunodetekéni metody (imunodetekce, nepiima
imunofluorescen¢ni mikroskopie) 37
4.3  Nepfima imunofluorescenc¢ni mikroskopie 37

43.1 Lokalizace proteinii ve spermiich fixovanych na mikroskopickém sklicku.... 37
4.3.2 Lokalizace proteinii ve spermiich v suspenzi s naslednou fixaci na sklicko ... 38

4.4  SDS elektroforéza v polyakrylamidovém gelu (SDS-PAGE)........ccvvveureurnneen. 39
4.4.1 Priprava vzorku pro SDS-PAGE ......c.cccccoceviniiiiiiiniiiiiiciecie 39
442 SDS-PAGE......cciiieietieieeteeeee ettt ettt 39

4.5  Western blot (elektropienos) 40

4.6 Imunodetekce proteinu 41

4.7  Kvantitativni PCR 41
4.77.1  Reverzni transKriPCe ......ceveerveruieienienierieieieseeietesic et 41
4.7.2 Kvantitativini PCR (qPCR) ...ccuviiiiiiiiiiiiiieteeeeeeeccccciccccic e 42
4.7.3  Statistické vyhodnoceni dat..........ccccecveeverueririiniiiiniiiiiinee e 44

5 Vysledky 45

5.1 Protein CD46 45
5.1.1  Lokalizace proteinu CD46 ve spermiich ..........ccccoeviviniiviiciniininiinniiiiiienns 45
5.1.2  Detekce proteinu CD46 v extraktech spermii..........ccccoeeveerveieiiieinieieiiienene, 50
5.1.3 Detekce proteinu CD46 v testes a epididymis ..............cooeeveeeiniiniiiiiniinienns 53
5.1.4 Exprese genu pro protein CD46 v festes a epididymis.............cccoeveveveeenennns 54

5.2  Protein CD52 56




N=Ne N N\

5.2.1 Lokalizace proteinu CD52 ve Spermiich.........cccovevreevieeniienieniieneeneesieesieenen
5.2.2  Detekce proteinu CD52 v extraktech spermii.........ccccoveeeievieneninnienieneneenene,
5.2.3 Detekce proteinu CDS52 v testes a epididymis...........coceeveeveeveeeseeseeneeneenann.
5.2.4 Exprese genu pro protein CD52 v festes a epididymis ...........ccccecceeveeveeeneennen.
Diskuze

Zavér

Literatura

Seznam pouzitych zkratek a symbola







1 Uvod

Fertilizace je slozity proces, které¢ho se ucastni mnoho molekul, jejichz pfesna uloha
nebyla zatim vzdy zcela vysvétlena. CD molekuly jsou antigeny, které se vyskytuji v bunécné
membrané béhem urcité faze vyvoje bunék. Trebaze se CD molekuly vyskytuji prevazné
na buiikach imunitniho systému, nékteré jsou exprimovany ina tkanich abuikéach
reprodukéniho systému (Jankovicova et al. 2008; Fabryova & Simon 2009). Jedna se
predevsim o molekuly fadici se do skupin tetraspanint, integrinii a komplement regulujicich
proteini. Funkce téchto molekul byva spojovana s fuzi gamet, ale u vétSiny nebyla jejich
pfesnd role dosud specifikovana. Vyfazeni mysiho genu pro dany protein Casto vede
k subfertilite¢ ¢i uplné infertilit€¢ u tohoto modelu. Prikladem mohou byt tetraspaniny CD9
(Kaji et al. 2000) a CD81 (Rubinstein et al. 2006) a také protein regulujici komplement CD59
(Qin et al. 2003).

Komplement je soucasti vnitiniho imunitniho systému jedince a hraje dulezitou roli
v obrané€ organismu pied cizimi mikroorganismy. Pusobeni komplementu je regulovano
komplement regulujicimi proteiny, mezi které patfi i molekuly CD46 a CD52, které jsou
pfedmétem studia této diplomové prace. Protein CD46, kterému byla vénovana pomeérné
velka pozornost ivramci reprodukce, je lokalizovan na vnitfni akrozomalni membrané
spermie (Riley et al. 2002). N¢ekolik studii popisuje jeho funkci ve stabilit€¢ akrozomu (Inoue
et al. 2003, Frolikova et al. 2016). Protein CD52 ma odli§nou lokalizaci, ve spermii je
detekovatelny na plazmatické membrané€, na kterou je transferovan b&hem epididymalni
maturace, proto je povazovan za antigen asociovany s maturaci spermie (Kirchhoff 1996).
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2 Védecka hypotéza a cile prace

Na zakladé odborné literatury byly pro tuto diplomovou praci stanoveny dvé
hypotézy:
H1: Protein CD46 je lokalizovan na vnitini akrozomalni membrané spermie;
H2: Protein CD52 je transferovan na plazmatickou membranu spermie bé&hem
epididymalni maturace.

Cile prace:

1) Lokalizace proteini CD46 a CD52 v kancich a bycCich spermiich a detekce téchto
proteinu v reproduk¢nich organech kance a ve spermiich kance a byka.

2) Stanoveni exprese genu pro proteiny CD46 a CDS52 v testikularni a epididymalni
tkani kance.
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3 Literarni reSerse

3.1 CD molekuly v reprodukci

Zkratka CD oznacuje ,,cluster of differentiation”. Tento nazvoslovny systém vznikl
za uCelem nastoleni poradku v chaosu, ktery panoval na pocatku osmdesatych let minulého
stoleti. Imunologové vytvofili spoustu monoklonalnich protilatek reagujicich s povrchovymi
molekuly leukocytt, ale s riznou nomenklaturou. Vzhledem k absenci komparativnich studii
bylo Casto nemozné fict, zda je urcita molekula rozpoznavana vice nez jednou protilatkou
(Zola et al. 2007). Proto byla vétSina CD molekul definovana na zéakladé¢ skupin
monoklonalnich protilatek, které snimi reaguji avzijemné je od sebe odlisyji. CD
nomenklatura tak poskytuje nazvoslovny systém pro monoklonélni protilatky a povrchové
molekuly bunék, které rozpoznavaji. Umoziiuje tak nepostradatelnou klasifikaci pro
diagnostické a terapeutické ucely. Potadova Cisla pfiifazena k molekulam ale neposkytuji
informace o jejich struktufe ¢i funkci. Toto nazvoslovi, které puvodné slouzilo pouze pro
pojmenovani lidskych povrchovych molekul bunék, bylo vytvofeno organizaci International
Union of Immunological Societies (IUIS), ale vyuziva se i pro pojmenovani molekul dalSich
organismu. (Hofejsi et al. 2017; Engel et al. 2015).

CD molekuly jsou oznaCovany jako , diferenciacni antigeny“. Davodem je jejich
distribuce, ktera je Casto omezena na urcitou buriku nebo tkan. Tyto antigeny jsou v bunécéné
membrané po dobu specifické vyvojové periody nebo se zde vyskytuji az do naruseni bunécéné
membrany (Buc 2001). Mezi jednotlivymi CD antigeny je velka heterogenita ve sktruktuie
i funkci. VétSina je soucasti imunitnich funkci organismu. Jedna se o receptory pro antigeny,
glykoproteiny hlavniho histokompatibilniho komplexu, adhezivni molekuly, receptory pro
imunoglobuliny, receptory pro komplement, receptory pro lymphokiny a dalsi ristové
diferenciani faktory. V neposledni fadé¢ enzymy membran, transportni molekuly a dalsi
molekuly, jejichz struktura a exprese byla charakterizovana, ale funkce je stile neznama
(Barclay et al. 1997; Hortejsi et al. 2017).

Neékteré CD molekuly jsou také exprimovany na tkénich a bunkéach reprodukcniho
traktu. Jejich role vétSinou neni zcela objasnéna, ale predpoklada se podil na imunité
reprodukéniho systému. Novéjsi studie ukazaly, ze nékteré CD molekuly by se mohly ucastnit
samotného procesu fertilizace (Fabryova & Simon 2009). Fertilizace savcu je slozity proces,
ktery zacind vyvojem atransportem gamet Vv reprodukénim traktu samce i samice.
Po pfiblizeni spermie k oocytu v sami€im reprodukénim traktu nasleduje interakce mezi nimi.
Poté dochazi k fuzi gamet a vzniku zygoty (Talbot et al. 2003).

Nejdilezitéjsimi CD molekulami v procesu fertilizace jsou molekuly patfici
do superrodin tetraspanind, integrint a proteinti regulujici komplement (Fabryova & Simon
2009).

3.2 Udalosti vedouci k fazi gamet

Fertilizace je esencidlnim biologickym procesem a zahrnuje fadu molekularnich
interakci mezi oocytem aspermii (Wassarman et al. 2001; Evans 2012). Samotna fuze
haploidni spermie a oocytu je vrcholnou udalosti v procesu sav¢i fertilizace a umoziiuje vznik
nového, geneticky odlisného diploidniho organismu (Sutovsky 2009; Klinovska et al. 2014).
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V nasledujicich podkapitolach jsou strucné popsany biochemické procesy, kterymi
spermie prochazi a dale molekuly, které se UiCastni interakce gamet.

3.2.1 Kapacitace

Spermie nejsou po vstupu do samiciho reprodukcniho Ustroji schopny oplodnit oocyt,
proto je nutné, aby podstoupily nekolik biochemickych a fyziologickych zmén, které jsou
oznacovany jako kapacitace a vedou k ziskani schopnosti fertilizace (Visconti et al. 1998).
Béhem kapacitace jsou z plazmatické membrany odstranény takzvané dekapacitacni faktory
(Bedford & Chang 1962). Odstranéni téchto faktori zvysuje fluiditu plazmatické membrany
aumoziuje zvySeni permeability pro vapnik, chlorid a bikarbonatové ionty (Gangwar
& Atreja 2015). Nejdtilezitéj§im iontem pro kapacitaci je Ca>*, ktery slouzi jako aktivator
signalnich drah, které reguluji motilitu spermie (Finkelstein et al. 2020). Aktivace
rozpustnych adenylatcyklaz vede k tvorbé cyklického adenosinmonofosfatu (cAMP), ktery
aktivuje serin/threonin protein kindzu A (PAK). PAK spousti kaskadu proteinové fosforylace,
coz zahajuje indukci motility spermie (Chen et al. 2000). Dusledkem kapacitace je
hyperaktivace motility spermie a iniciace akrozomalni reakce (Saling et al. 1979; Florman &
First 1988).

3.2.2 Akrozomalni reakce

K iniciaci akrozomalni reakci spermie dochazi po vazb&é na zona pellucida (ZP;
extracelularni glykoproteinovy obal oocytu). Jedna se o klicovou udalost procesu fertilizace,
bez které neni spermie schopné proniknout skrz ZP a navézat se na plazmatickou membranu
oocytu. Beéhem akrozomalni reakce dochdzi kfuzi wvné&si akrozomélni membrany
s plazmatickou membranou spermie a poté k vyliti obsahu akrozomu. Dusledkem této reakce
je odhaleni vnitfni akrozomalni membrany pro sekundéarni vazbu gamet (Florman et al. 2008).
Nejdulezitejsi funkci akrozomalni reakce jsou pravé zmény ve spermatické membrané, diky
nimz dochazi k zpfistupnéni proteinti dilezitych pro vazbu a fizi gamet (Okabe 2016).

3.2.3 Molekuly ucastnici se vazby na ZP

Pocatkem oplozeni je vazba spermie na oocyt, respektive na ZP oocytu. Prvni kontakt
mezi spermii a ZP je nepevné spojeni, jedna se o nespecifickou vazbu mezi gametami. Teprve
poté nasleduje druhové specifickd vazba, akrozomalni reakce a sekundarni vazebny
mechanismus. Aby mohla byt uskute¢néna vazba gamet, musi spermie nejprve proniknout
skrze cumulus oophorus — vrstvou kumularnich bunék, které obklopuji oocyt (Van Soom
et al. 2002). Touto vrstvou jsou schopny penetrovat pouze kapacitované spermie s intaktnim
akrozomem. Pro penetraci je dulezita aktivita enzymu hyaluronidazy, ktery je lokalizovan
na plazmatické membrané hlavicky spermie (Lin et al. 1994).

U prasat byly popsany takzvané spermadhesiny, nizkomolekularni proteiny spermie
Ucastnici se primarni doCasné vazby spermie se ZP — takzvaného ,attachmentu® (Rodriguez-
Martinez et al. 1998). Mezi dalsi popsané receptory prasete pro vazbu ZP na spermii patii
i akrosin (Topfer-Petersen & Henschen 1987), zonadhesin (Hardy & Garbers 1995)
a lactadherin p47 (Zigo et al. 2015).
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Glykoprotein ZP2 je dilezity pro sekundarni vazbu gamet u lidi (Gupta et al. 2009)
amysi (Bleil et al. 1988), ale u prasat zatim nebylo prokazano, ktery glykoprotein zona
pellucida je zodpovédny za tuto vazbu (Tanphaichitr et al. 2007).

3.2.4 Fuaze gamet

Po sekundarni vazbé na ZP nasleduje samotna fuze pohlavnich bunék. Studie, které
zahrnovaly laboratorni zvirata s knock-outovanym genem odhalily, ze faktory, o kterych se
diive predpokladalo, ze jsou dulezité pro fertilizaci, nejsou nezbytné (Okabe 2015; Okabe
2018). Aktualni prehled molekul, které jsou pfitomné na oocytu nebo spermii a ucastni se
interakce gamet anasledné fuze jsou uvedeny v tabulce 1 nize. Tabulka byla prevzata
a upravena z review Siu et al. 2021.

Tabulka 1 Prehled molekul uicastnicich se interakce nebo fiize gamet (pfevzato a upraveno Siu et al. 2021)

Rok

Nazev proteinu .
objevu

Role v procesu fertilizace

- Exprimovan na povrchu oocytu (mys$i, prasat, krav) a béhem
vazby gamet dochazi k jeho akumulaci (u mysi)

CD9 1999 . . L .

- Mohl by modulovat integritu oocytarni membrany

- Presnarole ve fuzi gamet zustava neobjasnéna

- Po akrozomalni reakci dochazi k relokaci do ekvatorialniho
segmentu spermie (u mysi)

1ZUMO1 2005 .

UMO - Vazba s JUNO je zodpovédna za pocatecni vazbu gamet na

urovni PM

JUNO 2014 - Exprimovan na povrchu men‘.lbra'_ny oocytu a slouzi jako
receptor pro [ZUMO1 spermie

- Exprimovan spermii a po akrozomalni reakci je lokalizovan
SPACA6 2014 v ekvatorialnim segmentu mysi spermie
- Specificka role ve fuzi gamet neni objasnéna

- Lokalizovan v ekvatorialnim segmentu spermie mysi a byka
TMEM95 2014 - Umysi je esencialni pro fuzi gamet a sam¢i fertilitu
- Presnarole ve fuzi gamet zatim neni objasnéna

- Predpoklada se, ze je sekretovanym faktorem, ktery je
SOF1 2020 esencialni pro flizi gamet
- Jeho pfesna role je pfedmétem dalSich studii

- Utastni se fiize mysich gamet
FIMP 2020 - Pouze transmembranova forma je dulezita pro fertilizaci
- Role této molekuly stale neni zcela vysvétlena

- Udastni se fiize gamet (u my$i)

DCSTI/DCST2 | 2021 - Reguluyji stabilitu SPACA6

Uspé&snou fertilizaci prasat a krav pravdépodobng zajistuji i tetraspaniny CD9 a CDS8]1,
které jsou lokalizovany plazmatické membrané a veziklech perivitelinniho prostoru oocytu
(Jankovi¢ova et al. 2019). S témito tetraspaniny interaguje recepor JUNO, jehoz ligand
IZUMOI1 na spermii je zpfistupnén diky akrozomalni reakci. Protein [ZUMOI1 je zodpovédny
za fuzi plazmatickych membran spermie a oocytu u savcl (Inoue et al. 2005; Bianchi et al.
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2014). Tanihara et al. (2014) predpoklada, ze odhaleni proteinu IZUMO po akrozomalni
reakci vede ke zvySené penetraci spermie ooplasmou i u prasat. Zminované proteiny ale
nejsou jediné, které se UCastni fuze gamet prasat a krav. Naptiklad protein TMEMO9S, ktery je
lokalizovany v ekvatorialnim segmentu spermie mysi a byka (Paush et al. 2014; Noda et al.
2020) a je povazovan za esencialni pro fuzi gamet u mysi (Noda et al. 2020), se
pravdépodobné ucastni fuze gamet i u bykd. Studie Paush et al. (2014) totiz ukazala, ze
mutace v genu pro tento protein vede k subfertilit€ u bykda.

3.3 Tetraspaniny

Tetraspaninové proteiny jsou soucasti mnoha bunéénych mechanismu. Jsou hlavnimi
organizatory membranovych proteini ajsou proto zapojeny do fyziologickych
i patofyziologickych procesi (Kummer et al. 2020). Spole¢n€ s asociovanymi proteiny
moduluji interakce mezibunécné imunity, véetné adheze, migrace a synapse a také pomahaji
pfi intercelularnich interakcich jako organizatory komplexii membranové signalizace. Jsou
zapojené do intracelularniho transportu proteind, endocytozy a exocytozy a také funguji jako
chaperony (Levy & Shoham 2005).

Tyto transmembranové proteiny 4x prochazeji membranou. Diky jejich tendenci
spojovat se se sebou navzajem a s riznymi tfidami proteini (napf. povrchovymi proteiny
membran, imunoglobuliny, signalnimi molekulami, molekuly adheze a protedzami) vytvareji
rozsifené subdomény (Kummer et al. 2020). Nejen interakci mezi samotnymi tetraspaniny, ale
i interakci s dalSimi proteiny vytvaii rozsahlou sit, které se fika tetraspaninova sit’. (Hemler
2001; Frolikova et al. 2018). Ptestoze Clenové tetraspaninové superrodiny maji spolecnou
funkci v ramci tetraspaninové sité, jednotlivé tetraspaniny maji svou specifickou funkci, ktera
nemtize byt zastoupena jinym tetraspaninovym proteinem (Levy & Shoham 2005).

Struktura tetraspaninii je vyobrazena na obrazku 1. Jedna molekula tetraspaninu se
sklada ze 4 transmembranovych (TM) domén, kratké extracelularni smycky (EC1), velmi
kratké intracelularni smycky a delsi extracelularni smycky (EC2). N-terminalni a C-terminalni
cytoplazmatické konce jsou, kromé néekolika vyjimek, tvofeny z 8-21 aminokyselin (Hemler
2005).
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Obrazek 1 Struktura tetraspaninu (prrevzato a upraveno z Hemler 2005)

TM oblasti, které jsou propojené dvéma uvedenymi extracelularnimi smyckami
a jednou intracelularni, jsou vyznamné konzervované (Seigneuret et al. 2001). EC1 se sklada
ze 13-51 aminokyselin, intracelularni smycka pouze ze 4 aminokyselin. EC2 se rozdéluje
na dvé ¢asti — konstantni a variabilni ¢ast. Konstantni ¢ast obsahuje a-helix A, B a E, (Hemler
2005), viz obrazek 1. Variabilni ¢ast se vyznaCuje heterogenitou a extrémni variabilitou ve
velikosti, sekundarni struktufe a slozeni (Seigneuret et al. 2001). Zatimco struktura a funkce
EC2 je dobfe zmapovana pomoci protein-protein interakci a monoklonalnich protilatek,
o struktufe a funkci EC1 nejsou podrobné informace. U vSech proteint tetraspaninové rodiny
na B-helix v EC2 navazuje CCG a dalsi dva cysteiny, které tak vytvari dvé intramolekularni
disulfidické vazby. Mnoho tetraspanini obsahuje dva aditivni cysteiny, které¢ formuji dalsi
intramolekularni disulfidicky mustek. V nékterych piipadech se muize vyskytovat az
8 cysteini (Hemler 2005). Pocet disulfidickych miustkii odpovida odlisSnym podtypim
tetraspanini (Seigneuret et al. 2001). Transmembranové domény 1,3 a 4 obsahuji polarni
aminokyseliny (Asn, Glu, Gln) neznamé funkce — na obrazku 1 jsou vyznaceny Cervenymi
ovaly. Témér u vSech tetraspanini se v intracelularni casti, ktera je oznaCena na obrazku
1 jako intracelularni smycka, nachédzeji aminokyselinové zbytky cysteinu, které podléhaji
palmitoylaci (Hemler 2005). Palmitoylace aminokyselinovych zbytkt cysteinu je u proteinu
CD9 (a pravdépodobné i u dalSich tetranspaninil) potiebna pro vazbu s cholesterolem (Charrin
et al. 2003). Studie Yang et al. (2002) ukazala, ze u tetraspaninu CD151 je palmitoylace
pravdépodobné potiebana pro tvorbu tetraspaninovych siti.

Obecné extracelularni Casti zprostredkovavaji specifické protein-protein interakce,
zatimco cytoplazmaticka oblast poskytuje vazbu s cytoskeletalnimi a signalnimi molekulami
(Levy & Shoham 2005).
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Tetraspaninové sité predstavuji novy koncept molekularnich interakci imunitniho
systému. Na rozdil od vét§iny povrchovych imunomodulaénich proteind, tetraspaniny netvori
interakce receptor-ligand, ale sdruzuji se s partnerskymi proteiny a umoznuji jejich lateralni
umisténi v membrané. Stejna molekula tetraspaninu se mize asociovat s riznymi proteiny
v zavislosti na typu buiiky. Clenové tetraspaninové rodiny maji sklon se asociovat jeden
s druhym (spolu s proteiny) v membranovych mikrodoménach, které tak vytvaii ,leseni
pro transmisi vnéj§ich signalu na komponenty intracelularni signalizace (Levy & Shoham
2005). Interakce tetraspanint jsou schematicky zobrazeny na obrazku 2.

