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ABSTRAKT

Protein Rab-2A patfi do Rab rodiny monomernich G-proteini podilejicich se na regulaci
intracelularniho vezikularniho transportu. Pfestoze bylo publikovano nékolik studii
popisujici roli proteinu Rab-2A v sav¢ich spermiich, pfesna lokalizace ani funkce tohoto
proteinu v sam¢ich gametach nebyly dosud plné¢ pochopeny. V piedkladané diplomové
préaci jsme za vyuziti protilatky 5CS5, vytvorené Laboratofi reprodukéni biologie, jako
prvni popsali pfitomnost Rab-2A v lidskych spermiich. Protilatkou 5C5 se ndm v lyzatu
lidskych spermii podatilo identifikovat n€kolik izoforem Rab-2A o molekulovych
hmotnostech 26, 24, 22 a 18 kDa, jejichz identita byla potvrzena analyzou hmotnostni
spektrometrie. Rab-2A jsme pomoci metody nepiimé imunofluorescence lokalizovali
v oblasti akrozomu ejakulovanych i kapacitovanych spermii, odkud protein v pribéhu
akrozomalni reakce odchazi. Dale jsme zjistili snizenou hladinu proteinu Rab-2A
u spermii od pacientd s riznymi patologiemi ejakulatu. Na zéklad¢€ studii popisujici roli
Rab-2A v biogenezi akrozomu a pfitomnost Rab-2A v perinuklearni théce bycich
spermii, jsme se pokusili o detekci Rab-2A v této proteinové vrstvé také u lidskych
spermii. Zvolena metoda vSak zfejmé& neni vyuZitelnd pro lidské spermie a izolace
se nezdafila. Dale jsme prokazali pfitomnost Rab-2A v sekre¢nich veziklech
pochazejicich z lidské semenné plazmy, kde jsme detekovali pouze 24 a 22kDa izoformu.
PtestoZze jsme nebyli UspéSni v potvrzeni pfitomnosti Rab-2A na povrchu lidskych
spermii, detekovali jsme u n¢kolika proteinli spermii vazebnou aktivitu pro glykoproteiny
zona pellucida, mezi nimiz byly nalezeny také nizkomolekularni proteiny (18 a 30 kDa),
které¢ by mohly odpovidat izoformam proteinu Rab-2A rozpoznavanych protilatkou 5C5

v extraktech lidskych spermii.
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ABSTRACT

The Rab-2A protein belongs to the Rab family of monomeric G-proteins involved in the
regulation of intracellular vesicular transport. Although several studies describing the role
of Rab-2A protein in mammalian sperm have been published, the exact localization and
function of this protein in male gametes have not been fully understood yet. In the
diploma thesis, we were the first to describe the presence of Rab-2A in human sperm
using 5C5, produced by the Laboratory of Reproductive Biology. Using the 5C5
antibody, we were able to identify several Rab-2A isoforms with molecular weights of
26, 24, 22, and 18 kDa in the human sperm lysate, confirmed by mass spectrometry
analysis. Using the indirect immunofluorescence method, we localized Rab-2A in the
acrosome area of both ejaculated and capacitated sperm. We noticed that Rab-2A leaves
the sperm during the acrosomal exocytosis. We also found a reduced Rab-2A protein
level in sperm of patients with various pathologies of ejaculate. Based on studies
describing the role of Rab-2A in acrosome biogenesis and the presence of Rab-2A in
bovine sperm perinuclear theca, we tried to detect Rab-2A in this protein layer in human
sperm. However, the chosen method is apparently not applicable to human sperm and
isolation has failed. Additionally, we demonstrated the presence of Rab-2A in secretory
vesicles derived from human seminal plasma, where we detected only 24 and 22 kDa
1soforms. Although we were not successful in confirmation of the presence of Rab-2A on
the surface of human sperm, we found binding activity to zona pellucida glycoproteins in
several sperm proteins, including low-molecular-mass proteins (18 and 30 kDa), that

could correspond to Rab-2A isoforms recognized by the 5C5 in human sperm extracts.
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1. Uvop

Vzajemné rozpoznani a interakce mezi spermii a vajickem je kli¢ovou udélosti v procesu
fertilizace. K druhové specifickému rozpoznani gamet, oznacovanému téz jako primarni
vazba, dochazi prostfednictvim proteinti ptitomnych na povrchu kapacitované spermie,
které¢ interaguji s oligosacharidovymi fetézci glykoproteinii zona pellucida vajicka
(Clark, 2014). Jednim z kandidatnich proteini pro primarni vazbu, nalezenych
na povrchu spermie, je protein Rab-2A, ktery byl identifikovan v ramci studie
na prasecich spermiich pomoci specifické protilatky 5C5 (Zigo et al., 2015). Na zdklad¢
vysoké homologie mezi prase¢im a lidskym proteinem Rab-2A je velka
pravdépodobnost, ze protilatka vytvofena proti povrchovym proteinlim praseci spermie

bude reagovat také s proteinem na lidskych spermiich.

Protein Rab-2A je GTP4aza zajist'ujici regulaci intracelularniho vezikularniho transportu
a fize membran (Stenmark a Olkkonen, 2001). Pfestoze byla popsdna piitomnost
proteinu Rab-2A ve spermiich raznych druhi savcd, v lidskych spermiich tento protein
dosud nebyl identifikovan. V sav¢ich spermii bylo také navrzeno nékolik roli proteinu
Rab-2A. U bykt byla zjiSténa tloha Rab-2A v biogenezi akrozomu, kde tento protein
reguluje transport malych vackl putujicich od trans-Golgi ke vznikajicimu akrozomu
(Mountjoy et al., 2008). Po dokonceni biogeneze akrozomu byl Rab-2A popsan
jako soucast subakrozomalni proteinové vrstvy, zvané perinuklearni théka, ktera se podili
na ukotveni akrozomu k jadru spermie, ¢imZ zabraiiuje pfedcasné akrozomalni reakci
(Oko a Sutovsky, 2009). U kance byl také urcen ptivod Rab-2A v epididymalni tekutiné,
na zakladé¢ cehoz byl navrZzen transport Rab-2A do membrany spermie pomoci
extracelularnich vezikull epididymalni tekutiny (Simpson et al., 2008; Zigo et al., 2015).
Dalsi studie pak navrhuji Rab-2A jako klicovy protein souvisejici s kapacitaci spermii
a dokonce navrhuji Rab-2A jako biomarker samci fertility (Bae et al., 2019; Kwon et al.,
2015b, 2015a, 2014).



2. LITERARNIi PREHLED

2.1 SAMCIi POHLAVNI BUNKY

Sam¢i pohlavni bunkou je spermie. Savéi spermie je charakterizovana dvéma
morfologickymi a funkénimi jednotkami, a to hlavickou a bicikem. Ob¢ ¢asti jsou
tvarovany a sestavovany bc¢hem cytomorfogenetické faze spermatogeneze, zname
jako spermiogeneze (Roosen-Runge, 1977). Zatimco bicik piedstavuje hlavni motorickou
silu zajistujici pohyb spermie k oocytu, hlavicka nese polovinu genetické informace
nezbytné pro vznik a vyvoj nového jedince. Primér hlavicky lidské spermie se pohybuje
mezi 4-6 um a prumér biciku je 1-2 pm. Celkova délka lidské spermie je pak okolo
60 um. Morfologie lidské spermie je zndzornéna na obrazku (Obr. 1). Hlavicka spermie
je vyplnéna piedevS§im jadrem obsahujicim kondenzovany chromatin, déle jsou zde
pritomny rizné cytoskeletalni struktury a malé mnozstvi cytoplazmy. Od piedni Casti
do dvou tfetin je hlavicka kryta vackem, obsahujici enzymy, ktery se nazyva akrozom.
V krcku spermie se nachazi centriola, ze které vychazi svazek mikrotubulli oznacovany
jako axonema, ktery prochdzi celym bicikem spermie. Axonema se ve vétSiné délky
bic¢iku sklada z jednoho centralniho paru mikrotubuld, ktery je obklopen deviti dalsimi
pary uspofddanymi do kruhu. Bi¢ik d€lime na tfi Casti: stfedni ¢ast (,,middle piece®),
hlavni ¢ast (,,principle piece®) a koncova cast (,,end piece). Axonema ve stfedni Cast
biciku je obklopena spirdlovité¢ uspofadanou mitochondridlni pochvou. Na distalnim
konci stiedni ¢asti biciku se pak nachdzi prstenec (annulus), ktery je vytvofen z druhé
centrioly. Axonema hlavni ¢asti biciku je pokryta sedmi vnéjSimi denznimi vlakny,
zatimco koncova ¢ast je tvofena pouze svazky mikrotubulii (Knobil a Neill, 1996; Singh,

2014).

axonema

akrozom o )
cytoplazmatickd membrana

jadro ) o . osove vlakno
proximalni mitochondrie
centriola

annulus
arm-amnmzxﬂwm
@af»‘muﬁ- DD ‘L

@

hlavicka stfedni ¢ast (middle piece) hlavni ¢ast (principle piece) koncova cast (end piece)

Obr. 1: Ilustrace lidské spermie. Prevzato a upraveno z Villarreal (2000).



2.1.1 SPERMATOGENEZE

Spermatogeneze je slozity biologicky proces buné¢né transformace odehravajici se uvnitt
semenotvornych kandlki varlete, pfi kterém dochazi k pfeméné diploidni spermatogonie
na haploidni spermii. Zarode¢ny epitel semenotvornych kanalkt (Obr. 2) je tvoifen
bunkami vytvaiejici ¢etné koncentrické vrstvy, které zahrnuji rtiznd vyvojova stadia
zarode¢nych bunék - spermatogonie, primarni a sekundarni spermatocyty a spermatidy
(Roosen-Runge, 1977). Mezi nimi prostupuji vybézky somatickych Sertoliho bunék

majici podptirnou a vyzivovou funkci (Skinner a Griswold, 2004).

Proces gametogeneze u muzl na rozdil od Zen zacind az v puberté, kdy primordialni
zarode¢né bunky podstupuji fadu mitotickych délenich, pifi kterych dcefiné bunky
(spermatogonie) zlstavaji vzajemné propojeny cytoplazmatickymi mistky. Syncytidlni
spojeni jsou udrzovana 1 v prib&hu spermatocytickych stddii a jsou rozpusténa
az ve stadiu spermatid. Pfedpokladd se, ze toto propojeni je dilezité zejména
pro synchronni vyvoj zarode¢nych bunék (Holstein et al., 2003). V zarode¢ném epitelu
rozliSujeme nékolik typi spermatogonii. Tmavy typ A piedstavuje populaci kmenovych
bunck, ktery prochazi bunéénym déleni za vzniku jedné tmavé spermatogonie typu A,
ktera se dale nedéli a vytvaii zasobarnu kmenovych bunék a druhé svétlé spermatogonie
typu A, jez se dale déli a dava vznik dvou spermatogoniim typu B. Spermatogonie typu
B je bunka predurcena k diferenciaci a pii jejim déleni vznikaji dva primérni
spermatocyty (Clermont, 1966). Jednd se o nejvétsi muzské zarode¢né bunky,
které vstupuji do prvniho meiotického dé€leni. Z jednoho primarniho spermatocytu se

po prvnim redukénim dé€leni

. .y rz Lumen 1 Cytoplazmaticka
stavaji dva sekundarni ¥ kay;éﬁka

spermatocyty, majici haploidni

X 2 ey 1 Elcngované/‘
pocet chromozomt, jez vstupuji spermatida

do druhého meiotického déleni  Kulata
spermatida—;
za vzniku C¢tyf  haploidnich

. . . Spermatocf
spermatid. ~ Spermatidy  jsou -

pfeménény v procesu zvaném %

. txr z Typ A Ma?-
spermiogeneze  na  bicikaté ST matogori:

. . ) 5 Se[‘tolihol Typ A e -
spermie, které jsou poté uvolnény bufika  gpermatogonie Spermatogonie

do lumen semenotvorného  Obr. 2: Priifez semenného kandlku muze.

kanalku (Holstein et al., 2003). Prevzato a upraveno z Gilbert (1997).



2.1.2 SPERMIOGENEZE

Spermiogeneze, téZ oznacovana jako spermatolidza, je zavérecnou fazi spermatogeneze,
pfi které jsou haploidni spermatidy transformovany na zralé spermie (Obr. 3). Spermatida
je kulatd bunka obsahujici velké centralné umisténé jadro, Golgiho aparat (GA),
centrozom a mitochondrie. Pro jeji preménu na kompaktni bi¢ikatou spermii tak musi
dojit k fadé morfologickych zmén. V casnych fazi spermiogeneze je na zakladé sekrecni
¢innosti GA tvorfen akrozomalni vacek (Kap.

2.1.3.1) (Tang et al., 1982; Thorne-Tjomsland

Golgiho komplex Mitochondrie

Akrozomalni vagek

et al, 1988). Jaderny chromatin je Centrioly
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2.1.3 AKROZOM

Akrozom je jedine¢na membranova organela prekryvajici anteriorni ¢ast jadra spermie,
kterd ma zasadni roli v pribéhu oplozeni. Tato kyseld vakuola obsahuje tadu
hydrolytickych enzymt, jez po uvolnéni napomahaji penetraci spermie skrze zona
pellucida (ZP) vajicka (Yanagimachi, 2011). Do nedavné doby byl pfijiman obecny
koncept, ze pouze saveéi spermie s intaktnim akrozomem je schopna oplodnit oocyt,
pficemz k exocytéze akrozomu dochdzi az po vazbé spermie na ZP, to umoznuje
naslednou penetraci spermie skrze ZP a fazi s plazmatickou membranou oocytu
(Wassarman et al., 2004). V pozdégjsSich studiich na mysich vSak bylo prokazano,
ze veétSina spermii, kterd je schopna oplodnit mysi oocyt, podstupuje akrozomalni
exocytozu jesté pred vazbou na ZP, pti prichodu kumularnimi bunikami (Jin et al., 2011).
Nicméné u lidi tento jev prokazan nebyl a pro uspés$né piirozené oplozeni u ¢lovéka jsou

nezbytné spermie s funkénim akrozomem (Dam et al., 2007).

Funkce akrozomu zavisi na jeho struktufe (Obr. 4). Piestoze rizné druhy savcli maji
odlisnou morfologii akrozomu, u vSech savci je akrozom délen na dvé zakladni casti:
velkd anteriorni ¢ast ruznych tvari a velikosti a posteriorni ¢ast oznacovanou
jako ekvatorialni segment, jedna se o menSi a ten¢i cast akrozomu nachazejici
se v polednikové oblasti hlavicky spermie. Fosfolipidovou dvojvrstvu obklopujici lumen
akrozomu délime na vnéjsi akrozomalni membranu (OAM z angl. ,,Outer Acrosomal
Membrane®) a wvnitini akrozomalni membranu (IAM z angl. ,Inner Acrosomal
Membrane*). OAM leZi tésné€ pod plazmatickou membranou spermie, pfi¢emz v priabchu

akrozomalni reakce dochéazi

eriakrozomaini prostor ok o1
P P CW%@%%’P%?K& subakrozomalni prostor

Jadernd membrana
vnéjsi akg)zomé\ni
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reakce a napomahaji rozrugeni Obr. 4: IHlustrace zndazoriiujici popis hlavicky lidské

extraceluldrnich obalti oocytu spermie. Prevzato a upraveno z Villarreal (2006).



Dale je zde pfitomna takzvanid akrozomalni matrix poskytujici proteinovou kostru,

jez usnadnuje interakci spermie a vajicka (Buffone et al., 2004).

2.1.3.1 BIOGENEZE AKROZOMU

Biogeneze akrozomu je klicovou udalosti v procesu spermiogeneze (Kap. 2.1.2),
ktera byla pted vice nez pul stoletim na zédklad¢ mikroskopické analyzy fezti varlat savct
rozdélena do Ctyt hlavnich fazi: Golgiho faze, faze ¢epicky, akrozomalni faze a faze zrani
(Clermont a Leblond, 1955). Prvni dvé faze jsou oznaCeny na zéklad¢ rozdilné sekrecni
¢innosti Golgiho aparatu (Tang et al., 1982; Thorne-Tjomsland et al., 1988). V prvni fazi
GA sekretuje nékolik malych denznich sekrec¢nich granuli bohatych na hydrolytické
enzymy, jako je napfiklad proakrozin (Bozzola et al., 1991; Olson et al., 1998). Tyto
proakrozomalni granule se dale spojuji za vzniku vétsi akrozomdlni granule, ktera
na periferii asociuje s jadernym obalem skrze proteinovou vrstvu zvanou perinuklearni
théka. Ve fazi CepiCky pak dochazi ke zvétSovani akrozomalni granule prostfednictvim
fuze s cetnymi malymi vezikuly pochazejici z trans strany Golgiho aparatu. Poté,
co akrozomalni granule dosahne jaderné membrany se zacne zplostovat a expandovat
ptes jadro, kde zaujima tvar Cepicky. V akrozomalni fazi pak akrozom expanduje
ptes povrch prodluzujiciho se jadra spermatidy. Déle dochazi ke kondenzaci jadra
1 akrozomu. V zavére¢né fazi zrani je akrozom diferenciovan na anteriorni a posteriorni

oblast (Khawar et al., 2019; Oko a Sutovsky, 2009).

Delece proteint zapojenych do tfidéni, transportu a fize vezikul zplsobuje defekty
v biogenezi akrozomu a vede ke vniku globozoospermie, kterd je charakterizovana
ztratou akrozomu v jejimz diisledku maji hlavicky spermii mensi a kulatéjsi tvar. Takto
deformovana spermie pak neni schopna oplodnit oocyt (Alvarez Sedo6 et al., 2012; Kang-
Decker et al., 2001; Paiardi et al., 2011; Yao et al., 2002). Ptestoze je akrozom obecné
povazovan za organelu odvozenou od Golgiho aparatu, molekularni mechanismy
regulujici jeho tvorbu jsou stile do zna¢né miry neznamé. V poslednich letech byl
na zaklad¢ zjisténi, Ze biogeneze akrozomu zahrnuje jak biosyntetické, tak endocytické
drahy akrozom navrzen také jako organela souvisejici s lysozomy (Berruti et al., 2010;

Berruti a Paiardi, 2011).



2.1.4 PERINUKLEARNI THEKA

Perinuklearni théka (PT) je kondenzovana vrstva proteinii obklopujici jadro spermie
s vyjimkou oblasti implantace bi¢iku. Jedna se o pouzdro okolo jadra odolné vuci
neiontogennim  detergentim  vypliujici  vétSinu  cytosolu  hlavicky  spermie
(Oko a Sutovsky, 2009). Na zakladé kompozi¢nich a strukturnich rozdili byla PT
rozdélena do dvou oblasti: subakrozomalni vrstvy (SAL z angl. ,,Subacrosomal layer®)
a postakrozomalni pochvy (PAS zangl. ,Post-acrosomal sheath®) (Obr. J5)
(Oko a Maravei, 1994; Oko, 1995). Subakrozomalni ¢ast PT se v pribéhu spermiogeneze
podili na biogenezi akrozomu. V maturovanych
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transportovany po mikrotubuldrni manzeté (Oko a Sutovsky, 2009).



2.2 VEZIKULARNI TRANSPORT

Mechanismus vezikularniho transportu se zda byt ve vSech eukaryotnich organismech
konzervovany a zahrnuje nékolik po sob¢ jdoucich kroki, pti¢emz kazdy tento krok je
regulovan prostfednictvim aktivity Rab proteinii (Obr. 6) (Stenmark, 2009). Prvnim
krokem je puceni, kdy na donorové membrané pod pisobenim plastovych proteinti
(coatomer, clathrin) a nasledné deformaci membrany vznikd vacek, ktery kromé
rozpustnych a integralnich membranovych proteini uréenych k exportu obsahuje
také proteiny dulezit¢ pro fuzi membran jako jsou SNARE proteiny (,,Soluble
N-ethylmaleimide-sensitive factor Attachment-protein Receptor) a proteiny regulujici
transport Rab (,,Ras-related in brain®) (Kap. 2.3) (Touchot et al., 1987). SNARE jsou
proteiny asociované s membranou lokalizované bud’ na vaccich (v-SNARE) nebo
na cilovych membranach (t-SNARE), které obsahuji velké, hydrofobni ,,coiled-coil*
domény (Palfreyman a Jorgensen, 2008). Rab proteiny reguluji nékolik kli¢ovych
udalosti v puCeni vezikulu na donorové membrané, od sestaveni plastovych proteind,
ptes selekci proteinti ur€enych pro transport, az po fyzické puceni vacku (Stenmark,
2009). Po oddéleni nascentniho vac¢ku od donorové membrany, za plisobeni Rab proteintl,
disociuje proteinovy obal vezikulu (proces oznacovany jako ,,uncoating®) a vacek putuje
k cilovému kompartmentu. Pfi transportu cytoplazmou buiiky se vacek pohybuje bud’
prostou difuzi nebo pfimym transportem pomoci cytoskeletu, kdy efektory nékterych Rab
proteinli mohou piimo interagovat s cytoskeletdlnimi komponentami. Po dopraveni
do blizkosti cilové membrany se vacek nejprve volné vaze na cilovou membranu
prostiednictvim velkych proteinovych komplexli, jde o proces oznafovany jako
»tethering®, na némz se podili fada proteindl, s nimiz Rab proteiny piimo interaguji. Poté
je vacek pevné ukotven do cilové membrany (proces oznacovany jako ,,docking®)
vzajemnym provazanim molekul v-SNARE na membrané vacku a t-SNARE na cilové
membrane. Po vzniku SNARE komplexu dochézi k fizi membran (Stenmark, 2009;

Tuvim et al., 2001).
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a naslednou aktivaci tvorby SNARE komplexu vedouci k fuizi membran. Prevzato z Stenmark

(2009).

2.3 RAB PROTEINY

Rab proteiny patii do Ras nadrodiny malych GTPaz (Stenmark a Olkkonen, 2001). Jedna
se 0 malé¢ monomernich G-proteiny o velikosti 20-30 kDa, které¢ jsou na zékladé
sekvenni podobnosti, struktury a funkce déleny do péti hlavnich rodin: Ras, Rho/Rac,
Rab, Ran, Rad a Arf (Goitre et al., 2014). Jednotlivé rodiny maji rozdilné biologické
funkce, vSechny vsak sdili podobnou strukturu obsahujici sadu péti konzervovanych
sekven¢nich elementtli, jenz jsou nezbytné pro jejich GTPazovou aktivitu. Pro Rab
proteiny je typické, Ze na svém C-konci maji motiv obsahujici cystein, pres ktery jsou
navazovany perenylové skupiny umoznujici ukotveni Rab proteinii do membrany (Geyer

a Wittinghofer, 1997).

Rab proteiny jsou GTPazy regulujici intracelularni vezikuldrni transport a fizi membran
(Stenmark a Olkkonen, 2001; Tuvim et al., 2001). Regula¢ni mechanismus Rab proteinti
spociva, stejné jako u jinych GTPaz, v jejich schopnosti fungovat jako molekuldrni

prepinace mezi aktivnim stavem (s navazanym GTP) a neaktivnim stavem (s navazanym



GDP) (Bourne et al., 1991, 1990). Aktivni forma Rab proteinu miiZze interagovat
s riznymi efektory, jako jsou molekuldarni motory, komplexy provazujici membrany,
proteinové leseni, adaptororvé proteiny, ¢i lipidové kindzy a regulovat tak rizné kroky
vezikularniho transportu, od tvorby vezikul na donorové membrané, pies transport
vezikul, az po vazbu vezikulu na cilovou membranu a fizi (Goody et al., 2017).
Cyklovani mezi aktivni a neaktivni formou Rab proteinu tak umoziuje Casovou

a prostorovou regulaci membranového transportu (Zerial a McBride, 2001).