@=@ Tectraspanin-tetraspanin
@==@ Tetraspanin-partner

Obriazek 2 Schéma tetraspanin-partner a tetraspanin-tetraspanin interakci (Levy a Shoham 2005b)

Pro interakci tetraspanin-tetraspanin je dulezita, jiz vySe zminéna, palmitoylace
intracelularnich zbytka cysteinu. Nahrazeni cysteinl jinymi aminokyselinami, a tak zabranéni
palmitoylace u molekul CD9 (Charrin et al. 2002) a CD151 (Yang et al. 2002) negativné
ovlivnilo jejich vazbu s dal§imi tetraspaniny.

Tetraspaniny CD9, CD81 a CD151 jsou dulezité pro interakci gamet (Rubinstein et al.
2006b), zatimco CD63 je soucasti extracelularnich vezikull, ale potencionalni role této
molekuly v reprodukci nebyla zcela vysvétlena a potvrzena (Machtinger 2015; Jankovicova
et al. 2020). Molekuly CD9 a CDS81 spolecné vytvari tetraspaninovu sit v membranach
spermie (Frolikova et al. 2018). Na obrazku 3 je znazornéna lokalizace CD9, CD81 a CD151
na spermii ¢loveéka, mySi a byka. Podrobnéjsi informace o téchto molekulach jsou uvedeny
v nasledujicich podkapitolach.

Mys Byk Clovek
p CD81
cDs1 .,l M = M L
OAM cos1 _OAM —_
IAM CD151 IAM
ER CD151 .CDW‘
.

“ERY

Zrala spermie

IAM .~ IAM

CcD81 CD151
CcD151

CcD151
- ER—

ER ~»

coe1

Akrozomalné
zreagovand spermie

Obrizek 3 Lokalizace tetraspaninii na spermii (prevzato a upraveno Jankovicova 2020)
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3.3.1 Molekula CD63

Molekula CD63 byla objevena jako protein na povrchu aktivovanych krevnich
desticek, znamy jako glykoprotein 40 (Modderman 1989), av buiikdch raného stadia
melanomu u ¢lovéka — melanoma antigen 491 (Atkinson et al. 1984; Hotta et al. 1988). Jedna
se o prvni charakterizovanou molekulu fadici se mezi tetraspaniny (Modderman 1989).

Hlavnim mistem vyskytu této molekuly jsou multivezikularni téliska (pozdé&jsi stadia
endozomu) alysozomy, proto je Casto nazyvana lysozomalnim membranovym proteinem.
Na obrazku 4 je vyobrazeno schéma transportu CD63 v burice. Z Golgiho aparatu je CD63
transportovan exocytézou na bunéCny povrch nebo je pfimou intracelularni cestou
transportovan do endozomu. Z plazmatické membrany muze prostiednictvim adaptorového
proteinu-2 (AP2) nebo vacku pokrytych klathrinem ¢i endocytézou regulovanou kaveoly
putovat zpét do burky, kde se dostava do intraluminalnich vacka (ILV). Z téchto vacku se
recykluje na povrch buriky nebo pokracuje endosomalnim systémem pies multivezikularni
téliska do lysozomu. Z multivezikularnich télisek mize byt uvolnén do extracelularniho
prostoru v extracelularnich vezikulech. Jak jiz bylo zminéno, z recyklujiciho se endozomu se
protein dostava na povrch buriky, ale taktéz muze byt prostiednictvim adaptorového proteinu-
3 (AP3) transportovan do multivezikularnich télisek (Bonifacio & Traub 2003; Pols &
Klumperman 2008).

O O OO exosomy plazmatickd membrana

© vacky pokrmém AP2  kaveoly U A
0 klathrinem
O

O
ecxklupcx
¢asny endosom se endosom
/ AP3
%0
Q0
multivezikuldmi o O
(@]

télisko
O
O
W = CD63 o j@ “
1 = Klathrin ysozom

Golgiho aparat

Obrazek 4 Schéma transportu CD63 v buiice (prevzato a upraveno Pols & Klumperman 2008)

Extracelularni  vezikuly disponuji  parakrinni funkci, aproto jsou dulezité
pro mezibunécnou komunikaci. Odklizeji nepotiebné bunécné proteiny, transportuji proteiny
a lipidy z jedné buiky do druhé (Pols & Klumperman 2008), pienaseji i mRNA a miRNA
(Valadadi et al. 2007). Mezi jejich dal§i funkce patii potlaceni funkci imunitniho systému,
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podpora angiogeneze v nadorovém utvaru a aktivace T lymfocytd (Pols & Klumperman
2008). V reprodukénim traktu taktéz zajiStuji mezibunéénou komunikaci. Nékteré studie
dokonce popisuji ucast téchto vezikull pii procesech souvisejicich s implantaci embrya (Ng
et al. 2013), maturaci gamet, fertilizaci a zabranéni polyspermie (Sullivan & Saez 2013;
Machtinger et al. 2016).

Extracelularni vezikuly obsahujici CD63 molekulu byly detekovany v semenné
plazmé kance (Barranco et al. 2019) a byka (Pagano et al. 2020), ve folikularni tekutiné
u klisny (da Silveira et al. 2012), kozy (Sohel et al. 2013) a ¢loveka (Santonocito et al. 2014).
Dale byly vezikuly s timto tetraspaninem objeveny v dé€lozni luminalni tekutiné u cloveka
(Ng et al. 2013) a ovce (Burns et al. 2014).

Béhem ejakulace semindlni plazma obsahuje nejen spermie arozpustné signalni
molekuly, ale také extracelularni vezikuly z celého samciho reprodukéniho traktu (Sullivan
& Saez 2013). Extracelularni vezikuly muzeme rozlisit dle velikosti na dvé subpopulace.
Exosomy jsou mensi vacky o velikosti 40-120 nm, zatimco velikost mikrovezikuli je 120-
1000 nm (Barranco et al. 2019). Lisi se i mechanismem uvoliiovani z buiikky. Mikrovezikuly
se uvolfiuji pfimo z plazmatické membrany, ale exosomy nejprve vytvareji multivezikularni
téliska aaz poté jsou zbunky uvolnény v podobé exosomu (Machtinger et al. 2016).
Molekula CD63 neni z tetraspaninové rodiny jedina, ktera se vyskytuje v extracelularnich
vezikulech. V exosomech byl detekovan hojné&jsi vyskyt molekuly CD81, zatimco molekuly
CD63 a CD9 dominovaly v mikrovezikulech (Barranco et al. 2019).

Co se tyCe lokalizace proteinu CD63 pfimo ve spermii, pfitomnost proteinu byla
na ejakulovanych spermiich skotu imunohistochemicky detekovana v ekvatorialnim
segmentu, ktery je spojovan sinterakci afuzi gamet. Po kapacitaci nebyl zadny signal
detekovan, ale u akrozomalné zreagovanych spermii se objevil slaby nebo opét zadny signal.
Tato dynamickd zmeéna profilu diskutovaného tetraspaninu muze indikovat jeho zatim
nepopsanou roli v sav¢i fertilizaci (Jankovicova et al. 2019).

Molekula CD63 byla také nalezend inkorporovand do mikrodomén, které typicky
obsahuji tetraspaniny a dal§i molekuly jako cholesterol, integriny (B2, a4p1, a3B1, a6pl,
LFA-1) a dalsi molekuly formujici aktivni tetraspaninovou sit (Pols & Klumperman 2008).
Obecné CD63 interaguje s velkym mnozstvim riznych proteint, at’ uz ptfimo nebo nepiimo.
Mimo zmifiovanych integrini mize interagovat s tetraspaniny (CD81, CD82, CD9, CD151),
receptory na povrchu bunék (MHCII, CD3, CXCR4, FceRI), kinazami, adaptorovymi
proteiny (AP-2, AP-3, AP-4) a dalsi fadou proteind (Pols & Klumperman 2008).

Cd63 knockout mysi byly zivotaschopné a fertilni, netrpely zadnymi morfologickymi
abnormalitami ve vétSin€ tkani. Nicméné, to uplné nevylucCuje tento tetraspanin zrole
ve fertilizacnim procesu. Ztrata proteinu CD63 by mohla byt kompenzovana naptiklad jinym
tetraspaninem (Schroder et al. 2009). Yoshida et al. (2014) se domniva, ze zajiSténi
reprodukéniho cyklu u mysi je zalozeno na existenci vice nez jedné drahy vedouci k fuzi
spermie aoocytu. To muze mit za dusledek kompenzaci absence urcitého genu atim
minimalizaci zavaznosti poruchy (Yoshida et al. 2014).

3.3.2 Molekula CD9

Molekula CD9 ma obdobnou molekulovou hmotnost (24-25 kDa) ve vSech tkanich
a burikach mysi (Ito et al. 2010), prasat (Kaewmala et al. 2011) a skotu (Martin-Alonso et al.
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1992). Vysoka koncentrace tohoto proteinu byla popsana na povrchu trombocytd
a endotelialnich bunék (Cook et al. 1999). Vyskytuje se i na T-lymfocytech a dal§ich buiikach
imunitniho systému (Tai et al. 1996). Nelze vSak opomenout vyznamnou roli této molekuly
v reprodukénim procesu.

Jedna se o nejstudovanéjsi tetraspaninovy protein v souvislosti s procesem fertilizace.
Dulezita role této molekuly byla prokazana studiemi jiz pred 20 lety, a to pomoci knockoutu
Cd9 genu u mySich samic. Samice s neaktivnim Cd9 genem byly prevazné infertilni. Ackoliv
zrani oocytu do faze metafaze II se jevilo normalné a spermie byly schopné adherovat
k plazmatické membrané¢ CD9 inaktivnich oocytd, spermie jen velmi zfidka fuzovaly
s plazmatickou membranou oocytu. Tyto studie poukazaly na kli¢ovou roli této molekuly pfi
fuzi gamet (Kaji et al. 2000; Le Naour et al. 2000; Miyado et al. 2000). Podle Higginbotton
et al. (2003) je pro fuzi gamet dulezita variabilni ¢ast EC2 tohoto proteinu.

Na prasecich oocytech molekulu CD9 poprvé detekovali Li et al. (2004). Molekulu
pozorovali na zarodeCnych burikdch membrany ana plazmatické membrané oocytu
v preantralnim folikulu, stejné tak v plné vyvinutych folikulech. Navic, hustota proteinu se
béhem maturace oocytu zvySovala (Li et al. 2004). Pozd¢ji byla tato molekula detekovana
na prasecich a byc¢ich oocytech Jankovi¢ovou et al. (2019). Studie popisuje lokalizaci CD9
v plazmatické membrané, zona pellucida a perivitelinnim prostoru oocytu. (Jankovicova et al.
2019).

CD9 molekula vykazuje interakce s ostatnimi molekulami oolemy oocytu béhem fuze
gamet, ale také muze fungovat jako receptor pro spermie vzhledem k jeji asociaci s integriny
(Stein et al. 2004). Byla popsana interakce s integriny a3B1, a6f1, a4p1 a allbB3, kde CD9
zprostiedkovava migraci, signalizaci aadhezi k extracelularnim matrixovym substratim
(Shaw et al. 1995; Jones et al. 1996; Hemler 1998). Prestoze B1 integriny jsou hlavnimi
molekuly tetraspaninovych makromolekularnich komplext, jejich interakce s CD9 molekulou
je nepiima, respektive prostfednictvim jiného tetraspaninu (Berditchevski et al. 2002; Ziyyat
et al. 20006).

Vétsina studii se soustiedi na oocytarni CD9, zatimco vyzkum tohoto proteinu
na spermii neni tak obsahly. Nicméné, molekula CD9 byla detekovana v mysich a potkanich
spermatogoniich (Kanatsu-Shinohara et al. 2004; Kierszenbaum et al. 2006). O par let pozdé&ji
byla detekovana i u samcich gamet prasat (Kaewmala et al. 2011) a skotu (Cupperova et al.
2014).

U prasat byla vypracovana zajimava a zatim jedina studie, kde gen CD9 byl studovan
jako mozny kandidatni gen pro hodnoceni kvality kanciho spermatu. Béhem vyvoje spermie
byl tento protein detekovan ve spermatogoniich, spermatocytech a spermatidach. Dale byl
detekovan v Leydigovych a Sertoliho burikach, v zarodecnych buiikéach varlete, v epitelialnich
bunkach nadvarlete, chamovodu a predstojné zlazy. Imunofluorescen¢ni signal znaceného
proteinu byl detekovan v akrozomalni oblasti a akrozomalni membrané spermie (Kaewmala
et al. 2011).

Nékteré studie ukazaly, Zze exprese ve spermii muze byt zapfiCinéna transferem
z oocytu. Procesem podobnym trogocytdze, pii které je pfenos membranovych fragmenta
zavisly na kontaktu mezi butikami, dochazi v perivitellinim prostoru k transferu CD9 z oocytu
na spermii (Rubinstein et al. 2006b). Dokonce podle Barraud-Lange at al. (2007) je pted fuzi
gamet nezbytna reorganizace spermatické membrany, ktera zahrnuje praveé transfer fragmenta
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membrany oocytu vcetné CD9 molekuly na spermii. Pozd¢ji Barraud-Lange at al. (2012)
potvrdil pfenos materialu membrany nejen mechanismem trogocytozy, ale i pomoci exosomd.
Nejvétsi studie tetraspaninu CD9 na sam¢i gameté byla provedena u mysi. Molekulova
vaha tohoto tetraspaninu ve spermii se neliSila od ostatnich bunék vyskytu. Dokonce se
nemnéni béhem spermatogeneze ¢i po akrozomalni reakci. Tetraspanin je lokalizovan hlavné
na vnitini akrozomalni membrané s dominantnim vyskytem okolo perforatoria (hrot
akrozomu). Na povrchu spermie je vystaven az po akrozomalni reakci (Ito et al. 2010).

Dulezitost role molekuly CD9 béhem procesu fertilizace byla diskutovana
v souvislosti s akrozomalni reakci, vazbou spermie, penetraci spermie, fuzi oocytu se spermii
a aktivaci oocytu (Jankovicova et al. 2015). Béhem interakce gamet se lokalizace CD9
molekuly samozieymé méni. Béhem akrozomalni reakce je protein ze spermie uvolnén
a asociuje s membranovymi komplexy sestavajicimi z plazmatické membrany a vnéjsi
akrozomalni membrany. VétSina molekul zastava na vnitfni akrozomalni membrang,
ale nekteré se relokalizuji na povrch ekvatorialniho segmentu spermie. V perivitellinim
prostoru zustavaji molekuly na vnitini akrozomalni membrané€ a na povrchu ekvatorialniho
segmentu. Mozna interakce oocytarniho CD9 se spermatickym CD9 neni prokazana (Ito et al.
2010).

Pii kontaktu membran gamet molekula CD9 vytvafi na membrané oocytu silné
adhezni misto, které je nezbytné pro uspésnou fuzi (Jégou et al. 2011). Akumulace tohoto
tetraspaninu na membrané oocytu je regulovana adhezi Juno coz je esencidlni oocytarni
molekula, ktera interaguje s dilezitym proteinem spermie Izumo (Inoue et al. 2005; Chalbi
etal. 2014). Po akrozomalni reakci akontaktu s oocytarni membranou je spermie svou
oscilaci dokonce schopné rekrutovat oocytarni CD9 na misto rozhrani gamet. Bezprostfedné
po jejich fuzi tetraspanin CD9 s asociovanymi proteiny opousti plazmatickou membranu
a pravdépodobné se ucastni zablokovani polyspermie (Ravaux et al. 2018).

3.3.3 Molekula CDS81

CDS81 je tetraspaninovym proteinem, ktery se povazuje za kandidatni molekulu
Ucastnici se savc¢i fertilizace, a to prostfednictvim spoluprace s CD9 (Ohnami et al. 2012).
Jeho velikost je 26 kDa (Oren et al. 1990). Oproti ostatnim tetraspaninim se jedna
o neglykosylovany protein. Po translaci prodélava acylaci, stejné jako CD9 (Seehafer et al.
1988). Lidsky amysi CD81 sdili pfiblizné 43 % sekvence aminovych kyselin s CD9
(Jankovicova et al. 2020).

Detekce a lokalizace tohoto tetraspaninu na oocytu je obdobna jiz zminéné molekule
CD?9. Prve byla molekula CD81 detekovana na povrchu mysich oocyti bez ZP (Takahashi
etal. 2001), ale pozdé€ji ji Ohnami et al. (2012) detekoval pouze ve vnitini oblasti ZP.
U intaktnich oocyti krav byla pfitomnost proteinu prokazana na plazmatické membrané
a po oplodnéni v perivitelinim prostoru zygot a embryi (Jankovicova et al. 2016). U prasat byl
kromé plazmatické membrany oocytu vyskyt pozorovan ive vnitini Casti zony pellucidy
adale také ve wvezikulech lokalizovanych v perivitelinim prostoru zygot a embryi
(Jankovi€ova et al. 2019).

Bylo popsano, ze mysi s knockoutovanym genem pro CD9 a CD81 nebyly fertilni.
Navic pii aplikovani mikroinjekce CD81 mRNA doslo k ¢astecné kompenzaci proteinu CD9
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u CDO9 deeficientnich oocytu. Proto se predpoklada, ze CD81 ve funkci dopliiuje protein CD9
(Rubinstein et al. 2006).

Pfitomnost tohoto tetraspaninu byla studovana iusamcich gamet. U mySich
epididymalnich spermii byla molekula CD81 detekovana na plazmatické membrane, kde
pokryva horni ¢ast akrozomu. Béhem akrozomalni reakce dochézi k relokaci pres ekvatorialni
segment a celou hlavicku spermie. V epididymalni a ejakulované spermii byka byla molekula
detekovana v apikalni Casti acastené v ekvatorialnim segmentu. U akrozomalné
zreagovanych bycich spermiich nebyla popsana. (Jankoviova et al. 2016).

3.3.4 Molekula CD151

Tetraspaninova molekula CD151 byla ptvodné identifikovana jako antigen bunék
akutni myeloidni leukemie u clovéka (Ashman et al. 1991). Je exprimovana rlznymi
bunécnymi typy — predevsim epitelidlnimi bunkami, svalovymi builkkami, Schwannovymi
burikami, megakaryocyty a trombocyty (Sincock et al. 1997). Nedavno byla pfitomnost tohoto
proteinu detekovana i ve spermiich (Jankovicova et al. 2020b).

Mysi s deleci genu pro CD151 jsou fertilni (Wright et al. 2004). Ugast této molekuly
pfi interakci gamet u ¢loveka taktéz neni esencidlni. Nicméné, az 50% inhibice fuze gamet
prostfednictvim protilatky anti-CD151 urcitou roli pfi interakci gamet potvrdila (Ziyyat et al.
2006). Utast molekuly pii fertilizaénim procesu byla také demonstrovana ve studii Sabetian
etal. (2014). Pomoci riznych databazi byla vytvofena modulace interakce lidskych
membranovych apovrchovych proteini oocytu aspermie. Modulace odhalila nékolik
kandidatnich proteint ucastnici se interakce oocytu se spermii a mezi nimi i interakci CD49
na spermii s CD151 na oocytu (Sabetian et al. 2014).

Molekula CD151 byla detekovana v plazmatické membrané lidskych oocytt s intaktni
ZP. Na oocytech bez ZP je molekula CD151 asociovana s integrinem oasf1 (Ziyyat at el.
2006). Obecneé se tetraspanin CD151 asociuje s riznymi tetraspaniny, integriny a dalSimi
molekulami (Berditchevski et al. 2001).

Protein CD151 je exprimovan v zarodeCnych buiikach spermie a zistava pfitomny
ve spermii béhem epididymalniho transportu i ejakulace. Pfitomnost této molekuly byla
studovana v by¢ich, mySich alidskych spermiich. U téchto druhd byl protein lokalizovan
v ekvatorialnim segmentu a po akrozomalni reakci ve wvnitini akrozomalni membrané
(Jankovicova et al. 2020). Vzhledem ke stejné lokalizaci integrinu oa6P4 a detekované
interakci CDI151 s podjednotkou a6, Jankovicova et al. (2020) piedpokladaji existenci
transmembranového proteinového systému, ktery stabilizuje usporadani multimolekularnich
komplext. Tyto komplexy jsou v ekvatorialnim segmentu spermie a zajistuji jeho schopnost
interakce s oocytem (Jankovicova et al. 2020).

3.4 Integriny

Integriny se fadi mezi adhezivni receptory bun&&ného povrchu. Utastni se interakci
mezi bunkou a matrixem a taktéz mezibunécnych interakci, napiiklad trombocyti, lymfocyt,
fibroblastii nebo keratinocyti. Jedna se o transmembranové glykoproteinové heterodimery
(Fenichel & Durand-Clément 1999).
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Strukturu integrinovych proteini tvoii dvé podjednotky, a a3 (Hynes 1992). Tyto
podjednotky jsou spojené nekovalentni vazbou (Hynes 2002). Kazda podjednotka se sklada
zvelké extracelularni Casti, transmembranové sekce akratké cytoplazmatické Casti.
V extracelularni ¢asti se nachazi ligandové vazebné misto, které je piitomno u obou
subjednotek. Jedna se o pomérné maly usek, jehoz prostfednictvim integriny interaguji
s proteiny cytoskeletu (Otey et al. 1990). Schematicka struktura integrinii je vyobrazena
na obrazku 5. Obratlovci disponuji integrinovou rodinou, ktera se sklada celkem z 18
a a 8 B podjednotek tvorici celkem 24 rozdilnych heterodimert (Takada et al. 2007).

spojeni s e

cytoskeletonem }

' cytoplazmaticka cast

bunééna

 atasenal
membrina. bbbbbbbbibd

aY ._ﬁum

B podjednotka

|||I|I|I|||||l I|||||| T transmembranova ¢ast
|

a podjednotka i
@

extracelularni ¢ast

oblast vazajici ligand

Obrazek 5 Struktura integrinu (prevzato a upraveno Vinatier 1994)

Integriny by mohly zprostiedkovavat adhezi mezi spermii a oocytem, stejné jako
zprostredkovavaji adhezi somatickych bunék (Evans 2002). V nasledujicich podkapitolach
se zamétuji pouze na vybrané integriny — tj. CD29 a CD44.