U lidi bylo identifikovano ptes 70 riznych Rab proteint (Stenmark a Olkkonen, 2001).
Jejich diverzita odpovida mnozstvi intracelularnich transportnich drah v riznych typech
bunék. Jednotlivé Rab proteiny
se nachazi v riznych intracelularnich
kompartmentech (Obr. 7), kde reguluji
odlisné faze vezikularniho transportu.
Proto jsou také Rab proteiny
povazovany za markery organel
(Stenmark, 2009; Zerial a McBride,
2001). Dosud neni znamo mnoho
konkrétnich Rab proteini regulujici
nékteré kroky vezikularniho ptenosu,

zejména u vysoce specializovanych

typt eukaryotickych bunék, jakym I e ‘
1 M : // I\\ \/ w :\«.I_. /> %Q{,\ Fokalni / I“\\
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, " . ., Obr. 7: Lokalizace jednotlivych Rab proteinii
zatim nebylo pfifazeno k jednotlivym
v bunéénych kompartmentech. Prevzato z

transportnim krokiim (Tuvim et al.,
Stenmark (2009).

2001).

2.3.1 MOLEKULARNI MECHANISMUS FUNKCE RAB PROTEINU

Nové syntetizovany Rab protein je ve své neaktivni formé rozpoznan Rab ,.escort™
proteinem (REP), diky kterému se dostavd do kontaktu s geranylgeranyltransferazou
(RabGGTase) zprostiedkovavajici vazbu geranylgeranylovych skupin na C-konec Rab
proteinu, prostfednictvim kterych je protein pozdéji ukotven do membrany. Takto

modifikovany Rab protein mize byt rozpoznan inhibitorem disociace GDP (GDI z angl.
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,GDP-dissociation inhibitor) a transportovan na donorovou membranu, kde za ucasti
faktoru pro vyménu guaninovych nukleotidi (GEF zangl. ,,Guanine Nucleotide
Exchange Factor*) dochazi k vyméné navazaného GDP za GTP. Aktivovany Rab protein
je poté schopen interagovat s rozpustnymi faktory, které puisobi jako efektory pro prenos
signdlu Rab GTPaz v transportnim mechanismu a umoziuji tak regulaci riznych fazi
vezikuldrniho transportu. Po fuzi vezikulu s cilovou membranou dochazi k hydrolyze
GTP katalyzovanou proteinem aktivujicim GTPazu (GAP z angl. ,,GTPase-activating
protein®) a inaktivaci GTPazy. Nakonec jsou Rab proteiny s navazanym GDP
extrahovany z membrany prostiednictvim GDI, jsou uvolnény do cytosolu a mize dojit
k obnoveni cyklu jejich navdzanim na dalsi cilovou membranu (Obr. 8) (Goody et al.,

2017; Hutagalung a Novick, 2011).

Vyména
—_— i
nukleotidu Extrakce GDI
Prenylace GEF (recyklace)
.. Effector
GAP

Vazba efektoru/

Hydrolyza GTP
vezikulami transport ydroly

AT AT T

Obr. 8: Molekuldrni mechanismus funkce Rab proteinii. Nové syntetizovany Rab protein je
ve své neaktivni formé navazan na Rab , escort” protein (REP), diky kterému se dostava
do kontaktu s geranylgeranyltransferazou (RabGGTase). RabGGTase se sklada z o-podjednotky
a katalytické p-podjednotky zajistujici prenylaci Rab proteinu. Po prenylaci je Rab protein
aktivovan faktorem pro vyménu guaninovych nukleotidii (GEF) katalyzujicim vyménu GDP
za GTP. Aktivovany Rab interaguje s efektorovymi molekulami a reguluje tak rizné kroky
vezikuldrniho transportu. Nakonec je Rab deaktivovan proteinem aktivujicim GTPdazu (GAP),
jenz katalyzuje hydrolyzu GTP na GDP. Poté je Rab v neaktivni formé navazan na inhibitor
disociace GDP (GDI), ¢imz se stava rozpustny a miize byt opét navazan na membranu. Prevzato

a upraveno z Goody et al. (2017).

2.3.2 STRUKTURA RAB PROTEINU

Rab proteiny jsou vysoce evolucné konzervovanou skupinou proteinti napiic¢ vSemi
eukaryoty. Jejich diverzita a pocet roste spolecné se slozitosti daného organismu, kterd je

spojend s vétsi kompartmentaci vyZadujici vyss$i specializaci vezikularniho transportu
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(Bock et al., 2001). Piestoze se jednotlivé druhy 1isi poctem ¢lenti Rab rodiny, sekvencni
identita Rab proteinli mezi jednotlivymi druhy zlstala vysoka. Naptiklad mezi ortology
pochazejici z kvasinek a savcll se sekvenéni identita pohybuje okolo 55-75 %. Siroka
distribuce Rab proteinti a jejich vysoka homologie napti¢ druhy tak naznacuje jejich velky
vyznam Vv biologickych procesech odehravajicich se uvniti eukaryotické buiky (Tuvim

etal., 2001).

Tercialni struktura Rab proteinli byla popsdna na mySim modelu proteinu Rab-3a.
(Obr. 9) (Dumas et al., 1999; Ostermeier a Brunger, 1999). Rab proteiny obecné sdileji
motiv bézny pro vSechny malé GTPéazy Ras rodiny, ktery se sklada z 6 -listi obsahujici
pét paralelnich vlaken a jedno vldkno antiparalelni obklopené péti a-helixy. V péti
smyckach spojujici a-helixy a B-listy se pak nachazi elementy zodpovédné za vazbu
guaninovych nukleotidi a Mg?*, a také za hydrolyzu GTP (Stenmark a Olkkonen, 2001).
Na povrchu 3D molekuly byly definovany dvé oblasti oznac¢ené jako ,,Switch region I
a ,,Switch region II*, které pii vyméné guaninovych nukleotidli prochazi konformacni
zménou (Schlichting et al., 1990). Tyto oblasti jsou také nezbytné pro interakci Rab
proteint se svymi regulatory GEF a GAP. Dale byly identifikovany 4 oblasti oznacené
jako ,,Complementary Determining Regions* (CDR), které se li§i mezi jednotlivymi
skupinami Rab proteini a pravdépodobné umoziuji specifickou vazbu efektorovych

molekul na pfislusny Rab protein (Chavrier et al., 1991; Moore et al., 1995).

Obr. 9: Primarni

a tercidalni  struktura

proteinu Rab-34
v komplexu s navazanym
GTP. Zelené Jjsou
vyobrazeny G-motivy
vazici GTP. Cervené je pak
znazornén Switch region,
ve kterém dochazi ke zmene
konformace pri  vyméne

nukleotidii. Modre jsou

zndzornény ,,Complemen-
tary Determining Regions“ (CDR) o kterych se predpoklada, Ze se ucastni specifickych interakci
mezi jednotlivymi Rab podrodinami a jejich efektorovymi molekulami. Molekula GTP je oznacena

zlute. Obrazek byl prevzat z Tuvim et al. (2001).
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2.4 PROTEIN RAB-2A

Protein Rab-2A patfi do Rab rodiny monomernich G-proteinii podilejicich se na regulaci
intracelularniho vezikularniho transportu (Stenmark a Olkkonen, 2001). Sekvencni
identita se mezi jednotlivymi ¢leny Rab rodiny pohybuje okolo 35 az vice nez 80 %. Rab
proteiny se sekvencéni identitou vyssi nez 75 % jsou obvykle oznaceny stejnym Cislem,
za Cislem je pak danému proteinu piifazené pismeno (napi. Rab-2A, Rab-2B). Takto
blizce ptfibuzné Rab proteiny se daji povazovat za izoformy a obvykle se nachazi
ve stejnych bunénych kompartmentech, kde plni podobnou funkci (Tuvim et al., 2001).
U sav¢ich Rab proteinti byl také popsan alternativni sestfih, ktery by mohl zajistovat
vznik izoforem, jenz interaguji s odlisSnymi efektory a 1isi se tak svou funkci (Echard et
al., 2000). Sekven¢ni identita mezi lidskymi proteiny Rab-2A a Rab-2B je 83 %. Oba
proteiny se nachéazeji mezi cis-Golgiho cisternami a endoplazmatickym retikulem (Obr.
7, str. 10) a jsou nezbytné pro udrzeni struktury GA. Funkce proteinu Rab-2B je vSak
nezéavisld na proteinu Rab-2A, jehoz hlavni uloha je regulace intracelularniho
vezikularniho transportu smérem od endoplazmatického retikula do Golgiho aparatu

(Aizawa a Fukuda, 2015; Short et al., 2001; Tisdale et al., 1992; Tisdale a Balch, 1996).

Byly popséany dvé izoformy lidského proteinu Rab-2A o molekulovych hmotnostech 23,5
a 20 kDa, které jsou produkovany
alternativnim sestfihem. OdliSnost mezi
nimi spo¢ivd v tom, Ze druhd izoforma
na rozdil od prvni izoformy postrada
aminokyseliny 16-39. Protein Rab-2A ma
velmi nizkou jak bunéfnou tak
1 tkdnovou specifitu. U clovéka je
exprimovan ve vice nez 250 tkani vcetné
testis, epididymis, prostaty a semennych
vacklh (Uniprot). Tercidlni struktura

proteinu Rab-2A (Obr. 10) je velmi

podobna struktuie proteinu Rab-3A
Obr. 10: Struktura lidského proteinu

popsané v Kap. 2.3.2. Rab-2A, Uniprot.
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2.4.1 PROTEIN RAB-2A A JEHO LOKALIZACE A FUNKCE V SAVCICH

SPERMIICH

Ptestoze bylo publikovano né¢kolik studii popisujici roli proteinu Rab-2A v sav¢ich
spermiich, pfesna lokalizace ani funkce tohoto proteinu v samcich pohlavnich bunkéach
nebyly dosud pIné pochopeny. Protein Rab-2A byl poprvé lokalizovan na povrchu
plazmatické membrany spermii pomoci monoklondlni protilatky 5C5. Byl popsan
v oblasti ptekryvajici akrozom u epididymalnich, ejakulovanych i kapacitovanych
prasecich spermii (Zigo et al., 2015). Podobna lokalizace proteinu Rab-2A jako u kance
byla pozdéji popsdna také na mySim modelu, kde byl detekovan signal Rab-2A
v akrozomalni oblasti a stiedni ¢asti biciku (Bae et al., 2019). U byka byl Rab-2A
lokalizovén v subakrozomalni vrstvé proteinit PT podilejicich se na ukotveni akrozomu
k jadru maturované spermie (Kap. 2.1.4), a také byla popsdna pravdépodobné funkce
tohoto proteinu v byc¢ich spermatidach pii biogenezi akrozomu (Mountjoy et al., 2008;
Oko a Sutovsky, 2009). V dalsim experimentu Zigo et al., (2015) pak bylo zjiSténo,
ze protein Rab-2A, rozpoznavany protilatkou 5C5, odpovida vazbé biotinem znacenych
glykoproteinii ZP na proteiny spermie a byl také navrzeny pravdépodobny piivod Rab-
2A v epididymalni tekutiné kance. Dalsi studie predpokladaji tlohu proteinu Rab-2A
spolu s Rab-3A v akrozomalni exocytoze (Kap. 2.4.1.2) (Kwon et al., 2014; Lopez et al.,
2007; Mountjoy et al., 2008; Yunes et al., 2000). Jiné publikace pak popisuji Rab-2A jako
klicovy protein souvisejici s kapacitaci spermii (Kap. 2.4.1.2) a dokonce navrhuji protein

Rab-2A jako biomaker sam¢i fertility (Bae et al., 2019; Kwon et al., 2015a, 2015b, 2014).

2.4.1.1 FUNKCE RAB-2A V BIOGENEZI AKROZOMU

Bylo popsano nékolik proteinili podilejicich se na vzniku akrozomu béhem spermiogeneze
(Peterson et al., 1992). Rab-2A byl v prib&hu Golgiho faze a faze cepicky spermiogeneze
u bykt detekovan na cytosolické strané membrany proakrozomalnich a akrozomalnich
vacka (Obr. 11). Vhledem k velkému mnozstvi Rab-2A detekovaného v membrané
téchto vacki a popsané funkci Rab proteinii v regulaci vezikuladrniho transportu
se predpoklada, ze je Rab-2A hlavni protein regulujici transport a fuzi malych sekre¢nich
vacka sméfujicich od trans-Golgi do rostoucich proakrozomaélnich a akrozomalnich
vacktl (Mountjoy et al., 2008). Pfitomnost Rab-2A v malych sekre¢nich veziklech vSak
zatim nebyla prokdzana. Jak jiz bylo zminéno, v somatickych bunkach protein Rab-2A

obvykle zprostfedkovava regulaci vezikularniho transportu mezi endoplazmatickym
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retikulem a cis-Golgi (Tisdale et al., 1992). Je proto velmi ptekvapivé, Ze ve spermatidach
dochdzi ke zmén¢ polarity tohoto transportu a Rab-2A reguluje pohyb vackl od trans-
Golgi smérem ke vznikajicimu akrozomu. Tato zména polarity by mohla byt vysvétlena
asociaci Rab-2A s jinymi efektory ve spermatidach nez v somatickych bunkach. Miize
to byt ale také dano rozdilnou orientaci GA v bunécné polarité¢ zarodecné versus
somatické¢ bunky. V somatickych buikach je trans strana GA orientovdna smérem
k cytoplazmatick¢ membrané, tedy ve sméru sekrece, zatimco v kulatych spermatidach
je trans strana GA umisténa ve smeéru k jaderné obalce, a to z divodu sekrece
akrozomadlnich proteint. Je tak mozné Ze se Rab-2A pouze pfizpiisobil zméné této

polarity (Mountjoy et al., 2008).

O vyznamné roli Rab proteinli v biogenezi akrozomu svédci také novéjsi studie, ve které
byla detekovana exprese nového RabGAP specifického pro varlata (oznaceného jako
MGCRABGAP) v periakrozomélni oblasti elongujicich a elongovanych mysich
spermatid, a také v oblasti kr¢ku zralych spermii. Jeho exprese kolokalizovala s expresi
Rab-3A vyhradné v postmeiotickych builkkdch béhem spermiogeneze. Dale byly
identifikovany transkripty RabGAP v mysich i lidskych varlatech, pfiCemz mnozstvi
transkriptu RabGAP bylo snizeno v testikuldrni tkani muzi sriznymi typy

spermatogennich defektti (Lin et al., 2011).

Po dokonceni biogeneze akrozomu, jak byla popséna u by¢i spermie, v prub&hu elongace
spermatidy, Rab-2A postupné mizi z povrchu témét celé vnéjsi akrozomalni membrany
a zOstavd zachovan pouze v oblasti ekvatoridlniho segmentu, a také na wvnitini
akrozomalni membrang. Zde se poté stava soucasti subakrozomalni vrstvy proteini PT
ukotvujici akrozom maturovanych spermii pevné k jadru, ¢imz je akrozom stabilizovan
(Obr. 11). K upevnéni akrozomalni membrany ptes protein Rab-2A tak pravdépodobné
slouzi geranylgeranylové skupiny kovalentné vazané na jeho C-konci (Mountjoy et al.,

2008; Oko a Sutovsky, 2009).
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Obr. 11: Ilustrace zndzoriiujici distribuci

I Fize el
proteinu  Rab-2A  béhem i fizi byéi Golgiho fize o

spermiogeneze: Golgiho faze, faze Cepicky @\

a fize elongace spermatidy. Cervené tecky 9 f,«"*“\ I

zndzornuji protein Rab-2A4, ktery je béhem le {L ‘ 1!' .

Golgiho faze a faze Cepicky spojen N \;“— : /ﬂc’/" | =
s cytosolickou stranou akrozomalni ®¥w | a" :
membrany. V pribéhu elongace spermatidy 5 ., - ‘l\"’ﬁ/
Rab-2A4 postupné mizi z povrchu OAM a je /,-"é ,@ 0

zachovan pouze v oblasti ekvatoridlniho : ,"'/ ; \] 4

segmentu OAM a pod 1AM, \ ‘&' ,-* . /;

kde zistava jako soucdst PT zralych spermil. T

Prevzato a upraveno z Mountjoy et al. (2008).

2.4.1.2 FUNKCE RAB-2A V KAPACITACI A AKROZOMALNI REAKCI SPERMI{

Pro to, aby spermie byla schopna ptekonat extracelularni obaly vajicka a doslo
k tspésnému oplozeni, musi pfi pruchodu oviduktem podstoupit maturaéni proces, zvany
kapacitace (Austin, 1951; Chang, 1951). Studie vyuzivajici proteomicky pfistup
k nalezeni proteinti souvisejicich s kapacitaci v kancich spermii, detekovala vysokou
expresi Rab-2A v kancich spermiich pfed kapacitaci. Po kapacitaci kancich spermii byla
naopak zaznamenana sniZzena exprese Rab-2A (Kwon et al., 2014). Vhledem k roli Rab
proteint v regulaci vezikularniho transportu a membranové fuze, a také k detekci Rab-
2A na akrozomalni membran¢ béhem biogeneze akrozomu, se predpoklada, ze by Rab-
2A mohl byt zapojen do strukturni modifikace akrozomu béhem kapacitace spermie, ktera
je nezbytna pro néslednou indukci akrozomalni exocytozy (Kwon et al., 2014; Mountjoy
et al., 2008; Stenmark a Olkkonen, 2001). Snizena exprese proteinu Rab-2A u spermii
po kapacitaci byla popsana také na mysim modelu. V hlavicce 1 bi¢iku my$i spermie bylo
detekovano nékolik Rab proteinli, u kterych byla meéfena mira exprese pred
a po kapacitaci. Po kapacitaci byly exprese v§ech Rab proteinti i jejich regulatord, jako je
GDI a GEF, vyznamné snizeny. Vyjimku tvofil pouze GTPazu aktivujici protein (GAP),
jehoz hladina exprese se po kapacitaci nezménila. Z toho autofi usuzuji, ze na rozdil od
Rab proteinli v somatickych buiikdch je u spermatickych Rab proteinti draha ireverzibilni

a po kapacitaci jiz nedochdzi k jejich ndvratu do deaktivované formy (Bae et al., 2019)
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Stejni autofi, zabyvajici se identifikaci proteint souvisejicich s kapacitaci u kance, dale
porovnavali proteiny exprimované ve spermiich kanct s riizn€ velkymi vrhy. Rab-2A byl
nadmérné exprimovan ve spermiich po kapacitaci od kanci s malymi vrhy mladat,
pricemz jeho exprese negativné korelovala s velikosti vrhu. Rozdilna exprese Rab-2A tak
podporuje potencidlni zapojeni tohoto proteinu do regulace samcéi plodnosti
prostiednictvim akrozomalni reakce. Na zaklad¢ téchto zjiSténi byl protein Rab-2A

navrzen jako biomarker souvisejici se sam¢i neplodnosti (Kwon et al., 2015b, 2015a).

Dalsi udalosti, nasledujici po kapacitaci, ktera je nezbytna pro prichod spermie do vajicka
a uspésné oplozeni je akrozomalni reakce. Jednd se o vapnikem indukovanou
mnohonasobnou fizi vnéjsi akrozomalni membrany s plazmatickou membrénou spermie,
diky které dochédzi kuvolnéni akrozomdélniho obsahu. Lytické enzymy uvolnéné
z akrozomalniho vacku pak disociuji glykoproteinovy obal (ZP) oocytu, aby spermie
mohla projit az k plazmatické membrané oocytu a fizovat s nim (Yanagimachi, 2011).
Bylo popséano nékolik Rab proteinti podilejicich se na exocytdéze akrozomalniho vacku
(Bustos et al., 2012; Lopez et al., 2007; Ruete et al., 2014). Za hlavni Rab protein klicovy
pro indukci akrozomadlni reakce je povazovan Rab-3A (Lopez et al., 2007). Nartst
intracelularni hladiny véapniku, ke které dojde po otevieni Ca®" kandli v plazmatické
membrané spermie po indukci akrozomalni reakce progesteronem a glykoproteiny ZP,
zpisobi aktivaci Rab-3A (Belmonte et al., 2005; Kirkman-Brown et al., 2003; Michaut et
al., 2000). Efektory Rab-3A se pak podileji na ireverzibilnim pfipojeni akrozomu
k plazmatické membrané spermie prostfednictvim regulace SNARE proteind pritomnych
na obou membranach, které je nezbytné pro posledni kroky fize membran (De Blas et
al., 2005). Vhledem k podobné lokalizaci proteinli Rab-3A a Rab-2A se predpoklada,
Zze by se Rab-2A mohl na akrozomalni exocytoze podilet spolu s proteinem Rab-3A
podobnym mechanismem (Bae et al., 2019; Kwon et al., 2014; Lopez et al., 2007;
Mountjoy et al., 2008; Yunes et al., 2000).

2.5 EXozoMy

Exozomy jsou extracelularni membranové vacky o velikosti 40500 nm sekretované
vétSinou typll bunék do extracelularniho prostoru a télesnych tekutin jako je krev, moc,
plodova voda, amnionova tekutina, matefské mléko, ale také oviduktalni tekutina

a ejakulat. Exozomy hraji zasadni roli v intracelularni komunikaci. Obsahuji fadu
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cytosolickych i membranovych proteinti, lipid, ale také mRNA i microRNA,
které mohou byt pomoci exozomu pieneseny do jiné bunky (Baskaran et al., 2020;
Simpson et al., 2008; Valadi et al., 2007). Mezi exozomy pochazejici z ejakulatu patii
predevsim epididymozomy a prostazomy. Epididymozomy jsou malé membranové
vezikuly vylu€ované apokrinnim zplisobem do lumen epididymu, kde se podileji

na ziskavani novych proteint dilezitych pro zrani spermie (Sullivan et al., 2007) .

2.5.1 PROSTAZOMY

Prostazomy, téz oznacované jako apozomy, ¢i seminozomy jsou membranové vacky
o praméru 40-500 nm, jenz jsou sekretovany epitelialnimi butikami prostaty do semenné
plazmy (Delves et al., 2007; Luchter-Wasylewska a Wasylewski, 2007). Prostazomy maji
podobné vlastnosti jako epididymozomy, oba typy vezikuld obsahuji vysoky podil
cholesterolu ku fosfolipidiim a hlavni fosfolipidem je sfingomyelin (Kravets et al., 2000;
Rejraji et al., 2006; Simpson et al., 2008). Byly popsany dva mechanismy, kterymi jsou
prostazomy sekretovany do lumen prostaty. Prvnim mechanismem je exocytéza, pii které
dochazi k navazani vezikulu k plazmatické membrané a nasledné fuzi vedouci k uvolnéni
prostazomu piimo do lumen. Druhym mechanismem je takzvand ,diacytéza®, jejiz
princip spociva v translokaci vezikulu z cytosolu bunky do lumen, pfi které dochazi
k prodéravéni plazmatické membrany (Brody et al., 1983; Ronquist a Brody, 1985).
Po sekreci prostazomi do semenné plazmy dochdzi k pH zavislé fuzi prostazomu
s membrdnou spermii, pfi které jsou proteiny pochazejici z prostazomu pieneseny
do membrany spermie, kde plni fadu biologickych funkci (Carlini et al., 1997; Kravets et
al., 2000). Fazi prostazomi s membranou spermie dochdzi také k jejimu nabohaceni
o cholesterol a sfingomyelin, ¢imz se membrana stavd méné fluidni a zabranuje tak
predcasné akrozomalni reakci (Arienti et al., 1998; Carlini et al., 1997). Dale prostazomy
stimuluji motilitu spermii (Fabiani et al., 1994), chrani spermii pfed imunitni reakci
a kyselym prostiedi uvnitt sami¢iho reprodukéniho traktu (Arienti et al.,, 1997),
napomahaji zkapalnéni semenné plazmy (Lilja a Laurell, 1984), maji antibakterialni
ucinky (Lena Carlsson et al., 2000) a byl popsan také inhibi¢ni efekt prostazomu na rist
rakovinnych bun¢k prostaty (L. Carlsson et al., 2000). V prostazomech izolovanych
z lidské semenné plazmy byla identifikovana fada enzymi, transportnich a strukturnich
proteind, chaperonl, proteinti signalni transdukce a také 11 Rab proteind, véetné proteinu
Rab-2A, jejich regulator Rab-GDI1 a dvou GAP. Pfedpoklada se tedy, Ze by Rab proteiny
mohly byt zapojeny do tfizeni proteini pro transport v prostazomu (Utleg et al., 2003).
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3. HYPOTEZY A CILE PRACE

3.1 HYPOTEZY

V ramci studie povrchovych proteinii spermie diilezitych pro rozpoznani a vazbu spermie
na zona pellucida (ZP) vajicka byl vytvofen panel monoklondlnich protilatek proti
povrchovym proteiniim prasecich spermii. Osm z téchto protilatek rozpoznavalo protein
v oblasti akrozomu na hlavicce spermie. Podafilo se identifikovat pouze 3 proteiny
rozpoznavané témito protilaitkami se ZP vazajici aktivitou, a to proakrozin/akrozin
rozpoznavany klonem 4C7, laktadherin/p47 klonem 1H9 a protein Rab-2A rozpoznavany
protilatkou 5C5 (Tab. 1) (Zigo et al., 2015).