3.4.1 Molekula CD29

,,CD29% je jiny nazev pro B1 podjednotku integrinu. Linfor a Berger (2000) studovali
podjednotku PB1 jako potencionalné adhezivni molekulu oocytu béhem fertilizace u prasat.
Zjistili, ze podjednotka B1 je pfitomna v plazmatické membrané oocytu a exprimuje se piimo
na jeho povrchu. Dale detekovali vazbu studované podjednotky s dvéma proteiny (137 kDa
a 93 kDa) plazmatické membrany spermie. Protilatka vazajici se na extracelularni cast 1
podjednotky inhibovala vazbu plazmatickych membran gamet, coz poukazuje na moznou
esencialni roli této molekuly v interakci gamet prasete (Linfor & Berger 2000).

V tabulce 2 nize je uvedeny prehled o podjednotek, které se vazou na CD29 a tvori
integrinovy heterodimer (Vinatier 1994).
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Tabulka 2 o podjednotky vazajici CD29

Podjednotka o | Jiny nazev | Heterodimer off
al CD49a VLA-1

a2 CD49b VLA-2

a3 CD49c VLA-3

a4 CD49d VLA-4

as CD49e VLA-5

a6 CD49f VLA-6

a7

a8

av CD51 Blav

CD49f je o podjednotka, ktera muze s CD29 tvorit integrin VLA-6, ktery je také
oznaovan jako a6fl ¢i CD49f/CD29. Tento integrin je exprimovan na T lymfocytech,
thymocytech, na epitelech nelymfoidnich tkani a také na povrchu mysiho a lidského oocytu
(Barcley et al. 1997). VLA-6 byl studovan jako mozny receptor pro spermii vazajici se
na oocyt. U mys$i se ukazalo, ze tento integrin neni pro fizi gamet esencialni, ale je mozné,
ze jeho funkce je nahrazovana jinym integrinem (Miller et al. 2000). Nicméng¢, fuze lidskych
gamet je na VLA-6 daleko vice zavisla. Byla zaznamenana az 96% inhibice vazby gamet
po predchozi inkubaci s monoklonalni protilatkou proti a6pf1. To ukazuje na zéasadni roli
tohoto integrinu pii fuzi gamet u cloveka (Ziyyat et al. 2006).

Frolikova et al. (2016) studovala dynamiku proteinu CD46 afl integrinu
s podjednotkou a3 béhem akrozomalni reakce spermie. CD46 a 1 integriny s podjednotkou
a3 jsou lokalizovany v oblasti apikalniho akrozomu. Predpokladd se, ze jsou zapojeny
do signalnich transduk¢nich drah, které fidi stabilitu akrozomu ataké se zapojuji
do preskupovani proteinovych siti, coz predchazi fuzi gamet (Frolikova et al. 2016). O par let
pozdéji byla publikovana studie zabyvajici se heterodimerem a6f1. Tento heterodimer byl
lokalizovan v plazmatické membrané mysi spermie v apikalni ¢asti akrozomu (Frolikova et al.
2019). Frolikova et al. (2019) predpokladaji, ze béhem akrozomalni reakce dochazi k vymeéné
a3 a a6 podjednotky pres B1, coz muze regulovat funkci cytoskeletu béhem fuze gamet.

3.4.2 Molekula CD44

CD44 je membranovy glykoprotein, ktery je povazovan za hlavni hyaluronovy
receptor bun&éného povrchu (Ponta et al. 1998). Radi se mezi hyaladheriny, skupinu proteind
vazajicich hyaluronan (Toole 1990). Interakce mezi timto receptorem a hyaluronanem
zprostredkovava fadu bunécnych funkci, v€etné migrace bunék (Thomas et al. 1992), adhezi
mezi buikou a matrixem (Carter & Wayner 1988), a mezibunécnou adhezi (St John et al.
1990). Hyaluronan je nesulfatovy glykosaminoglykan, ktery se nachazi v extracelularnim
matrix, na bunécném povrchu a uvnitt bunék (Toole 2001). Ve velkém mnozstvi je pfitomen
ve vrstvé kumularnich bunék in vitro maturovanych oocytti hlodavca (Salustri et al. 1992),
dale ve folikularni (Saito et al. 2000) a v oviduktalni tekutin€ prasete (Tienthai et al. 2000).
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CD44 existuje v ne¢kolika izoforméach, které se velikostné pohybuji od 80 do 250 kDa.
Nejcastejsi izoforma ma velikost 85-90 kDa a je oznacovana jako standardni CD44 neboli
CD44s (Lesley & Hyman 1998).

Pfitomnost tohoto membranového receptoru byla detekovana v exosomech
izolovanych ze semenné plazmy kance (Alvarez-Rodriguez et al. 2019). Déle je exprimovan
v jedno az osmibunééném embryu ¢loveéka (Campbell et al. 1995) a béhem postimplantacni
embryogeneze u mysi (Wheatley et al. 1993).

3.5 Proteiny regulujici komplement

Proteiny regulujici komplement usmémuji funkci komplementu Stépenim
komplementové kaskady. Komplement je soucasti mechanismu pfirozené humoralni imunity
a sklada se z vice nez 30 glykoproteini. Tyto glykoproteiny jsou pfitomny v krevnim séru
a na povrchu nékterych bunék. Jejich primarni funkci je produkce zanétu, opsonizace cizich
Castic pro fagocytézu a zprostiedkovani piimé cytotoxicity proti riznym burikam
a mikroorganismim. K regulaci komplementu pomoci téchto proteinti dochazi u klasické
i alternativni cesty aktivace komplementu (ValentiCova et al. 2005).

Klasicka cesta aktivace komplementu je iniciovana na povrchu bunék s navazanymi
protilatkami (IgM, IgG). Prvni protein komplementové kaskady C1 se vaze na Fc fragment
imunoglobulinu. To vede k aktivaci sérinovych proteaz, které jsou schopny Stépit C4 a C2
proteiny. Vznika tak C4b2a neboli C3 konvertdza. Tato konvertaza stépi C3 na proteiny C3a
a C3b. Dale se vytvaii komplex C4bC3bC2a (C5 konvertaza), ktery §tépi C5 na C5a a C5b.
Fragment C5b tvofi komplex s dal§imi proteiny komplementu — C6, C7, C8 a C9. Tento
komplex, jehoz uc€inkem dochazi k lyze mikrobialni buiky, se nazyva MAC — , membrane
attack complex* (Hotejsi et al. 2017).

Alternativni cesta aktivace komplementu je zalozena na samovolném Stépeni C3
na fragmenty C3a a C3b. Aktivace se Ucastni sérovy proteinovy faktor B, ktery je Stépen
sérovou proteazou (faktor D). Vznikda komplex C3bBb, ktery je stabilizovan faktorem
P a pusobi jako alternativni C3 konvertaza (Hofejsi et al. 2017).

Komplementova kaskada miZe byt narusena molekulami CD46, CD55, CD59. Kazdy
z té€chto proteint regulujicich komplement zamezuje prubéhu kaskady odlisSnym zptisobem.
Protein CD46 §tépi fragmenty C4b a C3b. CDS55 plisobi ptimo na konvertazu C3 a konvertazu
C5 tak, ze zpusobuje jejich disociaci. CD59 zabranuje shlukovani MAC a zabranuje tak
bunécné lyzi (ValentiCova et al. 2005). Na obrazku 6 je schematicky znazornéno pusobeni
téchto proteinti regulujicich komplement.
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Klasicka cesta Alternativni cesta
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Obrizek 6 Piisobeni proteinii regulujicich komplement (prevzato a upraveno Valenticova et al. 2005)

3.5.1 Molekula CDS5

Molekula CD55 je oznacovan zkratkou ,,DAF* z anglického decay-accelerating factor.
Inhibuje shlukovani C3 konvertazy (Fujita et al. 1987) a disocia¢né plisobi i na C5 konvertazu
(Valenticova et al. 2005). Pivodné byl tento protein izolovan z povrchu lidskych erytrocyta
(Hoffmann 1969).

U cloveka se tento protein vyskytuje pouze jako GPI vazana molekula (GPI-CD55).
Naopak u mys$i se navic vyskytuje i transmembranova izoforma (TM-CD55). Tyto izoformy
jsou produkty dvou ruznych, ale vysoce homolognich genu (Spicer et al. 1995). Mysi GPI-
CDS5S5 protein je exprimovan ve vetsing tkani, zatimco TM-CDSS5 je pfitomen hlavné v testis
a dendritickych butikach sleziny (Lin et al. 2001). Potkani CD55 se vyskytuje v obou formach
TM-CDS55 i GPI-CDS5S5 s tim rozdilem, ze se jedna o alternativné sestfihané produkty jednoho
genu (Hinchliffe et al. 1998; Miwa et al. 2000).

Presna role CDS55 vreprodukci je stale nejasnd. U mysi se tento protein nachazi
v plazmatické membrané v akrozomu, kréku avregionech biciku (Clift et al. 2009).
Pfitomnost proteinu v téchto hlavnich doménach plazmatické membrany spermii hlodavca
poukazuje na moznou klicovou roli v ochrané spermie v sami¢im reprodukénim traktu
pfed mechanismy imunitniho systému samice, respektive pred ucinkem komplementu.
(Frolikova et al. 2012). V lidské spermii byla molekula CDS55 detekovana ina wvnitini
akrozomalni membrané (Cummerson et al. 2006), proto by funkce této molekuly v reprodukci
mohla byt daleko komplexnéj§i (Frolikova et al. 2012). Dokonce ulidi anti-CD55
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monoklonalni protilatka inhibovala akrozomalni reakci, coz napovida, ze by se tento protein
regulujici komplement mohl ucastnit akrozomalni reakce (D’Cruz 1996). U mysi knockout
GPI-CD55 genu neohrozil fertilitu, coz znamena, ze tento protein neni nezbytny
pro reprodukci my$i. AvSak je nutné poznamenat, ze TM-CD55 byl u knockoutovanych mysi
stale pfitomen (Sun et al. 1999).

3.5.2 Molekula CD59

CD9 molekula je dal§im proteinem regulujicim komplement, ktery je lokalizovan
na plazmatické membrané savci spermie. Jedna se o GPI vazany protein, ktery chrani butiky
pred ucCinkem komplementu a potencionalné muze byt soucasti fertilizaéniho procesu
(Frolikova et al. 2012).

Zatimco u potkani byla nalezena pouze jedna izoforma (Hughes et al. 1992;
Rushmere et al. 1994), u my$i existuji dvé izoformy tohoto proteinu — CD59a a CD59b.
Kazda je kodovana odliSnym genem (Qian et al. 2000). Izoforma CD59a je distribuovana
ve vétSiné tkani, ale CD59b pouze na spermii ajejim prekurzoru spermatidé
(Baalasubramanian et al. 2004; Donev et al. 2008). Protein CD59a se nenachazi na hlavicce
myS$i spermie, zatimco CD59b se vtéchto mistech nachazi ve velkém mnozstvi
(Baalasubramanian et al. 2004).

Mysi a potkani protein CD59 inhibuje pusobeni MAC (van den Berg et al. 1993; Qian
et al. 2000). Studie s CD59a knockout mySmi ukazaly, ze primarnim regulatorem MAC je
CD59a (Holt et al. 2001).

Omezena exprese CDS59 umySi napovidd o mozné ucCasti tohoto proteinu
ve fertilizaci. Mys$i s knockoutovanym genem pro CD59 vykazovaly reprodukéni
abnormality, jako je abnormalni morfologie spermie. Nicméné spermie mladych mysi byly
schopné prodelat akrozomalni reakci adochazelo kuspé€$né reprodukci. Fertilita
a zivotaschopnost spermii byla vyrazné snizena u starSich jedinci. Tento fakt poukazuje
na souvislost mezi CD59 a zivotaschopnosti a motilitou spermii (Qin et al. 2003). Mysi
s knockoutovanym genem pro CD59a nevykazovaly zadné defekty souvisejici s fertilitou
(Holt et al. 2001). TudiZ u mysi je pro motilitu a Zivotaschopnost sam¢ich gamet dulezita
izoforma CD59b, ne CD59a (Baalasubramanian et al. 2004).

3.5.3 Molekula CD46

Molekula CD46 byva oznacovana jako MCP - Membrane Cofactor Protein. Jedna se
o transmembranovy glykoprotein. Pivodné byl identifikovan jako C3b a CD4b vazajici
protein lidskych perifernich krevnich bunék. Vyskytuje se v lidskych buiikach vCetné spermii,
ale i v burikach ostatnich savci. V somatickych burikach tento kofaktor usnadfiuje degradaci
C3b konvertazy, ¢imz je chrani pfed ucinkem komplementu (Seya a Atkinson 1989;
Liszewski et al. 1991; Liszewski et al. 1996).

Funkce proteinu CD46 v regulaci komplementu jiz byla naznacena, ale ne uplné
vysvétlena. CD46 je vnitinim kofaktorem pro Stépeni proteinG C3b a C4b, které je
zprostredkované faktorem I (Liszewski et al. 1996). CD46 musi byt piitomen ve stejné burce
jako je fragment C3b ¢i C4b, proto je nazyvan , vnitinim“ kofaktorem (Oglesby et al. 1992).
Predpoklada se, ze CD46 , skenuje” bunéénou membranu a brani ulozenému fragmentu C3b
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inicializovat aktivaci komplementu skrz alternativni cestu aktivace komplementu (Riley-
Vargas et al. 2004).

Schéma strukury proteinu CD46 je na obrazku 7. Mysi gen Cd46 obsahuje pouze 11
exond v porovnani s lidskym, ktery ma exoni 14. Exony mysiho genu koduji Ctyfi ,,sushi
domény, neboli ,,short concensus repeats” (SCR) - na obrazku 7 jsou tyto domény vyznaceny
fimskymi Cislicemi. Dale koduji oblast bohatou na serin, threonin a prolin neboli , STP®,
transmembranovou doménu, intracytoplazmatickou kotvu a cytoplazmaticky konec (Miwa
et al. 1998; Tsujimura et al. 1998). Na obrazku 7 je vyznacena pod pismenem ,,U“ doposud
neznama oblast (Delpeut et al. 2014).

SCR domény —

cytoplazma

Obrazek 7 Struktura proteinu CD46 (prevzato a upraveno Delpeut et al. 2014)

Lidsky MCP se vyskytuje v n€ékolika izomerech a je Siroce distribuovany, s vyjimkou
erytrocytl je exprimovan u vSech typt bunek (Post et al. 1991). U prasat a primat byl tento
protein detekovany na vét§iné typu bunék, a to vCetné erytrocytd (Hsu et al. 1997). Naopak
u mysi, potkani a morcat neni tak Siroce distribuovan. Exprese mRNA byla u téchto zvirat
detekovana predevsim ¢i pouze v testis (Hosokawa et al. 1996; Tsujimara et al. 1998, Mead et
al. 1998).

Rizné izoformy proteinu vznikaji alternativnim sestiihem STP a cytoplazmatickych
casti u somatickych bunék. Na spermii zadné polymorfismy nalezeny nebyly (Valentovicova
et al. 2005). V lidské populaci jsou popsany tfi fenotypy tohoto proteinu:

a) 65kDa forma, ktera je vysoce O-glykosylovana s 65% vyskytem v populaci

b) 55kDa froma, ktera je méné O-glyskosylovana s 6% vyskytem v populaci

c) 65kDa a55kDa forma exprimovana piiblizné ve stejném poméru u jednoho

jedince najednou, s 29% vyskytem v populaci (Seya et al. 1999).

Dana fenotypova forma je identicka pro vSechny buiiky konkrétniho jedince, ale je zde
nékolik vyjimek. V mozku a spermatocytech je exprimovana 55kDa forma, zatimco
v ledvinach je dominantni 65kDa forma (Johnstone et al. 1993).

Praseci protein CD46 byl poprvé identifikovan v roce 1997 van der Bergem et al.
Pomoci panelu monoklonalnich protilatek identifikovali prasei protein, ktery je analogem
k lidskému MCP. Prase¢i protein CD46 o velikosti 50-60 kDa je exprimovan na velkém
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mnozstvi bunék vcetné cirkulyjicich a endotelialnich bunék. Oproti lidskému MCP se hojné
vyskytuje i na erytrocytech. Pro potvrzeni identity tohoto proteinu studovali i funkéni aktivitu
— schopnost proteinu §tépit C3b (van den Berg et al. 1997).

Co se tyCe reprodukéniho traktu samice, MCP neni exprimovan na neoplozenych
oocytech, ale objevuje se na 6-8 bunéném embryu. Dale je detekovatelny v tkani vejcovodu,
v placenté a v déloznim endometriu (Liszewski et al. 1991).

Ve spermiich je CD46 pritomen na akrozomalnich membranach (Inoue et al. 2003).
Vzhledem k jeho lokalizaci je po akrozomalni reakci detekovatelny na vnitini akrozomalni
membrané (Riley et al. 2002). Studie Frolikova et al. (2016) ukazala, ze béhem akrozomalni
reakce dochazi k relokaci MCP z akrozomu do ekvatorialniho segmentu a ptes celou hlavicku
spermie.

U hlodavci se dle Mizuno et al. (2004) exprimuje vyhradné na akrozomalni
membrané zralé spermie ana jejim pfimém prekurzoru, spermatidé. Lokalizace CD46
ve spermii mys$i je vyobrazena na obrazku 8. Na lidskych spermiich je lokalizovan na vnitini
akrozomalni membrané (Anderson et al. 1989; Okabe et al. 1990). Pozd¢ji byl protein CD46
detekovan na spermiich u skotu (Jankovicova et al. 2008). Studie ptitomnosti diskutovaného
proteinu na prasecich spermiich zatim nebyla publikovana.

plazmatickd membrdna

kapacitace “. . vnéjii akrozomdlni
<.~ membriana
vnitini akrozomalni
membrana
Akrozomalni reakce " =
CD46
Akrozomalné /'—————.\
Zreagovana spermie vnitini akrozomalni
. membriana

Obrazek 8 Lokalizace CD46 na spermii (prevzato a upraveno Frolikova et al. 2012)

Dalsi studie se zabyvala fertilitou mysich samcli s vyfazenym genem pro protein
CD46. CD46 -/- deficientni samci, netrpéli abnormalnimi varlaty a jejich spermie byly
fertilni, ale vykazovali vétsi miru spontanni akrozomalni reakce, coz poukazuje na moznou
roli CD46 ve stabilizaci akrozomalni membrany (Inoue et al. 2003). Jedna z moznosti, jak by
tento protein mohl stabilizovat akrozomalni membranu, je interakce s f1-integriny (Liu et al.
2000).

Zajimavosti je ze u mySic (Apodemus), spadajicich do celedi mySoviti, nedochazi
béhem spermatogeneze k translaci CD46 proteinu. To znamend, Ze na spermii mysSic neni
tento protein piitomny (Johnson et al. 2007). Ztrata spermatického CD46 proteinu muze byt
vyhodou u téchto mysi, které jsou vystaveny velkému mnozstvi genitalnich patogent. Nékteré
patogeny se totiz vazou na CD46 a vyuzivaji tento protein jako receptor, skrz ktery vstupuji
do bunky (Frolikova et al. 2012). Jedna se naptiklad o lidsky herpes virus-6 (Santoro et al.
1999), nekteré adenoviry (Gaggar et al. 2003; Wu et al. 2004), n¢které streptokoky, (Okada et
al. 1995), vir spalnicek (Dorig et al. 1993; Naniche et al. 1993) nebo bakterie Neisseria.
(Kallstrom et al. 1997).
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Diskutuje se o tom, ze by CD46 mohl byt fuznim proteinem spermie a tvorit tak vazbu
s komplementarnim proteinem na povrchu oocytu. Poukazuje na to absence SCRI
ektodomény, ktera ma dulezitou roli ve fertilizaci, ve vSech typech bunék kromé spermii
u opic Nového Svéta (Riley et al. 2002b). Potvrzuje to i fakt, ze monoklonalni protilatka proti
této ektodoméné blokuje vazbu lidskych spermii na zona-free oocyta in vitro (Okabe et al.
1990; Taylor et al. 1994). Nedavno byl objeven novy ligand pro CD46 — Jagged-1 (Le Friec
et al. 2012), ktery je hojné exprimovan oocyty (Johnson et al. 2001). Prostfednictvim vazby
CD46 s Jagged-1 by CD46 mohl pisobit jako mediator poCatecnich kroku interakce spermie
s vajecnou oolemou (Frolikova et al. 2016). Vzhledem k pfitomnosti CD46 i v ekvatorialnim
segmentu spermie, se kterym jako prvnim pfichazi do kontaktu oocyt, interakce mezi CD46
na spermii a komplementarnim proteinem na oocytu by vysvétlovala idiopatickou infertilitu
pozorovanou u lidi pfi snizené expresi CD46 (Nomura et al. 2001; Frolikova et al. 2016).

V reproduk¢énim traktu samice se nachéazi spousta komponent komplementu, které
chrani jeji bunky pfed patogeny. Predpoklada se, ze spermie by méla disponovat n¢jakym
druhem ochrany proti u¢inku komplementun (Frolikova et al. 2012). Vzhledem k lokalizaci
na akrozomalni membrané maze CD46 molekula chranit spermii pfed uc¢inkem komplementu
pouze po akrozomalni reakci. Plazmatickd membrana spermie adal§i proteiny regulujici
komplement asociované s plazmatickou membranou zanikaji a vnitini akrozomalni membrana
je vystavena prostfedi samic¢iho pohlavniho traktu. Nicméné, vnitini akrozomalni membrana
s CD46 je prostiedi vystavena po velmi kratkou dobu — pouze nez dojde k samotné fuzi
gamet. OvSem diskutovany protein je stadle exprimovany, jelikoz vétSina spermii k oocytu
nepronikne. CD46 se tak muZe ucastnit odstranéni nadbyte¢nych spermii fagocytozou. Hlavni
funkci této molekuly tedy pravdépodobné nebude ochrana spermie proti ucinku komplementu
(Clift et al. 2009).