Tabulka 1: Protilatky znacici proteiny pritomné na kancich ejakulovanych spermiich a jejich

charakterizace, prevzato a upraveno ze Zigo et al. (2015).

4C7 Akrozomalni oblast 45 kDa Povrch ejakulovanych a kapacitovanych
spermii
4C11 Akrozomalni oblast 45 kDa Povrch ejakulovanych a kapacitovanych
spermii
5C5 Akrozomalni oblast 24 27kDa Povrch kapacitovanych spermii, epid.
tekutina
1D1 Akrozomalni oblast 51 kDa Povrch kapacitovanych spermii
D10 Akrozomalni oblast 200 kDa Povrch kapacitovanych spermii
1E3 Povrch ejakulovanych a kapacitovanych
Akrozomalni oblast 32,35.38kDa spermii, epid. tekutina, prostata
2E1 Akrozomalni oblast 200 kDa Povrch ejakulovanych a kapacitovanych
spermii
1H9 Apikilni oblast 35, 45kDa Povrch kapacitovanych spermmi, ledviny

Na zéklad¢ kiizové reaktivity protilatky SC5 s proteinem lidskych spermii a dosavadnich
znalosti o vyskytu a funkci proteinu Rab-2A v sav¢ich spermiich a reprodukénim traktu

jsme stanovili nasledujici dil¢i hypotézy:

» protein Rab-2A je rozpoznavan protilatkou SC5 na povrchu lidskych spermii

» protein Rab-2A se vyskytuje v extracelularnich veziklech izolovanych z lidské
semenné plazmy

» protein Rab-2A se nachazi v perinuklearni théce lidskych spermiti

» protein Rab-2A je schopen vazat glykoproteiny lidské ZP
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3.2 CILE PRACE

Pro potvrzeni stanovenych hypotéz jsme sestavili nasledujici cile:

1) Otestovat monoklondlni protilatky pfipravené proti povrchovym proteintim prasecich
spermiich na lidskych spermiich a zjistit tak moznou kiizovou reaktivitu jednotlivych

protilatek.

2) Na zéklad¢ kiizové reaktivity protilatky 5C5 na lidskych spermiich, kterd rozpoznava
protein Rab-2A na povrchu kancich spermii, jsme se rozhodli identifikovat tento protein

v lidskych spermiich.
3) Zjistit lokalizaci proteinu Rab-2A v lidskych spermiich v riznych funkénich stavech.

4) Detekovat protein Rab-2A v lidskych spermiich od pacientl s patologickymi

spermiogramy a vysledky porovnat s detekci u pacientli s normozoospermii.
5) Zjistit, zda je protein Rab-2A soucésti proteinli perinuklearni théky lidskych spermii.
6) Detekovat Rab-2A v semenné plazmé a sekre¢nich exozomech.

7) Ovéftit, zda protein Rab-2A odpovida vazbé glykoproteini lidské ZP na proteinové

extrakty spermii.
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4. MATERIALY A METODY

4.1 BIOLOGICKE MATERIALY

4.1.1 LIDSKE SPERMIE

Zamrazené i Cerstvé vzorky lidskych ejakulati byly ziskany s informovanym souhlasem
od darcu z IVF center ProCrea Swiss, Praha a Gennet, Praha. Kryokonzervované vzorky

byly uchovany v 1 ml mikrozkumavkach v tekutém dusiku pti -196 °C.

4.1.2 LIDSKE ZONA PELLUCIDA

Fragmenty lidskych zona pellucida byly ziskany z oocyti od darkyn zIVF centra
ProCrea Swiss, Praha na zaklad¢ informovaného souhlasu pacientek a rozhodnuti etické

komise BIOCEV.

4.2 CHEMIKALIE

Nazev chemikalie Vyrobce
Merkaptoetanol Sigma-Aldrich, USA
Aceton Lachner, CR

30% Acrylamide/Bis Solution Bio-Rad, USA
Avidin konjugovany s kienovou peroxidazou Sigma-Aldrich, USA
Bromfenolova modf Sigma-Aldrich, USA
Calcium ionophore Sigma-Aldrich, USA
Coomassie Brilliant Blue R-250 (CBB) Serva, Némecko
Dimethylformamid Sigma-Aldrich, USA
Etanol Penta, CR
Ethylenediaminetetraacetic acid tetrasodium salt dihydrate

(EDTA) Sigma-Aldrich, USA
EZ-Link® Sulfo-NHS-SS-Biotin [T;;Tno Fisher Scientific,
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Formaldehyd

Lachner, CR

Gelatin, from cold water fish skin

Sigma-Aldrich, USA

Glycerol Sigma-Aldrich, USA
Glycin Serva, Némecko
Gradient™ 40/80 Origio, Dansko

Hoechst (33342) Thermo Fisher Scientific,

USA

Hydrogenuhli¢itan sodny

Lachema, CR

Hydroxid sodny

Penta, CR

Chlorid amonny

Lachema, CR

Chlorid draselny

Lachner, CR

Chlorid sodny

Lachner, CR

Kyselina chlorovodikova

Lachner, CR

Kyselina octova

Sigma-Aldrich, USA

Lectin PNA z Arachis hypogaea (,,peanut), Alexa Fluor™
568 Conjugate

Invitrogen, USA

Metanol

Lachner, CR

N-propylgalat

Sigma-Aldrich, USA

Nonfat dry milk

Bio-Rad, USA

Paraformaldehyd (PFA)

Sigma-Aldrich, USA

Persiran amonny (APS z angl. ,,Ammonium persulfate®)

Sigma-Aldrich, USA

Pierce™ IP lysis buffer

Thermo Fisher Scientific,

USA

Pierce™ Protein A/G Agarose beads (20422)

Thermo Fisher Scientific,

USA

Pierce ™ RIPA Buffer

Thermo Fisher Scientific,

USA
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Precision Plus Protein™ Dual Color Standard Bio-Rad, USA

o ) . Thermo Fisher Scientific,
Protease inhibitor cocktail tablets (cOmplete Mini)

USA
Ponceau S solution Sigma-Aldrich, USA
Sachar6za Sigma-Aldrich, USA
Sodium dodecyl sulfat (SDS) Sigma-Aldrich, USA
Sperm Preparation Medium Origio, Dansko
Sperm Wash Origio, Dansko

Thermo Fisher Scientific,

SuperBlock TM Blocking Buffer v PBS
USA

SuperSignal® West Femto Thermo Fisher Scientific,

USA
SuperSignal® West Pico Thermo Fisher Scientific,
USA
N,N,N’,N'-tetramethylethan-1,2-diamin (TEMED) Bio-Rad. USA
Tetramethylethylene Bio-Rad. USA
Tris(hydroxymethyl)-aminomethane (Tris) Serva, Némecko
Triton X-100 Serva, Némecko
Tween® 20 Serva, Némecko

VECTASHIELD® Antifade Mounting Medium with DAPI

Vector Laboratories, USA
(Inc., H-1200-10)

4.3 PUFRY

SloZeni pufru

Alkalicky lyzaéni puf (0,1 M NaOH, 0,05 M EDTA, 2 % SDS, 2 % merkaptoetanol)

Elektrodovy pufr (10x koncentrovany: 60,6 g Tris, 288 g glycinu, 20 g SDS, dopInéno do 2 1
dH-0)
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pH 7,4)

Fosfatovy pufr — PBS (0,01 M ,,Phosphate-buffered saline, 0,138 M NaCl, 0,0027 M KClI,

Fyziologicky roztok (0,9 % NaCl, dH-0)

Transferovy pufr (28,8 g glycinu, 6 g Tris, 400 ml 20 % metanolu, doplnéno do 2 1 dH,0)

Trisovy pufr — TBS (25 mM ,,Tris-buffered saline*, 150 mM NacCl, pH 7,6)

4.4 KOMERCNI KITY

Nazev Kkitu

Vyrobce

(4484450)

Total Exosome Isolation Kit (from plazma)

Invitrogen, USA

Qubit™ Protein Assay Kit (Q33212)

Invitrogen, USA

Pierce™ Cell Surface Protein Isolation Kit (89881)

Thermo Fisher Scientific, USA

Pierce™ Silver Stain Kit (24612)

Thermo Fisher Scientific, USA

4.5 PROTILATKY

Primarni protilatky

Vyrobce

Redéni pro

WB

Redéni pro

IF

proti Rab-2A (5C5)

Biotechnologicky tstav AV
CR

Vyrobeno v Laboratofi 1:2,1:5, 1:2, 135,
Mysi monoklonalni protilatka | reprodukéni biologie, 1:10, 1:20, 1:10, 1:20,
proti laktadherinu (1H9) Biotechnologicky ustav AV | 1:50 1:50

CR

Vyrobeno v Laboratofi 1:2, 15, 1:2, 15,
Mysi monoklonalni protilatka | reprodukéni biologie, 1:10, 1:20, 1:10, 1:20,
proti proakrozinu (4C7) Biotechnologicky ustav AV 1:50 1:50

CR

Vyrobeno v Laboratofi
Mysi monoklonalni protilatka | reprodukéni biologie, 110 15
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) Vyrobeno v Laboratofti
Mysi monoklonélni protilatka . )
) _ reprodukéni biologie,
proti Clusterinu ] . 1:100
) ) Biotechnologicky ustav AV
(Apolipoprotein J) (Hs-3) .
CR
Mysi monoklonélni protilatka
proti o tubulinu (DM1A clone | Sigma-Aldrich, USA 1:3000
- T6199)
Mysi monoklonalni protilatka
proti fosfotyrozinu, 4G10 (05- | Sigma-Aldrich, USA 1:300
1050)
Krali¢i polyklonalni protilatka
) Bioss, USA 1:250
proti CD9/MRP-1 (bs-2489R)
Krali¢i polyklonalni protilatka
proti Histonu H2B (testis Abcam, USA 1:250
specific) (ab23913)
Krali¢i polyklonalni protilatka
) Abcam, USA 1:250 1:50
proti Rab-2 (ab154729)
Mysi monoklonalni protilatka .
) Invitrogen, USA
proti CD46 (M177)
Sekundarni . .
Vyrobce Redéni pro WB Redéni pro IF
protilatky
Kozi protilatka proti
mySim IgG )
) Invitrogen, USA 1:300
konjugovana s
Alexa Fluor ™ 488
Kozi protilatka proti
krali¢im IgG )
) Invitrogen, USA 1:300
konjugovana s
Alexa Fluor ™ 488
Kozi protilatka proti
Bio-Rad, USA 1:3000
mySsim IgG
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konjugovana s HRP
(170-6516)

Kozi protilatka proti
krali¢im IgG
konjugovana s HRP
(170-6515)

Bio-Rad, USA

1:3000

4.6 LABORATORNI VYBAVENI

Azure ¢600 Gel Imaging System (Azure Biosystems, USA)

DeltaVision OMX™ V4 (GE Healthcare, Svédsko; Light Microscopy Core
Facility, IMG CAS, CR)

Eppendorf® Centrifuge 5804/5804R (Sigma-Aldrich, USA)

Galaxy® 14 S CO?2 Incubator (Eppendorf, Némecko)

Invertovany konfokalni mikroskop Carl Zeiss LSM 880 NLO (Zeiss, Némecko)
ISAS — Integrated Semen Analysis System (sériové ¢islo: 00AFCF80; Proiser
R+D Systems, Spanélsko)

Mikroskop NICON E-400 FLUORES (Nicon, Japonsko)

Mini-PROTEAN® Tetra System (Bio-Rad, USA)

Power Pac™ HC (Bio-Rad, USA)

Qubit fluorometr (Invitrogen, USA)

Sonikator (Hielschner, Némecko)

Thermomixing Blok MB-102 (BIOER. Cina)

Ultracentrifuga (Beckman Coulter, USA)

Vodni lazenn GRAD GD100 (Grant Instruments Ltd, Velka Britdnie)
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4.7 METODY

4.7.1 PRIPRAVA VZORKU LIDSKYCH SPERMII{

Kryokonzervované lidské ejakulaty od darct z IVF center byly rozmrazeny inkubaci
ve vodni lazni pfi 37 °C po dobu 10 minut. Pro selekci pouze kvalitnich spermii byla
pouzita denzitni gradientové centrifugace. Do 15ml zkumavky byl postupné navrstven
1 ml 80% média ptedehiatého na 20-25 °C, na ngj byl po stén¢ zkumavky opatrné nanesen
1 ml predehiatého 40% média a nakonec 1 ml resuspendovaného ejakulatu.
Pro manipulaci s lidskymi spermiemi byly pouZity specialni $pic¢ky s rozsifenym koncem
(ThermoFisher-Scientific, USA). Vzorky byly centrifugovany pfi laboratorni teploté,
pfi 300 g po dobu 25 minut. Morfologicky kvalitni spermie, jeZ maji vyS$$i hustotu
nez spermie s naruSenou morfologii se po gradientové centrifugaci nachazely na dné
zkumavky, kde je hustota gradientu nejvyssi. Naopak spermie s poskozenou morfologii
byly pfitomny v méné¢ hustém gradientu. Fragmenty spermii a leukocyty pak vytvotily
prstenec na rozhrani semenné plazmy a 40% gradientu. Peleta selektovanych spermii byla
nasledné dvakrat promyta ve Sperm Wash médiu, centrifugovéana pii 300 g, po dobu
10 minut, a nakonec resuspendovana v 1 ml fyziologického roztoku pitedehtatého
na 37 °C. Poté byla mikroskopicky zkontrolovdna kvalita spermii (morfologie,
koncentrace a pohyblivost) pomoci CASA (Computer-Assisted Sperm Analysis,
Kap. 4.7.3) a vzorky spermii byly dale zpracovany.

4.7.2 IN VITRO KAPACITACE LIDSKYCH SPERMIi

K promyté peleté¢ ejakulovanych spermiich byl pfidan 1 ml Sperm Preparation média
predehiatého na 37 °C a vzorky byly ponechany kapacitovat po dobu 2 hodin
v inkubdatoru s 5% COz pti 37 °C. Po inkubaci byly vzorky sto¢eny pii 300 g, 10 minut

a nasledné promyty ve Sperm Wash médiu a dale zpracovany.

4.7.3 COMPUTER-ASSISTED SPERM ANALYSIS (CASA)

Ze vzorkl lidskych ejakulovanych a kapacitovanych spermii (Kap. 4.7.1 a 4.7.2),
nafedénych ve fyziologickém roztoku, byly odebrany 2 pl a naneseny do pocitaci
komurky (Leja® standard, o hloubce 20 pm). V kazdém vzorku bylo pomoci softwaru
Computer-Assisted Sperm Analysis (ISAS®; Proiser R+D Systems) pfi 60 snimcich

za sekundu vyhodnocovano vzdy 6 riznych poli dan¢ho vzorku (Castellini et al., 2011).
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CASA je specialni software schopny rozpoznat kazdou spermii ve vzorku a vyhodnotit
drahu jeji motility spolecné s dal§imi kinetickymi parametry, jako jsou parametry
rychlosti vyjadiené v um/s: rychlost kiivoc¢arého pohybu (,,curvilinear velocity* = VCL),
rychlost piimoc¢arého pohybu (,,straight line velocity* = VSL) a primérna rychlost drahy
pohybu (,,average path velocity*“ = VAP); parametry progresivity vyjadiené v procentech:
index linearity (,,linearity index* = LIN), index pfimosti (,,straightness index* = STR)
a oscila¢ni index (,,0scillation Index*“ = WOB) a dalsi parametry jako je lateralni pohyb
hlavicky spermie (,,head lateral moving® = ALH, um) a frekvence tderu biciku (,,beat
frequency cross*“ = BCF, Hz). Detekce hyperaktivovanych spermii probéhla s ohledem
na parametry ALH, LIN a STR (Suarez, 2008).

4.7.4 INVITRO INDUKCE AKROZOMALNI REAKCE U LIDSKYCH SPERMIi

Ke spermiim po in vitro kapacitaci byl pfidan Calcium ionophore v koncentraci 1:100
(ve Sperm Preparation médiu) a spermie byly inkubovany v inkubatoru pii 37 °C a 5%
COz po dobu jedné hodiny. Vzorky byly opét centrifugovany pii 300 g, 10 minut

a promyty ve Sperm Wash médiu.

4.7.5 SELEKCE SPERMII PO AKROZOMALNI REAKCI OD SPERMII

S INTAKTNIM AKROZOMEM (PATENT 308864)

Pro selekci spermii po akrozomalni reakci byla pouzita metoda, vyvinutd Laboratofi
reproduk¢ni biologie, zalozena na ptitomnosti proteinu CD46 na povrchu spermii, u nichz
doslo k naruSeni integrity akrozomu. Spermie po in vitro indukci AR byly promyty
ve Sperm Wash médiu a nafedény ve fyziologickém roztoku na koncentraci 4x 10°
bunck/ml. Ke 40 pl takto pfipravené suspenze spermii bylo pfidano 20 pl magnetickych
nanocastic (Clemente-Associates Inc., USA) s konjugovanou protilatkou proti proteinu
CDA46. Vzorky byly inkubovany 15 minut pfi laboratorni teploté a poté umistény na 10
minut na magneticky blo¢ek. Spermie, u nichZ prob&hla akrozomalni reakce byly
navazany na magnetické nanocCastice a vychytany magnetem, zatimco spermie
s intaktnim akrozomem zistaly v suspenzi. Nasledné byly ze spermii izolovany proteiny
metodou popsanou v Kap. 4.7.6. Spermie byly uvolnény z vazby na nanocéstice ptidanim

vzorkového SDS pufru pro lyzaci spermii a naslednym povatenim vzorkt pii 95 °C.
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4.7.6 1ZOLACE PROTEINU Z LIDSKYCH SPERMIi POMOCI SDS

Vzorky spermii ziskanych od pacientll s normozoospermii ¢i riznymi patologiemi byly
zpracovany dle kapitoly 4.7. 1, stejné tak spermie v riznych funkcnich stavech pripravené
dle kapitol 4.7.2 a 4.7.4. K peleté takto zpracovanych spermii byl pfidan vzorkovy SDS
puft (na 10 miliont spermii 100 pl pufru) s inhibitory proteaz. Vzorky byly inkubovany
na ledé po dobu 30 minut a kazdych 5 minut vortexovany. Po inkubaci byly vzorky
centrifugovany pii 10 000 g, 2 minuty pii 4 °C. Supernatant byl pifendan do nové
mikrozkumavky. V piipad¢ nizké koncentrace izolovanych proteini byl ke vzorkiim
pfidan aceton (Sestindsobek objemu vzorku) a vzorky byly ponechany inkubovat
pti - 20 °C po dobu jedné hodiny za obasného michani. Poté byly vzorky centrifugovany
pii 7000 g, 15 minut pii 4 °C. Supernatant byl odstranén a peleta spermii opét
resuspendovana ve vzorkovém SDS pufru. Vzorky byly zredukovany piidanim 5%
merkaptoetanolu a povateny v termobloku za stalého tfepani pti 95 °C, 5 minut. Nakonec

tTM

byla zméfena koncentrace proteinti v jednotlivych vzorcich pomoci Qubit'" Protein

Assay Kitu a pfed nanesenim na gel byl pfidan 1 pl bromfenolové modii.

Pro izolaci proteini z médii po AR a kapacitaci spermii byla média centrifugovéna
pii 2000 g, 10 minut a pfenesena do nové mikrozkumavky. Poté byla opét centrifugovana
pii 10 000 g, 10 minut a supernatant byl pfenesen do nové mikrozkumavky. 100 pl
supernatantu bylo precipitovdno acetonem a precipitované proteiny byly nésledné

rozpustény v redukujicim SDS pufru.

4.7.7 MERENI KONCENTRACE PROTEINU VE VZORKU

Meéteni koncentrace proteini ve vzorku bylo provedeno za pouZiti fluorometru Qubit
a Qubit™ Protein Assay Kitu. Ke 199 pl pufru Qubit™ byl pfidan 1 ul Qubit™ reagent.
Ke 198 pl takto ptipraven¢ho roztoku byly ptidany 2 pl vzorku pro méfeni koncentrace
proteind. Vzorky byly vortexovany a inkubovany 15 minut ve tmé. Po inkubaci byly
vzorky vlozeny do pfistroje a byla zméfena jejich koncentrace podle které byla nasledné

vypocitana nanaska daného vzorku na gel, aby odpovidala koncentraci 10 pg/ml.

4.7.8 1ZOLACE POVRCHOVYCH PROTEINU Z LIDSKYCH SPERMII

Pro izolaci proteinil z povrchu spermii byl pouZit Pierce® Cell Surface Protein Isolation
Kit. Ejakulaty od darcii s normozoospermii byly selektovany na gradientu a dvakrat

promyty. 12 mg EZ-Link-® Sulfo-NHS-SS-Biotinu bylo rozpusténo ve 48 ml
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vychlazeného 1x koncentrovaného PBS. Ke kazdému vzorku pelety spermii byly pfidany
4 ml takto pfipraveného roztoku biotinu a vzorky byly inkubovany pii 4 °C za stalého
otaceni po dobu 30 minut. Poté byly vzorky centrifugovany pii 300 g, 4 °C, 10 minut,
supernatant odstranén a pelety spermii 2x promyty v 5 ml 1x koncentrovaném TBS (pH
7,4). Dale byl kpeletim promytych spermii pfidan lyzacni pufr (Lysis buffer)
z izola¢niho kitu. Vzorky byly ponechany 30 minut na led¢ a kazdych 5 minut sonikovany
po dobu 5 sekund. Po lyzaci byly vzorky sto¢eny pti 10 000 g, 2 minuty a teploté 4 °C.
Peleta se zbytky bunck byla odstranéna a supernatant obsahujici izolované proteiny byl
dale pouzit. Na kolonky (Pierce™ Spin Columns, Thermo-Fisher Scientific, USA) bylo
naneseno 500 pl nosic¢e se Streptavidinem (Pierce® Streptavidin Ultra Link® Resin)
a poté byly dvakrat promyty promyvacim roztokem (Wash Solution) z izola¢niho kitu.
Nésledné byl na kolonky nanesen lyzat, ktery byl na kolonkach ponechan pfti laboratorni
teploté po dobu 1 hodiny za stalého michani. Po inkubaci byly kolonky centrifugovany
pii 1000 g, 1 minutu. Supernatant obsahujici proteiny, které nebyly biotinylovany byl
uschovan jako kontrola izolace. Kolonky byly opét dvakrit promyty promyvacim
roztokem (Wash Solution), a poté bylo na kolonky naneseno 100 pl roztoku SDS-DTT
(ke 450 pl SDS bylo ptidano 23,7 ul DTT). Vzorky byly inkubovéany v termobloku
za stalého tfepani po dobu 1 hodiny pfi laboratorni teploté. Nakonec byly vzorky
centrifugovany pifi 1000 g, 2 minuty. Ziskany supernatant obsahoval biotinylované
proteiny spermii. Pfed nanesenim na gel byla u vzorkli zméfena koncentrace proteinti

a ptfidan 1 pl bromfenolové modfi.

4.7.9 IMUNOPRECIPITACE — PRIPRAVA VZORKU NA HMOTNOSTNI

SPEKROMETRII
Vzorky spermii od normozoospermikl byly dvakrat promyty ve fyziologickém roztoku
a peleta spermii byla resuspendovana ve 200 ul RIPA pufru s 0,1 % SDS a inhibitory
protedz. Suspenze spermii byla déle inkubovana 30 minut na led¢ a kazdych 5 minut
vortexovana, nasledné byly vzorky centrifugovany pti 10 000 g, 5 minut, pfi teploté 4 °C.
Supernatant byl rozdélen do mikrozkumavek po 100 pul a ke kazdému vzorku bylo pfidano
50 pl protilaitky 5CS5. Vzorky byly vortexovany a inkubovany pies noc pii 4 °C
v termobloku za stilého tfepani. Druhy den byly vzorky naneseny na kolonky
s agarézovymi kulickami s konjugovanym A/G proteinem (Pierce™ Protein A/G
Agarose beads), které byly predtim 3x promyty slabym lyzaénim pufrem (Pierce™ IP
lysis buffer). Déle byly vzorky inkubovany na kolonkach pfi laboratorni teploté po dobu
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dvou hodin za stdlého michani. Po 2 hodinach byly vzorky stoceny pti 1000 g, 4 °C,
I minutu. K supernatantu obsahujicim proteiny, které se nenavazaly na agar6zové
kulicky, bylo ptidano 100 pl SDS pufru a byl pouzit jako kontrola. Peleta obsahujici
zachycené proteiny byla 3x promyta ve 200 ul PBS-Tween 20 (0,05 % Tween v PBS)
centrifugaci pfi 1000 g, 1 minutu. Kolonky s agar6zovymi kulickami byly poté pieneseny
do novych mikrozkumavek, byl na né nanesen redukujici SDS pufr (s 5%
merkaptoetanolem)

a vzorky byly inkubovany pii 90 °C po dobu 5 minut. Nakonec byly vzorky stoCeny
pti 1000 g, 5 minut a imunoprecipitat (supernatant) byl pouzit pro SDS-PAGE.

4.7.10 IZOLACE PROTEINU Z PERINUKLEARNI THEKY

Cerstvy ejakulat ziskany od tif darc s normozoospermii byl centrifugovan pii 500 g
po dobu 10 minut pii laboratorni teploté. Ze vzorku byla odsata semennd plazma
a zamrazena pro nasledné vyuziti k izolaci exozomu. Peleta spermii byla dvakrat promyta
v 25 mM TBS (pH 7,6) a centrifugovana pii 500 g, po dobu 10 minut. Pro uspésnou
izolaci proteinii z PT bylo zapotiebi oddélit hlavicky spermii od bic¢iki, ¢ehoz bylo
dosazeno sonikaci spermii na sonikatoru s nastavenou amplitudou 80 mikront. Promyta
peleta spermii byla nejprve resuspendovana v TBS s inhibitory proteindaz (cOmplete
Mini) v objemovém poméru; 10:1 (pufr:spermie) a sonikovana na led€¢ 30 sekund
s minutovymi intervaly a péti opakovanimi. Pfi mikroskopické kontrole mélo nejméné
95 % spermii oddélenou hlavicku od bi¢iku. Suspenze byla opét dvakrat promyta v TBS
a peleta resuspendovana v TBS s inhibitory proteindz a navrstvena na roztok 80%
sachar6zy (1 ml suspenze spermii v TBS a 12 ml 80% sacharo6zy) do ultracentrifugacnich
zkumavek (Ultra Clear, Beckman Coulter USA). Vzorky byly ultracentrifugovany
pii 40 000 rpm po dobu 65 minut ve vykyvném rotoru (SW 40 Ti Swinging-Bucket
Rotor) na ultracentrifuze (Beckman Coulter). Oddélené hlavicky po ultracentrifugaci
tvotily peletu na dn€ zkumavky, zatimco bi¢iky tvofily prstenec na rozhrani TBS
a sachardzy. Peleta hlavicek byla pfenddna do nové zkumavky, dvakrat promyta
a mikroskopicky zkontrolovana. Nasledovala extrakce proteini PT z hlavicek spermii.
Vzorky byly resuspendovany a inkubovany v 0,2% Tritonu X-100 (20 ml 1% Tritonu X-
100 v 80 ml TBS) na led€ 1 hodinu. Poté byly vzorky centrifugovéany pti 2500 g a teploté
4 °C po dobu 10 minut. Supernatant obsahujici proteiny vnitini akrozomalni membrany
byl ptfenesen do nové mikrozkumavky a uchovan jako kontrola. Peleta spermii byla

nejprve promyta a ndsledné resuspendovéna a inkubovana po dobu jedné hodiny
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v 1 M KCI (v TBS). Vzorky byly opét odsttedény pii 2500 g, supernatant obsahujici
iontoveé vazané proteiny PT zamrazen a peleta hlavicek spermii opét promyta. Nakonec
byly vzorky ponechany ptes noc ve 100 mM NaOH (v TBS) za stalého toceni pii 4 °C.
Druhy den byly vzorky stoceny pii 2500 g, 10 minut a 4 °C. Nakonec byl supernatant
obsahujici kovalentné véazané proteiny PT dialyzovan pomoci kolonek (Pierce
Concentrator, PES, 3K MWCO, 0,5 ml, Thermo-Fisher Scientific, USA) centrifugaci pii
12 000 g, 4 °C, dokud nedoslo k neutralizaci pH vzorku. Peleta obsahujici zbytky spermii,
prevazné jadra byla promyta, resuspendovana v SDS a zamrazena. Supernatanty ziskané
z kazdého kroku extrakce byly zamrazeny jako kontroly izolace pro nésledné pouziti na

SDS-PAGE.

Rozmrazené vzorky jednotlivych frakei, jez jsme ziskali pfi izolaci proteini z PT
spermie, byly precipitovany piidanim acetonu (Sestindsobek objemu vzorku) po dobu
jedné hodiny v mrazédku pfi - 20 °C a kazdych 15 minut protfepany. Po precipitaci byly
vzorky centrifugovany pti 7000 g, 4 °C po dobu 15 minut. Supernatant byl odstranén
a peleta resuspendovana v redukujicim SDS (s 5% merkaptoetanolem) a povatena
v termobloku za stalého tfepani pii 95 °C, 5 minut. Nakonec byla ve vSech vzorcich
zméfena koncentrace proteinli pomoci Qubit fluorometru a ptidan 1 pl bromfenolové

modii

4.7.11 1ZOLACE EXOZOMU Z LIDSKE SEMENNE PLAZMY

Semenna plazma (SP) byla ziskdna od darcii s normalnim spermiogramem. Nejprve byla
ziskana SP centrifugaci ejakulatu pii 300 g po dobu 10 minut. Poté byla SP
centrifugovana pii 2000 g, 10 minut a 4 °C a nasledné pii 10 000 g,10 minut pii 4 °C.
Supernatant byl odebran do nové mikrozkumavky. Pro izolaci exozomu se SP byl vyuzit
komecni kit (Total Exosome Isolation Kit). Na 100 pl SP bylo pfidano 30 pl sterilné
ptipravené¢ho 1x koncentrovaného PBS a inhibitory protedz a vzorek byl vortexovan.
Poté bylo ptidano 30 pl roztoku Exosome Precipitation Reagent z kitu a vzorek byl opét
vortexovan. Nasledovala inkubace vzorku 10 minut pfi laboratorni teploté
a centrifugace pti 10 000 g, 5 minut pii 4 °C. Supernatant byl odstranén a peleta obsahujici
vezikuly byla resuspendovana v alkalickém lyza¢nim pufru (0,1 M NaOH, 0,05 M
EDTA, 2% SDS, 2% merkaptoetanol). Vezikuly byly dale 3x sonikovany na led¢
po dobu 10 sekund, a poté 10 minut inkubovany pii 90 °C v termobloku za stalého tfepani.

Ke vzorku byly pfidany 2 ul 4 M kyseliny octové a vzorek byl vortexovan 30 sekund
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s naslednou inkubaci pii 90 °C po dobu 20 minut. Po inkubaci byly vzorky smichany
s redukujicim SDS pufrem (obsahujici 5% merkaptoetanol) v poméru 1:1, opét
inkubovany pii 90 °C, 5 minut a zamrazeny pro nasledné¢ pouziti na SDS-PAGE
elektroforézu. Pied nanesenim vzorkli na gel byla zméfena koncentrace proteind,

a poté byl pridan 1 pl bromfenolové modfi.

4.7.12 SDS ELEKTROFOREZA V POLYAKRYLAMIDOVEM GELU (SDS-
PAGE)

Nejprve byla sestavena aparatura pro vertikalni elektroforézu (Mini Protean III Cell, Bio-
Rad). Dale byl pfipraven 12% separacni gel (2,5 ml 1,5 M Tris pH 8,8, 4 ml 30%
akrylamidu, 3,5 ml dH>O, 100 ul 10% SDS, 70 pl 10% APS, 4,5 ul TEMED), ktery byl
nalit mezi dvé skla, prevrstven dH,O a ponechén polymerovat pfi laboratorni teploté 25
minut. Poté byl pfipraven 4% zaostfovaci gel (1,52 ml dH>0O, 624 pl 1 M Tris pH 6,8,
325 pl 30% akrylamidu, 25 pl 10% SDS, 35 10% ul APS, 3,8 ul TEMED), jenZ byl
navrstven na separacni gel. Mezi skla byly umisténé 15ti jamkové hiebinky a gel byl
ponechan polymerovat ptiblizn¢€ 15 minut. Déle byly skla s gely premistény do aparatury
a zality 1x koncentrovaného elektrodovym pufrem. Nésledné¢ byly vyndany hiebinky
a naneseny vzorky, pficemz objem nanaSené¢ho vzorku byl vypocitan dle koncentrace
proteini naméiené ve vzorku pomoci pfistroje Qubit Fluorometru aby vysledna
koncentrace odpovidala 10 pg/ml. Jako marker pro urceni molekulovych hmotnosti
proteinti byl pouzit Precision Plus Protein™ Dual Color Standard, ktery byl nanaSen
na jamku v objemu 4 pl. Nejprve byla elektoforéza spusténa pii 80 V, dokud proteiny
nedosahly hranice separa¢niho gelu. Poté bylo napéti zvySeno na 140 V a elektroforéza

bézela ptiblizné 1,5 hodiny.
4.7.13 VIZUALIZACE PROTEINU V GELU

4.7.13.1 BARVENI COOMASSIE BRILLIANT BLUE

Po skonceni SDS elektroforézy (Kap. 4.7.12) byly gely nejprve 2x promyty v dH,O
a poté barveny v roztoku CBB (0,25 g CBB, 45 ml metanolu, 9 ml kyseliny octové
a 45 ml dH»0) po dobu 1 hodiny. Pro odbarveni pozadi byl gel promyt odbarvovacim
roztokem (250 ml metanolu, 100 ml kyseliny octové¢, 650 ml dH,0).

33



4.7.13.2 BARVENI STRIBREM

Pro barveni proteint stiibrem byl pouzit Pierce™ Silver Stain Kit. Gely po SDS
elektroforéze (Kap. 4.7.12) byly nejprve 2x promyty v dH2O po dobu 5 minut,
apoté byly 2x fixovany 15 minut ve fixaénim roztoku (30% etanol:10% kyselina octova).
Po fixaci byly gely 2x promyty v 10% etanolu po dobu 5 minut a 2x v dH>O. Nésledné
byly gely inkubovany a promyvany podle instrukci danych vyrobcem. Nakonec byly gely
inkubovany 2-3 minuty ve vyvolavacim roztoku dokud se neobjevily obarvené proteinové

prouzky. Reakce byla zastavena piidanim 5% kyseliny octové.

4.7.14 WESTERN BLOT A IMUNODETEKCE PROTEINU

Chromatografické papiry (Whatman™, Sigma-Aldrich, USA), houbicky i PVDF
membrana (Immobilon®-P Polyvinylidene difluoride membranes, Sigma-Aldrich, USA),
jez byla nejprve aktivovana inkubaci v metanolu po dobu 5 minut, byly na 15 minut
ponoieny do transferového pufru. Po skonceni SDS-PAGE byly gely vyjmuty ze skel
a také umistény do vanicky s transferovym pufrem. Do kazety mezi houbicky
a chromatografické papiry Whatman byl pfendan gel a né byla poloZzena PVDF
membrana. Western blot bézel pii 500 mA po dobu jedné hodiny v transferovém pufru
na led¢. Po dokonceni Western blotu byly membrany promyty dH>O a obarveny 0,1%
Ponceau S pro kontrolu ptitomnosti proteinli na membrané. Nasledné byla membrana
tiikrat promyta roztokem PBS-Tween (0,05 % Tween 20 v PBS) a blokovéana v 5% mléce
nafedéném v PBS po dobu jedné hodiny. Po blokaci byla membrana opét dvakrat promyta
v PBS-Tween a inkubovana pfes noc s primarni protilatkou pii teploté¢ 4 °C. Jako
negativni kontrola slouzila membrana, ktera byla pfes noc inkubovany namisto primarni
protilatky v PBS. Druhy den byla membrana 3x promyta v PBS-Tween a ponechéna
inkubovat po dobu 1 hodiny se sekundarni protilatkou. Od sekundarni protilatky byla
membrana v intervalu 10 minut 4x promyta v PBS-Tween a na nakonec byla promyta
v PBS. Vizualizace signalu byla povedena substratem SuperSignal® West Femto/Pico

za vyuziti pfistroji Azure c600 biosystems.

4.7.15 IMUNOFLUORESCENCNI DETEKCE PROTEINU SPERMII

Pro zjiSténi lokalizace proteinu Rab-2A v lidskych spermiich byla pouzita nepfima
fluorescenéni mikroskopie (NIF) spolecné s protilatkou 5C5 z panelu monoklonalnich

protilatek. Jako kontrola pak byla vyuzivana komer¢ni protilatka proti proteinu Rab-2.

34



Suspenze ejakulovanych a kapacitovanych lidskych spermii a spermii po indukci AR byla
ptipravena dle kapitol 4.7.1-4. 10 pl takto pfipravené suspenze spermii bylo naneseno
na skli¢ko a k tomu ptidano 70 pl fixacniho roztoku aceton-metanol (1:1, v:v) zajistujici
permeabilizaci membrany spermie. Pro fixaci bez permeabilizace plazmatické membrany
bun¢k byl vyuzivan 3,6 % PFA. Vzorky byly ponechany fixovat ve vlhké komtrce
7 minut v pfipadé¢ fixace aceton-metanol a po dobu 10 minut pii vyuziti PFA fixace. Poté
byly sklicka 3x oplachnuta ve fyziologickém roztoku a preparaty blokovany ve 100 pl

blokaéniho pufru SuperBlock ™

po dobu 30 minut. Po blokaci byla sklicka opét 3x
promyta ve fyziologickém roztoku a inkubovana s primarni protilatkou pfes noc. Druhy
den byla sklicka 3x promyta a byla na n¢ nanesena sekundarni protilatka, se kterou byly
vzorky inkubovany ve vlhké komiirce 1 hodinu. Vzorky byly promyty od sekundarni
protilatky fyziologickym roztokem a destilovanou vodou a na sklicka bylo naneseno
100 pl PNA lektinu nafedéném ve fyziologickém roztoku (1:300). Sklicka byla
ponechana inkubovat 20 minut ve vlhké komurce, a poté byla promyta fyziologickym
roztokem. Nakonec bylo pfidano montovaci médium VECTASHIELD s DAPI, které
umoznuje vizualizaci jader spermii vazbou na DNA a preparat byl ptekryt krycim

sklickem. Detekce probehla za vyuziti fluorescencniho a konfokalniho mikroskopu.

Pro ptipravu vzorkd na SIM mikroskopii byl vyuzit stejny postup jako v ptipadé
fluorescen¢ni a konfokalni mikroskopie. Byla pouze pouzita specialni kryci sklicka
(tloustka ¢. 1.5 H, 170 = 5 uM, Paul Marienfeld GmbH a Co. KG, Némecko)
a pro vizualizaci jader byl v pfipadé SIM mikroskopie pouzit Hoechst v koncentraci

1:100. Na zavér byly suché vzorky fixovany 90% glycerolem s 5% N-propylgalatem.

Pro ovéfeni povrchového znaceni protilatky 5C5 byla tato protilatka inkubovana
v suspenzi spermii v koncentraci 1:2 pfi 37 °C po dobu 1 hodiny a po inkubaci
se sekundarni protilatkou fixovana roztokem 2 % formaldehydu. Stejnym zplisobem byla
provedena také inkubace s protilatkou proti Rab-2 v koncentraci 1:50 slouZici jako

kontrola.

4.7.16 IZOLACE A BIOTINYLACE GLYKOPROTEINU ZONA PELLUCIDA

Fragmenty zona pellucida (ZP) byly ziskany z 88 lidskych oocytl v GV stadiu. Nejprve
byla provedena tepelna solubilizace fragmentii ZP inkubaci ve vodni lazni pii 74 °C

po dobu 30 minut. Pro odstranéni necistot byly vzorky centrifugovany pii 10 000 g, 4 °C,

35



10 minut. Supernatant obsahujici glykoproteiny ZP byl pifenesen do nové

mikrozkumavky a byla zmétena koncentrace proteinit pomoci Qubit Fluorometru.

Na izolované glykoproteiny lidskych ZP byl dale navazan biotin. K roztoku
glykoproteint v destilované vod¢ o koncentraci 0,35 mg/ml bylo pfidano 0,1 ml x 0,5 M
NaHCO;3, pH 9 (x = objem vzorku). Na 1 ml vzorku bylo dale ptidano 0,1 mg EZ-Link®
Sulfo-NHS-SS-Biotinu ve 25 pl dimethylformamidu a vzorky byly inkubovany po dobu
30 minut pii laboratorni teploté. Reakce byla zastavena ptidanim 1M NH4Cl, pH 6,0
(15 pl/ml roztoku). Glykoproteiny ZP byly poté promyvany v Pierce® Concentrators
(20K MWCO, 7 ml) pomoci 20mM Tris HCI, pH 7,8 (obsahujiciho 0,4M NaCl),
pt1 4500 g, 4 °C, po dobu jedné hodiny a nakonec uskladnény pii -20 °C.

4.7.17 FAR-WESTERN BLOT ANALYZA S BIOTINYLOVANYMI

GLYKOPROTEINY ZP

Nitrocelulézovd membrana s rozdélenymi proteiny spermii byla promyta v PBS,
a poté deaktivovana hodinovou inkubaci v 1% Zelatin€é. Dale byla membrana promyta
v PBS 50,05 % Tween 20 a inkubovéna pfes noc s biotinylovanymi glykoproteiny ZP
v PBS v koncentraci 200 pl/ml pti 4 °C. Druhy den byla membrana 5x promyta
po 10 minutich v PBS 50,05 % Tween 20 a nakonec inkubovéna v roztoku avidinu
konjugovaného s kienovou peroxiddzou (v koncentraci 1:1000) po dobu jedné hodiny
pfi laboratorni teploté. Detekce byla provedena pomoci chemiluminiscenéniho substratu

SuperSignal® West Femto na piistroji Azure c600.

4.7.18 STATISTIKA

Intenzita proteinovych prouzki detekovanych na membranach po imunodetekci byla
hodnocena denzitomerticky v programu Image] (National Institutes of Health, USA)
a ziskana data byla hodnocena Studentovym t-testem ve statistickém programu JASP
(University of Amsterdam, Nizozemi). Namétfené hodnoty pak byly zndzornény v grafech

pfipravenych v programu Microsoft Excel.
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5. VYSLEDKY

5.1 HODNOCENI KAPACITOVANEHO STAVU LIDSKYCH SPERMII

In vitro kapacitace lidskych ejakulovanych spermii (pfipravenych dle Kap. 4.7.1) byla
provedena dle metody popsané v Kap. 4.7.2. Dokonceni kapacitace spermie je spojeno
s hyperaktivaci, ktera je charakterizovana zménou charakteru pohybu biciku méftitelnou
pomoci CASA (Suarez, 2008), a také fosforylaci tyrozinovych zbytkt pfedevsim v oblasti
bi¢iku spermie (Piehler et al., 2006; Sati et al., 2014). Pro hodnoceni kapacitovaného
stavu lidskych spermii byla pouzita protilatka 4G10 proti fosfotyrozinu (Obr. 12),
a také CASA (Tab. 2) (Kap. 4.7.3).

Na lidskych ejakulovanych spermiich (Obr. 124) byl detekovan slaby fluorescencni
signal protilatky 4G10 v oblasti akrozomu a v hlavni ¢asti biciku spermie, zatimco
u spermii po in vitro kapacitaci (Obr. 12B) byl v téchto Castech zaznamenan silny
fluorescenéni signal protilatky 4G10, coz svéd¢i o nartstu fosforylovanych proteint
ve spermii. Na preparatech ejakulovanych a in vitro kapacitovanych lidskych spermii
bylo spocitano 200 ndhodn¢ vybranych spermii. Ve vzorku ejakulovanych spermii bylo
ptitomno pouze 15 % spermii se silnym fluorescenénim signalem, zbytek spermii
vykazoval pouze slaby signdl, zatimco ve vzorku spermii, u kterych byla in vitro
indukovana kapacitace bylo detekovano 86 % spermii se silnym signalem protilatky

4G10.
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Obr. 12: Imunofluorescencni znaceni protilatky 4G10 na (A) lidskych ejakulovanych
a (B) in vitro kapacitovanych spermiich. Bila Sipka znaci fosforylaci tyrozinovych zbytkii v oblasti
akrozomu, zluta v oblasti biciku spermie. Znaceni protilatky 4G10 je znazornéno zelené, cervené
je vizualizovan akrozom spermie pomoci PNA lektinu, jadra jsou zndzornéna modie pomoci

DAPI, zvétseni 600x, meFitko 10 um.

Hyperaktivace spermie je charakterizovana asymetrickym ohybem biciku s vysokou
amplitudou (Suarez, 2008). Pomoci softwaru CASA bylo provedeno hodnoceni
kapacitovaného stavu lidskych spermii s ohledem na parametry AHL, LIN a STR (7ab.2).
AHL parametr vyjadiuje vykyv hlavicky spermie, ktery se u kapacitovanych spermii
v porovnani se spermiemi ejakulovanymi zvysuje. LIN a STR jsou parametry urcujici
linearitu pohybu spermie, kterd je naopak u kapacitovanych spermii niz8i nezZ u spermit
ejakulovanych, takze i naméfené hodnoty jsou nizsi v piipadé kapacitovanych spermii.
U kapacitovanych vzorku se také zvysilo procento neprogresivné motilnich spermii (z 52
na 66 %), coZ potvrzuje zménu charakteru pohybu biciku spolu se sniZenou linearitou
pohybu v pied, kterd nastava u kapacitovanych spermii, pficemz procento progresivné

motilnich spermii se nezménilo.