3.5.4 Molekula CD52

Molekula CD52 je oznacovana jako hlavni komponenta glykokalyxu spermie. Jedna
se o glykoprotein, jehoz velikost je u potkant pfiblizné 26 kDa (Olson & Hamilton 1978).
Obecné je vSak uvadéno rozmezi 25-29 kDa (Hale 2001). Tento protein je vazany
na membranu pies glykofosfatidylinositol, neboli pfes GPI kotvu (Yeung et al. 2001). Protein
neni detekovatelny v testis, ale je hlavnim povrchovym glykopeptidem na spermii z cauda
epididymis. Pravé kvuli jeho posttestikularnimu vyskytu na spermii je také oznaCovan jako
hlavni povrchovy antigen spermie asociovany s maturaci (Zeheb a Orr 1984; Moore et al.
1989).

Struktura proteinu je zobrazena na obrazku 9. Samotné peptidové centrum proteinu
CD52 je velmi malé. Na Asn-3je navazan sacharidovy komplex, ktery je na obrazku
9 vyznacen zelenym ovalem. Tento velky komplex je dvakrat az tfikrat vétsi nez samotné
peptidové centrum a obsahuje zbytky sialové kyseliny, které maji negativni naboj. GPI kotva,
vyobrazena v oranzovém Ctverci na obrazku 9, drzi protein ve vnéjSi vrstvé bunécné
membrany (Xia et al. 1993; Treumann et al. 1995). Byla identifikovana i rozpustna forma
proteinu CD52 bez GPI kotvy, kterd ma nizsi negativni naboj nez forma s GPI kotvou. (Della
Giovampaola et al. 2001).
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Obrazek 9 Struktura proteinu CD52 (prevzato a upraveno Hale 2001)

Lidsky CDS52 antigen je sekretovany epididymalnimi bufikami a transferovan
do plazmatické membrany spermie béhem jejich prichodu epididymem (Kirchhoff 1996).
U clovéka je na konci kapacitace detekovan v ekvatorialnim segmentu hlavicky spermie
(Yeung et al. 2001). Rozpustna forma proteinu byla detekovana v ejakulované spermii
a semenné plazmé. (Della Giovampaola et al. 2001).

Michalkova et al. (2010) potvrdila podobny vyskyt CD52-like molekuly i u skotu,
respektive ubyka. By¢i CD52 je sekretovan epididymalnim epitelem a poté integrovan
do membrany spermie béhem transportu epididymem. Ve spermiich z testes molekula
detekovana nebyla, zatimco nejvétsi vyskyt byl v cauda epididymis (Michalkova et al. 2010).

Funkce CD52 vazaného na membranu spermie neni pln€ vysvétlena. Obecné molekula
v sam¢i reprodukc¢ni tkani potlacuje hemolyzu zavislou na komplementu skrz klasickou cestu
aktivace komplementu (Koyama at al. 2009). Studie Flori et al. (2008) ukazala, ze CD52
na povrchu spermie je receptorem pro semenogelin I béhem utvareni srazenin. Odstépeni GPI
kotvy znékterych CD52 molekul je soucasti procesu zkapalnéni lidského ejakulatu,
pfi kterém jsou spermie uvolnény ze srazenin (Flori et al. 2008).
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4 Metodika

V nasledujicich podkapitolach je popsana metodika praktické casti této diplomové
prace.

4.1 Zpracovani biologického materialu

V této kapitole je uvedeno zpracovani biologického materidlu — rozmrazeni spermii,
zpracovani spermii z inseminacni davky, in vitro kapacitace a akrozomalni reakce spermii.
Dale je zde popsana frakcionace membran kanc¢ich spermii, ptiprava vzorki tkani pro SDS
elektroforézu v polyakrylamidovém gelu aizolace ribonukleové kyseliny (RNA)
z reproduk¢nich organti kance.

4.1.1 RozmrazZeni spermii

Dodavatelem bycich spermii byla Inseminacni stanice byka Zasmuky (CRV Czech
republic, s.r.0.). Kan¢i spermie pochazely zinsemina¢niho centra Liprapork Inc. (SkrSin,
Ceska republika). Ejakulaty od oubou savc byly zamraZeny dle standardniho protokolu.
Spermie byly kryokonzervované v pejetaich aulozené v kontejneru s tekutym dusikem.
Z tekutého dusiku byl pfislusny vzorek spermii opatrné vyndan a umistén do vodni lazng,
ktera byla predem vyhrata na 37 °C. Inkubace pejet vlazni probihala 1 minutu. Suspenze
spermii byly poté pieneseny do 1,5ml zkumavek. Nasledné bylo tfeba spermie odmyt
od kryokonzervacniho roztoku. Vzorky byly vlozeny do centrifugy (MiniSpin Plus; Ependorf,
Némecko) a stoCeny pii 300 x g 5 minut. Po stoCeni byl odstranén supernatant a k peleté
spermii byl napipetovan 1 ml Dulbecco’s Phosphate Bufferd Saline (DPBS; Sigma-Aldrich,
USA). Vzorek byl opatrné resuspendovan aznovu stoCen pii stejnych podminkach.
Po centrifugaci byl odpipetovan supernatant a peleta byla resuspendovana v 500 ul DPBS.

4.1.2 Ejakulované spermie

Kan¢i spermie pouzité pro praktickou cast této diplomové prace pochazely
z inseminaénich davek kancd zinsemina¢niho centra Liprapork Inc. (Skrdin, Ceska
republika). Spermie byly pfevazeny v chladicim boxu pfi 17 °C. Inseminacni davky byly
zpracovany do dvou dna od dodani, respektive od odbéru ejakulatu. V prostorach laboratote
Katedry veterinarnich disciplin CZU byly inseminaéni davky uloZeny v inkubatoru pii 17 °C.
Pro frakcionaci membran kancich spermii (kap. 4.1.5 Frakcionace membran spermii) byl
pouzit nativni ejakulat, ktery byl dodan taktéz z inseminacni stanice Skrsin.

Do 15ml falkon bylo odmeétfeno po 5 ml inseminacni davky. Pro odstranéni fedidla
byly spermie stoCeny v centrifuze (LC-8 5000, Benchmark Scientific Inc., USA) pii 300
x gpo dobu 10 min pfi laboratorni teploté. Byl odpipetovan supernatant (fedici roztok
inseminacni davky) a k peleté spermii byl pfidan promyvaci roztok PBS (0,01M Phosphate-
buffered saline, 0,138M NaCl, 0,0027M KCl, pH 7.4; Sigma-Aldrich, USA). Spermie byly
opatrné resuspendovany a opét probéhla centrifugace pii 300 x gpo dobu 10 minut
pii laboratorni teploté. Po centrifugaci byl supernatant opét odpipetovan. Tento promyvaci
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krok byl zopakovan celkem dvakrat. Doslo tak k dikladnému promyti spermii od fediciho
roztoku, ktery je v inseminacnich davkach obsazen.

Po promyti spermii byla peleta resuspendovana v 5 ml PBS. Poté byla tato suspenze
rozpipetovana do zkumavek po 1 ml. Pro piipravu mikroskopickych preparatu byly takto
pfipravené suspenze spermii jeSt€¢ ziedéné v PBS vpoméru 1:5anasledné pouzity
pro neptimou imunofluorescenci na sklicku. Pro ziskani vhodnych vzorkii k SDS
elektroforéze byly zkumavky s 1 ml suspenze centrifugovany pii 300 x g po dobu 10 min
v centrifuze (Mikro 22R Hettich Zentrifugen, DJB Labcare, UK) vychlazené na 17 °C.
Po centrifugaci byl ze zkumavek odstranén supernatant tak, aby ziskané pelety spermii byly
co nejsussi. Zkumavky s peletami spermii byly ulozené do -20°C pro dal§i vyuziti.

4.1.3 Invitro kapacitace spermii

Do falkony k promyté peleté ejakulovanych kancich spermii bylo pfiddano 10 ml
kapacita¢niho média (viz nize). Smés byla resuspendovana a nasledné prepipetovana po 1 ml
do 1,5ml zkumavek. Zkumavky s otevienymi vicky byly ulozeny na 1,5 h do termostatu,
ktery byl nastaven na 38 °C a 5% COa.

Zakladni komponentou kapacitacniho média byl zakladni pufr Basic TL-Hepes
(6,6634 g NaCl, 0,2386 g KCl, 0,0408 g NaH2PO4, 1,4 ml laktatu sodného, 0,1018 g MgCl»
x 6H20, 2,383 g Hepes, 0,0220 g pyruvatu sodného, 2,186 g sorbitolu, 0,025 g gentamicinu,
0,065 g penicilinu, 0,1 gPVA (Polyvinyl alkohol) v 1 litru destilované vody). Pro ziskani
kapacitaéniho média bylo do 50 ml Basic-TL-Hepes piidano 0,099 g glukozy, 0,0275
g pyruvatu, 1 g2% BSA (bovinni sérovy albumin), 0,0084 g NaHCO3 a 0,0147 g CaCl
x 2H>0.

Po kapacitaci byla cast zkumavek ponechdna pro akrozomalni reakci
(kap. 4.1.4 Akrozomalni reakce spermii). Pelety spermii ve zbylych zkumavkach byly 3x
promyty v PBS anasledné pfipraveny pro nepfimou imunofluorescenéni mikroskopii
(kap 4.3 Neptima imunofluorescencni mikroskopie) a SDS elektroforézu
(kapitola 4.4.1 Priprava vzorktu pro SDS-PAGE).

4.14 Akrozomalni reakce spermii

Pro indukci akrozomalni reakce byl k suspenzi kapacitovanych kancich spermii
v pfidan calcium ionofor (A23187; Sigma-Aldrich, USA) do finalni koncentrace 10 uM.
Zkumavky byly vlozeny zpét do inkubatoru nastaveného na 38 °C a 5% COa. Inkubace
probihala s otevienymi vicky zkumavek po dobu 1 h.

Po inkubaci byly vzorky sto€eny na centrifuze pii laboratorni teploté, 300 x g po dobu
10 minut. Nasledné byly pelety spermii 3x promyty v PBS a pfipraveny pro nepfimou
imunofluorescencni mikroskopii (kap. 4.3 Nepifimé imunofluorescencni mikroskopie) a SDS
elektroforézu (kap. 4.4.1 Ptiprava vzorka pro SDS-PAGE).

4.1.5 Frakcionace membran spermii

Byla provedena frakcionace membran kancich spermii z nativniho ejakulatu. Pro tuto
metodu bylo nutné pfedem pfipravit a vychladit tyto roztoky:
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e Krebs-Ringer pufr (pH 7,0-7,6) — v 90 ml destilované vody bylo rozpusténo
12,5 mg Na;HPO4 x 2H>0, 10 mg MgCl> x 6 H,0, 34 mg KCl, 1,198mM
NaCl, 18 mg NaH>PO4, 49 mg fruktdzy, 126 mg NaHCOs3 a nésledné doplnéno
destilovanou vodou do 100 ml.

e roztok 0,15M NaCl a SmM Hepes (pH 7)

e roztok 1,3M sacharézy v 0,9% NaCl

e roztok 1,75M sacharozy v 0,9% NaCl

e 1M benzamidin

e 1% Triton-X100 v TBS (tris-buffered saline; 0,05M tris, 0,15M NaCl) pH 7.,5.

Ejakulat byl prenesen do 50ml sterilnich falkon a sto€en na centrifuze (centrifuge 5804
R; Eppendorf, Némecko) pii 400 x g 4°C po dobu 20 min. Poté byl odpipetovan supernatant
tak, aby nedoslo ke zvifeni pelety spermii. Peleta byla promyta ve sterilnim PBS opétovnym
sto¢enim za stejnych podminek. K peleté spermii byl pfidan vychlazeny Krebs-Ringer pufr
(na 1 dil spermii 2 dily pufru) a smés byla resuspendovana. Suspenze byla nanesena na roztok
1,3M sacharozy s 0,9% NaCl do 50ml falkon a centrifugovana 30 min pii 2000 x g a 4 °C.

Po stoceni byl supernatant odsan a peleta resuspendovana v roztoku 0,15M NaCl
a5SmM Hepes (pH 7). Suspenze byla nanesena na roztok 1,3M sacharozy s 0,9% NaCl
do 14ml ultracentrifugac¢nich zkumavek (Ultra-Clear centrifuge tubes 14 x 95 mm; Beckman
Clouter Inc, USA). Zkumavky v kyvetach byly vlozeny do vychlazené ultracentrifugy
(Optima XPN-90; Beckman Coulter Inc., USA) a centrifugovany
pii 4°C a 340000 x g po dobu 20 min.

Po centrifugaci byl odsan supernatant a peleta byla resuspendovana v roztoku
0,15 NaCl a 5 mM Hepes pufru. K této smési byla pridana 1 tableta koktejlu proteazovych
inhibitori (cOmplete Mini, Mini Protease Inhibitor Cocktail; Hoffmann-La Roche,
Svycarsko) na 10 ml roztoku 0,15 NaCl a 5SmM Hepes pufru.

Nasledné byla suspenze sonikovéana (ultrasonikator UPS50H; Hielscher Ultrasound
Technology, Némecko) v kadince pfi plné amplitudé sonikatoru. Po kazdém 20s sonika¢nim
intervalu byla kadinka na 1 min umisténa na led, aby se zabranilo pfehrati. Pribézné bylo
pomoci mikroskopu kontrolovano, zda se oddélily bi¢iky od hlavicek spermii. V piipade,
ze cca 80 % spermii melo odde€lny bic¢ik od hlavicek, byla sonikace ukoncena.

Suspenze byla navrstvena na sachar6zovy gradient do 14ml ultracentrifugacnich
zkumavek. Gradient se skladal roztoku 1,75M sacharozy s 0,9% NaCl, na ktery byl opatrné
navrstven roztok 1,3M sacharozy s 0,9% NaCl. Zkumavky v kyvetach byly centrifugovany
ve vychlazené ultracentrifuze  (Optima XPN-90) ve vykyvném rotoru SW40Ti
pii 4°C a 95000 x g po dobu 3 hodin.

Po centrifugaci byly ve zkumavkach dobfe pozorovatelné prstence — viz obrazek 10.
Prvni rozpustna frakce byla odebrana do sterilni falkony a zamrazena. Prstence byly pomoci
pipety odebrany do 14ml ultracentrifuga¢nich zkumavek. Zbytek supernatantu byl odsan
a peleta promyta od sachardzy pfidanim vychlazeného PBS a centrifugaci 3500 x g po dobu
5 min (Centrifuge 5804 R). Promyvaci krok byl proveden 2x. Peleta byla resuspendovana
v lyzacnim roztoku obsahujici 1% Triton X-100 v TBS (pH 7,5), ke kterému byl pfidan
koktejl proteazovych inhibitori (cOmplete Mini, Mini Protease Inhibitor Cocktail)
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ainkubovana pfi 4 °Cpo dobu 1h Poté byla provedena centrifugace
pii 4 °C 21 500 x g (Centrifuge 5804 R) po dobu 20 min. Nasledné byl lyzat zamrazen.

o
M— 1]
- rozpustna frakce
«— plazmatické membrany
«—— vnéjii akrozomalni membrany a bic¢iky

\F vinitini akrozomalni membrény a hlavicky

Obrazek 10 Frakce membran

Zkumavky sprstenci byly doplnény vychlazenym PBS a centrifugovany
v ultracentrifuze (Optima XPN-90) svykyvnym rotorem SW40Ti pfi 4 °C 30 min
na 120000 g. Nasledné byl supernatant odsan a pelet resuspendovan v lyzaénim roztoku
obsahujici 1% Triton—X-100 v TBS pH 7,5, ke kterému byl pfidan koktejl protedzovych
inhibitorti (cOmplete Mini, Mini Protease Inhibitor Cocktail). Tato smés byla inkubovana
pii 4°C po dobu 1 h. Poté byla smés centrifugovana pti 4 °C 21500 x g (Centrifuge 5804 R)
po dobu 20 min. Nasledné byl lyzat zamrazen.

Pro ziskani vhodnych vzorka pro SDS elektroforézu byly lyzaty nejprve precipitovany
pomoci vymrazeného acetonu. Ke 100 pl lyzatu bylo pfidano 600 pl vymrazeného acetonu.
Tato smés byla 1 hodinu inkubovana pii -20 °C. Po inkubaci byly zkumavky vlozeny
do vychlazené centrifugy (Centrifuge 5804 R) na 4 °C a stoCeny pii 5000 x g 5 minut. Poté
byl supernatant odstranén a k peleté byl napipetovan vzorkovy pufr (0,5 M TRIS-HCI, pH
6,8; glycerol; 2% SDS; 0,05% bromfenolova modf; Sigma-Aldrich) dle velikosti pelety.
Vzorky byly voretexovany, 5 minut povafeny a ihned pouzity pro SDS elektroforézu ¢i byly
ulozeny pii -20 °C.

4.1.6 Priprava tkani

Pro experimenty byly pfipraveny extrakty proteinli zreprodukénich organti kance
(testes, caput epididymis, corpus epididymis a cauda epididymis) lyzaci riznymi roztoky.

a) Lyzace tritonem

Testikularni a epididymalni tkan o hmotnosti 100 mg byla homogenizovana v 500 pl
1% Tritonu X-100 Tris-HCI (pH 7,8) s 50mM NaCl pomoci homogenizatoru IKA T10 basic
(IKA Werke, Némecko). Po homogenizaci byla tkan centrifugovana pii 10 000 x g a 4 °C po
dobu 5 min (Centrifuge 5804 R). Pro precipitaci vzorku bylo odebrano 100 pl supernatantu,
ke kterému bylo ptfidano 600 pl vymrazeného acetonu. Vzorek byl 1 hodinu inkubovan pfi -20
°C. Po inkubaci byl vzorek stoCen na centrifuze pti 5000 x g, 5 min pii 4 °C. Supernatant byl
odstranén a k peleté pfidan neredukujici vzorkovy pufr (0,5 M Tris-HCI, pH 6,8; glycerol; 2%
SDS; 0,05% bromfenolova modf; Bio-rad). Pro redukujici podminky byl do vzorkového pufru
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pridan merkaptoetanol v takovém mnozstvi, aby jeho koncentrace byla 5%. Poté byl vzorek
5 min povaren a nasledné pouzit pro SDS elektroforézu.

b) Lyzace SDS vzorkovym pufrem

Testikularni a epididymalni tkai o hmotnosti 100 mg byla vloZzena do homogeniza¢ni
zkumavky s 500 pl vzorkového pufru (0,5 M Tris-HCL, pH 6,8; glycerol; 2% SDS; 0,05%
bromfenolova modf; Bio-rad) ahomogenizovana pomoci tkanového homogenizatoru
(Precellys 24 Tissue homogenizer;, Bertin Instruments, Francie) pii rychlosti 5000 otacek za
minutu po dobu 20 vtefin. Homogenizace byla celkem pétkrat opakovana a mezi jednotlivymi
cykly byla zkumavka se vzorkem chlazena na ledu. Zhomogenizované tkané byly 2 minuty
centrifugovany v centrifuze (Centrifuge 5804 R) pii 4°C a 10000 x g. Supernatant byl
prenesen do cCisté 1,5ml zkumavky. Takto pfipraveny vzorek byl nasledné pouzit pro SDS
elektroforézu.

4.1.7 Izolace RNA z tkané

RNA byla izolovana zreprodukCnich organt kance — z testes, caput epididymis,
corpus epididymis a cauda epididymis.

Do homogeniza¢ni zkumavky bylo vlozeno 100 mg tkan¢ a ptidano 1 ml roztoku TRI
reagent (Molecular Research Center, Inc., USA). Zkumavka byla vlozena do tkanového
homogenizatoru (Precellys 24 Tissue homogenizer) a homogenizovana pii rychlosti 5000
ota¢ek za minutu po dobu 20 vtefin. Nasledné byla zkumavka chlazena ledem 2 minuty.
Homogenizace achlazeni bylo opakovano celkem pétkrat. Poté byla smés inkubovana
S minut pii pokojové teploté. Smés byla prepipetovana do Cisté zkumavky, do které bylo
nasledné napipetovano 0,1 ml 1-brom-3-chlor propanu. Smés byla inkubovana 10 minut pfi
pokojové teploté a prubézné vortexovana. Nasledné byla zkumavka stoCena v centrifuze
(Centrifuge 5804 R) na 12000 x g pii 4 °C po dobu 15 minut. Béhem centrifugace se smés
ve zkumavce rozdélila na 3 faze — RNA, DNA a proteiny.

Nasledovala samotna izolace RNA, ktera probihala v boxu uréeného pro praci s RNA
(UVT-B-AR, DNA/RNA UV-cleaner box; Biosan, LotyS§sko). K horni fazi obsahujici RNA,
ktera byla ptepipetovana do cCisté 1,5ml zkumavky, bylo ptidano 0,5 ml isopropanolu. Smes
byla vortexovana a inkubovana 10 min pii pokojové teploté. Nasledné byla zkumavka vlozena
do centrifugy (Centrifuge 5804 R;) a smés byla sto¢ena pii 12000 x g pii 4 °C po dobu 10
minut. Po centrifugaci byla na dné a sténé zkumavky patrnd peleta RNA. Supernatant byl
odpipetovan a peleta promyta v Iml 75% ethanolu, nasledovalo vortexovani a centrifugace pii
7500 g a 4°C po dobu 5 min (Centrifuge 5804 R). Poté byla peleta resuspendovana v 50 pul
tkanové H>O.