Tabulka 2: Porovndni parametrii ALH (lateralni pohyb), LIN (index linearity) a STR (index

Ppiimosti) namérenych pomoci CASA na vzorcich ejakulovanych a kapacitovanych lidskych

spermii.
Kontrola kapacitace Ejakulované Kapacitované
spermie spermie
ALH (lateralni pohyb) 1,7 pm 2,0 um
LIN (index linearity) 29.2 % 22.1 %
STR (index pfimosti) 55,1 % 47,4 %
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5.2 HODNOCENI INDUKCE AKROZOMALNI REAKCE LIDSKYCH

SPERMIICH

Uspé$nost in vitro indukce akrozomalni reakce (AR) spermii , provedené dle metody
popsané v Kap. 4.7.4, byla hodnocena pomoci PNA lektinu, ktery se vaze na glykokalyx
vnéjsi akrozomalni membrany spermie a vizualizuje tak pfitomnost akrozomu ve spermii
(Mortimer et al., 1987). U spermii s intaktnim akrozomem (Obr. 134) byl ptitomny
fluorescen¢ni signal v oblasti celého akrozomu spermie, zatimco u spermit, u kterych jiz
doslo k AR byl pomoci PNA lektinu vizualizovan pouze ekvatoridlni segment spermie
(Obr. 13B), kde po AR zlstavaji zbytky vné&jsi akrozomalni membrany (Bedford et al.,
1979; Yanagimachi, 2011). Z celkového poctu 200 ndhodné vybranych spermii bylo
na preparatech pripravenych ze vzorkt lidskych ejakulovanych spermii pfitomno 92 %
spermii s intaktnim akrozomem a pouze 8 % spermii mélo poruseny akrozom. Oproti

tomu na preparatech spermii, u kterych byla in vitro indukovdna AR, bylo napocitano

ey e

akrozomu.

A

Obr. 13: Detekce akrozomu pomoci PNA lektinu na (A) lidskych ejakulovanych spermii
a na (B) spermiich, u kterych byla in vitro indukovdna akrozomdlni reakce. Bild Sipka ukazuje na
spermii s intaktnim akrozomem, Zluté Sipky na spermii po AR. Cerveny fluorescencni signal znact
vazbu PNA lektinu na sacharidové struktury vnéjsi akrozomalni membrany, zvétseni 600x,

méritko 10 um.
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5.3 TESTOVANI MONOKLONALNICH PROTILATEK NA LIDSKYCH

SPERMIICH

Pro studium proteinii piitomnych na povrchu savcich spermii byl v Laboratoii
reproduk¢ni biologie pfipraven panel monoklonalnich protilatek. Protilatky byly ziskany
izolaci proteint ptitomnych na povrchu prasecich ejakulovanych spermii, kterymi byly
nasledné¢ imunizovany samice myS$i. Takto bylo ziskdno celkem 8 protilatek
rozeznavajicich povrchové proteiny lokalizované v akrozomadlni oblasti hlavicky
spermie. Pomoci imunoprecipitace proteinii rozeznavanych protilaitkami a nasledné
analyze hmotnostni spektrometrii se podafilo identifikovat tfi proteiny: prekurzor
akrozinu, rozezndvany protilatkou 4C7, laktadherin/P47 rozeznavany protilatkou 1H9
a protein Rab-2A, jenz byl detekovan pomoci protilatky 5C5 (Zigo et al., 2015). Tyto tii
vybrané protilatky jsme ndsledné€ otestovali také na lidskych spermiich pomoci metody
nepfimé imunofluorescence (Kap. 4.7.15) a Western blot (WB) imunodetekce (Kap.
4.7.14).

Protilatka 4C7 (rozpoznavajici na kancich spermiich protein proakrozin) byla testovana
na lidskych ejakulovanych spermiich v riznych koncentracich a za redukujicich
1 neredukujicich podminek izolace proteini. Behem imunofluorescencni analyzy nebyl
zaznamenan zadny signal protilatky 4C7 na lidskych ejakulovanych a kapacitovanych
spermiich a ani na spermiich po indukci AR za pouziti fixace roztokem acetonu
a metanolu a rlznych koncentraci protilatky (reprezentativni Obr. 14A4-C).
Pti koncentraci 1:20 protilatky 4C7 a za neredukujicich podminek pfipravy proteini
se nam podaftilo detekovat pouze proteinovy prouzek o pfiblizné molekulové hmotnosti
30 kDa (Obr. 14D). Detekovany protein vSak neodpovidal molekulové hmotnosti

(47 kDa) proteinu detekovanému na kanc¢ich spermiich, proakrozinu (Zigo et al., 2015).
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Obr. 14: Imunofluorescencni znaceni protilatky 4C7 na (A) lidskych ejakulovanych,
(B) kapacitovanych spermiich a (C) spermiich po indukci akrozomalni reakce, modre jsou
znazornéna jadra spermii pomoci DAPI, ¢ervené PNA lektin znacici akrozom spermii, protilatka
4C7 na lidskych spermii neznacila, zvétseni 600x, meritko 10 um. (D) Imunodetekce protildtky
4C7 v celkovych lyzatech lidskych ejakulovanych spermii, 1 — lyzat proteinii v neredukujicich

podminkach, 2 — molekulové standardy, 3 — lyzat proteinii v redukujicich podminkdch.

Bé&hem testovani protilatky 1H9 (rozpoznavajici praseci laktadherin/P47) na lidskych
ejakulovanych, kapacitovanych spermiich a na spermiich po indukci AR se nam metodou
NIF za pouziti fixace aceton-metanol a riznych koncentraci nepodatilo ziskat pozitivni
reakci protilatky 1H9 (reprezentativni Obr. 154-C). Signdl protilaitky 1H9 nebyl
detekovan ani na membranach s proteinovymi lyzaty lidskych ejakulovanych spermii

izolovanych za redukujicich i neredukujicich podminek (Obr. 15D).
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Obr. 15: Imunofluorescencni znaceni protilatky 1H9 na (A) lidskych ejakulovanych,
(B) kapacitovanych spermiich a (C) spermiich po indukci akrozomalni reakce, modre jsou
znazornéna jadra spermii pomoci DAPI, cervené PNA lektin znacici akrozom spermii, protilatka
1HY na lidskych spermiich neznacila, zvétseni 600x, méritko 10 um. (D) Imunodetekce protildtky
1HY v celkovych lyzatech lidskych ejakulovanych spermii, 1 — lyzat proteinii v neredukujicich

podminkach, 2 — molekulové standardy, 3 — lyzat proteinii v redukujicich podminkach.

Protilatka 5CS (rozpoznavajici prase¢i Rab-2A) byla také testovana na lidskych
spermiich fixovanych roztokem aceton-metanol. Pfi koncentraci protilatky SC5 1:5 bylo
na lidskych ejakulovanych spermiich detekovano slabsi bodové znaceni protilatky 5C5
v oblasti akrozomu spermie (Obr. 164), zatimco na kapacitovanych spermiich bylo
detekovano silné znaceni v oblasti akrozomalni cepicky (Obr. 16B). Na spermiich,
u kterych jiz probé&hla akrozomalni reakce nebyl detekovatelny Zadny signal protilatky
5C5 (Obr. 16C). V lyzatech lidskych ejakulovanych spermii bylo za redukujicich
podminek a fedéni protilatky 1:10 detekovano n€kolik forem proteinu Rab-2A o piiblizné
molekulové hmotnosti 30, 28, 26, 24, 22 a 18 kDa (Obr. 16D), znichZ se nejCastéji
v dalSich experimentech objevovaly izoformy 28, 26, 24 a 18 kDa.
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Obr. 16: Imunofluorescencni znaceni protilatky 5C5 D

- . . : . kDa 1 2 3
na lidskych (A) ejakulovanych, (B) kapacitovanych

spermii a (C) spermii po indukci akrozomalni reakce, %28:

modre jsou zndzornena jadra spermii pomoci DAPI, 1(7)2:

Cervené PNA lektin znacici akrozom spermii,

protilatka 5C5 zelené, zvétseni 1000x, meritko 10 um. 50 —~

(D) Imunodetekce protilatky 5C5 v celkovych lyzatech 37—

lidskych ejakulovanych spermii, 1 — lyzat proteinii b
v neredukujicich podminkach, 2  — molekularni 25 —
standardy, 3 — lyzat proteinii v neredukujicich 20 F—

podminkach, Sipkami jsou oznaceny detekované

izoformy proteinu Rab-2A.

5.4 IDENTIFIKACE PROTEINU ROZPOZNAVANEHO

PROTILATKOU 5C5 V LIDSKYCH SPERMIICH

Pro ovéteni, zda protein rozpoznavany protilatkou 5C5 na lidskych spermiich je skute¢né
protein Rab-2A, byly vzorky pfipraveny pro proteinovou identifikaci. Pro cilenou izolaci
proteinu rozpoznavaného protilatkou SC5 jsme se nejprve pokusili o imunoprecipitaci
proteinu protilatkou 5C5 (Kap. 4.7.9). BohuZel se nam vSak ani po né€kolika opakovani
nepodafilo protein rozpozndvany protilatkou SCS5 precipitovat a na Obr. 17 (draha 2) jsou
viditelné pouze proteinové prouzky o velikosti 50 a 23 kDa znacici tézky a lehky fetézec
protilatky 5CS5. Identifikace proteinu byla tedy provedena z celkového lyzatu proteina
izolovanych z ejakulovanych spermii. Z gelu po SDS elektroforéze s rozdélenymi
proteiny izolovanymi z ejakulovanych spermii, které byly obarveny dle metody popsané
v Kap. 4.7.13.1 (Obr. 17, draha 3) byly vytezany oblasti o velikosti 26, 24, 22 a 18 kDa,

odpovidajici vypocitané molekulové hmotnosti z imunodetekce proteinu protilatkou 5C5
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(Obr. 17, draha 1). Proteinovy prouzek o velikosti 28 kDa nebyl viditelny na gelu
a z tohoto divodu také nebyl zahrnut do analyzy hmotnostni spektrometrie (MS).
Analyza MS byla provedena v Servisnim pracovisti Hmotnostni spektrometrie, BTU AV
CR. Pomoci MS se podafilo identifikovat protein Rab-2A ve vsech prouZcich
rozpoznévanych protilatkou 5C5 na membrané (26, 24, 22 a 18 kDa). Na Obr. 18 jsou
zvyraznény sekvence jednotlivych forem odpovidajici sekvenci lidského proteinu

Rab-2A.
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Obr. 17: Imunodetekce proteinu Rab-2A pomoci protilatky 5CS5 pro ucely identifikace proteinu:

1 —celkovy lyzat proteinii izolovany z ejakulovanych spermii, 2 — imunoprecipitat, 3 — gel barveny
na proteiny pro MS analyzu. Cervenymi Sipkami jsou zndzornény jednotlivé detekované formy
proteinu — 28, 26, 24, 22 a 18 kDa, modré Sipky ukazuji proteinové prouzky pro identifikaci
proteinu rozpoznavaného 5C5 pomoci MS. Sedé Sipky ukazuji tézky (50 kDa) a lehky (25 kDa)

Fetezec protilatky 5C5 v imunoprecipitdtu.
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26 kDa
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22 kDa

18 kDa
18 kDa

Paptide

Peptide

Peptide

Peptide

K. TASNVEEAFINTAK.E

K. TASNVEEAFINTAK.E

K.LQIWDTAGQESFR.S

K.LQIWDTAGQESFR.S

K.LQIWDTAGQESFR.S

K.LQIWDTAGQESFR.S

K. TASNVEEAFINTAK.E

K. TASNVEEAFINTAK.E

K.IQEGVFDINNEANGIK.1

R.GAAGALLVYDITR.R

R.FQPVHDLTIGVEFGAR.M

R.GAAGALLVYDITR.R

R.EHGLIFM{+15.99)ETSAK.T

R.EHGLIFM(+15.99)ETSAK.T

R.GAAGALLVYDITR.R

R.QHSNSNM(+15.99)VIM(+15.99)LIGNK.S

R.OTFNHLTTWLEDAR.Q

R.FQPVHDLTIGVEFGAR.M

R.EHGLIFM(+15.99)ETSAK.T

R.FQPVHDLTIGVEFGAR.M

R.EHGLIFMETSAK.T

K.SC(+57.02)LLLQFTDK.R

K.SC(+57.02)LLLQFTDKR.F

R.EHGLIFM(+15.99)ETSAK.T

R.GAAGALLVYDITR.R

R.DTFNHLTTWLEDAR.Q

R.EHGLIFMETSAK.T

K.YIIIGDTGVGK.S

K.SC{+57.02)LLLQFTDKR.F

K.YIIIGDTGVGK.S

K.5C(+57.02)LLLQFTDK.R

R.DTFNHLTTWLEDAR.Q

R.RDTFNHLTTWLEDAR.Q

K.SC(+57.02)LLLQFTDKR.F

K.IQEGVFDINNEANGIK.I

K.KEEGEAFAR.E

R.FQPYHDLTIGVEFGAR.M

K.IQEGVFDINNEANGIK.I

R.QHSNSNM{+15.99)VIM({+15.99)LIGNK.5

total 9 peptides

K.EC[+57.02)LLLOFTOK.R

R.RDTFNHLTTWLEDAR.Q

R.ROTFNHLTTWLEDAR.Q

KYIIGODTGVGK. S

K.KEEGEAFAR.E

R.CTFMHLTTWLEDAR.Q

R.QHSNSNM(+15.99)VIM{+15.99]LIGNK.S

R.M(+15,99)ITIDGK.Q

K.YIIIGDTGVGK.S

R.QHENSHNM(+15.99)VIMLIGNK.S

total 13 peptides

K.KEEGEAFAR.E

R.QHENSHNMVIM{+15.99LIGNK.S

K.KEEGEAFAR.E

R.EVKKEEGEAFAR.E

R.QHENSNMVIMLIGNK. S

R.M[+15.95}ITIDGK.Q

K.EEGEAFAR.E

R.GAAGALLVYDITRR.D

R.MITIDGK.Q

MLA{+42.01 JYAYLFI.Y

MLAYAYLFK.Y

K.E{+42.01)C(+57.02)LLLQFTDKR.F

total 25 peptides

R.QHSNSNM(+15.99)VIMLIGNK.S

R.QHSNSNMVIM{+15.99)LIGNK.S

M AYAYLFK., Y

R.M(+15.99)ITIDGK.Q

R.GAAGALLVYDITRR.D

K.EEGEAFAR.E

total 20 peptides

Obr. 18: Vysledky analyzy hmotnostni spektrometrie proteinu rozpozndavaného protilatkou 5C5.

26, 24, 22 a 18 kDa forma proteinu Rab-2A4 se zvyraznénymi sekvencemi, jez byly rozpoznany

hmotnostni spektrometrii a odpovidaji sekvenci lidského proteinu Rab-2A. Kompletni data

ziskané z MS se nachazi v priloze na str. 87.
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5.5 DETEKCE PROTEINU RAB-2A V PROTEINOVEM EXTRAKTU

LIDSKYCH SPERMIICH

Pro ovéteni pfitomnosti proteinu Rab-2A ve spermiich v riznych funk¢nich stavech byly
za redukujicich podminek izolovany celkové proteiny z ejakulovanych, in vitro
kapacitovanych spermii a ze spermii u kterych byla indukovéana akrozomalni reakce.
Extrakty proteini pfipravenych dle Kap. 4.7.6. byly separovany pomoci SDS
elektroforézy (Kap. 4.7.12) a nésledn¢ pfeneseny na membranu metodou Western blot
(Kap. 4.7.14). V extraktech spermii ejakulovanych, kapacitovanych i po AR byly
protilatkou 5C5 detekovany jiz zminéné formy proteinu Rab-2A. Ve vSech vzorcich
normozoospermikil se pfevazné vyskytovaly formy o molekulovych hmotnostech 28, 26,
24, 22 a 18 kDa (Obr. 194). V grafu ¢. 1 je zastoupeni jednotlivych forem proteinu
u extraktll ze spermii kapacitovanych a po AR vztazené k mnozstvi proteinu v extraktech
ejakulovanych spermii. Abychom zjistili, kdy je protein Rab-2A uvoliiovan ze spermii,
pouzili jsme jako nandsku na gel také média po kapacitaci a po AR spermii, ze kterych
byly izolovany proteiny metodou popsanou v Kap. 4.7.6. Zminéné formy proteinu Rab-
2A jsme detekovali v médiu po AR spermii (Obr.19B, draha 5), zatimco v médiu
po kapacitaci protein ptitomny nebyl (Obr. 29B, draha 4).

A B
kDa 1 2 3 1 2 3 1 2 3 4 5 4 5

250 —
150 —

100 — 4
75 —»

50 — -— -

37—

5C5 o - tubulin Negativni 5C5 Negativni
kontrola kontrola

Obr. 19: Imunodekce proteinu Rab-2A protilatkou 5C5 v proteinovych extraktech lidskych
spermii. (A) 1 — ejakulované spermie, 2 — kapacitované spermie, 3 — spermie po indukci AR. (B)
4 — médium po kapacitaci spermii, 5 — médium po AR spermii. Jako pozitivni kontrola slouZila
protilatka proti a-tubulinu (50 kDa, modra Sipka). Cervené Sipky oznacuji nejcastéji detekované

formy Rab-24 (28, 26, 24, 22 a 18 kDa). Jednd se o reprezentativni obrdzek.
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Z vyhodnoceni denzitometrické analyzy dat ziskanych ze tffi métfeni (kryokonzer-
vovanych ejakulétii od 3 pacientli s normozoospermii) vztazené k referenénimu proteinu
a-tubulinu vyplyva, Ze nejvyssi priméerna exprese Rab-2A byla detekovana u spermii po

AR, u kterych byly také zaznamenany vysoké smérodatné odchylky (Graf 2).

Detekce izoforem Rab2A (protilatka SCS)

N

m28 kDa ®m26kDa m®24kDa 22 kDa 18 kDa

10

N

Relativni optickd denzita

[\

()

Graf 1: Denzitometrickd analyza jednotlivych izoforem proteinu Rab-2A (28, 26, 24, 22 a 18
kDa) detekovanych protilatkou 5C5 v extraktech lidskych kapacitovanych (Kap) spermiich
a spermiich po indukci akrozomalni reakce (AR) vztazena k hodnotam namérenych
u ejakulovanych spermii (Ej). Na urovni jednotlivych izoforem nebyl nalezen signifikantni rozdil
(p>0,05) v mnozstvi proteinu, pro statistické vyhodnoceni byl pouzit Studentitv t-test; v grafu jsou

vyznaceny smérodatné odchylky + SE.
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Celkovy signal protilatky SCS

Relativni optické denzita
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Graf 2: Priumér intenzity signdlu naméieny u v§ech izoforem proteinu Rab-2A rozpozndavaného
protilatkou 5C5 v extraktech spermii ejakulovanych (Ej), kapacitovanych (Kap) a po indukci
akrozomalni reakce (AR) vztazené k namérenému signalu protilatky proti a-tubulinu. Ve vzorcich
nebyl nalezen signifikantni rozdil (p>0,05) v celkovém mnozstvi proteinu Rab-2A4, pro statistické

vyhodnoceni byl pouzit Studentiiv t-test; v grafu jsou vyznaceny smérodatné odchylky + SE.

Pro kontrolu znaceni protilatky SC5 byla pouzita komeréni protilatka proti Rab-2. Vzorky
ejakulovanych, kapacitovanych spermii a spermii po indukci AR (vzorky
kryokonzervovanych ejakulati ziskanych od tii pacienti s normozoospermii) byly
zpracovany stejnym zpusobem jako v pripadé detekce protilaitkou 5C5. Komeréni
protilatkou proti proteinu Rab-2 jsme detekovali protein o velikosti 20 kDa a slabé
znaceni protilatky v oblasti 24 kDa ve vSech vzorcich spermii (Obr. 20). Znaceni
protilatky okolo 75 kDa se objevilo také v n€kterych negativnich kontrolach, proto
ho miizeme povazovat za nespecifickou reakci se sekundarni protilatkou (Obr. 20, seda
Sipka). Ve vzorcich nebyl nalezen signifikantni rozdil (p>0,05) v celkovém mnozstvi

proteinu Rab-2A.
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20 — —

Rab-2 Negativni kontrola

Obr. 20: Imunodetekce protildtkou proti Rab-2 v proteinovych extraktech lidskych spermii,
1 —molekulové standardy, 2 — ejakulované spermie, 3 — kapacitované spermie, 4 — spermie
po indukci AR. Cervené Sipky znact detekci proteinu v oblasti 20 a 24 kDa, Sedd Sipka (75 kDa)

znaci pravdépodobné nespecifickou reakci se sekundarni protilatkou.

5.6 SELEKCE SPERMII S INTAKTNIM AKROZOMEM

Za ucelem ovéteni, zda vysledky detekované u proteinovych extraktli izolovanych
ze spermii po indukci AR nejsou zkresleny podilem spermii, u kterych k AR nedoslo,
jsme se rozhodli vyuZzit metodu vyvinutou Laboratofi reprodukéni biologie (Kap. 4.7.5,
jedna se o unikatni patentovanou metodu selekce spermii s intaktnim akrozomem) a tyto
dvé frakce spermii separovat (Obr. 21). Z vysledkll vyplyva, Ze se protein Rab-2A
nachdzi ve vyrazn€ vys$im mnozstvi u spermii s intaktnim akrozomem (Obr. 22, drdha
3), zatimco u spermii, u kterych jiz doslo k AR (Obr. 22, draha 2) byl detekovan velmi
slaby signal protilatky 5CS.
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Obr. 21: Vizualizace akrozomu spermii pomoci PNA u dvou frakci spermii po selekci.
(A) selektované spermie navdzané na magnetické Ccastice konjugované s protilatkou CD46
(spermie s poruSenym ci chybéjicim akrozomem), (B) spermie nenavdzané na magnetické cdstice

(spermie s intaktnim akrozomem).
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Obr. 22: Detekce Rab-2A4 (5C5) v extraktech proteinii izolovanych ze: 1 — spermii po indukci
AR, 2 — selektovanych spermii navazanych magnetické castice konjugované s protilatkou CD46
(spermie s porusenym ¢i chybéjicim akrozomem), 3 — spermie nenavdazané na magnetické castice
(spermie s intaktnim akrozomem). Cervené Sipky oznacuji detekované izoformy proteinu Rab-2A4
(30, 28, 26, 24 a 22 kDa), modra Sipka ukazuje detekci referencniho proteinu o-tubulinu
(50 kDay).
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5.7 DETEKCE PROTEINU RAB-2A V PROTEINOVEM EXTRAKTU

Z POVRCHU LIDSKYCH SPERMIICH

Abychom zjistili, zda se protein Rab-2A nachazi na povrchu lidskych spermii, stejn¢ jako
to bylo popséno u prasat (Zigo et al., 2015), pokusili jsme se metodou znaceni proteina
pomoci biotinu (Kap. 4.7.8) izolovat pouze povrchové proteiny z lidskych spermii.
Bohuzel se nam vsak ani po n¢kolika opakovani nepodafilo povrchové proteiny fadné
izolovat. Po barveni gelu stiibrem (Kap. 4.7.13.2) (Obr. 23B) jsme detekovali malé
mnozstvi povrchovych proteinii o velikosti niz§i nez 50 kDa. Protein Rab-2A byl
v nékolika formach detekovan protilaitkou 5C5 pouze ve zbytkovém extraktu
po biotinylaci proteinii a v celkovém lyzatu spermii (Obr. 234, draha I a 3), ktery slouzil
jako pozitivni kontrola, zatimco v extraktu povrchovych proteinti Rab-2 A pfitomny nebyl
(Obr. 234, draha 2). Jako kontrola izolace povrchovych proteinil byla pouzita protilatka
Hs-3 proti clusterinu (Apolipoprotein J), ktery by se mél nachézet pouze na povrchu
spermii (Obr. 23C) (Capkova et al., 2016; Capkova et al., 2002). Ten jsme vSak
detekovali pouze v kontrolnim celkovém lyzatu ejakulovanych a kapacitovanych spermii.
clusterin (70 kDa) nebyl detekovan ve frakci povrchovych proteinti a ani ve zbytkovém

extraktu po biotinylaci proteint.
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Obr. 23: Detekce proteinu Rab-2A v proteinech izolovanych 7 povrchu lidskych ejakulovanych
spermii. (A) Imunodetekce protilatkou 5C5 v proteinovych extraktech spermii po biotinylaci,
1 — celkovy lyzat ejakulovanych spermii, 2 — biotinylované proteiny zachycené na agarose
konjugované s avidinem, 3 — nezachycend firakce proteinii po biotinylaci. Cervené §ipky oznacuji
detekované izoformy proteinu Rab-2A (30, 28, 26, 24, 22 a 18 kDa). (B) Gel barveny stiibrem
po separaci povrchovych proteinii, 1 — celkovy lyzat ejakulovanych spermii, 2 — celkovy lyzat
kapacitovanych spermii, 3 — molekularni standardy, 4 — biotinylované proteiny zachycené
na agarose s avidinem, 5 — nezachycena frakce proteinit po biotinylaci. (C) Imunodetekce
protilatkou Hs-3 znacici povrchovy protein spermii (clusterin), 1 — celkovy lyzat ejakulovanych
spermii, 2 — celkovy lyzat kapacitovanych spermii, 3 — molekuldarni standardy, 4 — biotinylované

proteiny zachycené na agarose s avidinem, 5 — nezachycend frakce proteinii po biotinylaci.
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5.8 DETEKCE PROTEINU RAB-2A V EXTRAKTU SPERMIi OD

PACIENTU S PATOLOGICKYM SPERMIOGRAMEM

Nasledn¢ jsme provedli analyzu exprese proteinu Rab-2A u pacientli s patologickym
spermiogramem. Byla provedena imunodetekce pfitomnosti Rab-2A ve vzorcich od tii
pacientl se snizenou motilitou spermii (astenozoospermie, AZS), tifi pacienti
se snizenym poctem spermii (oligozoospermie, OZS) a tii pacientll se snizenym poctem,
pohyblivosti, a také s naruSenou morfologii spermii (oligoastenoteratozoospermie, OAT).
Vysledky byly porovnany se vzorky od tii pacientli s normozoospermii (Obr. 24). Vzorky
spermii byly zpracovany stejné jako v pfedchozich piipadech. Ze spermii byly
za redukujicich podminek izolovany proteiny dle metody popsané v Kap. 4.7.6. Detekce
byla provedena pomoci protilatky 5C5 a pro kontrolu mnozstvi proteinu ve vzorku byla
pouzita protilatka proti a-tubulinu. Pomoci protilatky 5C5 byly ve vSech studovanych
vzorcich spermii nejcastéji detekovany izoformy proteinu Rab-2A o molekulovych
hmotnostech 30, 28, 26 a 24 kDa. Z denzitometrické analyzy (Graf 3) je patrna snizena
exprese veétsiny izoforem proteinu Rab-2A u vSech tii patologii (AZS, OZS, OAT).
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Obr. 24: Imunodetekce proteinu Rab-2A pomoci protilatky 5C5 v proteinovych extraktech
spermii od pacientii s riznym spermiogramem: 1 — normozoospermie (NOR), 2 -—
astenozoospermie (AZS), 3 - oligozoospermie (OZS), 4 —oligoastenoteratozoospermie (OAT).
Cervené Sipky oznacuji nejcastéji detekované formy proteinu Rab-24 (30, 28, 26 a 24 kDa)

ve vSech vzorcich.
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Graf 3: Graf zndzoriiujici rozdilnou expresi izoforem proteinu Rab-2A ve spermiich
detekovaného protilatkou 5C5 u pacientit s patologickym spermiogramem: astenozoospermie
(AZS), oligozoospermie (OZS), oligoastenoteratozoospermie (OZS) vztazenou ke vzorkiim
spermii od pacientit s normozoospermii (NOR), normalizovano k mnozstvi detekovaného tubulinu
ve vzorku. Signifikantni rozdily v mnoZstvi proteinu jsou zndzornéné hvézdickou* (*p < 0.05,
** p < 0.01, *** p <0.001), bez hveézdicky nebyly rozdily v mnozstvi proteinii signifikantni,
pro statistické vyhodnoceni byl pouzit Studentiiv t-test; v grafu jsou vyznaceny smérodatné

odchylky + SE.

5.9 LOKALIZACE RAB-2A V LIDSKYCH SPERMIICH

Pro zjisténi ptesné lokalizace proteinu Rab-2A v lidskych spermiich byla pouzita metoda
nepiimé imunofluorescence (Kap. 4.7.15) za vyuziti konfokalni a superrezoluéni
mikroskopie. Protein Rab-2A byl vizualizovan pomoci mysi protilatky 5C5 a sekundarni
protilatky konjugované s Alexa Fluor 488. Jako kontrola byla pouzita komercni
polyklonalni protilatka proti proteinu Rab-2. Akrozom spermie byl vizualizovan pomoci
PNA lektinu konjugovaného s Alexa Fluor 568 a jadra spermii pomoci DAPI
v montovacim médiu. Preparidty byly pfipraveny zejakulovanych a in vitro
kapacitovanych spermii a ze spermii, u kterych byla in vitro indukovéna akrozomalni

reakce a fixovany roztokem aceton-metanol (1:1).
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Pomoci konfokdlni mikroskopie byla potvrzena pifitomnost proteinu Rab-2A v oblasti
akrozomu lidskych ejakulovanych (Ej) a kapacitovanych (Kap) spermiich (Obr. 25, bilé
Sipky), pticemz silnéjsi signal protilatky 5C5 byl zachycen v pfipad¢ kapacitovanych
spermii. Na spermiich, u kterych doslo k indukci akrozomalni reakce (AR), byl
pozorovan pouze slaby signal protilatky 5C5 v oblasti ekvatoridlniho segmentu (zluta
Sipka, kde po akrozomalni reakci zlstdva c¢ast vnéjSi akrozomalni membrany

(Bedford et al., 1979).

DAPI 5C5 PNA DAPI + 5C5 + PNA

Obr. 25: Imunolokalizace proteinu Rab-2A pomoci protilatky 5C5 (zelené)
na (A) ejakulovanych spermiich (Ej), (B) kapacitovanych spermiich (Kap) a (C) spermiich
po indukci AR pomoci konfokalni mikroskopie, PNA znacici akrozom (Cervené), jadra spermii
znacend pomoci DAPI (modre), zvétseni 630x, méritko 10 um. Bilé Sipky znact signdl protilatky
5C5 v oblasti intaktniho akrozomu spermie. Zluté Sipky znaci signdl protilatky 5C5 v oblasti

ekvatoridlniho segmentu spermie po akrozomalni exocytoze.
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Jako kontrolu znaceni protilatky 5C5 jsme opét vyuzili komer¢ni protilatku proti proteinu
Rab-2. Preparaty lidskych ejakulovanych spermii byly pfipraveny stejnym zptisobem
jako v ptipad¢ detekce protilatkou 5C5. Jak muzeme vidét na Obr. 26 signal protilatky
proti Rab-2 byl detekovan v celé oblasti hlavicky i1 biciku spermie.

Rab-2 DAPI + Rab-2 + PNA

Obr. 26: Imunodetekce proteinu Rab-2A pomoci komercni protildatky proti proteinu Rab-2
(zelené) na lidskych ejakulovanych spermiich pomoci konfokdlni mikroskopie, PNA znacici
akrozom (Cervenée), jadra spermii vizualizovana pomoci DAPI (modre), zvétseni 630x,

méritko 10 um.

Jako negativni kontrola slouzily preparaty spermii, které byly inkubovany pouze
s ptisluSnou sekundarni protildtkou znacenou Alexa Fluor 488, a také PNA lektinem
(Obr. 27). Detekce byla provedena na fluorescencnim mikroskopu a na Zadné negativni

kontrole nebyl zaznamenan nespecificky signal sekundérni protilatky.
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DAPI + PNA PNA

Obr. 27: Negativni kontroly pro lokalizaci Rab-2A na lidskych spermiich.
(A) Vzorky ejakulovanych spermii inkubované pouze se sekunddarni protilatkou proti mysim
Ig konjugované s Alexa Fluor 488 (zelené) slouZici jako negativni kontrola pro vzorky znacené
protilatkou 5C5, PNA znazornujici akrozom (Cervené). (B) Vzorky spermii inkubované pouze se
sekundarni protilatkou proti kralicim Ig konjugované s Alexa Fluor 488 (zelené) slouzici jako
negativni kontrola pro vzorky znacené komercni protilatkou proti proteinu Rab-2, PNA znacici

akrozom (Cervené), zvétseni 600x, meritko 10 um.

Pro detailné;si lokalizaci proteinu Rab-2A v lidskych spermiich byla pouzita strukturni
ilumina¢ni mikroskopie (SIM) (Obr. 28 a 29). Vzorky pro SIM mikroskopii byly
pfipraveny dle metody popsané v Kap. 4.7.15. Na Obr. 28 je mozné pozorovat detailni
lokalizaci proteinu Rab-2A v ejakulované spermii bud’ v oblasti celého akrozomu (Obr.
284), které odpovidd vizualizaci akrozomu pomoci vazby PNA lektinu, nebo
s vyrazn&j$im znafenim protilatky v apikalni oblasti akrozomalni Cepic¢ky (Obr. 28B).
Na Obr. 29 se nam pak podafilo zachytit prib¢h akrozomalni reakce, pfi kterém lze
pozorovat jak protein Rab-2A odchdzi spolecné se zanikem plazmatické a vnéjsi

akrozomalni membrany znacené PNA lektinem.
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5C5 PNA DAPI + 5C5 + PNA

Obr. 28: Vizualizace proteinu Rab-2A pomoci protilatky 5C5 na lidskych ejakulovanych
spermiich technikou superrezolucni mikroskopie. (A) Signal protilatky 5C5 (zelene) v oblasti
celého akrozomu, (B) Protilatka 5C5 se silnéjsim signdalem v apikadlni oblasti akrozomalni
Cepicky, PNA znacici akrozom (Cervené), jadra spermie vizualizovana pomoci Hoechst (modre),

zveétseni 630x, meritko 3 um.

PNA DAPI + 5C5 + PNA

Obr. 29: Znacéeni Rab-2A pomoci protilatky 5C5 (zelené) v priabéhu akrozomdlni reakce
lidskych spermiich zachycend pomoci SIM mikroskopie, PNA znacici akrozom (Cervené),
Hoechst znacici jadro spermie (modrie), zvétSeni 630x, méritko 3 um. Bila Sipka ukazuje

na akrozomalni exocytozu, pri které protein Rab-24 odchazi ze sperme.
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Pro zjis$téni, zda se protein Rab-2A, stejné jako u kancich spermii, nachazi i na povrchu
lidskych spermii byla pouzita fixace vzorkl roztokem 3,6 % PFA. U takto fixovanych
vzorkli by nemélo dojit k permeabilizaci plazmatické membrany spermie, jako je tomu
u fixace roztokem aceton-metanol a protilatka by tak neméla proniknout
do intracelularniho prostoru spermie. Protein Rab-2A byl za vyuziti fluorescencni
mikroskopie detekovan protildtkou 5C5 na povrchu ejakulovanych (Obr. 30A4)
1 kapacitovanych (Obr. 30B) spermii a na spermiich, u kterych byla indukovana AR,
nebyl detekovan zadny signal protilatky 5C5 (Obr. 30C). Na obrazku Obr. 30D je

zachyceno jak protein Rab-2A odchazi z povrchu spermie v pribéhu akrozomalni reakce.

Obr. 30: Imunolokalizace Rab-2A pomoci protilatky 5C5 (zelené) na vzorcich lidskych spermii
fixovanych roztokem 3,6% PFA. Protilatka znaci povrchovy protein na povrchu:
(A) ejakulovanych, (B) kapacitovanych spermii, (C) spermii po indukci AR a (D) priibéh AR. PNA
znaci akrozom spermie (Cervené), jadro spermie znaceno DAPI (modre), zvétseni 600x, méritko
10 um. Bila Sipka ukazuje na zachyceny pribéh akrozomalni reakce, pri které Rab-2A odchdzi

z povrchu spermie.

Pro ovéfeni povrchového znaeni protilatky 5C5 byla tato protilatka inkubovana
v suspenzi spermii dle metody popsané v Kap. 4.7.15. Stejnym zplisobem byla provedena
také inkubace s protilatkou proti Rab-2 slouZici jako kontrola. Zatimco u protilatky 5C5
jsme nedetekovali zZadny signal (Obr. 314), v ptipadé komercni protilatky Rab-2 byl

detekovan signal v oblasti akrozomu spermie (Obr. 31B).
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DAPI + PNA + 5C5/Rab-2 PNA

Obr. 31: Imunolokalizace proteinu Rab-2A protilatkami (A) 5C5 a (B) Rab-2 (zelenée)
na vzorcich lidskych spermii v suspenzi. Akrozom znacen PNA lektinem (Cervené), jadro pomoci
DAPI (modie), zvétseni 600x, méritko 10 um. Cervend Sipka ukazuje na signal detekovany

protilatkou Rab-2 a povrchu spermie.

5.10 DETEKCE PROTEINU RAB-2A V PERINUKLEARNI THECE

LIDSKYCH SPERMII

Dle metody popsané v Kap. 4.7.10 jsme se pokusili o izolaci kovalentné vazanych
proteinli PT z lidskych ejakulovanych spermiti, kde by se mél nami hledany protein Rab-
2A, vhledem k jeho detekci v PT bycich spermii, nachazet (Mountjoy et al., 2008).
Pfi 1zolaci kovalentn€ vazanych proteinti PT, jsme ziskali n€kolik dalSich proteinovych
frakci: proteiny z oblasti vnitini akrozomalni membrany (IAM), iontov€ vazané proteiny
PT a zbytky hlavicek spermii spolu s jadry. Jako pozitivni kontrolu izolace jsme zvolili
histon H2B, ktery byl popsan jako soucast kovalentné vazanych proteinti PT u spermii
byk, spolu s celkovym extraktem proteinti z ejakulovanych spermii (Ritu B. Aul a Oko,
2001; Tovich a Oko, 2003). Histon H2B (15 kDa) se nam podatilo detekovat pouze
ve frakci proteint se zbytky hlavicek a jader spermii a v celkovém extraktu ejakulovanych
spermii (Obr. 32C, draha I a 4). Pfitomnost proteinu Rab-2A v PT lidskych spermii jsme
nebyli schopni potvrdit ani po n¢kolika opakovani izolace i imunodetekce, a to za vyuziti

jak monoklonalni protilatky 5CS5, tak komer¢ni protilatky proti proteinu Rab-2 (Obr. 324,
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B). Za prodlouzené expozice jsme pomoci protilatky 5C5 detekovali pouze nékolik
nizkomolekuldrnich forem (18, 17 a 15 kDa) proteinu Rab-2A v extraktu proteinti
ze zbytka hlavicek a jader spermii (Obr. 324, draha 4), a také jednu (ptiblizn¢ 17kDa)
formu v extraktu iontové vazanych proteinti (Obr. 324, drdaha 2). U komer¢ni protilatky
proti proteinu Rab-2A se nam za prodlouzené expozice podatfilo detekovat protein
o molekulové hmotnosti 20 kDa a né€kolik dalsich nizkomolekuldrnich forem (16, 15a 13
kDa) proteinu Rab-2A v extraktu proteint ze zbytki hlavicek a jader spermii (Obr. 32B,
draha 4). Protein o molekulové hmotnosti 15 kDa byl zaznamenan ve frakci iontoveé
vazanych proteintt PT (Obr. 32B, draha 2) a 20kDa formu také v extraktu proteini IAM
(Obr. 32B, draha 3).
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Obr. 32: Detekce proteinu Rab-2A v proteinovych extraktech ziskanych pii izolaci proteinii PT
lidskych spermii pomoci (A) protilatky 5C5 a (B) protilatky Rab-2. Jako pozitivai kontrola
izolace proteinii PT slouzila (C) protilatka detekujici histon H2B. A, B): 1 — extrakt kovalentné
vazanych proteinit PT, 2 — extrakt iontove vazanych proteinii PT, 3 — extrakt proteinii vnitrni
akrozomalni membrany (IAM), 4 — extrakt proteini ze zbytkii hlavicek a jader spermii,
C): 1 - celkovy extrakt ejakulovanych spermii normozoospermika, 2 — extrakt iontove vazanych
proteinit PT, 3 — extrakt kovalentné vazanych proteinit PT, 4 — extrakt proteinii ze zbytki jader

spermii, 5 — extrakt proteinii vnitini akrozomalni membrany (IAM).
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5.11 DETEKCE RAB-2A V SEMENNE PLAZME A SEKRECNICH

EXOZOMECH

Déle nas zajimal vyskyt proteinu Rab-2A v semenné plazmé a sekreCnich exozomech.
Exozomy z lidské semenné plazmy byly izolovany za vyuziti komeréné dostupného kitu
pro izolaci vezikul (Total Exosome Isolation Kit). Z exozomi byly nasledné izolovany
proteiny metodou alkalické lyze (Kap. 4.7.11). Protilatkou 5C5 jsme detekovali slaby
signal v oblasti 22 a 24 kDa v exozomech pochdzejicich ze semenné plazmy (Obr. 334,
draha 1). V samotné semenné plazmé jsme vSak nedetekovaly zadny signal protilatky
5C5 (Obr. 334, draha 2). Jako pozitivni kontrola opét slouzil celkovy lyzat
ejakulovanych spermii. Protilatka proti tetraspaninu CD9 (27 kDa) byla pouzita jako

pozitivni kontrola izolace exozomu z lidské semenné plazmy (Obr. 33B).
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Obr. 33: Detekce proteinu Rab-2A v sekreCnich exozomech a semenné plazmé pomoci
protilatky 5C5: 1 - exozomy (alkalicka lyze), 2 - semennd plazma (alkalicka lyze), 3 - exozomy,
(RIPA), 4 - semennd plazma (RIPA), 5 — celkovy extrakt z ejakulovanych spermii. Protilatka proti
proteinu CD9 slouzila jako pozitivni kontrola pro detekci exozomu, 1 - semennd plazma,

2 - exozomy (alkalicka lyze).
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5.12 STUDIE VAZBY PROTEINU SPERMIi S GLYKOPROTEINY

ZONA PELLUCIDA

Pro ovéieni, zda protein Rab-2A odpovida vazbé glykoproteinti lidské ZP na proteinové
extrakty spermii, stejné jako tomu bylo v piipadé prasecich proteinii, byly izolovany
glykoproteiny ZP dle kap. 4.7.16 (Zigo et al., 2015). Z lidskych ejakulovanych
a kapacitovanych spermii byly izolovany celkové extrakty proteint (Kap. 4.7.6).
Izolované proteiny spermii byly rozdéleny pomoci SDS elektroforézy (Kap. 4.7.12)
a poté byl proveden WB (Kap. 4.7.14). Membrana s proteiny byla nasledné inkubovana
s biotinem znacenymi glykoproteiny ZP (Kap. 4.7.17). Navazané glykoproteiny ZP
na proteiny spermii byly poté vizualizovany pomoci avidin peroxidazy. Na Obr. 34 je
vidét signal v oblasti 66, 47, 30, 18, 16, 15 a 13 kDa, pti¢emz 30 a 18kDa forma proteinu
Rab-2A, kterou jsme detekovali pomoci protilatky 5C5 v ptedchozich experimentech,
by mohla odpovidat proteinu s vazebnou aktivitou ke glykoproteinti ZP (oznaceného
cervenymi Sipkami).
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Obr. 34: Far-western blot vazebna studie s biotinylovanymi glykoproteiny ZP na proteinovych

Negativni kontrola

extraktech lidskych 1- ejakulovanych a 2 — kapacitovanych spermiich.
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6. DISKUZE

Udalosti zahajujici proces fertilizace je druhové specifickd vazba spermie na zona
pellucida (ZP) vajicka, téZ oznacovand jako primarni vazba. Béhem primérni vazby
dochdzi kinterakci proteini pifitomnych na povrchu kapacitované spermie
s oligosacharidovymi fetézci glykoproteintt ZP (Clark, 2014). V akrozomalni oblasti
hlavicky spermie byla popsdna fada potencialnich receptorti majici vazebnou afinitu
ke specifickym sacharidovym zbytkiim ZP (Tumova et al., 2021). Pro studium téchto
povrchovych proteint spermii, které by mohly hrat roli v primarni vazb¢& spermie na ZP
vajicka, byl Laboratoii reprodukcni biologie pfipraven panel monoklonalnich protilatek.
Z protilatek vytvorenych proti povrchovym proteinim prasecich spermii byly vybrany
pouze protilatky rozpoznavajici proteiny v akrozomalni oblasti hlavicky spermie, které
byly zaroven detekovany metodou Western blot (7ab. I na str. 19) U téchto 8 vybranych
protilaitek byla dale zjiStovana jejich imunolokalizace v reprodukénich tkanich
a tekutinach, a také jejich vazebna schopnost na glykoproteiny ZP. Pouze 3 protilatky
(4C7, 1H9 a 5C5) rozpoznavaly proteiny, které odpovidaly vazbé prasecich
glykoproteini ZP na proteinové extrakty spermii (Zigo et al., 2015). V predkladané
diplomové préci jsme se tedy rozhodli zaméfit na tyto tfi vybrané protilatky a zjistit jejich

ktizovou reaktivitu u lidskych spermii.

Na povrchu kancich ejakulovanych i1 kapacitovanych spermiich byl protilatkou 4C7
detekovan protein o molekulové hmotnosti 45 kDa, ktery byl poté identifikovan jako
proakrozin (Zigo et al., 2015). Proakrozin je zymogenni formou akrozinu, nachézejici
se predevSim v akrozomalni matrix, a také ve vnitini akrozomdalni membrané, kde
se predpoklada jeho funkce jako sekundarniho vazebného receptoru na ZP (Tesatik et al.,
1988). Pritomnost tohoto proteinu na povrchu akrozomu prasecich spermii vSak
naznacuje, ze by (pro-)akrozin mohl hrat roli také jako primarni vazebny receptor na ZP
(Kongmanas et al., 2015; Zigo et al., 2015). Pokusili jsme se tedy o detekci proakrozinu
v lidskych spermiich za vyuziti protilatky 4C7. Pomoci nepfimé imunofluorescence
se nam nepodafilo detekovat signal protilatky 4C7 v lidskych spermiich. Metodou WB
jsme detekovali pouze proteinovy prouzek o piiblizné molekulové hmotnosti 30 kDa.
Detekovany protein vSak neodpovidd molekulové hmotnosti proteinu detekovaném
na kancich spermiich, proakrozinu (47 kDa). Pfitomnost proakrozinu v lidskych

spermiich vSak byla prokazana jiz diive (Gilboa et al., 1973), a proto piedpokladame,
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ze protilatka 4C7 vytvorfena proti kan¢imu proakrozinu pouze nebyla schopna rozpoznat

epitop lidského proakrozinu.

Protein rozpoznavany protilatkou 1H9 byl popsan na povrchu kancich ejakulovanych
1 kapacitovanych spermiich a pozdé¢ji identifikovan jako laktadherin (Zigo et al., 2015).
Laktadherin (P47) je kan¢i homolog mysiho proteinu MFGES8/SEDI1. Jedna se o periferné
vazany protein nachazejici se v akrozomalni oblasti membrany spermie, u kterého byla
jiz diive popsana jeho schopnost vazby na ZP vajicka (Ensslin et al., 1998; Ensslin a Shur,
2003; Zigo et al., 2015). Ptesto, Ze byl homolog mysiho SED1 popsan i na plazmatické
membrané lidskych spermii (Copland et al., 2009) se ndm pomoci protilatky 1H9 tento
protein nepodafilo detekovat na lidskych ejakulovanych, kapacitovanych

ani na spermiich po AR. Coz svéd¢i o specifité¢ dané protilatky cilené na praseci protein.