Koncentrace RNA a Cistota vzorku byla méfena spektrofotometrem NanoDrop 2000
(Thermo Fisher Scientific, USA). Cistota RNA byla zjiténa pomérem absorbance pii 260
a 280 nm. Ocekavany pomér absorbance 260/280 pro Cistou RNA je 2,0. Dale byl vypocitan
pomeér absorbance 260/230 slouzici jako dodateCny ukazatel Cistoty RNA. Idealni hodnota
pomeéru absorbance 260/230 je v rozmezi 2,0- 2,2. Vzorek RNA byl nésledné ulozen
pti 80 °C.
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4.2 Pouzité protilatky pro imunodetekcni metody (imunodetekce, nepiima
imunofluorescencni mikroskopie)

Primarni protilatky

Monoklonalni mysi IgG protilatka proti lidské CD46 — klon M177 (Thermo Fisher
Scientific)

Monoklonalni krysi IgG protilatka proti mysi CD46 — klon MM10 (Abcam, Velka
Britanie)

Monoklonalni mys$i IgG protilatka proti CD46 — klon 13G10 (Cyt-2):
proti aminokyselinové sekvenci C-konce cytoplazmatického konce lidského proteinu (Sigma-
Aldrich)

Monoklonalni my$i IgG protilatka (klon MEM258) proti epitopu na SCR4 doméné
lidského proteinu CD46, konjugovana s FITC (EXBIO Praha, a.s., Ceska republika)

Monoklonalni mysi IgG protilatka proti prasec¢i CD52 (11/305/44) (Invitrogen, USA)

Monoklonalni mysi protilatka proti a-tubulinu - klon DM1A (Sigma-Aldrich)

Sekundarni protilatky

Kozi protilatka proti mysim IgG (H+L) konjugovana s kienovou peroxidazou (HRP)
(Bio-Rad Laboratories, Inc., USA)

Kozi protilatka proti krysim IgG (H+L) konjugovand sHRP (Jackson
ImmunoResearch Europe Ltd., Velka britanie)

Kozi protilatka proti mysim IgG (H+L), Alexa Fluor 488 (Invitrogen)

4.3 Neprima imunofluorescen¢ni mikroskopie

Pro nepfimou imunofluorescencni mikroskopii byly pfipraveny vzorky spermii
ejakulovanych, kapacitovanych aspermii po indukci akrozomalni reakce. Vzorky byly
pfipraveny bud’ metodou vlhké fixace bunék na mikroskopické sklicko s naslednou inkubaci
s protilatkou na skli¢ku, nebo inkubaci s protilatkou piimo v suspenzi bunek.

4.3.1 Lokalizace proteinu ve spermiich fixovanych na mikroskopickém sklicku

Pro pfipravu preparatu se spermiemi ejakulovanymi, kapacitovanymi a se spermiemi
po indukci akrozomalni reakce byla pouzita hydrofobni fixa (PAN Pen liquid blocker; Sigma-
Aldrich). Fixou byla na podlozni skli¢ko nakreslena dvé kolecka. Do kazdého kolecka bylo
napipetovano 20 pl suspenze spermii a 50 ul vymrazeného roztoku acetonu s metanolem
v poméru 1:1. Po 5 minutach byl fixacni roztok odstranén oplachem sklicka pomoci PBS.
Sklicko bylo osuSeno a pripraveno pro detekci proteini pomoci protilatky metodou nepiimé
imunofluorescence.

Do kazdého kolecka bylo pipetovano 150 pl blokovaciho roztoku SuperBlock
(Blocking Buffer in PBS; Thermo Fisher Scientific). Inkubace blokovacim roztokem
probihala na vlhké buni¢iné v temnu po dobu 30 minut. Nasledné byla sklicka oplachnuta
v PBS a osusena. Do kolecek urCenych pro detekci proteint bylo pipetovano 100 pl roztoku
primarni protilatky. Redéni primarnich protilatek je uvedeno v tabulce 3. Do koledek
urCenych pro negativni kontrolu bylo napipetovano 100 ul PBS. Inkubace preparata
s primarni protilatkou probihala ve vlhké komirce pfes noc nebo 2 hodiny v lednici. Druhy
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den byla sklicka oplachnuta v PBS a osusena. Dale bylo do kolecek napipetovano 100 pl
roztoku sekundarni protilatky proti my§im IgG konjugované s Alexa Fluor 488 nafedéna
1:300 v PBS. Inkubace se sekundarni protilatkou probihala ve vlhké komurce v lednici
1 hodinu. Poté byla sklicka oplachnuta v PBS a osuSena. Pro vizualizaci integrity akrozomu
byly preparaty inkubovany se 100 pl PNA lektinu konjugovaného s rhodaminem (Rhodamin
Peanut aglutinin, Vector Laboratories, USA) v PBS v poméru 1:700. Vzorky byly opét
umistény do vlhké komurky a inkubovany 30 minut pii pokojové teploté. Po inkubaci byla
sklicka oplachnuta v PBS a destilované vodé. Po dikladném osuseni bylo do kazdého kolecka
pipetovano 5 pl montovaciho média s DAPI (Vectashield Antifade Mounting Medium with
DAPI, Vector Laboratories) pro zamontovani preparatu ak vizualizaci jadra buriky.
Nasledovala zavérecna 10minutovd inkubace a poté byly vzorky vyhodnoceny pomoci
fluorescen¢niho mikroskopu (E400; Nikon, Japonsko). Fotografie snimané pomoci kamery
byly zpracovany pomoci programu NIS.

Tabulka 3 Redéni primdrnich protildtek - neprimd imunofluorescence

Protilatka Redéni v PBS
Protilatka proti lidské CD46 (klon M177) 1:100, 1:50, 1:10, 1:5
Protilatka proti lidské CD46 (klon MM 10) 1:100, 1:50
Protilatka proti lidské CD46 (klon MEM258) | 1:20, 1:10
konjugovana s FITC

Protilatka proti lidské CD46 (klon 13G10) - Cyt-2 1:200, 1:100, 1:50
Protilatka proti praseci CD52 (11/305/44) 1:200, 1:100, 1:50

4.3.2 Lokalizace proteinu ve spermiich v suspenzi s naslednou fixaci na sklicko

Pro detekci studovanych proteini pomoci nepiimé imunofluorescenéni mikroskopie
byly pfipraveny vzorky pro inkubaci protilatky se spermiemi v suspenzi. V tomto piipadé
probiha navézani protilatky na spermii pfimo v suspenzi bunek. Oproti pfedchozi metodé
(4.6.1 Lokalizace proteint ve spermiich fixovanych na mikroskopickém sklicku) jsou spermie
na sklicko fixovany az po inkubaci s primarni a sekundarni protilatkou.

Po promyti bunék v DPBS (Sigma-Aldrich) byly wvzorky stoCeny v centrifuze
(MiniSpin Plus) pii 300 x g 5 minut. Poté byl supernatant odpipetovan. K peleté obsahujici
10-15 miliont spermii bylo pfidano 100 pl roztoku primarni protilatky, ve kterém byly
spermie po resuspendovani inkubovany 30 minut pii pokojové teploté. Redéni pouzitych
primarnich protilatek v PBS je uvedeno v tabulce 4 nize. Pro negativni kontrolu byly spermie
inkubovany pouze s DPBS. Nasledné byly vzorky centrifugovany pfi 300 x g 5 minut a poté
byl supernatant odpipetovan. Pro odstranéni nenavazané protilatky bylo k peletam spermii
napipetovano 500 ul DPBS, pelety byly resuspendovany, vzorky stoCeny pii 300 x g 5 minut
a nasledné byl supernatant odpipetovan. Tento promyvaci krok byl jesté jednou zopakovan.
Nasledovala 30minutova inkubace spermii v roztoku se sekundarni protilatkou proti mysim
IgG Alexa Fluor 488, kterd byla nafedéna 1:300 v DPBS. Inkubace probihala ve tmé& pfi
pokojové teploté. Poté, stejné¢ jako po inkubaci s primarni protilatkou, nasledovala
centrifugace a promyti nenavazané protilatky. Po promyti bunék od sekundarni protilatky
bylo tfeba spermie zafixovat na mikroskopické sklicko. Na sklicko bylo hydrofobni fixou
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nakresleno kolecko, do kterého bylo napipetovano 20 pl suspenze spermii a 50 pl
vymrazeného roztoku acetonu s methanolem v poméru 1:1. Po 5 minutach byla sklicka
oplachnuta fyziologickym roztokem (0,9% NaCl; Lachner, Ceska republika). Po osuseni
sklicek bylo do koleCek napipetovano 150 ul blokovaciho roztoku SuperBlock. Sklicka byla
umisténa do temna na vlhkou buni€inu, kde probihala inkubace po dobu 30 minut. Dale byla
provedena 30minutova inkubace ve tmé na vlhké buniCiné sroztokem PNA lektinu
konjugovaného s rhodaminem (Rhodamin Peanut agglutinin) v DPBS v poméru 1:700. Takto
ptipravené vzorky byly taktéz vyhodnoceny pomoci fluorescencniho mikroskopu Nikon
(E400, Japonsko).

Tabulka 4 Redeni primdrni protildatek v suspenzi

Protildtka Redéni v DPBS
Protilatka proti lidské CD46 (M177) 1:5
Protilatka proti praseci CD52 1:20

4.4 SDS elektroforéza v polyakrylamidovém gelu (SDS-PAGE)

Elektroforéza v polyakrylamidovém gelu v pfitomnosti dodecylsiranu sodného (SDS)
slouzi k separaci proteini na zakladé jejich elektroforetické pohyblivosti. V nasledujicich
podkapitolach je popsana priprava vzorkt pro tuto metodu a samotna elektroforéza.

4.4.1 Priprava vzorki pro SDS-PAGE

Vzorky pro elektroforézu byly pfipraveny v neredukujicich ¢i v redukuyjicich
podminkach. Pro neredukujici podminky byla extrakce proteini provedena lyzaci pelet
spermii ve vzorkovém pufru (0,5M TRIS-HCI, pH 6.,8; glycerol; 2% SDS; 0,05%
bromfenolova modf; Bio-rad). K 50ul peleté spermii bylo pfidano 150 ul vzorkového pufru.
Vzorek byl resuspendovan ainkubovan 30 minut na ledu. Béhem inkubace byl vzorek
vortexovan kazdych 5 minut. Nasledné byl 5 minut povafen a centrifugovan 2 minuty
pii 10000 x g a 4 °C (Centrifuge 5804 R). Supernatant byl ihned pouzit pro SDS-PAGE nebo
ulozen pfi -20 °C. Pro dosazeni redukujicich podminek byl ke vzorkovému pufru pridan 2-
merkaptoethanol do vysledné koncentrace v pufru 5%.

4.4.2 SDS-PAGE

Pro vertikalni elektroforézu v polyakrylamidovém gelu v pfitomnosti SDS byla
sestavena aparatura Mini-PROTEAN Tetra (Bio-Rad) se skly a vlozena do stojanu. Poté byl
pfipraven separacni gel — 12% nebo 7,5% (viz tabulka 5). K roztoku ptipraveného dle tabulky
2 bylo tésné pred aplikaci ptidano 4,5 ul TEMED (Pharmacia Biotech, Svédsko) a 70 ul 10%
roztoku APS (persiran amonny; Sigma-Aldrich). Roztok separacniho gelu byl nalit mezi
ptfipravena skla apoté byl prevrstven destilovanou vodou. Polymerace gelu probihala
30 minut.
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Tabulka 5 Separacni gel pro SDS-PAGE

Hustota | Destilovana | Akrylamid (30 % Resolving gel 10% roztok
gelu H20 Acrylamide/bis- buffer SDS (Bio-Rad)
acrylamide solution (1,5 M Tris-HCI,
37.5:1; Bio-Rad) pH 8,8; Bio-Rad)
7,5% 5 ml 2,5 ml 2,5 ml 100 ul
12% 3,5ml 4 ml 2,5 ml 100 ul

Po polymeraci gelu byla destilovana voda slita a na ztuhly separacni gel byl nanesen
4% zaostiovaci gel, ktery byl pfipraven z 1,52 ml destilované vody, 625 ul Stacking gel
buffer (0,5M Tris HCI pH 6,8; Bio-Rad), 325 pl 30% akrylamidu (30% Acrylamide/Bis
Solution 37.5:1 Bio-Rad) a 25 pl 10% SDS (Bio-Rad). Pred aplikaci bylo k roztoku
pfidano 3,8 ul TEMED (Pharmacia Biotech) a 50 ul 10% roztoku APS (Sigma-Aldrich). Do
nalitého separac¢niho gelu byl ihned umistén 10 ¢i 15 jamkovy hiebinek. Separa¢ni gel tuhnul
10-15 minut.

Skla s pfipravenym gelem byla pfenesena do aparatury pro elektroforézu a zalita
elektrodovym pufrem (15 g tristhydroxymethyl)aminomethanu (tris); Sigma-Aldrich),
72 g glycin (Sigma-Aldrich), 5 g SDS (Bio-Rad) v 11 destilované H>O; fedéno destilovanou
H>O vpoméru 1:4). Do vzniklych jamek byly pipetovany vzorky a4 pl proteinovych
molekularnich standard(i (Precision Plus Protein Standards Dual Color; Bio-Rad) na 1 jamku.
Vzorky byly pipetovany v objemu 12 pl pro 15jamkovy gel a v objemu 15 pl pro 10jamkovy
gel. Aparatura byla uzaviena azapojena do zdroje elektrického proudu. Elektroforéza
probihala pfi konstantnim napéti 80 V 30 minut a nasledné 60 minut pfi konstantnim napéti
150 V.

4.5 Western blot (elektroprenos)

Na SDS elektroforézu v polyakrylamidovém gelu navazuje Western blot. Jedna se
o elektropienos proteint z gelu na membranu. Byl pouzit systém Mini-Trans blot (Bio-Rad).

Nejprve byl pfipraven transferovy pufr. V 200 ml destilované H>O bylo rozpusténo
3,03 g Tris (Sigma-Aldrich) a 14,4 glycinu (Sigma-Aldrich). K roztoku bylo pfidano 200 ml
methanolu a nasledné doplnéno destilovanou H2O do 1 litru. V takto pfipraveném pufru byly
na 15 minut namoceny komponenty pro elektropienos — 4 vystfizky chromatografického
papiru Whatman, 2 houbi¢ky a membrana. PVDF (polyvinylidenfluorid) membranu bylo
nutné pfedem aktivovat 1 minutu v methanolu, zatimco nitrocelul6zova (NC) membrana byla
rovnou namocena do transferového pufru.

Gel s membranou byl vlozen mezi chromatografické papiry a houbicky do kazety tak,
aby doslo k pfenosu zaporn€ nabitych proteind z gelu na membranu. Kazeta byla vloZena
do aparatury pro Western blot. Elektropienos probihal po dobu 70 minut pfi konstantnim
elektrickém proudu 0,5 A. Aparatura byla béhem celého procesu chlazena ledem.

Po dokonceni elektropfenosu byla membrana z aparatury vyjmuta a oplachnuta
v destilované vodé. Pro vizualizaci pfenesenych proteini byla membrana inkubovana
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s roztokem Ponceau (Ponceau S Solution; Sigma-Aldrich) po dobu 60 vtefin. Obarvena
membrana byla vyfocena a nésledné byla barva odmyta roztokem PBS s 0,1% Tweenem 20
(Sigma-Aldrich). Membrana byla dale pouZzita pro imunodetekci proteind.

4.6 Imunodetekce proteinu

Blokace volnych mist na membrané byla provedena hodinovou inkubaci membrany
na tfepacce s 5% roztokem suSeném mléka (Blotto, non-fat dry milk, Santa Cruz
Biotechnology) v PBS. Po inkubaci byla membrana promyta v PBS s 0,1% Tweenem. DalSim
krokem byla inkubace membrany v roztoku s primarni protilatkou. Inkubace probihala
ve sterilnich falkonach, do kterych byl napipetovan roztok s primarni protilatkou a pinzetou
byla opatrné vlozena membrana. Falkony byly pfes noc ulozeny na rotacni trepacku
do chladové mistnosti. Red&ni primarnich protilatek je uvedeno v tabulce 6. Protilatka proti o-
tubulinu byla pouzita pro kontrolu proteinové koncentrace v jednotlivych vzorcich.

Tabulka 6 Redéni primarni protilatek pro imunodetekci proteinii

Protilatka Redéni v PBS
Protilatka proti a-tubulinu (DM1A) 1:5000
Protilatka proti lidské CD46 (klon M177) 1:500
Protilatka proti lidské (klon MM10) 1:500
Protilatka proti praseci CD52 (11/305/44) 1:500

Nasledujici den byla membrana promyta 3x po 10 minutach v PBS s 0,1% Tweenem.
V dalsim kroku byla provedena inkubace membrany se sekundarni protilatkou proti mysim
imunoglobulinim konjugovanou s kienovou peroxidazou. V pfipadé primarni protilatky
MMI10 byla pouzita sekundarni protilatka proti krysim IgG konjugovana s kienovou
peroxidazou. Sekundarni protilatka byla fedéna v PBS v poméru 1:3000 a napipetovana
do falkon k membranam. Inkubace probihala 1 hodinu na rotatni tfepacce. Po inkubaci
nasledoval promyvaci krok, pfi kterém byla membrana promyta 4x po 5 mintach v PBS
s 0,1% Tweenem a 2x v PBS.

Vizualizace specifické detekce proteinu protilatkou byla provedena pomoci
chemiluminiscen¢niho substratu (SuperSignal West Pico Chemiluminiscent Substrate;
Thermo Fisher Scientific) na pfistroji Azure c300 Gel Imaging System (Azure Biosystems,
USA).

4.7 Kvantitativni PCR

Pro zjisténi exprese studovanych proteini v reprodukcnich organech kance byly
vyuzity vzorky izolované RNA, jejichz pfiprava byla popsana v kapitole 4.1.7 Izolace RNA
z tkané. Nejprve bylo tfeba ziskat cDNA (komplementarni DNA), ktera vznika reverzni
transkripci RNA do DNA, a nasledné byla provedena samotna kvantitativni PCR (qPCR).

4.7.1 Reverzni transkripce

Pfed samotnou reverzni transkripci byla provedena inkubace vzorkd s enzymem
DNasa I. Tento krok slouzi k odstranéni kontaminujici DNA. Do 0,2ml PCR zkumavek byl
napipetovan 1 ul DNasa I (Thermo Fisher Scientific), 1 pl 10x koncentrovany reakéni pufr
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pro DNAasu I (10x Reaction Buffer with MgCl» for DNasa I; Thermo Fisher Scientific), 2 pg
vzorku RNA a potifebné mnozstvi tkanové vody do celkového objemu 10 pl. Vzorky byly
vlozeny do thermocykleru (Touchgene cycler; Techne, Velka Britanie), na kterém byl
nastaven program pro inkubaci 30 minut pfi 37 °C. V dalSim kroku byl ke kazdému vzorku
pfidan 1 pul S0mM EDTA (Thermo Fisher Scientific) pro odstranéni Mg ionti, bez kterych je
DNasa I nefunkéni. Vzorek byl opét vlozen do thermocycleru, na kterém byl nastaven
program pro inkubaci 10 minut pfi 65 °C. Béhem inkubace byl pfipraven master mix
pro vlastni reverzni transkripci. Pro 1 vzorek bylo pipetovano 4 pl 5x koncentrovaného
reakéniho pufru pro M-MuLV reverzni transkriptdzu (Thermo Fisher Scientific), 0,5 pl
inhibitoru RNaz (RNaseOUT Recombinant Ribonuclease Inhibitor; Thermo Fisher
Scientific), 2 ul RNA spiku (TATAA Universal Spike II template; TATAA Biocenter,
Svédsko), 2 ul 10mM dNTP mix (Thermo Fisher Scientific), 1 pl mixu Oligo (dT)s primert
(Thermo Fisher Scientific) a nahodnych primerd (Random Hexamer Primers, Thermo Fisher
Scientific) vpoméru 1:1alpul M-MuLV reverzni transkriptdzy (RevertAid Reverse
Transcriptase; Thermo Fisher Scientific). Do zkumavek bylo pipetovano po 10 pl
ptipraveného master mixu. Kazdy vzorek byl zvortexovan a stoCen na stolni minicentrifuze
(Combi-Spin; Biosan, LotyS$sko). Nasledné byly vzorky umistény do thermocycleru, kde byl
nastaven program, pii némz probihala inkubace vzorkd 60 minut pfi 42 °C a nasledné 10
minut pii 70 °C.

Ke kazdému experimentadlnimu vzorku byla pfipravena negativni kontrola reverzni
transkripce za UCelem detekce piipadné kontaminace genomickou DNA. Piiprava vzorku
a prubéh reakce byl stejny, lisil se pouze posledni krok, kdy misto 1 ul reverzni transkriptazy
byla pipetovana voda. Navic byl piipraven 1 vzorek pro kontrolu inhibice reakce, tzv. spike
kontrola. Misto izolované RNA byla v prvnim kroku do zkumavky napipetovana tkanova
voda, jinak se pfiprava a prubéh reakce tohoto vzorku od experimentalnich vzorka nelisila.

Vysledna ¢cDNA byla pro pouziti v kvantitativni PCR 10x nafedéna — finalni
koncentrace cDNA ve vzorku byla tedy 10 ng/ul. Vzorky byly nésledné pouzity
pro kvantitativni PCR nebo uchovavany pii -20 °C.