Protilatkou 5C5 byl na prasecich spermiich detekovan protein o molekulovych hmotnostech
24 a 27 kDa, jenz byl pomoci hmotnostni spektrometrie identifikovan jako Rab-2A (Zigo et
al., 2015). U kance byl protein Rab-2A pfitomen na povrchu epididymalnich,
ejakulovanych i kapacitovanych spermii, u kterych byla intenzita signalu nejvyssi (Zigo
et al., 2015). Bylo to viibec poprvé, co byl protein Rab-2A, jakozto GTPaza regulujici
vezikularni transport, popsan na povrchu spermii. Pii dal$im zkoumani byla také zjisténa
vazebna afinita proteinu Rab-2A na praseci glykoproteiny ZP a byla navrZena jeho moZna
role v primarni vazbé spermie na oocyt (Zigo et al., 2015). Na lyzatech lidskych
ejakulovanych spermiich se nam za vyuziti protilatky SC5 podatilo detekovat proteinové
prouzky o velikosti 30, 28, 26, 24, 22 a 18 kDa, znichz se nejcastéji v dalSich
experimentech objevovaly izoformy 28, 26, 24 a 18 kDa. Na vzorcich lidskych
ejakulovanych i kapacitovanych spermii jsme detekovali signal protilatky 5C5 v oblasti
akrozomu spermie. U spermii po indukci AR nebyl detekovan Zadny signal protilatky
5C5. Je zajimavé, Ze ackoli byla v piipad¢ kancich spermii zvolena povrchova fixace
a v ptipadé¢ lidskych spermii byla membrana v priibéhu fixace permeabilizovana, signal
detekovany v pfipadé ejakulovanych i kapacitovanych lidskych spermii byl velmi
podobny signdlu detekovaném u prasecich spermii, kde bylo taktéz siln€j$i znaceni
protilatky 5C5 u kapacitovanych spermii (Zigo et al., 2015). Domnivame se vSak,
ze v piipad¢ kancich spermii mohlo taktéz dojit k permeabilizaci plazmatické membrany,
nebot’ pii pfiprave preparatl kancich spermii byla na skli¢ko nanesena suspenze spermii,

ktera byla ponechana zaschnout na vzduchu pii laboratorni teploté (Zigo et al., 2015).
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Jiz dfive bylo popséano, ze pfi této piipravé preparati miize dojit k naruSeni integrity

plazmatické i akrozomalni membrany spermii (Haas et al., 1988).

Vzhledem ke zjisténé kiizové reaktivit¢ protilatky 5C5 na lidskych spermiich jsme
se rozhodli tuto protildtku dale charakterizovat. Abychom ovéfili identitu proteinu
rozpoznavaného protilatkou 5C5 na lidskych spermiich, rozhodli jsme se protein nejprve
imunoprecipitovat pro cilenou izolaci proteinu a naslednou analyzou hmotnostni
spektrometrii. Ani po nékolika pokusech jsme vSak nebyli schopni protein protilatkou
5C5 precipitovat. Za pravdépodobny divod nelspéSné precipitace povazujeme,
ze protilatka 5C5 nema pfistup k epitopu na proteinu v nativnim stavu, coz potvrdily také
naSe pozdéjsi experimenty. Nakonec jsme se tedy rozhodli provést identifikaci proteinu,
rozpoznavaného protilatkou 5CS5, z celkového lyzatu proteinti izolovanych z lidskych
ejakulovanych spermii, ve kterych byl protein detekovany protildtkou 5C5 v riznych
molekulovych hmotnostech. Lidsky protein Rab-2A byl identifikovan v proteinovych
prouzcich o velikosti 26, 24, 22 a 18 kDa. Ostatni detekované proteinové prouzky nebyly
zietelné viditelné po obarveni gelu na proteiny, a proto nebyly zahrnuty do analyzy.
Z vysledkii hmotnostni spektrometrie vyplyva, Ze jednotlivé izoformy lidského proteinu
Rab-2A se li§i Cetnymi posttranslacnimi modifikacemi, jako je oxidace, acetylace
a metylace, coz zapficifluje 1 rozdilnou molekulovou hmotnost detekovanych forem
proteinu Rab-2A. Na zéklad¢ ovétené kiizové reaktivity protilatky 5C5 na lidskych
spermiich jsme se zaméfili na protein Rab-2A a pokusili jsme se popsat jeho lokalizaci

a funkci v lidskych spermiich za vyuziti této protilatky.

Pfitomnost Rab-2A jsme potvrdili imunodetekci protilatky 5C5 v celkovém proteinovém
extraktu ejakulovanych i kapacitovanych spermii, a také ve spermiich, u kterych byla
in vitro indukovana AR. Denzitometrickd analyza odhalila statisticky nevyznamny pokles
hladiny proteinu Rab-2A vzhledem k ejakulovanym spermiim u vétSiny izoforem Rab-
2A (28,26,24 a22 kDa) v ptipadé¢ spermii po kapacitaci. Zatimco ve spermiich, u kterych
byla indukovana AR, byl vzhledem k ejakulovanym spermiim detekovan nartist hladiny
zminénych izoforem, ktery vSak také nebyl statisticky vyznamny. Nejvyssi nartst signalu
jsme detekovali v pfipad¢ 18kDa formy, a to jak u spermii po indukci AR,
tak u kapacitovanych spermii. Je zajimavé, Ze prave tato forma Rab-2A byla detekovana
jen u nekterych pacientii, proto jsou také v piipadé 18 kDa formy vysoké odchylky
méfeni. Nejvyssi celkovy signal protilatky 5C5 (tedy vSech forem) byl naméfen

u spermiich po indukci AR, u kterych vSak byly také zjistény vysoké odchylky v méfeni
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u jednotlivych pacienti. Naopak nejnizsi celkovy signal 5C5 byl detekovan u spermii
po kapacitaci s nizkymi odchylkami méfeni. Stejné vysledky pak byly ziskany také
z detekce komerc¢ni protilatky proti proteinu Rab-2, kterd byla pouzita jako kontrola
k protilatce 5CS5. Pokles hladiny Rab-2A u lidskych kapacitovanych spermii je v souladu
s detekci Rab-2A popsanou u kanc¢ich i mySich spermii, u kterych byla také zaznamenéna
snizend hladina Rab-2A po kapacitaci spermii (Bae et al., 2019; Kwon et al., 2014). Tato
zjisténi jsou vSak v rozporu se signalem protilatky 5C5 naméfeném pomoci NIF, ktery
se stejn¢ jako v piipad¢ praseCich spermii, u lidskych kapacitovanych spermii jevil
naopak silngjsi (Zigo et al., 2015). Signal protilatky 5SC5 zaznamenany pomoci NIF vSak
nebyl kvantifikovan a vysledky tak mohou byt zkreslené. V piipadé spermii po indukci
AR jsou naSe zjisténi taktéz v rozporu s vysledky ziskanymi pti NIF, ze kterych vyplyva,
ze protein Rab-2A odchazi ze spermie v pribéhu AR. Abychom tedy ovéfili, kdy protein
Rab-2A ze spermie odchazi, rozhodli jsme se detekovat pfitomnost Rab-2A v médiich
po kapacitaci a AR spermii. Rab-2A jsme detekovali v médiu po AR, kde byly pfitomny
vSechny jeho formy, zatimco v médiu po kapacitaci protein detekovan nebyl. Tim se po-

tvrdila nase teorie o uvolfiovani proteinu Rab-2A z kapacitované spermie v pritb¢hu AR.

Protichiidné vysledky ziskané metodami NIF a imunodetekei na membrané by mohly byt
vysvétleny tim, Ze Rab-2A odchazi z povrchu spermie, ¢i vnéjsi akrozomalni membrany
v pribéhu AR, ale mulze z0stdvat zachovan v oblasti perinuklearni théky
(Mountjoy et al., 2008), kde jsme protein, pii ndmi zvolené fixaci bun€k, pomoci NIF
pravdépodobné nebyli schopni detekovat, a protilatka se tak nemohla dostat az k vrstvé
proteinli obklopujici jadro spermie, jejiz by protein Rab-2A mohl byt soucasti
(diskutovano nize). Je také mozné, ze Rab-2A nachdazejici se v akrozomu, ktery jsme
detekovali NIF, ma ptistupngjsi epitop pro protilatku 5C5, zatimco Rab-2A, ktery by
se mohl nachazet v perinuklearni oblasti a podili se na formovani akrozomu, mé epitop
rozpoznavany protilatkou 5C5 skryty, a proto ho nejsme schopni detekovat NIF. To také
potvrzuji naSe vysledky ziskané z imunodetekce na membrané, pii které jsme Rab-2A

detekovali pouze v lyzatech spermii, pfipravenych za redukénich podminek.

Domnivame se také, Ze spermie po kryokonzervaci jiZ mohly byt ¢astecné kapacitovany,
¢i dokonce u ¢asti spermii mohlo dojit k AR. Tim by se tedy snizila pfitomnost Rab-2A
v ptipad¢ ejakulovanych spermii, a také by to zkreslilo data ziskana u kapacitovanych
spermii 1 spermii u kterych byla indukovéna AR. V piipadé kryokonzervovanych vzorkl

také nemusi dochazet k fadné in vitro indukci akrozomalni reakce, na rozdil od Cerstvého
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ejakulatu. Bohuzel jsme vSak neméli dostatek darcii pro ovéreni hladiny proteinu Rab-2A
v extraktech proteinti ziskanych z Cerstvych ejakulatt, a tak bude tfeba tyto predbézna
data dale ov¢tit. Jelikoz ovéreni kapacitovaného stavu spermii, stejné jako hodnoceni
uspeésné indukce akrozomalni reakce bylo provedeno na Cerstvém ejakulatu, je tedy
pravdépodobné, ze uspésnost indukce akrozomalni reakce mohla byt v ptipadé vzorkt
ejakulatu po kryokonzervaci niz§i nez v piipadé Cerstvé ziskaného ejakulatu.
Po provedeni in vitro indukce AR bylo také detekovano urcité procento spermii
s intaktnim akrozomem, diky kterym mohly byt vysledky detekce Rab-2A v extraktech
zkresleny. Abychom tedy potvrdili pfitomnost Rab-2A ve spermiich, které prodélaly AR,
rozhodli jsme se vyuzit metodu, vyvinutou nasi laboratofi, ktera spoc¢iva v selekci spermii
s intaktnim akrozomem (patent 308864). Tato metoda byla vyvinuta za ucelem selekce
nejvhodnéjsich spermii pro IVF a zajistuje odstranéni spermii, které jiz prodélaly AR
a na jejichz povrchu je vystavena vnitini akrozomalni membrana, na které se nachézi
protein CD46 (Frolikova et al., 2016). Takovéto spermie jsou vazany na protilatku proti
CD46 konjugovanou s magnetickymi nanocasticemi, diky kterym jsou spermie
s naruSenou morfologii akrozomu odstranény ze vzorku spermii s intaktnim akrozomem.
Z vysledkii po selekci spermii vyplyva, ze se Rab-2A nachdzi ve vyrazné vysSim
mnozstvi u spermii s intaktnim akrozomem, kde jsme detekovali nejsilné€js$i signal
protilatky 5CS5, zatimco u spermii, u kterych jiz AR probé&hla, jsme detekovali velmi slaby
signal protilatky 5C5. Slaby signal protilatky 5C5 v populaci spermii po indukci AR mliZze
byt opet vysvétlen pfitomnosti Rab-2A v oblasti PT (Mountjoy et al., 2008).

Na zaklad€ studii navrhujicich Rab-2A jako biomarker samci fertility (Kwon et al.,
2015b, 2015a) nas zajimalo, zda se vyskyt proteinu Rab-2A li§i u pacientl
s patologickym spermiogramem. Rozhodli jsme se zm¢éfit hladinu proteinu Rab-2A
za vyuziti protilatky 5C5 u vzorki pacientd s AZS, OZS a OAT, a vysledky porovnat
s detekci 5C5 u NOR. Denzitometrickd analyza exprese Rab-2A ve spermiich
detekovaného protilatkou 5C5 odhalila snizenou expresi vétSiny forem proteinu Rab-2A
(30, 28, 26) u vsech tfi patologii (AZS, OZS, OAT). Nartst byl zaznamenan pouze
v piipadé¢ 24kDa formy u AZS. 22 a 18kDa forma nebyly zahrnuty do méfeni,
v ptipad€ OAT (spermii, které maji kromé sniZzeného poctu a pohyblivosti také narusenou
morfologii), u kterych vSak byly signifikantni rozdily v mnoZstvi detekovaného proteinu.

Za pravdépodobné vysvétleni povazujeme fakt, ze v pfipad¢ teratozoospermie maji
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spermie Casto defekty v oblasti akrozomu, kde se Rab-2A nachézi (Bae et al., 2019;
Mountjoy et al., 2008; Zigo et al., 2015), ¢i akrozom postradaji uplné. Tento jev je téz
oznatovan jako globozoospermie. Jedna se o vzacnou spermatogenni poruchu
charakterizovanou vyskytem zralych spermii postradajici akrozom, v dusledku cehoz
maji spermie kulaty tvar hlavicky (Alvarez Sed6 et al., 2012). Pravé naruSeny vyvoj
akrozomu zptsobeny abnormdlnim vyvojem proakrozomdlnich vackti odvozenych
od Golgiho komplexu je spojovan s defekty v proteinech tvotici PT (Alvarez Sed¢ et al.,
2012). Mezi proteiny PT, ktera je nezbytnd pro spravnou tvorbu, implantaci a také
expanzi akrozomu pfes jadro spermie, byl identifikovan také protein Rab-2A (Mountjoy
et al., 2008; Oko a Sutovsky, 2009). Nevime vsSak, zda je narusend morfologie spermii
znakem snizeného mnoZzstvi Rab-2A béhem spermiogeneze, ¢i zda se jedné o sekundarni
jev spojeny s faktem, Ze spermie postradd akrozom, kde se protein nachazi. Bylo by tedy
zajimavé, zjistit piitomnost Rab-2A ve stadiich spermiogeneze muzi s témito
patologiemi. SniZzeny pocet, ¢i pohyblivost spermii pak mlize znacit rizné jiné defekty
ve spermatogenezi, v diisledku kterych mohlo dojit ke snizeni vyskytu proteinu Rab-2A

(Tiittelmann et al., 2018).

Je zajimavé, ze zatimco Kwon et al. (2015b, 2015a) popsali Rab-2A jako negativni
marker sam¢i plodnosti, kdy byla nadmérnd exprese Rab-2A detekovana
v kapacitovanych spermiich od kanct s malymi vrhy mlad’at a jeho exprese negativné
korelovala s velikosti vrhu, my jsme zaznamenali spiSe opacny trend, kdy v ptipadé
patologickych spermii byla detekovana snizend hladina proteinu Rab-2A vzhledem
k detekci u NOR. Jedinou vyjimku tvotila 24kDa izoforma proteinu Rab-2A, u které jsme
zaznamenali naopak narlst v ptipadé AZS. Kwon et al. (2015b, 2015a) detekovali
v prasecich spermii Rab-2A také o velikosti 24 kDa. Predpokladame tedy, ze se jedna
o tutéz izoformu proteinu, kterda by mohla v pfipad€ kancich spermii obdobné znacit
zhorSenou pohyblivost spermii. Rozdilné vysledky mohly byt dany i faktem, Ze jsme
méfili hladinu Rab-2A pouze u ejakulovanych patologickych spermii a ne u spermii
po kapacitaci. Bylo by tedy zajimavé zjistit také expresi Rab-2A u patologickych spermii
po kapacitaci a vysledky porovnat. To jsme bohuZzel z diivodu nedostatku Cerstvych

ejakulath od darci s patologickym spermiogramem nebyli schopni provést.

Pro zjisténi pfesné lokalizace Rab-2A v lidskych spermii jsme vyuzili konfokélni
mikroskopii spolu se SIM, pomoci kterych jsme potvrdili pfitomnost Rab-2A v oblasti

celého akrozomu lidskych ejakulovanych i kapacitovanych spermiich. Jako silngjsi
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se nam, stejné jako v ptipad¢€ pouziti fluorescencni mikroskopie, jevil signal detekovany
u kapacitovanych spermii, avSak ani tato data nebyla kvantifikovana, a tak to nemtizeme
fici s jistotou. Tato zjiSténi odpovidaji také detekci Rab-2A protilatkou SC5 na kancich
spermiich (Zigo et al., 2015), jsou ale vrozporu se snizenim hladiny Rab-2A
po kapacitaci, kterou jsme naméfili metodou WB a ktera byla popsana pii experimentech
na kancich spermii (Kwon et al., 2014). U spermii po indukci AR byl detekovan slaby
signal v oblasti ekvatoridlniho segmentu spermie, kde po akrozomalni exocytdze zistava
zbytek vnéjsi akrozomalni a plazmatické membrany spermie, a kde jako prvni dochazi
k fuzi spermie s vajickem (Bedford et al., 1979). Jako kontrola znaceni protilatky 5C5
byla opét vyuzita komer¢ni protilatka proti proteinu Rab-2, kterou jsme detekovali signal
v celé hlavicce 1 bi¢iku ejakulované spermie. Predpoklddame tedy, Ze protilatka proti
Rab-2 rozeznava jinou sekvenci proteinu nez protilatka 5C5. Neni vSak jasné, kterou
z forem Rab-2 tato komercni protilatka presné rozpoznava, zda Rab-2A nebo Rab-2B.
Vyrobce tuto skute¢nost neuvadi. Tyto dva proteiny vykazuji 83% homologii ve své
aminokyselinové sekvenci. Nicméné v oblasti C-konce proteini je znacna diverzita.
Proto se domnivame, ze tato komerc¢ni protilatka pravdépodobné rozpoznava spise Rab-
2B protein a nase protilatka 5C5 je specificka pravé pro Rab-2A a vaze se na epitop

v oblasti C-konce proteinu.

Pomoci SIM mikroskopie se ndm pak podatilo zachytit pribéh akrozomalni reakce,
pti které miizeme pozorovat, jak dochdzi k fizi mezi plazmatickou membranou spermie
a vngjsi akrozomalni membranou, pii které Rab-2A odchazi ze spermie. Je zajimave,
ze signal protilatky 5CS5 se pfiblizné shoduje se znacenim PNA lektinu, ktery by se mél
vazat na glykokalyx vnéjsi akrozomalni membrany spermie (Mortimer et al., 1987).
Z toho bychom tedy mohli usuzovat, zZe se Rab-2A nachazi v oblasti vnéj$i akrozomalni
membrany lidskych spermii, ¢i pfimo na plazmatické membrané spermii. O pfitomnosti
Rab-2A na povrchu plazmatické membrany spermii sv&éd¢i také data ziskana na prasecich
spermii, u kterych byla dokonce navrzena vazebna aktivita Rab-2A na glykoproteiny ZP
(diskutovano nize) (Zigo et al., 2015).

Abychom ov¢fili teorii, zda se Rab-2A nachazi na povrchu lidskych spermii, rozhodli
jsme se provést fixaci roztokem 3,6 % PFA, pfi které by nemélo dojit k permeabilizaci
plazmatické membrany a méli bychom tak detekovat pouze proteiny ptitomné na povrchu
membrany spermie (Haas et al., 1988). Pti tomto zptlisobu fixace jsme detekovali stejny

signal protilatky 5C5 jako v pfipadé permeabilizace roztokem aceton-metanol. Signal
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5CS byl pfitomny v oblasti akrozomu u ejakulovanych i kapacitovanych spermiti, pfi¢emz
intenzita signalu se opét jevila siln€jsi u kapacitovanych spermii. Abychom si povrchovou
detekci Rab-2A ovérili, a vyloucili moznost, ze 1 v ptipad¢ fixace roztokem PFA doslo
k permeabilizaci membrany, inkubovali jsme spermie s protilatkou SC5 pfimo v suspenzi
a nasledné provedli fixaci pomoci aceton-metanolu. U spermii inkubovanych
s protilatkou 5C5 jsme nedetekovali zddny signal, avSak v pfipad€ kontrolni protilatky
Rab-2, kterd byla pouzita stejnym zptisobem, jsme detekovali signal v oblasti akrozomu
spermie. Je tedy mozné, ze epitop proteinu Rab-2A v nativnim stavu rozpoznavany
protilatkou 5C5 je na povrchu spermii nepfistupny. Jak jiz bylo zminéno, nezname
presnou sekvenci, kterou rozpoznava nase protilatka SC5 a ani u komer¢ni Rab-2 tento
udaj nebyl uveden. Hypotézu o nepfistupném epitopu podporuje také fakt, ze v ptipadé
fixace roztokem PFA dochazi k zesitovani proteinii na povrchu bunky a mize dojit

k lepsi pristupnosti epitopu rozpoznavaného protildtkou 5C5 (Thavarajah et al., 2012).

V dal$im experimentu jsme spermie nejprve oSetfili 0,75 M roztokem KCl, ktery by mél
odstranit povrchovou vrstvu proteint (Zigo et al., 2019) a mohl by tak zptistupnit epitop
Rab-2A pro vazbu protilatky 5C5. Avsak ani poté jsme nedetekovali zaddny signal
protilatky 5CS5, a proto tento experiment nebyl zahrnut do vysledkd.

Pro zjiSténi, zda se Rab-2A skutecné nachazi na povrchu lidskych spermii, jsme
se pokusili cilené izolovat povrchové proteiny spermii pomoci jejich biotinylace. Protein
Rab-2A jsme protlatkou 5C5 vSak detekovali pouze ve zbytkovém extraktu proteini
po biotinylaci. Pfesto, Ze jsme metodu provadéli opakované, a to jak na ejakulovanych
tak 1 na kapacitovanych spermii, izolace povrchovych proteinii ziejmé nebyla uspésna.
Po obarveni gelu stfibrem jsme v extraktu povrchovych proteinti detekovali prevazné
proteiny o vys$s§i moleklové hmotnosti (> 50 kDa), zatimco nizkomolekularni proteiny,
kde by se mé&l nachazet Rab-2A, pfitomné nebyly. Vhledem k tomu, Ze pfi izolaci
povrchovych proteint z prase€ich spermii, pii které se protilatkou 5CS5 podafilo detekovat
24kDa formu proteinu Rab-2A v extraktu povrchovych proteinti kapacitovanych spermii
(Zigo et al., 2015), byl pouZzit stejny kit, se domnivame, Ze mohl byt problém s kapacitou
avidinovych castic. Je mozné, Ze se menS$i proteiny znacené biotinem nezachytily
z dlivodu obsahu niz§itho mnoZstvi biotinu, nebot’ maji méné bazickych aminokyselin,
které mohou byt biotinylované. Je také mozné, Ze se ndm nékteré proteiny nepodaftilo
z avidinovych castic zcela uvolnit z divodu nedostate¢né redukce disulfidovych mustkt

v derivatu biotinu, kterd je potiebnad pro izolaci takto oznacenych proteint. Tuto
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skutecnost nam naznacuje také neuspésna detekce ndmi zvoleného povrchového proteinu
clusterinu, ktery nebyl pfitomen ani v jedné z frakci ziskanych z izolace povrchovych
proteinti. Pfitomnost proteinu Rab-2A na povrchu plazmatické membrany lidskych
spermii jsme tedy nakonec nebyli schopni s jistotou potvrdit. Bylo by tedy zapotiebi

zménit metodu izolace povrchovych proteint, ¢i alespon vyzkouset jiny zptsob extrakce.