4.7.2 Kvantitativni PCR (qPCR)

Pro qPCR byly navrzeny primery vhodné pro detekci exprese proteind CD46 a CD52
v kan¢ich reproduk¢nich organech. Primery byly navrzeny pomoci programu Primer-BLAST
(dostupny online - https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/). Navic byly navrzeny
primery pro referencni gen GAPDH (glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenaza). Sekvence
pouzitych primerd jsou uvedeny v tabulce 7. Uvedené primery byly objednany u Generi
Biotech s.r.o. Dle instrukci vyrobce byly lyofilizované primery rozpustény, ¢imz byly ziskany
0,1mM roztoky primerd, které byly uchovavany pii -80 °C. Dale byly pfipraveny pracovni
roztoky primerd, kdy k 80 ul tkanové H2O bylo pipetovano 10 pl , forward™ primeru a 10 pl
yreverse“ primeru. Takto pfipravené pracovni roztoky primerd (tzv. primer mixy) byly
uchovavany pfi -20 °C.
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Tabulka 7 Sekvence primerit pro gPCR

Sekvence primeru (5'—3')
Nazev genu Forward primer Reverse primer
CD46 ACCACCTGGCGAAATTCCAA | GGCTGCTCTCTCCAACAAGT
CD52 GTGGATTCCCTGCGTTCATC | TTGGTGGTGGTTCGGTTTCC
GAPDH TGAACGGATTTGGCCGCA CTTGCCGTGGGTGGAATCAT

Pro 1 experimentalni vzorek bylo do jamky 96jamkové PCR desticky (Bio-rad)
pipetovano: 2 ul tkanové H»O, 5 ul barvicky Syber Green (Maxima Syber Green qPCR
master mix no Rox; Thermofisher Scientific) a 1 ul primer mixu. Pro kontrolu inhibice byly
pipetovany stejné reagencie abyl pro né pouzit komeréni primer mix Universal Spike
I primermix (TATAA Biocenter). Nasledné byly do desticky pipetovany 2 pl 10x natfedéné
cDNA. Pro kazdy gen byla pfipravena i negativni kontrola, tzv. NTC (,,no template control*),
do které misto cDNA byla pipetovana voda. S komerénimi spike primery byly testovany
vSechny experimentalni vzorky aspikova kontrola. VSechny vzorky byly pfipraveny
v triplikatech pro eliminaci pipetovaci chyby.

PCR desticka byla vlozena do thermocycleru pro kvantitativni PCR (CFX96 Touch
Real-Time PCR Detection System; Bio-Rad). V softwaru pfistroje byl nastaven reakcni profil,

ktery je uveden nize v tabulce 8.
Tabulka 8 Reakcni profil gqPCR

Krok Teplota (°C) | Cas Pocet cyklu
Pocatecni 95 10 min 1
denaturace
Denaturace 95 15s
Hybridizace 60 30s 35
Prodluzovani 70 1 min

Po skonceni reakce byla data vyexportovana do programu MS Excel pro nasledné

vyhodnoceni. Zaroven byl v softwaru pfistroje zkontrolovan prabéh reakce:

1. Kifivka tani (tzn. melting curve) — 2 avice vrcholl kiivky ukazuje na tvorbu
nespecifickych produktd a/nebo primer-dimert. Zadouci je pouze 1 vrchol kiivky
a identicka teplota tani (= 0,5 °C) pro PCR produkty, které byly testované se
stejnymi primery.

2. Kontrola inhibice reverzni transkripce a vlastni qPCR — Pfipadna inhibice reverzni
transkripce byla zjisténa porovnanim Cq hodnot (kvantifika¢nich cyklu, respektive
prahovych hodnot) u vzorkl se spike primery. Cq hodnota experimentalniho
vzorku by se meéla shodovat s Cq hodnotou spikové kontroly (+ 0,5). Vyssi Cq
hodnota u experimentalniho vzorku v porovnani s Cq hodnotou spikové kontroly
ukazuje na inhibici reverzni transkripce. Niz§i ucinnost reakce (kiivka spikové
kontroly dosahuje niz§iho maxima nez kiivka experimentalniho vzorku) ukazuje
na inhibici qPCR.
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4.7.3 Statistické vyhodnoceni dat

Ziskané hodnoty Cq v triplikatu byly zprimérovany a nasledné byla vypocitana
relativni hodnota exprese genu dle Livak & Schmittgen (2001). Vysledna relativni hodnota
exprese genu pro protein CD46 byla vypogitana podle vzorce: 2744C1 (Livak & Schmittgen
2001), kdy AACq = [(Cq genu CD46(CD52) - Cq referencniho genu (GADPH)
u experimentalniho vzorku - (Cq genu CD46(CD52) - Cq referencniho genu (GADPH)
u svalu)]. Statisticky vyznamné rozdily v genové expresi mezi jednotlivymi organy byly
testovany jednocestnou ANOVA analyzou v programu GraphPad Prism 9.
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S Vysledky

Tato kapitola, ktera obsahuje vysledky prace, je rozdélena na dvé podkapitoly
dle studovanych proteina — protein CD46 a protein CD52.

5.1 Protein CD46

Protein CD46 byl lokalizovan v kanc¢ich a byc¢ich spermiich. Déle byla provedena detekce
tohoto proteinu nejen v extraktech kancich abycich spermiich, ale i v testikularni
a epididymalni tkani kance. V téchto tkanich byla navic sledovana exprese genu pro protein
CD46.

5.1.1 Lokalizace proteinu CD46 ve spermiich

Pro lokalizaci proteinu CD46 v kancich a bycich spermiich byla provedena neptima
imunofluorescencni mikroskopie (kapitola 4.3). Lokalizace proteinu CD46 byla provedena
ve spermiich ejakulovanych a ve spermiich po in vitro indukované akrozomalni reakci.

Nejprve byla lokalizace proteinu CD46 detekovana ve spermiich fixovanych
na sklicko (kapitola 4.3.1). Byla vyzkouSena fada protilatek proti CD46 ariizna fedéni.
Lokalizace proteinu CD46 ve spermiich fixovanych na sklicko nebyla uspésna, respektive
nebyl detekovan pozitivni signal pomoci nepifimé imunofluorescencni mikroskopie.

Dale byla provedena lokalizace proteinu CD46 ve spermiich v suspenzi s protilatkou
(klon M177) (kapitola 4.3.2).

Na obrazku 11 je zobrazena lokalizace proteinu CD46 v kancich ejakulovanych
spermiich zinseminacni davky (ID). Pomoci protilatky M177 proti proteinu CD46 nebyl
detekovan zadny pozitivni signal. ZnaCeni akrozomu lektinem PNA detekovalo intaktni
akrozomy spermii. Bila Sipka ukazuje spermii s intaktnim akrozomem.
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Obriazek 11 Lokalizace proteinu CD46 v ejakulovanych spermiich kance (ID) v suspenzi: A — jadro
znacené Dapi (modra), B — reakce s protilatkou M177 proti CD46 (zelend), C — akrozom znaceny lektinem PNA

(Cervena), D — sloZeny obrazek (Dapi, M177, PNA), E— negativni kontrola; bila Sipka ukazuje spermii
s intaktnim akrozomem, zvétseni 400x

Lokalizace proteinu CD46 byla provedena taktéz v suspenzi ejakulovanych kancich
spermii, které byly kryokonzervovany a nasledné rozmrazeny (kapitola 4.1.1). Obrazek 12
zobrazuje pozitivni reakci s protilatkou M177 (zeleny signal) v oblasti akrozomu. Cervena
Sipka ukazuje spermii bez akrozomu a bez detekce studovaného proteinu. Bila Sipka ukazuje
spermii s naruSenym akrozomem a uspésnou detekci proteinu CD46.
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Obrizek 111 Lokalizace proteinu CD46 v ejakulovanych spermiich kance v suspenzi: A — jadro
znacené Dapi (modra), B — reakce s protilatkou M177 proti CD46 (zelend), C — akrozom znaceny lektinem PNA
(Cervena), D — sloZeny obrazek (Dapi, M177, PNA), E — negativni kontrola; bila Sipka ukazuje pozitivni signdl,
Cervena Sipka ukazuje spermii bez akrozomu, zvétseni 400x

Na obrazku 13 je zobrazen detail lokalizace proteinu CD46 v ejakulované spermii
kance po kryokonzervaci. Z obrazku je patrna lokalizace proteinu CD46 v oblasti akrozomu.

Obriazek 13 Detail lokalizace proteinu CD46 v ejakulované spermii kance: A — jadro znacené Dapi
(modra), B— reakce s protildtkou M177 proti proteinu CD46 (zelena), C — akrozom znaceny lektinem PNA
(Cervena), D — sloZeny obrazek (Dapi, M177) E — sloZeny obrdzek (Dapi, PNA), F— sloZeny obrdazek (Dapi,
M177, PNA), zvétseni 400x

U kancich spermii po kryokonzervaci byla indukovana akrozomalni reakce in vitro
pomoci calcium ionophoru (kapitola 4.1.4). Obrazek 14 ukazuje detekci proteinu CD46
pomoci protilatky M177 u kancich ejakulovanych spermii po kryokonzervaci. Protein CD46
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nebyl detekovan u spermii bez akrozomu, nicméné u spermii, které mély akrozom pouze
naruSeny, byl detekovan pozitivni signal pomoci protilatky M177. Zatimco Cervena Sipka
ukazuje spermii bez akrozomu a bez detekce CD46, bila Sipka ukazuje spermii s akrozomem
a pozitivni detekci CD46.

Obriazek 14 Lokalizace proteinu CD46 v kancich spermiich po in vitro indukované akrozomalni reakci
v suspenzi: A — jadro znacené Dapi (modra), B — reakce s protildtkou M177 proti CD46 (zelena), C — akrozom
znaceny lektinem PNA (Cervena), D — sloZeny obrazek (Dapi, M177, PNA), E — negativni kontrola; bila Sipka
ukazuje pozitivni signal, cervena Sipka ukazuje spermii bez akrozomu, zvétsSeni 400x

Lokalizace tohoto proteinu byla provedena ivbyc¢ich spermiich, které¢ byly
po kryokonzervaci rozmrazeny (kapitola 4.1.1) a inkubovany s protilatkou M177 v suspenzi
(kapitola 4.6.2). Obrazek 15 ukazuje detekci proteinu CD46 v ejakulovanych spermiich byka.
Témer vSechny spermie mély alespon Caste€né poskozeny akrozom. Nicméné detekce
proteinu CD46 pomoci protilatky M 177 byla aspésna a protein byl lokalizovan opét v oblasti
akrozomu, coz naznacuje podobnou lokalizaci tohoto proteinu jako v kancich spermiich.
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Obriazek 15 Lokalizace proteinu CD46 v ejakulovanych spermiich byka v suspenzi: A — jadro znacené
Dapi (modrd), B— reakce s protildtkou MI177 proti CD46 (zelena), C— akrozom znaceny lektinem PNA
(Cervena), D — sloZeny obrazek (Dapi, M177, PNA), E — negativni kontrola; bila Sipka ukazuje pozitivni signdl,
zvéiSeni 400x

Na obrazku 16 je uveden detail lokalizace proteinu CD46 ve spermii byka. Obrazek
ukazuje naruSeny akrozom, coz je patrné z Cerveného signalu (akrozom znaceny PNA)
a taktéz ze zeleného signalu (vazba s protilatkou M177), jehoz intenzita v ramci akrozomu

neni jednotna.

Obriazek 16 Detail lokalizace proteinu CD46 v ejakulované spermii byka: A — jadro znacené Dapi
(modra), B— reakce s protildtkou M177 proti proteinu CD46 (zelena), C — akrozom znaceny lektinem PNA
(Cervena), D — sloZeny obrazek (Dapi, M177) E — sloZeny obrdzek (Dapi, PNA), F— sloZeny obrazek (Dapi,
M177, PNA), zvétseni 400x
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Obrazek 17 ukazuje byci spermie po in vitro indukované akrozomalni reakci pomoci
calcium ionophoru. Z obrazku je patrné, ze u spermii bez akrozomu nebyla detekce proteinu
CD46 pomoci protilatky M177 uspésna.

Obriazek 17 Lokalizace proteinu CD46 v bycich spermiich po in vitro indukované akrozomdlni reakci
v suspenzi: A — jadro znacené Dapi (modra), B — reakce s protildtkou M177 proti CD46 (zelena), C — akrozom
znaceny lektinem PNA (Cervena), D — sloZeny obrazek (Dapi, M177, PNA), E — negativni kontrola; bila Sipka
ukazuje spermii bez akrozomu; zvétseni 400x

5.1.2 Detekce proteinu CD46 v extraktech spermii

Pro detekci proteinu CD46 v extraktech spermii byla nejprve provedena lyzace
spermii pomoci SDS vzorkového pufru (kapitola 4.4.1) a poté separace proteinu dle jejich
velikosti (kapitola 4.4.2). Pokud neni uvedeno jinak, vzorky byly pfipraveny v neredukujicich
podminkach. Rozdélené proteiny byly preneseny na membranu pomoci Western blotu
(kapitola 4.5). Membrana s prenesenymi proteiny byla inkubovana s protilatkou proti proteinu
CD46. Dale byla inkubovana s protilatkou proti a-tubulinu pro kontrolu nanasky proteind.
Nasledné byla provedena imunodetekce (kapitola 4.6). V pfipadé negativni kontroly byla
membrana inkubovana v PBS a poté v sekundarni protilatce.

Protein CD46 byl detekovan v kancich ejakulovanych ain vitro kapacitovanych
spermiich a ve spermiich po in vitro indukované akrozomalni reakci. Pro imunodetekci byla
pouzita protilatka proti lidskému proteinu CD46 — klon M177. Tato detekce je zobrazena
na obrazku 18. Protein CD46 byl detekovan o velikosti 47 kDa v ejakulovanych
a kapacitovanych spermiich, ale ve spermiich po akrozomalni reakci nebyla detekce tispésna.
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Obriazek 18 Imunodetekce proteinu CD46 v extraktech kancich spermii pomoci protilatky M177: CD46
— imunodetekce proteinu CD46 pomoci protilatky M177, tubulin — kontrola nandsky proteinii imunodetekci a-
tubulinu, 1— ejakulované spermie, 2 — in vitro kapacitované spermie, 3 — spermie po in vitro indukované AR

Celkem ze tfi opakovani byla provedena denzitometricka analyza pomoci softwaru
ImageJ. Signal protilatky M 177 proti proteinu CD46 byl vztazen k signalu protilatky proti
a-tubulinu a nasledn€ byla data ze tii méfeni zprimérovana. V grafu na obrazku 19 jsou data
prezentovana jako prumér, chybové useCky predstavuji stfedni chybu pruméru (SEM).
Statisticky vyznamné rozdily mezi skupinami spermii byly testovany jednocestnou ANOVA
analyzou v programu GraphPad Prism 9. Statisticky vyznamny rozdil v mnozstvi CD46
proteinu byl zjistén mezi ejakulovanymi a kapacitovanymi spermiemi (p<0,05)
a mezi kapacitovanymi spermiemi a spermiemi po akrozomalni reakci (p<0,01).
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Obrazek 19 Primérnd intenzita signalu protilatky MI177 proti proteinu CD46 vztaZend k detekci a-
tubulinu v lyzatu kancich ejakulovanych, in vitro kapacitovanych spermiich a spermiich po in vitro indukované
akrozomdini reakci (AR). Data jsou prezentovina jako primér + SEM. Statisticky vyznamné rozdily mezi daty
byly testovany jednocestnou ANOVA analyzou (GraphPad Prism 9), (*p < 0,05, **p < 0,01).
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Imunodetekce proteinu CD46 pomoci protilatky M177 byla provedena i ve spermiich byka,
ato v ejakulovanych spermiich a spermiich po in vitro indukované akrozomalni reakci —
obrazek 20. Byl detekovan protein o velikosti 44 kDa au spermii po AR navic protein
o velikosti 29 kDa. Nicméné, jak je patrné z obrazku 10, tyto proteiny byly pfitomné
i v negativni kontrole, proto je lze povazovat za nespecifickou reakci se sekundarni
protilatkou.
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Obriazek 20 Imunodetekce proteinu CD46 v extraktech bycich spermii pomoci protilatly M177: 1 —
ejakulované spermie, 2 — spermie po in vitro indukované AR.

Kanc¢i nativni ejakulat byl zpracovan pro metodu frakcionace membran spermii
(kapitola 4.1.5). Pomoci této metody byly membrany spermii separovany na frakce obsahujici
plazmatickou membranu, vnéj§i akrozomalni membranu s biCiky a vnitini akrozomalni
membranu s hlavickami spermii. Ziskané lyzaty proteini jednotlivych frakei byly
precipitovany a dale byla provedena SDS elektroforéza, po které nasledoval Western blot
a vlastni imunodetekce proteinu CD46.

Imunodetekce proteinu CD46 ve frakcich membran kancich spermii je zobrazena
na obrazku 21. Ze snimku je patmé, ze byl detekovan protein o velikosti 47 kDa. Nicméné
k jeho detekci doslo i v negativni kontrole, proto se pravdépodobné jednd o nespecifickou
reakci se sekundarni protilatkou. Detekce proteinu CD46 ve frakcich membran kancich
spermii tedy nebyla tispésna.
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Obriazek 21 Imunodetekce proteinu CD46 ve frakcich membran kancich spermii pomoci protilatky
MI177: 1— plazmatické membrany, 2— vnéjsi akrozomalni membrany a biciky, 3 — vnitrni akrozomdlni
membrdny a hlavicky
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5.1.3 Detekce proteinu CD46 v festes a epididymis

Byla provedena detekce proteinu CD46 taktéz v reprodukcnich organech kance —
v testes, caput epididymis, corpus epididymis a cauda epididymis. Tkané byly lyzovany 1%
Tritonem X-100 s SOmM NaCl nebo vzorkovym SDS pufrem (kapitola 4.1.6). Proteiny
extraktl byly rozdéleny dle velikosti pomoci SDS elektroforézy, preneseny na membranu
metodou Western blot a nakonec byla provedena imunodetekce proteinu CD46.

Na obrazku 22 je imunodetekce proteinu CD46 ve tkanich lyzovanych 1% Tritonem
X-100 s 50mM NaCl. Detekce CD46 byla vyzkousena pomoci mys$i protilatky M177 a krysi
protilatky MM10. Jak je patrné z obrazku, detekce nebyla uspésna, byly detekovany pouze
nespecifické reakce v oblasti 25 a 50 kDa. Obrazek 13 ukazuje detekci proteinu CD46
v tkénich lyzovanych SDS vzorkovym pufrem pomoci protilatky M177. Opét se podatilo
zaznamenat pouze nékolik nespecifickych reakei.

Obrazek 22 Imunodetekce proteinu CD46 v proteinovych extraktech z reprodukcnich organii kance lyzovanych 1%
Tritonem X-100 Tris-HCIl (pH 7,8) s 50mM NaCl: 1— testes, 2— caput epididymis, 3 — corpus epididymis, 4 — cauda

epididymis
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Obrizek 23 Imunodetekce proteinu CD46 v proteinovych extraktech z reprodukénich organti kance
lyzovanych SDS vzorkovym pufrem: [ — testes, 2— caput epididymis, 3 — corpus epididymis, 4 — cauda
epididymis

5.1.4 Exprese genu pro protein CD46 v festes a epididymis

Pro stanoveni exprese genu pro protein CD46 v reprodukénich organech kance byla
nejprve provedena izolace RNA (kapitola 4.1.7), ato ztestes, caput epididymis, corpus
epididymis a cauda epididymis. Navic byla provedena izolace RNA ze svalu, ke kterému byly
vysledky exprese studovaného proteinu vztazeny. Poté byla provedena reverzni transkripce
(kapitola 4.7.1), pomoci které byla ziskana stabiln€jsi cDNA. Nakonec byla s navrzenymi
primery provedena qPCR (kapitola 4.7.2) v triplikatech pro eliminaci pipetovacich chyb.
Stanoveni exprese genu pro protein CD46 bylo provedeno u tfi vzorkt z kazdé uvedené tkané.
Navic byla qPCR provedena s primery pro referenéni gen (GAPDH). kdy se jednalo
o takzvanou vnitini kontrolu mnozstvi testované DNA.

Vysledna relativni hodnota exprese genu pro protein CD46 byla vypocitana podle
vzorce: 220 kdy AACq = [(Cq genu CD46 - Cq referen¢niho genu (GADPH)
u experimentalniho vzorku - (Cq genu CD46 - Cq referencniho genu (GADPH) u svalu)].

Graf na obrazku 24 ukazuje relativni genovou expresi proteinu CD46 v testes, caput
epididymis, corpus epididymis a cauda epididymis. Data jsou v grafu prezentovana jako
aritmeticky pramér z vypocitanych hodnot. Chybové useCky predstavuji stfedni chybu
pruméru (SEM). Statisticky vyznamné rozdily v expresi genu CD46 mezi jednotlivymi
organy byly testovany jednocestnou ANOVA analyzou v programu GraphPad Prism 9.
Z grafu na obrazku 14 vyplyva, ze statisticky vyznamny rozdil v expresi proteinu CD46 je
mezi svalem atestes (p<0,001), testes acaput epididymis (p<0,001) testes a corpus
epididymis (p<0,01) a mezi testes a cauda epididymis (p<0,01). Zatimco exprese studovaného
proteinu byla nejvySssi v testes -78,79x vysSi nez ve svalu, v caput epididymis nebyla zadna
exprese detekovana.
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Obriazek 24 Primérna exprese genu pro protein CD46 v reprodukcnich orgdnech kance. Data jsou
prezentovana jako primér + SEM. Statisticky vyznamné rozdily mezi organy byly testovany jednocestnou

ANOVA analyzou — GraphPad Prism 9 (**p < 0,01, ***p < 0,001).
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5.2 Protein CD52

Tato kapitola obsahuje vysledky experiment lokalizace proteinu CD52 ve spermiich
byka. Dale byla provedena detekce tohoto proteinu v extraktech bycich a kancich spermiich
a v reproduk¢nich organech kance. Navic byla sledovana exprese genu proto protein CD52
v kancich reprodukcnich organech.

5.2.1 Lokalizace proteinu CDS52 ve spermiich

Lokalizace proteinu CD52 byla provedena v kancich spermiich zID abycich
spermiich, které byly rozmrazeny. Inkubace s protilatkou proti proteinu CDS52 probihala
v suspenzi bunék, stejné tak inkubace se sekundarni protilatkou as lektinem PNA.
Pti inkubaci spermii s lektinem PNA dojde k jeho navazani na akrozom pouze u spermii,
které maji naruSenou plazmatickou membranu. Pokud jsou spermie intaktni nebo nemaji
akrozom, tak Cerveny signal v mikroskopu neni detekovan. Spermie nebyly fixovany na
mikroskopické sklicko.

Lokalizace proteinu CDS52 v kancich ejakulovanych spermiich pochazejicich z ID
v suspenzi je uvedena na obrazku 25. Bila Sipka ukazuje pozitivni detekci proteinu CD52
u spermie, ktera ma dle Cerveného signalu (PNA) naruSenou plazmatickou membranu.
Obrazek 26 ukazuje detail lokalizace tohoto proteinu ve spermii kance.

A

Obriazek 25 Lokalizace proteinu CD52 v ejakulovanych spermiich kance v suspenzi: A — jadro znacené
Dapi (modra), B — reakce s protilatkou CD52 11/305/44 proti proteinu CD52 (zelend), C— akrozom znaceny
lektinem PNA (Cervend), D — sloZeny obrazek (Dapi, CD52, PNA), E — negativni kontrola, bild Sipka ukazuje
pozitivni signdl, zvétseni 400x
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Obrazek 26 Detail lokalizace proteinu CD52 ve spermii kance: A — jadro znacené Dapi (modrd), B —
reakce s protilatkou CD52 11/305/44 proti CD52 (zelend), C— akrozom znaceny lektinem PNA (Cervend), D —

sloZzeny obrazek (Dapi, CD52) E — sloZeny obrdazek (Dapi, PNA), F — sloZeny obrdzek (Dapi, CD52, PNA),
zvéiSeni 400x

Déle byla provedena lokalizace proteinu CD52 v kancich spermiich po in vitro
indukované akrozomalni reakci pomoci calcium ionophoru. Tato lokalizace je uvedena
na obrazku 27. Zatimco bila Sipka ukazuje pozitivni detekci proteinu CD52 u spermie, ktera
nema akrozom nebo je akrozom intaktni, Cervena Sipka ukazuje spermii, ve které nebyl
protein CD52 detekovan.

Obriazek 27 Lokalizace proteinu CDS52 v ejakulovanych spermiich kance po in vitro indukované
akrozomdini reakci suspenzi: A — jadro znacené Dapi (modrd), B — reakce s protildatkou CD52 11/305/44 proti
proteinu CD52 (zelend), C— akrozom znaceny lektinem PNA (Cervend), D — sloZeny obrdzek (Dapi, CD52,
PNA), E — negativni kontrola, bila Sipka ukazuje pozitivni signal, zvétseni 400x
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Na obrazku 28 je uvedena lokalizace proteinu CD52 (zeleny signal) v ejakulovanych
spermiich byka. Bila Sipka ukazuje pozitivni detekci proteinu u spermie s naruSenou
plazmatickou membranou. Cervena Sipka ukazuje spermii, ktera je intaktni nebo nema
akrozom a u které nebyl protein CD52 detekovan. Detail lokalizace proteinu CD52 je uveden
na obrazku 29.

Obriazek 28 Lokalizace proteinu CD52 v ejakulovanych spermiich byka v suspenzi: A — jadro znacené
Dapi (modra), B — reakce s protilatkou CD52 11/305/44 proti proteinu CD52 (zelend), C— akrozom znaceny
lektinem PNA (Cervend), D — sloZeny obrazek (Dapi, CD52, PNA), E — negativni kontrola, bild Sipka ukazuje
pozitivni signdl, cervend Sipka ukazuje spermii bez signdlu, zvétseni 400x

.
.

Obrazek 29 Detail lokalizace proteinu CDS52 ve spermii byka: A — jadro znacené Dapi (modra), B —
reakce s protilatkou CD52 11/305/44 proti CD52 (zelend), C — akrozom znaceny lektinem PNA (Cervend), D —

sloZzeny obrazek (Dapi, CD52) E — sloZeny obrdazek (Dapi, PNA), F — sloZeny obrdzek (Dapi, CD52, PNA),
zvéiSeni 400x
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Lokalizace proteinu CD52 byla provedena v suspenzii v by¢ich spermiich po in vitro
indukované akrozomalni reakci pomoci calcium ionophoru (obrazek 30). Bila Sipka ukazuje
spermii, kterd meéla dle slabého cerveného signalu (PNA) mirné poskozeny akrozom
a zarovéi byla uni pozitivni detekce proteinu CD52 v oblasti akrozomu. Cervena Sipka
ukazuje spermii intaktni nebo spermii, kterd nema akrozom.

A

Obriazek 30 Lokalizace proteinu CD52 ve spermiich byka po in vitro indukované AR v suspenzi: A —
jadro znacené Dapi (modrd), B— reakce s protilatkou CD52 11/305/44 proti CD52 (zelend), C— akrozom
znaceny lektinem PNA (Cervend), D — sloZeny obrazek (Dapi, CD52, PNA), E — negativni kontrola, bila Sipka
ukazuje pozitivni signal, cervena Sipka ukazuje spermii bez signalu, zvétseni 400x

5.2.2 Detekce proteinu CDS2 v extraktech spermii

Protein CD52 byl detekovan ve spermiich, které byly lyzovany SDS vzorkovym
pufrem. Ziskané proteiny byly rozdéleny dle velikosti pomoci SDS elektroforézy a poté
pfeneseny na membranu metodou Western blot. Membrana byla inkubovana s protilatkou
proti proteinu CD52 a s protilatkou proti a-tubulinu pro kontrolu nanasky proteint. Negativni
kontrola byla pfipravena z membrany inkubované pouze v sekundarni protilatce.

Obrazek 31 wukazuje imunodetekci proteinu CDS52 v kanCich spermiich, ato
v ejakulovanych ain vitro kapacitovanych spermiich a spermiich po in vitro indukované
akrozomalni reakci. Protein CD52 byl detekovan ve 4 izoformach o velikostech 24, 21, 19
a 17 kDa ve vSech skupinach spermii. Na obrazku 31 jsou uvedeny dva snimky identické
membrany liSici se délkou expozice pii snimani detekce.
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Obrazek 31 Imunodetekce proteinu CD52 v extraktech spermii kance: CD52 - imunodetekce proteinu
CD52 v pomoci protilatky CD52 11/305/44, tubulin — kontrola nanasky proteinii imunodetekci o-tubulinu, 1 —
ejakulované spermie, 2 — in vitro kapacitované spermie, 3 — spermie po in vitro indukované akrozomdlni reakci

Detekce proteinu CD52 byla provedena i v ejakulovanych spermiich byka a spermiich
po akrozomalni reakci. Molekulova hmotnost proteinu CD52 je v rozmezi 17-24 kDa — viz
detekce v kanc¢ich spermiich na obrazku 18. Nicméng, jak je patrné z obrazku 32, detekce
protilatkou (11/305/44) specifickou pro praseci CD52 nebyla uspésna, byly detekovany pouze
nespecifické reakce.
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50 <+ 51 kDa 50 —»
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Obrazek 32 Imunodetekce proteinu CD52 v extraktech spermii byka: CD52 — imunodetekce proteinu
CD52 pomoci protilatky CD52 11/305/44, 1 — ejakulované spermie, 2 — spermie po in vitro indukované AR

Pomoci metody frakcionace membran spermii (kapitola 4.1.5) byly membrany
spermie (pochazejici z nativniho kanciho ejakulatu) separovany na frakce obsahujici
plazmatickou membranu, vnéj§i akrozomalni membranu s biCiky a vnitini akrozomalni

membranu s hlavickami spermii. Ziskané lyzaty proteini jednotlivych frakei byly
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precipitovany a dale byla provedena SDS elektroforéza, po které nasledoval Western blot
avlastni imunodetekce proteinu CD52. Tato imunodetekce je zobrazena na obrazku 33.
Pomoci protilatky CD52 11/305/44 byly detekovany tii izoformy proteinu o velikostech 24,
21 a 19 kDa. Z obrazku je patrné, ze nejvétsi mnozstvi proteinu je ve frakci plazmatickych
membran spermie.
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Obrizek 33 Imunodetekce proteinu CDS52 ve frakcich membran kancich spermii: CD52 — detekce proteinu
CD52 pomoci protildtky CD52 11/305/44, tubulin - kontrola nandsky imunodetekci a-tubulinu, 1 — plazmatické
membrany, 2 — vnéjsi akrozomdlni membrany a biciky, 3 — vnitini akrozomdlni membrany a hlavicky

5.2.3 Detekce proteinu CD52 v festes a epididymis

Dale byla provedena detekce proteinu CDS52 v lyzatech zkancich reprodukénich
organd. Tkané (testes, caput epididymis, corpus epididymis acauda epididymis) byly
lyzovany SDS vzorkovym pufrem. Protokol pro imunodetekci se shodoval s ostatnimi
uvedenymi imunodetekcemi proteina (SDS elektoforéza, Western blot, vlastni imunodetekce).
Nanaska proteinti byla vizualizovana pomoci barveni membrany roztokem Ponceau.

Obrazek 34 ukazuje imunodetekci proteinu CD52 pomoci protilatky CD52 11/305/44
v uvedenych reprodukcnich organech kance. Studovany protein byl detekovan pouze v cauda
epididymis v 5 izoformach o velikostech 26, 24, 21, 19 a 17 kDa.

kba 1 2 3 4 kba 1 2 3 4 kDa
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Obrazek 34 Imunodetekce proteinu CD52 v proteinovych extraktech z reprodukcnich organii kance lyzovanych
SDS vzorkovym pufirem: CD52 — imunodetekce proteinu CD52 protilatkou CD52 11/305/44, barveni proteinii — nandska
proteinii, 1 — testes, 2 — caput epididymis, 3 — corpus epididymis, 4 — cauda epididymis
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5.2.4 Exprese genu pro protein CD52 v testes a epididymis

Pro stanoveni exprese genu pro protein CD52 v reprodukénich organech kance byla
nejprve provedena izolace RNA (kapitola 4.1.7), nésledné reverzni transkripce (kapitola
4.7.1) anakonec byla s navrzenymi primery provedena qPCR (kapitola 4.7.2) v triplikatech
pro eliminaci pipetovacich chyb. Stanoveni exprese genu pro protein CD52 bylo provedeno
u tfi vzorkll pro kazdou zuvedenych tkani. V kazdém experimentalnim vzorku byla také
stanovena exprese referencniho genu GAPDH. Exprese genu CD52 a genu GAPDH byla
stanovena ve svalu, k jehoz hodnotam byly vysledky vztazeny.

Vysledna relativni hodnota exprese genu pro protein CD46 byla vypocitana podle
vzorce: 224C kdy AACq =[(Cq genu CD46 - Cq referenéniho genu (GADPH)
u experimentalniho vzorku - (Cq genu CD46 - Cq referencniho genu (GADPH) u svalu)].

Graf na obrazku 35 ukazuje relativni genovou expresi proteinu CD52 v testes, caput
epididymis, corpus epididymis a cauda epididymis. Data jsou v grafu prezentovana jako
aritmetické priméry relativnich hodnot exprese genu ze tii vzorkd. Chybové usecky zobrazuji
SEM. Statisticky vyznamné rozdily v expresi genu CD52 mezi jednotlivymi organy byly
testovany jednocestnou ANOVA analyzou v programu GraphPad Prism 9.

Z grafu vyplyva, ze statisticky vyznamny rozdil v expresi genu pro protein CDS52 je
mezi svalem acauda epididymis, testes a cauda epididymis, caput epididymis a cauda
epididymis amezi corpus epididymis acauda epididymis (p<0,01). Zatimco v corpus
epididymis byla exprese genu CD52 oproti svalu polovicni, v cauda epididymis byla tato
exprese oproti svalu 14 602x vySssi.
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o 20000+ B3 sval
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¢ 10000 + idi '
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Obrazek 35 Primeérna exprese genu pro protein CD52 v reprodukcnich organech kance. Data jsou

prezentovana jako priimér + SEM. Statisticky vyznamné rozdily mezi orgdny byly testovany jednocestnou
ANOVA analyzou — GraphPad Prism 9 (**p < 0,01).
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6 Diskuze

Proteiny CD46 a CD52, kterymi se zabyva tato diplomova prace, patii mezi proteiny
regulujici komplement. Jejich funkce spociva ve Stépeni komplementové kaskady, ¢imz
reguluji funkci komplementu, ktery je soucasti humoralni imunity jedince (ValentiCova et al.
2005). Néaplni této diplomové prace byla lokalizace adetekce CD46 a CD52 v kancich
abycich spermiich, dale detekce téchto proteini v kanCich reprodukcnich organech
a sledovani exprese genu pro uvedené proteiny taktéz v reprodukcnich organech kance.

Protein CD46 byl objeven v osmdesatych letech minulého stoleti jako jeden
z esencialnich regulatord komplementu (Liszewski et al. 1991). Jeho deficience ¢i defekt genu
pro CD46 zpisobuje nekontrolovatelnou aktivaci komplementu na povrchu somatickych
bunék (Richards et al. 2003). Pozdéji byl tento protein studovan i v kontextu reprodukce
a zjistilo se, ze nedostatek ¢i vyznamné snizenda exprese CD46 na spermii ma spojitost
s idiopatickou neplodnosti muzi (Kitamura et al. 1997; Nomura et al. 2001) Nicméné jeho
pfipadna funkce béhem interakce gamet zatim nebyla experimentalné potvrzena. Studium
proteinu CD46 povazujeme za aktudlni téma, kterému je tfeba vénovat vétsi pozornost
i u hospodarskych zvirat, jelikoz vétSina studii se zametuje na lidské buriky, pfipadné na mysi
model. Studie molekuly CD46 v samcich pohlavnich buikéach prasete zatim nebyla
publikovana.

Lokalizaci proteinu CD46 ve spermii jsme nejprve provedli pomoci nepiimé
imunofluorescencni mikroskopie, kdy byly spermie po fixaci aceton-methanolem
na mikroskopické sklicko inkubovany s primarni protilatkou a nasledné se sekundarni
protilatkou. Lokalizace nebyla Gspé$na, tiebaze jsme vyzkouseli fadu komerc¢né dostupnych
protilatek (M177, MM10, MEM258, 13G10) v raznych fedénich. VSechny pouzité protilatky
kromé MM10, ktera je proti mySimu CD46, jsou specifické pro lidsky protein CD46. Zatimco
protilatka 13G10 je proti aminokyselinové sekvenci C-konce cytoplazmatické ¢asti lidského
proteinu, protilatka MEM258 ma specifitu proti epitopu na SCR4 extracelularni doméné
lidského proteinu CD46. U ostatnich protilatek vyrobci nespecifikuji epitop proteinu,
pro ktery je dana protilatka specificka. Jednim z divodi nefunkcnosti téchto protilatek mize
byt pravé odliSnost kanciho alidského proteinu CD46. Pii porovnani sekvenci lidského
a kanciho proteinu softwarem Protein BLAST (dostupné online:
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi’PAGE=Proteins) jsme zjistili pouze 46,25%
homologii mezi proteiny. NeuspéSnost lokalizace by také mohla byt vysvétlena naru§enim
epitopu proteinu fixaénim ¢inidlem, coz znemoznilo vazbu protilatky.

Pro ziskani pozitivniho vysledku jsme lokalizaci provedli jinym zptisobem, pii kterém

byly spermie s primarni (M177) a sekundarni protilatkou inkubovéany v suspenzi a az poté
byly spermie fixovany na mikroskopické sklicko. Pokud neni plazmatickd membrana (PM)
naruSena napiiklad procesem kryokonzervace, tak se v suspenzi primarni protilatka vaze
na antigeny na povrchu spermie. Protilatka mulze proniknout do intracelularnich casti
v piipadé, ze spermie neni intaktni. Béhem experimentt s kancimi ejakulovanymi spermiemi
pochazejicimi zinseminacni davky (ID) nebyla detekovana zadna pozitivni reakce
s protilatkou M177. Akrozomy spermii byly vizualizovany pomoci lektinu PNA, ktery se
vaze na sacharid (B-D-Gal-(1-3)-a-D-GalNAc-Ser/Thr ) pfitomny v akrozomalni membrané
(Mortimer et al. 1987). Lektin PNA se v kancich spermiich vaze na vné&jsi akrozomalni
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membranu (Flesch et al. 1998), proto byly spermie pied vlastni inkubaci s PNA fixovany
pomoci aceton-methanolu, coz vedlo k permeabilizaci PM a zpfistupnéni vnéjsi akrozomalni
membrany spermie. Vizualizace akrozomu u kancich ejakulovanych spermii z ID tak ukazuje
na intaktnost akrozomud. Absence zeleného fluorescen¢niho signalu predstavujiciho reakci
s protilatkou M177 proti proteinu CD46 je tedy pravdépodobné disledkem intaktnosti
spermie, respektive neporuSenosti PM. Zaroveri absence signalu poukazuje na nepifitomnost
proteinu na povrchu akrozomu, respektive na povrchu celé spermie. Protein CD46 v kancich
spermiich je tedy pravdépodobné piitomen, podobné jako ve spermiich clovéka a mysi,
na akrozomalnich membranach (Riley et al. 2002; Frolikova et al. 2016).

V experimentu, pii kterém byly pouzity kryokonzervované kanci spermie jsme
detekovali pozitivni signal v oblasti akrozomu. Vzhledem k faktu, ze béhem zamrazovani
a rozmrazovani spermii dochazi ke zménam v lipidoproteinovych komplexech (Mazur et al.
1972), coz vede k ireverzibilnimu poskozeni PM spermie (Loomis a Graham 2008), tak
predpokladame, ze se protilatka mohla navédzat na epitop proteinu CD46 prave , diky*
poskozeni plazmatické membrany a pristupnosti vnitinich struktur buky, jako jsou napiiklad
i membrany akrozomu. Identickd lokalizace proteinu byla pozorovana i u ejakulovanych
spermiich byka, u kterych byla detekce CD46 provadéna rovnéz po rozmrazeni.

U kancCich ibyc¢ich spermii jsme in vitro indukovali akrozomalni reakci pomoci
calcium ionophoru (Cal). U téchto spermii byla také provedena lokalizace proteinu CD46
pomoci protilatky M177, ale pozitivni signal jsme detekovali pouze u spermii, u kterych zcela
neprobéhla akrozomalni reakce aakrozom mély jen viditelné naruseny. U spermii
bez akrozomu nebyl detekovan Zzadny pozitivni signal, ato uobou savCich druht.
Akrozomalni reakce vede k odhaleni wvnitfni akrozomalni membrany, proto vysledky
experimentu se spermiemi po in vitro indukované akrozomalni reakci ukazuji na absenci
proteinu CD46 na vnitini akrozomalni membrané ve spermii byka i kance.

Nase vysledky podporuje studie Jankovicové et al. 2011, ve které byla sledovana
lokalizace proteinu CD46 ve spermiich byka pomoci protilatky IVA-520. Nicméné presna
specifita této protilatky nebyla zcela potvrzena. Protilatka IVA-520 detekovala CD46-like
protein na vné&jSi akrozomalni membrané a pravdépodobné ina PM, ale ne na vnitini
membrané bycich spermiich (JankoviCova et al. 2011). Ze snimkd imunofluorescencni
mikroskopie neni mozné rozliSit, zda je protilaitka navazdna na plazmatické membrané
C¢inavnéjsi akrozomalni membrané. Nicméné naSe vysledky lokalizace proteinu
v ejakulovanych kancich spermiich z ID poukazuji na nepfitomnost molekuly CD46 na PM.
V lidskych spermiich je protein CD46 lokalizovan pouze na vnitini akrozomalni membrané
(Anderson et al. 1989; Riley et al. 2002). Na vnitini akrozomalni membrané€ byl detekovan
také umysi (Inoue et al. 2003) a potkani (Mizuno et al. 2004). Frolikova et al. 2016
detekovala protein CD46 na vnitini i vnéjSi akrozomalni membrané spermie mysi. Zaroven
predstavila relokalizaci tohoto proteinu béhem akrozomalni reakce mys$i spermie — protein se
z akrozomu piesouva do ekvatoriadlniho segmentu a ptes celou hlavicku spermie (Frolikova et
al. 2016).

Dulezitym faktem zistava, ze pfitomnost proteinu CD46 na vnitini akrozomalni
membrané spermie byka a kance nemuzeme tplné vyvratit, jelikoz signal v této Casti spermie
nemusel byt detekovatelny pomoci imunofluorescen¢niho mikroskopu. Bylo by vhodné
vyuzit citlivéjsi zobrazovaci metody nebo metody s vysokym rozliSenim, jako naptiklad
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konfokalni mikroskopie, super-rezolucni mikroskopie nebo elektronové mikroskopie. Také by
stalo za zvazeni indukovat akrozomalni reakci progesteronem, ktery je, na rozdil od Cal,
jednim z pfirozenych induktorti akrozomalni reakce (Harper et al. 2006). Ionophor A23187
(Cal), ktery byl pouzit pro indukci akrozomalni reakce, zvysuje hladinu Ca?* iontil ve spermii
a indukuje tak akrozomalni reakci, pfi¢emz nedochazi k aktivaci cAMP/PAK signalnich drah
(Tateno et al. 2013). AR indukovana pomoci Cal probiha pomémé rychle, proto
predpokladame, ze nemusi dojit k relokalizaci proteina tak jako pii AR in vivo.

Pfitomnost a mnozstvi proteinu CD46 v kanc¢ich spermiich béhem post-testikularniho
vyvoje jsme také studovali pomoci imunodetekce protilatkou M177. Imunodetekce byla
provedena v lyzatu ejakulovanych, in vitro kapacitovanych spermiich a v lyzatu spermii po in
vitro indukované akrozomalni reakci (AR). Zatimco v ejakulovanych a kapacitovanych
spermiich jsme detekovali protein o velikosti 47 kDa, ve spermii po AR byla detekce
negativni. V lidskych spermiich byla detekovana hypoglykosylovana izoforma proteinu
CD46. Tato hypoglykosylace je vysledkem sestfihu komplexu N-vazaného sacharidu béhem
maturace spermii a je pficinou mensi molekulové hmotnosti (Riley et al. 2002). Riley et al.
(2002) v lidskych spermiich detekovali izoformu o velikosti 46-50 kDa, coz odpovida i nasim
vysledkim, kdy jsme v kancich spermiich detekovali 47kDa protein. Imunodetekce proteinu
CD46 v by¢ich spermiich nebyla uspé$na. Pro uspésnou detekci by bylo tfeba vyzkouset vice
protilatek, jelikoz pouzita protilatka M177 je proti lidskému proteinu CD46, se kterym ma
byc¢i protein pomérné nizkou homologii (46,25%; software Protein BLAST), proto by bylo
tfeba vyzkouset experiment s vhodnéjsi protilatkou.