Mountjoy et al. (2008) popsal Rab-2A v oblasti vnéjs$i akrozomalni membrany, avsak
pouze v ¢asném stadiu byc¢i spermatidy. Po dokonceni elongace spermatidy Rab-2A
zustava zachovan na vnéjsi plazmatické membrané pouze v oblasti ekvatoridlniho
segmentu, a také na celé vnitini akrozomdalni membran¢, kde se stdva soucasti
subakrozomalni vrstvy proteinli PT, zajist'ujici ukotveni akrozomu k jadru spermie (Oko
a Sutovsky, 2009). Rozhodli jsme se tedy ovéfit, zda je Rab-2A soucasti proteind PT také
v lidskych spermiich, a to za vyuziti stejné metody popsané pfti izolaci byc¢ich kovalentné
vazanych proteintit PT (Mountjoy et al., 2008). Jako kontrolu jsme zvolili histon H2B,
ktery byl také popsan jako soucast kovalentné vazanych proteind PT by¢ich spermii (Aul
a Oko, 2001; Tovich a Oko, 2003). Histon H2B jsme detekovali pouze ve frakci proteinli
se zbytky hlavicek a jader spermii, ale ne ve frakci kovalentné vazanych proteinti PT.
Je tedy pravdépodobné, zZe se nam tato frakce proteinii z lidskych spermii nepodafrila
izolovat. Protilatkou 5C5 jsme za prodlouZené expozice detekovali pouze nékolik
nizkomolekulédrnich forem (18, 17 a 15 kDa) proteinu Rab-2A v extraktu proteinil
ze zbytkl hlavicek a jader spermii. Ve frakci proteinii vnitini akrozomalni membrany,
kde by se m¢l Rab-2A také nachizet (Mountjoy et al., 2008), se nam za prodlouzené
expozice podafilo detekovat velmi slaby signal pouze komeréni protilatky Rab-2 v oblasti
20 kDa. Ve frakci iontové vazanych proteinii byl pfitomny signal obou protilatek
a ve frakci kovalentn¢ vazanych proteinii PT se nam protein Rab-2A ani po nékolika
opakovani izolace i imunodetekce detekovat nepodafilo. Pfitomnost PT v riznych
stadiich lidské spermiogeneze jiZ byla prokdzana pomoci fluorescenéni mikroskopie
(Alvarez Sed¢ et al., 2009), pokud je ndm vSak zndmo, doposud se nikomu nepodaftilo
tuto proteinovou vrstvu izolovat. Domnivame se tedy, Ze bud’ nebyla uspé$na izolace
kovalentn¢ vazanych proteinii PT, anebo protein Rab-2A v lidskych spermii neni soucasti
proteinové vrstvy obklopujici jadro spermie, ale je soucésti spiSe jadernych proteinil,
kde jsme ho také detekovali. Vzhledem k tomu, Ze se jednalo o frakci proteint z jader,
ale také ze zbytka hlavi¢ek spermii vSak nejsme schopni fici, zda se Rab-2A nachazi

v jadre ¢i jiné ¢asti spermie. Je zajimavé, ze pii testovani metody na kancich spermiich,
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se nam protilatkou 5C5 Rab-2A v extraktu kovalentn¢ vazanych proteinii PT detekovat
podafilo. Tento vysledek vSak nebyl zahrnut do predkladané diplomové prace. Z toho
mizZeme usuzovat, Ze nami zvolena metoda funguje, ne vSak na lidskych spermiich
a metodika pro izolaci proteinii PT dle Mountjoy et al. (2008) neni pro lidské spermie
vyuzitelna. Dal§im vysvétlenim muze byt fakt, ze protilatka SC5 pouze neni schopna
rozpoznat formu proteinu Rab-2A nachézejici se v oblasti PT spermii. Miize se jednat

o formu zkracenou na C-konci sekvence, kterou by protilatka SC5 mohla rozpoznavat.

Piivod proteinu Rab-2A ve spermiich a jeho zdroj v reprodukénich organech zatim nebyl
zcela odhalen. Zigo, et. al. (2015) detekovali 24 a 27 kDa formu Rab-2A v kanci
epididymalni tekutin€, na zdklad¢ ¢ehoz autofi navrhuji plivod Rab-2A v epididymu.
Vzhledem k tomu, Ze je Rab-2A ukotven do membrany pies prenylovany C-konec (Geyer
a Wittinghofer, 1997), by byl pravdépodobny zpiisob jeho sekrece do epididymalni
tekutiny skrze membranové sekrecni vezikuly, zvané epididymozomy (Simpson et al.,
2008; Zigo et al., 2015). Tuto hypotézu podporuje také nedavna proteomicke studie, ktera
odhalila pfitomnost Rab-2A v exozomech pochazejicich ze semenné plazmy beranti
(Leahy et al., 2020). U lidi byla jiz dfive zjiSténa pfitomnost Rab-2A
jak v epididymozomech izolovanych z lidskych nadvarlat (Thimon et al., 2008),
tak 1 v lidskych sekrecnich veziklech pochazejicich z prostaty, zndmych jako prostazomy
(Utleg et al., 2003). Za ucelem ovéteni, zda se protein Rab-2A skute¢né nachézi
v sekreCnich veziklech, jsme se pokusili o izolaci exozomu z lidské semenné plazmy.
K izolaci exozomi ze semenné plazmy jsme vyuzili komeréni kit Total Exosome
Isolation Kit (4484450) a pro néslednou izolaci proteinti z exozomil byla pouzita metoda
alkalické lyze. Pfi této izolaci se ndm v ziskaném proteinovém extraktu exozomul
podatilo protilatkou 5C5 za prodlouzené expozice detekovat slaby signal v oblasti 24
a 22 kDa. Domnivame se tedy, ze mnoZzstvi proteinu nachéazejicich se ve vaccich je velmi
malé, a proto je obtizné ho v exozomech detekovat. Z tohoto diivodu jsme ziejmée nebyli
schopni detekce Rab-2A v semenné plazmé, kde bude celkové mnoZstvi proteinu jesté
niz$i. Jako kontrola izolace exozomii nam slouzil tetraspanin CD9, ktery se nachdzi
ve vetsing exozomt a je bézné uzivan jako marker (Simpson et al., 2008). Nejsme vSak
schopni fici, jaky typ exozomill se nam ze semenné plazmy podaftilo izolovat, nebot’
populaci exozomt vyskytujicich v semenné plazmé je mnoho (Baskaran et al., 2020).
Bylo by tedy zajimavé tyto exozomy dale popsat, a také ovéftit jejich pfitomnost pomoci

elektronové mikroskopie.
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V dal$im experimentu studie Zigo et al., (2015) pak bylo zjiSténo, Ze proteiny
o molekulovych hmotnostech 24 a 27 kDa, rozpoznavané protilatkou 5C5 v extraktech
kanc¢ich spermii, odpovidaji vazbé biotinem znacenych glykoproteinti ZP na proteiny
spermie a byla tak navrzena mozna role Rab-2A v primarni vazb¢ spermie na ZP vajicka.
Pro ovéfeni posledni hypotézy o tloze Rab-2A v lidskych spermiich, kterou jsme
si v ramci predkladané diplomové prace stanovili, jsme izolovali glykoproteiny lidské ZP,
které¢ jsme oznacili biotinem a nasledné¢ provedli vazebnou studii na proteinovych
extraktech lidskych kapacitovanych a ejakulovanych spermii. Detekovali jsme vazebnou
aktivitu ZP na né¢kolik proteinti spermii (66, 47, 30, 18, 16, 15 a 13 kDa, z ¢ehoz by 30
a 18kDa proteinovy prouzek odpovidal izoformdm proteinu Rab-2A detekovanym
protilatkou 5C5 v extraktech lidskych spermii. Vzhledem k nedostupnosti dostate¢ného
mnozstvi vzacného biologického materidlu, jakym bezesporu lidské ZP jsou, jsme vSak
experiment nemohli opakovat vicekrat. Navic se ndm zcela nezdafila izolace
povrchovych proteinti spermii, které by byly k danému experimentu jisté vhodnéjsi,
protoze se jednd o vazbu receptori pro ZP lokalizovanych na povrchu plazmatické
membrany spermii. Vypovidajici hodnota vazebné studie by byla také vyssi pti vyuZiti
glykoproteint ZP izolovanych ze zralych vajicek, tedy ve stadiu druhé metafaze (MII).
Nicmén¢ fakt, Ze se jednalo o neralé oocyty v GV stadiu by mohl vysledky zkreslovat,
nebot’ sacharidové struktury na povrchu oocytu, se kterymi spermie interaguje, se méni

v prub¢hu zrani vajicka (Takahashi et al., 2013).
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7. ZAVER

Hlavnim cilem diplomové prace bylo pfispét k objasnéni pfitomnost a roli proteinu Rab-
2A v lidskych spermiich. Pomoci protilatky 5CS5, kterd byla vytvofena Laboratofi
reproduk¢ni biologie, se ndm jako prvnim podatilo detekovat protein Rab-2A v lidskych
spermii. Specifitu protilatky jsme potvrdili za vyuziti hmotnostni spektrometrie. Metodou
nepiimé imunofluorescence jsme protein Rab-2A lokalizovali v oblasti celého akrozomu
lidskych ejakulovanych i kapacitovanych spermii. Zjistili jsme také, Ze Rab-2A
ze spermie odchazi v pribéhu akrozomalni exocyt6zy. Imunodetekce Rab-2A protilatkou
5C5 v proteinovych extraktech lidskych spermii odhalila pfitomnost 30, 28, 26, 24, 22
a 18kDa izoforem Rab-2A, znichz se ve vzorcich od rtiznych pacientii nejcastéji
objevovaly izoformy o velikosti 28, 26, 24 a 18 kDa. Dale jsme odhalili snizenou hladinu
vétSiny izoforem proteinu Rab-2A ve vzorcich od pacientli se snizenym mnozstvim
spermii v ejakuldtu, zhorSenou pohyblivosti a naruSenou morfologii spermii. Vyjimku
tvotila pouze 24kDa forma Rab-2A, u které jsme zaznamenali nértst v ptipadé spermii
se zhorSenou pohyblivosti. DalSim z cilti prace bylo zjistit, zda je protein Rab-2A soucasti
perinuklearni théky lidskych spermii. To se ndm vsak ziejmé z divodu nevhodné metody
izolace této proteinové vrstvy ani po n¢kolika opakovani objasnit nepodafilo. Pfitomnost
proteinu Rab-2A jsme odhalili v membranovych vaécich pochazejicich z lidské semenné
plazmy, kde jsme protilatkou 5C5 detekovali slaby signal v oblasti 24 a 22 kDa. Pfestoze
jsme za vyuziti n¢kolika riiznych metod nebyli schopni s jistotou potvrdit pfitomnost
Rab-2A na povrchu lidskych spermii, podafilo se nam detekovat nékolik proteint spermii
s vazebnou aktivitou ke glykoproteinlim lidské ZP, mezi kterymi by proteinové prouzky
30 a 18kDa mohly odpovidat izoformam proteinu Rab-2A detekovanym protilatkou 5C5
v extraktech lidskych spermii. Tato prace potvrdila pfitomnost proteinu Rab-2A
v lidskych spermiich a navrhuje moZzné role tohoto proteinu v saméich gametach, na které

by mohl byt zaméten dalsi vyzkum.
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9. PRILOHY

Nasledujici prilohy jsou vysledky ziskané z analyzy hmotnostni spektrometrie:
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GALLVYDITR RDTFNHLTTW LEDARQHSNS NMVIMLIGNK SDLESRREVK KEEGEAFARE HGLIFMETSA KTASNVEEAF

161 INTAKEIVER IQEGVFDINN EANGIKIGPQ HAATNATHAG NQGGQQAGGG CC
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Peptide Unig|-10igP| Mass |Length[ppm| m/z [z| RT | 1/k0 Range |Fraction|Precursor 1d| Source File |Intensity 5C5_2| #Feature | #Feature 5C5_2|Start| End|[PTM

K. TASNVEEAFINTAK.E v [122.2¢]1433.7362[  14] 2.2|747.8710]2[28.35[0.9677-0.9961 | 4 13143 [5C5 2 21404 23464 7 7 152 [ 165

K.LQIWDTAGQESFR.S n [12t35[15¢s.7528| 13| 3.5|775.8202[2[31.33[0.5as00.87as @ 16595 [5C5_2 21424 42484 2 2 57 [ es

K.IQEGVFDINNEANGIK.T ¥ [110.01]1755.8740] 16| 3.0fss0.3353]a[e9.97[1.0177-1.0460] 4 14878 [5C5 2 2142.d 20884 2 2 171 [186
R.EHGLIFM(+15.33)ETSAK.T n [10s3s[1377.6598| 12| 2.|esss3zi|a[ae.3s[0s208-0.3454 4 %003 |scs_3 21424 3.438 2 2 140 | 151 | Oxidation (M)
R.OTFNKLTTWLEDAR.Q ¥ [105.37[1717.8060| 14| 1.2|8s59.3044|2[34.38 | r.0202-1.0508] 4 19238 |5C5 2 21424 37764 + + 52 |10s
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FRDTFNHUTTWIEDAR.Q v [s107 [1873.5071[ 15| o0.5[ess.6385|3[30.03[0.8134-0.8420] 4 15558 [5C5 2 21424 12554 3 3 51 105

R.FQPVHDLTIGVEFGAR.M n | s0.60[17sa3208| 18| 05|ssss7er|3[za7e[aresi078m o 17305 [5c5_2 21424 0782 2 2 a1 s
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F.GAAGALLWYDITRR.D N | s0.25 [1472.8256| 14| 0.3|738.4144[2[32.10[0.5855-10177 4 17200 |5C5_2_2142.4d 1.5483 f f 7 | 5t
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tatal 25 peptides
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B Oxidation (M) (+15.
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INTAKEIYEK IQEGVFDINN EANGIKIGPQ HAATNATHAG NQGGQQAGGG CC

Supporting Peptides:

Peptide Uniq|-10IgP| Mass [Length|ppm| m/z [z| RT | 1/k0 Range |Fraction|Precursor Id| Source File |Intensity 5C5_1_2141|#Feature | #Feature 5C5_1_2141|Start|End|[PTM
K.TASNVEEAFINTAK.E Y | 88.72 |1403.7362 14| 0.9|747.8702|2|28.00/0.9038-1.0222| 3 10240 |5C5_1 2141.d 2.18E3 1 1 152 | 165
K.LQIWDTAGQESFR.S N | 87.15 |1540.7524 13| 1.4|775.8785|2|31.20|0.9403-0.0688| 3 25013 _1_2141.d 1.09E3 1 1 57 | 69
R.GAAGALLVYDITR R N | 82.33 |1316.7245 13| -0.3/660.3642 |2|33.99|0.9380-0.9665| 3 28407 _1_2141.d 3.81E3 2 2 78 [ 90
R.EHGLIFM(+15.99)ETSAK.T| N | 72.69 |1377.6598 12| 0.3/689.8320|2|24.06/0.9221-0.9505| 3 12881 _2141.d 1.0563 1 1 140 | 151 | Oxidation (M)
R.FQPVHDLTIGVEFGAR.M N | 65.62 |1784.9209 16| 0.4|585.9765|3|32.51[0.7812-0.8090| 3 27242 _2141.d 6.66E2 2 2 31 |46
K.SC(+57.02)LLLOFTDK.R | N [ 55.48 [1223.6218 10[ -0.7|612.8130|2|32.78]0.8695-0.8981 | 3 27670 [5C5 1 2141d 2.94E2 1 1 20 |29 i i
R.DTFNHLTTWLEDAR.Q Y | 46.68 |1717.8060 14| -1.0/573.6042|3|34.17|0.7697-0.7984| 3 20789 [5C5_1_2141.d 1.263 2 2 92 [105
K.YIIGDTGVGK.S N | 42.30 |1134.6284 11| 2.1]s68.3182|2|28.32[0.8317-0.8604| 3 10560 |5C5_1 2141.d 1.41E3 1 1 9 |19
K.SC(+57.02)LLLOFTDKR.F | N | 41.07 [1379.7231 11| -1.8/460.0106330.00[0.7375-0.7662| 3 22840 [5C5_1_2141.d 0 0 [ 20 |30 [c:
K.IQEGVFDINNEANGIK.T Y | 37.05 |1750.8740 16| 4.9/880.0418)2|20.67|1.0018-1.0302| 3 22100 |5C5_1_2141.d 0 0 [ 171 |186
R.RDTFNHLTTWLEDAR.Q Y | 34.18 |1873.9071 15| 1.7|625.6392|3|30.73[0.8145-0.8432| 3 23996 [5C5_1_2141.d 3.11E2 1 1 91 [105
K.KEEGEAFAR. E Y| 29.32 | 10354984 9| 0.8|518.75292|16.06/0.7766-0.8053| 3 2231 5C5_1_2141.d 1.26E3 1 1 131 [139
R.M(+15.99)ITIDGK.Q Y | 28.18 | 7924052 7| -1.0[397.2064[2[10.980.6821-0.7200| 3 6892 |5C5 1 21414 0 [ o 47_| 53 |oxidation (M)
total 13 peptides

87



P61019|RAB2A_HUMAN

Protein Coverage:

|- [}
1 MAYAYLFKYI IIGDTGVGKS CLLLQFTDKR FQPVHDLTIG VEFGARMITI DGKQIKLQIW DTAGQESFRS ITRSYYRGAA
[—

21

a

g

12
o

21 GALLVYDITR RDTENHLTTW LEDARQHSNS NMVIMLIGNK

15
)

48

—

a
SDLESRREVK KEEGEAFARE HGLIFMETSA KTASNVEEAF

161

Supporting Peptides:
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INTAKEIYEK IQEGVFDINN EANGIKIGPQ HAATNATHAG
— —

NQGGQQAGGG CC

. —

[Bl Carbamidomethyiation (+57.02)
@ Oxidation (M) (+15.93)

Peptide Uniq|-10lgP| Mass |Length|ppm| m/z |z| RT | 1/k0 Range |Fraction|Precursor Id| Source File |Intensity 5C5_3 |#Feature | #Feature 5C5_3|Start| End|PTM
K.LQIWDTAGQESFR.S N [107.72|1545.7524 13| 0.9]775.8779|2|31.69[0.9540-0.9825| 5 15464 |5C5_3_2143.d 5.48E3 2 2 57 | 69
K.TASNVEEAFINTAK.E ¥ [106.25/1493.7362 14| 1.9]747.8707|2|26.53[0.9369-0.9654| 5 12698 |5C5_3_2143.d 1.15€4 2 152 | 165
R.FQPVHDLTIGVEFGAR. M N[ 94.67 |1784.5209 16| 3.2|595.9780|3[32.67[0.8323-0.8615| 5 16581 |5C5_3_2143.d 3.01E3 2 2 31 | 46
R.GAAGALLVYDITR.R N[ 93.46 |1316.7245 13| 1.6/660.3652|2[34.47[0.8912-0.9198| 5 17704 |5C5_3_2143.d 1.36E4 2 2 78 | 90
R.EHGLIFM(+15.9)ETSAK.T N[ 85.00 |1377.6598 12| 2.0[689.8329|2(24.50(0.9166-0.9472| 5 8835 5C5_3_2143.d 7.51E3 2 2 140 | 151 | Oxidation (M)
K.5C(+57.02)LLLQFTDKR.F N | 83.65 [1379.7231 11| -3.0]690.8612|2|30.56[0.9528-0.9513| 5 14404 [5C5_3_2143.d 3.7283 2 2 20 | 30 | Carbamidomethylation
R.EHGLIFMETSAK.T N | 80.25 |1361.6645 12| -1.5681.8332|2|28.14[0.9186-0.9483| 5 12323 [5C5_3_2143.d 5.0282 1 1 140 | 151
K.5C(+57.02)LLLQFTDK.R N | 77.31 [1223.6218 10| 0.0612.8133|2|33.20[0.6728-0.9015| 5 16808 [5C5_3_2143.d 13183 1 1 20 | 28 |Carbamidomethylation
K.IQEGUFDINNEANGIK.T v | 76.39 |1758.8740 16| 1.4]880.9364|2[30.15[1.0143-1.0426] 5 14015 [5C5_3_2143.d 3.06E3 1 1 171 | 186
R.QHSNSNH(+15.88)VIM(+15.98)LIGNK.5| Y | 72.96 |1716.8287 15| 1.4[573.2797|3|25.62[0.7363-0.7651| 5 5887 5C5_3_2143.d 4.2523 2 2 105 | 120 | Oxidation (M)
R.ROTFNHLTTWLEDAR.Q v | 67.62 [1873.8071 15| 1.3[625.6367|3[31.11[0.6145-0.8432| 5 14335 [5C5_3_2143.d 13583 1 1 51 [105
R.DTFNHLTTWLEDAR.Q v | 67.61 [1717.8060 14| -0.3859.9030|2|34.66[1.0186-1.0472| 5 17304 [5C5_3_2143.d 5.84E3 2 2 52 |105
K.YIIGDTGVGK.S N | 61.96 [1134.6284 11| 3.2[s66.3167|2|28.76[0.6263-0.8563| 5 12873 [5C5_3_2143.d 7.52683 1 1 s |18
K.KEEGEAFAR.E ¥ | 60.58 |1035.4984 9| 1.5|518.7531|2(15.90|0.7777-0.8065| 5 1371 553 21434 5.98E3 1 i 131|139
R.QHSNSNM(+15.98 )VIMLIGNK.S. ¥ | 51.33 |1700.8339 15| -0.5|567.9470|3|27.58 [0.7386-0.7674| 5 11923 |5C5_ 3 21434 [ [ ° 106 | 120 | Oxidatien (M)
R.QHSNSNMVIM(+15.99)LIGNK.S ¥ | 49.58 |1700.8339 15| 7.1|567.9513|3|20.41[0.7835-0.8122| 5 13511 |5C5 3 2143.d [ [ ° 106 | 120 | Oxidatien (M)
HLAYAYLFK,Y Y | 46.59 | 874.4589 7| 5.4|438.2355|2|29.32|0.7282-0.7570| 5§ 13438 |5C5 3 2143.d 1363 1 L 2 |8
R.M(+15.99)ITIDGK.Q ¥ | 4054 | 792.4052 7| 2.6|397.2077|2(19.93|0.6832-0.7121| 5 4762 5C5_3 21434 2,283 1 L 47 | 53 | Oxidation (M)
R.GAAGALLVYDITRR.D N | 35.18 |1474.8256 14| 5.2|738.4179|2(32.33[0.9881-1.0165| 5 16107 |5C5 3 2143.d 2.08E2 1 L 78 |91
K.EEGEAFAR.E N | 30.99 | 907.4035 8| 4.5|454.7074|2(18.08|0.7386-0.7674| S 3105 5C5_3 21434 7.23E2 1 L 132 | 139

total 20 peptides
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18 Oridation (M) (+15.99)

Peptide Uniq|-10igP Mass |Length ppm| m/z |z| RT | 1/k0 Range Fraction Precursor Id| Source File |Intensity 5C5_4 #Feature | #Feature 5C5_4|Start |End | PTM
K.LQIWDTAGQESFR.S ¥ 1549.7524 13| -0.7|775.8766 | 2| 31.45|0.9483-0.9768 6 16669 5CS5_4_2144.d 3.38€2 57 | 69
K. TASNVEEAFINTAK.E Y 1493.7362 14| 0.6|747.8698 2| 28.35|0.9380-0.9665 6 13352 5C5_4_2144.d 1 1 152 | 165
R.GAAGALLVYDITR.R Y 1318.7245 13| -1.3|660.3633|2|34.19 | 0.9346-0.9631 & 19558 5C5_4_2144.d 2 2 78 | 90
R.QHSNSNM(+15.95)VIM(+15.59)LIGNK.5| ¥ 1716.8287 15| -8.6(573.2740|3|25.56 0.7363-0.7651| & 10652 |5C5_4_2144.d [ o 106 | 120 | Oxidation (M}
R.FQPVHDLTIGVEFGAR.M I 1784.9209 16| 3.2|595.9780|3(32.64|0.7800-0.8088] 6 17899 |5C5_4_2144.d o o 31 | 46
R.EHGLIFM(+15.99)ETSAK.T ¥ 1377.6598 12| 2.3689.8332|2[24.32|0.9186-09472] 6 9361 5C5_4_2134.d 7.4762 1 1 140 | 151 |Oxidation (M)
K.YIIGDTGVGK.S ¥ 1134.6284 11| 2.2|s68.3181|2[28.59|0.8294-08581] 6 13575 |5C5_4_2144.d o o 5 |18
R.DTFNHLTTWLEDAR.Q ¥ 1717.8060 14| 5.3(573.6077|3(34.37(0.7685-0.7973] 6 19732 |5C5_4_2144.d 2 2 92 |105
K.KEEGEAFAR.E ¥ 1035.4984 9| 1.5|518.7531(2|15.80(0.7708-0.7996| & 1381 5C5_4_2144.d 8.71E2 1 1 131 [139

total @ peptides

88