Zastoupeni proteinu CD46 v kancich ejakulovanych, kapacitovanych a AR spermiich
bylo vyhodnoceno pomoci denzitometrické analyzy. Studovany protein jsme u kance
lokalizovali pfedevS§im na vné&jSi akrozomalni, pfipadné na PM, které béhem akrozomalni
reakce odchazeji, proto jsme predpokladali ubytek proteinu ve spermiich po in vitro
indukované AR. Dle vysledku ANOVA analyzy bylo mnozstvi proteinu signifikantné vyssi
v kapacitovanych spermiich v porovnani s ejakulovanymi a AR spermiemi, kdy detekce
ve spermiich po AR byla negativni. Tato negativni detekce koresponduje s nasimi vysledky
lokalizace proteinu CD46 v kancich AR spermiich, kdy jsme na spermii nedetekovali zadny
signal.

Pro zjisténi presné lokalizace proteinu CD46 v membranach kancich spermii jsme
metodou frakcionace spermii ziskali frakce obsahujici PM, vné&jsi akrozomalni membranu
s bi¢iky a vnitini akrozomalni membranu s hlavickami spermii. Pfedpokladali jsme, ze protein
CD46 detekujeme ve vnéjsi a pfipadné€ vnitini akrozomalni membran€, ale imunodetekce
pomoci protilatky M177 bohuzel nebyla tspé$na. Detekovali jsme pouze nespecifické reakce
se sekundarni protilatkou. Navic pfedpokladame, ze ve frakci vnéjsi akrozomalni membrany
pravdépodobné nebyl dostatek izolovanych proteint, ktery je nutny pro uspés$nou detekci.
Bylo by tfeba zménit fedéni sekundarni protilatky, ptipadné vyzkouset sekundarni protilatku
od jiného vyrobce a pracovat s vétsi nanaskou proteind.

V lidské tkani je protein CD46 detekovatelny ve dvou izoformach o molekulové
hmotnosti 55 a 66 kDa (Johnstone at al. 1993). U prasete byla pfitomnost proteinu CD46
v tkénich studovana v ramci problematiky xenotransplantaci (Pérez de la Lastra et al. 1999),
ale studie nebyla zaméfena na reprodukcni organy. Pérez de la Lastra et al. (1999) detekovali
v tkéani plic dvé izoformy o molekulové hmotnosti 60-65 kDa a 75 kDa, v jatrech izoformu
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o velikosti 65 kDa, vledvinach dvé izoformy o velikosti 65 kDa a 70 kDa, ve sleziné
izoformu s molekulovou hmotnosti 60-65 kDa a v mozku izoformu o 55-60 kDa. Inoue et al.
2003 u mysi detekovali 46,4kDa formu proteinu CD46 v festes, ale jejich studie nezahrnovala
epididymis. Nase imunodetekce proteinu CD46 v reprodukcnich organech kance (festes, caput
epididymis, corpus epididymis, cauda epididymis) nebyla Uspé$na, tiebaze byly vyzkouSeny
dvé rizné protilatky (MM10 a M177) a tkan byla lyzovana v pufru obsahujicim 1% Triton-
X100 anebo vzorkovym pufrem spfidavkem 2% SDS. Byly detekovany proteiny
o molekulové hmotnosti 25 kDa a 50 kDa, ale vzhledem k jejich pfitomnosti i v negativni
kontrole je lze povazovat za nespecifickou reakci se sekundarni protilatkou. Bylo by opét
vhodné vyzkouSet inkubaci se sekundarni protilatkou v mensi koncentraci, ptipadné pouzit
jinou sekundarni protilatku.

I pfes neuspéSnou imunodetekci jsme se pokusili o zjisténi pfitomnosti CD46
v reprodukénich organech kance na trovni exprese genu. Pomoci metody kvantitativni PCR
jsme sledovali expresi genu pro protein CD46 v testes, caput epididymis, corpus epididymis
a v cauda epididymis kance. Exprese mRNA mysiho genu CD46 byla nalezena nejvySsi
v testes (Mead et al. 1999; Frolikova et al. 2012), proto jsme ptredpokladali nejvyssi hodnotu
v testes 1 u kance. Zatimco nejvyssSi expresi genu jsme opravdu detekovali v testes (78,79x
vys$si nez ve svalu), v caput epididymis jsme zadnou expresi nedetekovali. V dalSich Castech
epididymis jsme expresi genu CD46 opét detekovali, tfebaze nizsi nez v testes. V corpus
epididymis byla exprese 19,77x vyS$si nez ve svalu a v cauda epididymis byla 26,36x vys§i nez
ve svalu. ANOVA analyzou byl detekovan statisticky vyznamny rozdil mezi expresi genu
Vv testes a ostatnimi sledovanymi tkanémi. Na zakladé téchto vysledkd predpokladame,
ze k nejvyssi expresi genu dochazi v testes, zatimco v caput epididymis pravdépodobné
nedochazi ke genové expresi CD46. Pro ovéfeni specifity primerd by bylo vhodné doplnit
tento experiment o sekvenaci PCR produktu.

Vzhledem k lokalizaci v akrozomalnich membranach spermie muze protein CD46
slouzit jako marker poskozeni spermie, jelikoz k jeho ,,odhaleni“ dochazi pouze pii poskozeni
akrozomu nebo u nékterych druht savci po akrozomalni reakci. V nékolika studiich byla
detekce tohoto proteinu pouzita jako marker akrozomalni reakce (Carver-Ward 1994;
Bronson et al. 1999). Navic byla ulidi objevena souvislost mezi snizenou expresi CD46
a idiopatickou infertilitou (Kitamura et al. 1997, Nomura et al. 2001), tiebaze pfesna role
v reprodukci stale neni zcela odhalena. Nékteré studie poukazuji na moznou roli molekuly
ve fuzi gamet (Okabe et al. 1990; Riley et al. 2002). Inoue et al. (2003) u CD46 deficientnich
myS$i pozoroval vétsi miru spontanni akrozomalni reakce, proto by mohl tento protein souviset
se stabilitou akrozomu. Nedavna studie (Frolikova et al. 2016) opravdu ukazala, ze CD46 se
spolecné s a3B1 integrinem na stabilité akrozomu spermie podili. Béhem akrozomalni reakce
se z akrozomalnich membran relokalizuje do ekvatorialniho segmentu a pres celou hlavicku
myS$i spermie, proto by mohl hrat roli i v samotné fuzi gamet (Frolikova et al. 2016).

Predmétem dalSich experimentil v ramci této diplomové prace byl protein CD52. Byly
popsany dva hlavni epitopy lidského proteinu CD52. Zatimco epitop CAMPATH-1 je
exprimovan na leukocytech a spermiich, epitop SAGA-1 (z anglického sperm agglutination
antigen-1) je pfitomny na epididymalnich a ejakulovanych spermiich, ale na krevnich
bunikach nikoliv (Schroter et al. 1999). Prestoze presnd funkce této molekuly nebyla
v reprodukci zatim objasnéna, inhibice vazby spermie na ZP oocytu pomoci monoklonalni
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protilatky S19 proti epitopu SAGA-1, ukazuje na ucast této molekuly v primarni vazbé
na oocyt (Mahony et al. 1991). V naSich experimentech jsme pouzili komercni protilatku
CD52 11/305/44 rozpoznavajici praseci homolog lidského proteinu CD52, ktery je
exprimovan lymfocyty, monocyty a dendritickymi burikami.

Lokalizaci proteinu CD52 jsme provedli v kancich abycich spermiich pomoci
protilatky CDS52 v suspenzi. Protein CDS52 je soucasti glykokalyxu spermie (Olson
a Hamilton 1987), kde je na membranu vazany pies GPI kotvu (Yeung et al. 2001), proto
jsme predpokladali jeho lokalizaci na PM. V kancich ejakulovanych spermiich pochazejicich
z ID jsme protein lokalizovali na celé hlavicce spermie se silnéj§im signalem v akrozomu
a v ekvatoridlnim segmentu. Navic jsme unékterych spermii detekovali slaby signal
na biciku. Pozitivni signal jsme detekovali i u spermie s naruSenym akrozomem. Pfi lokalizaci
proteinu CD52 jsme taktéz pouzili PNA lektin ke znaceni akrozomu, ale spermie byly s PNA
inkubovany v suspenzi, proto k navazani lektinu na sacharid doslo pouze u spermii, které
meély narusenou PM. Z tohoto divodu nelze vyhodnotit ispéSnost AR, kterou jsme in vitro
indukovali pomoci Cal. U spermii po indukci AR jsme protein detekovali na celé hlavicce
ana biciku kancich spermii. V bycich spermiich jsme lokalizovali protein CD52 v oblasti
akrozomu, a to v ejakulovanych spermiich (po kryokonzervaci) i ve spermiich po indukci AR.
Pozitivni signal jsme detekovali pouze ve spermiich, které mély poSkozenou PM. Rozdil
ve znaCeni protilatky mohl byt zpisoben samotnou protilatkou CD52 11/305/44, ktera ma
specifitu proti prase¢imu proteinu CD52 nikoliv proti by¢imu proteinu CD52. Kanci a byci
protein CD52 neni identicky, tifebaze jejich homologie dle softwaru Protein BLAST je
pomérné vysoka, ato 75,38%. Nicméné predpokladame, ze lokalizace proteinu CDS52
ve spermii byka je identicka s lokalizaci ve spermii kance.

Protein CD52 byl detekovan na lidskych ejakulovanych spermiich (Hale et al 1993,
Kirchhoff 1996, Yeung et al. 1997) ana povrchu spermii izolovanych z cauda epididymis
potkanti (Derr et al. 2001). Studie Michalkové et al. (2010) popisuje lokalizaci proteinu CD52
v bycich ejakulovanych spermiich, ale i spermiich po kryokonzervaci. Protilatka IVA-543,
kterou ve své studii pouzili, neméa ovéfenou specifitu, a proto je popisovan antigen jako
CD52-like  molekula. Protilatka  znacila cely povrch  spermie s intenzivnim
imunofluorescenénim  signalem na  hlavicce spermie v akrozomalnim  regionu
a nerovnhomérnym signalem na biciku (Michalkova et al. 2010), coz koresponduje s nasimi
vysledky lokalizace studovaného proteinu v kancich spermiich. Bylo by ale vhodné nase
experimenty zopakovat a provést znaCeni pomoci PNA lektinu po fixaci spermii aceton-
metanolem, abychom mohli identifikovat spermie, u kterych prob&hla AR. S ohledem
na dlouhou dodaci lhitu protilatky nebylo mozné experimenty zopakovat a lokalizovat tak
protein CD52 na spermii po AR.

Pfitomnost proteinu CD52 v kancich spermiich béhem post-testikularniho vyvoje jsme
studovali pomoci imunodetekce se stejnou protilatkou CD52 11/305/44 sjakou byla
provedena jeho lokalizace pomoci imunofluorescencni mikroskopie. Studovany protein byl
detekovan v proteinovém extraktu z ejakulovanych spermii, v extraktu ze spermii po in vitro
indukované kapacitaci a AR. Ve vSech uvedenych extraktech jsme detekovali ¢tyfi izoformy
proteinu s molekulovou hmotnosti 17, 19, 21 a 24 kDa. V byc¢ich spermiich Michalkova et al.
(2010) detekovala protein o velikosti 18-24 kDa. Nase imunodetekce proteinu CD52 v by¢ich
spermiich Uspé$nd nebyla, zatimco detekce proteinu CD52 v kancich spermiich pfiblizné
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odpovida vysledkim na bycich spermiich ve zminéné studii (Michalkova et al. 2010).
U potkanti byla detekovana pouze 26kDa forma proteinu ve spermiich izolovanych z cauda
epididymis (Derr et al. 2001) a v lidskych ejakulovanych spermiich byly pomoci protilatky
CAMPATH-1G detekovany dva nebo vice proteinli v rozmezi 20-24 kDa (Yeung et al. 1998).

Pro ovéfeni pfitomnosti proteinu CD52 v PM spermie jsme provedli imunodetekci ve
frakcich membran kancich spermii. Protilatkou CD52 11/305/44 jsme detekovali tfi izoformy
proteinu s molekulovou hmotnosti 19, 21 a 24 kDa. VSechny tfi izoformy jsme detekovali
v proteinové frakci PM spermie, ve frakci vné&jSi akrozomalni membrany s biciky,
ale i ve frakci vnitfni akrozomalni membrany s hlavickami spermii. Nejsiln€jsi signal jsme
pozorovali ve frakci obsahujici proteiny PM spermii a nejslabsi signal byl v proteinovych
extraktech z vnitini akrozomalni membrany. Predpokladame, ze ziskané frakce membran
spermii metodou frakcionace byly nabohacené, respektive ve frakci vnéjsi akrozomalni
membrany ivnitfni akrozomalni membrany mohl byt ipodil proteini PM. Na rozdil
od extrakti celkovych proteini kancich spermii jsme nedetekovali 17kDa formu CDS52
proteinu. V potkanich spermiich Derr et al. (2001) taktéz detekoval 17kDa protein,
ale ukézalo se, Ze se jednalo o nespecifickou kiizovou reaktivitu s TLBP (testis lipid-binding
protein) a cytochrom c oxidazou. Z tohoto divodu by bylo vhodné potvrdit nase vysledky
imunoprecipitaci a naslednou identifikaci proteinu pomoci hmotnostni spektrometrie.
V budoucich experimentech by bylo tfeba provést imunodetekci proteinu CD52 ve frakcich
membran spermie ve vice opakovani audé¢lat denzitometrickou analyzu pro potvrzeni
vétSinového zastoupeni proteinu v plazmatické membrané spermie.

Dale jsme provedli imunodetekci proteinu CD52 v kancich reprodukénich organech.
Studovany protein neni detekovatelny v testes byka (Michalkova et al. 2010) a ¢loveka (Hale
et al. 1993), ale na spermii se dostava az béhem epididymalniho transportu v cauda
epididymis (Zeheb a Orr 1984; Hale et al. 1993; Michalkova et al. 2010), proto jsme
predpokladali pfitomnost proteinu pouze v cauda epididymis, ale ne v dalSich Castech
epididymis av testes. Protein jsme skutecné detekovali pouze v cauda epididymis,
a to n€kolik izoforem s molekulovou hmotnosti 17, 19, 21, 24 a 26 kDa. NaSe vysledky sice
potvrzuji post-testikularni vyskyt proteinu v cauda epididymis, ale i tento experiment by bylo
tfeba provést ve vice opakovani. Také by bylo vhodné rozsifit experimenty o lokalizaci CD52
na spermiich izolovanych z jednotlivych ¢asti epididymis, diky které bychom mohli detekovat
cast epididymis, ve které dochazi k transferu proteinu do plazmatické membrany spermie.

V dal§im experimentu jsme sledovali expresi genu pro protein CD52 v kancich
reprodukénich organech. RNA koédujici tento protein jsme detekovali ve vSech Castech
epididymis a dokonce i v testes. Expresi genu pro protein CD52 v reprodukénich organech
kance jsme porovnavali s jeho expresi ve svalu. Detekovali jsme expresi 1,53x vysSi v testes,
63,34x vyssi v caput epididymis a dokonce 14602,42x vyssi v cauda epididymis v porovnani
s jeho expresi ve svalu. Exprese genu v corpus epididymis byla nejnizsi, a to polovi¢ni oproti
expresi genu CD52 ve svalu. Jednocestna ANOVA analyza ukazala statisticky vyznamny
rozdil v expresi tohoto genu mezi cauda epididymis a ostatnimi tkanémi.

Zatimco mRNA proteinu CD52 jsme detekovali v festes i ve vSech Castech epididymis,
protein jsme detekovali pouze vV cauda epididymis. Na zékladé naSich vysledka
predpokladame, ze kregulaci exprese proteinu dochazi az po transkripci a translace je
iniciovana v cauda epididymis. U potkana (Pera et al. 1997; Derr et al. 2001) a ¢lovéka
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(Kirchhoff et al. 1993) byla exprese genu pro protein CD52 detekovana v epididymis,
ale ne v testes. Studie Derr et al 2001 ukazala pfitomnost mRNA studovaného proteinu ve
vSech castech epididymis potkana, coz je v souladu snasimi vysledky detekce mRNA
v epididymis kance. Pera et al. (1997) popisuji variaci v délce poly(A) konce mRNA CD52.
Zatimco v cauda epididymis a chamovodu detekovali ,,dlouhou“ mRNA, v caput a corpus
epididymis detekovali ,kratkou“ mRNA. Predpokladaji, ze efektivni translace probiha pouze
u ,,dlouhé” formy mRNA z cauda epididymis (Pera et al. 1997). Tuto informaci nemizeme
potvrdit ani vyvratit, ale bylo by to zajimavym rozSifenim naSich experimentd. Nicméné,
pro oveéreni nasich vysledk by bylo vhodné osekvenovat produkt PCR reakce a potvrdit tak
specifitu pouzitych primera.
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7 Zavér

Tato diplomova prace se zabyva studiem proteini regulujicich komplement CD46
a CD52 v kontextu reprodukce savcd. Vychazeli jsme z hypotéz, ze protein CD46 je
lokalizovan na vnitfni akrozomalni membrané spermie a protein CD52 je transferovan
na plazmatickou membranu spermie béhem epididymalni maturace. Cilem prace bylo
lokalizovat studované proteiny v kancich a bycich spermiich a detekovat je v reprodukcnich
organech kance ave spermiich kance a byka. Dalsim cilem bylo stanoveni exprese genu
pro proteiny CD46 a CD52 v testikularni a epididymalni tkéni kance.

Protein CD46 jsme lokalizovali na vné&js§i akrozomalni membrané kanci i by¢i spermie,
ale ne na vnitini akrozomalni membran€. Tento protein jsme dale detekovali v proteinovém
extraktu z ejakulovanych a kapacitovanych spermiich kance, ato o molekulové hmotnosti
47 kDa. Detekce v extraktu proteini z akrozomalné zreagovanych kancich spermiich byla
negativni, coz koresponduje snaSimi vysledky lokalizace proteinu. Denzitometrické
vyhodnoceni a nasledna ANOVA analyza ukézala signifikantné vyS$si mnozstvi proteinu
v kapacitovanych spermiich v porovnani se spermiemi ejakulovanymi. Imunodetekce
studovaného proteinu nebyla Gspésna v proteinovém extraktu z bycich spermiich. U kance se
nam nepodafilo imunodetekovat protein vjeho reprodukcnich organech ave frakcich
membran spermii. Expresi mRNA kanciho genu pro protein CD46 jsme detekovali v zestes,
corpus epididymis a cauda epididymis. Exprese byla signifikantn€ vyssi v testes v porovnani
s ostatnimi sledovanymi tkanémi.

Protein CD52 jsme lokalizovali na celé hlavicce kanci spermie se siln€jSim signalem
v akrozomu a ekvatorialnim segmentu. V bycich spermiich jsme protein pomoci protilatky
proti prase¢i CDS52 lokalizovali v oblasti akrozomu. Déle jsme detekovali 4 izoformy této
molekuly v proteinovém extraktu z ejakulovanych, kapacitovanych a AR spermiich kance.
Velikost izoforem byla 17, 19, 21 a 24 kDa. Ve frakcich membran kancich spermiich jsme
detekovali 19, 21 a 24kDa izoformu proteinu, a to nejen ve frakci PM, ale i ve frakci vnéjsi
a vnitini akrozomalni membrany, kde byl signal slabsi. Imunodetekce studovaného proteinu
v proteinovych extraktech bycich spermii nebyla uspéSna. V cauda epididymis kance jsme
nalezli pét izoforem proteinu CD52 o molekulové hmotnosti 17, 19, 21, 24 a 26 kDa. Expresi
mRNA jsme detekovali v testes i ve vSech ¢astech epididymis, ptiCemz signifikantné nejvyssi
exprese genu byla v cauda epididymis.

Z vysledkii nasich experimenti vyplyva, ze hypotéza o lokalizaci proteinu CD46
na vnitini akrozomalni membrané v bycich akancich spermiich nebyla zcela potvrzena.
Nicméné naSe vysledky naznacuji, ze protein CDS52 je transferovan na plazmatickou
membranu spermie béhem epididymalni maturace, tfebaze by bylo tfeba dalSich experimenta
pro potvrzeni této hypotézy. Zatimco cil stanoveni exprese studovanych proteint
v testikularni a epididymalni tkani kance se nam podafilo uspésné splnit, druhy cil o detekci
a lokalizaci proteini se nam podafilo splnit pouze Castecné. Tato prace predstavuje prvotni
studii molekul CD46 a CD52 v reprodukci kance abyka a pfinasi zatim nepublikované
vysledky. Pro ziskani plnohodnotnych zavéri by bylo tfeba praci rozsifit o dalsi experimenty
anekteré jiz provedené experimenty zopakovat, abychom =ziskali vét§i mnozstvi dat,
ze kterych by bylo mozné stanovit jasné zavéry.
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9 Seznam pouzitych zkratek a symboli

AP adaptorovvy protein

AR akrozomalni reakce

Cal calcium ionophor

cAMP cyklicky adenosinmonofosfat

CD cluster of differentiation

cDNA komplementarni DNA

DPBS Dulbecco’s phosphate buffered saline

EC extracelularni smycka

GAPDH glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenaza
GPI glykofosfatidylinositol

ID inseminacni davka

ILV intraluminalni vacky

MAC membrane attack complex

NC nitrocelul6za

NTC no template control

PAK protein kinaza PAK

PBS phosphate buffered saline

PM plazmaticka membrana

PVDF polyvinylidenfluorid

gPCR kvantitativni polymerazova fetézova reakce
RNA ribonukleova kyselina

SCR short concensus repeats (,,sushi“ doména)
SDS dodecylsiran sodny

SDS-PAGE elektroforéza v polyakrylamidovém gelu v pfitomnosti SDS
TBS tris-buffered saline

™ transmembranovy

7P zona pellucida
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