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Abstrakt

Ezrin, ktery spole¢n¢ s radixinem a moesinem patii do rodiny ERM proteinti, hraje vyznamnou roli v
propojeni membranovych proteini s aktinovym cytoskeletem. Ve spermiich byl ezrin doposud
identifikovan pouze u lidi a bykt, kde se pravdépodobné podili na fizeni polymerace aktinu béhem
kapacitace. V pribéhu akrozomalni reakce hraje aktin dulezitou roli v pfesunu proteini z vnitini
akrozomalni membrany do ekvatorialniho segmentu, coz je déj nezbytny pro Gspésny prubeh oplozeni.
Mezi proteiny, které se béhem akrozomalni reakce pfesouvaji do ekvatorialniho segmentu, mista
iniciace fize gamet, patii i protein CD9. Tento protein pravdépodobné¢ stabilizuje interakce ostatnich
proteini mezi spermii a oocytem béhem fize gamet. V této diplomové praci jsme se zaméfili na roli
ezrinu v propojeni proteinu CD9 s aktinovym cytoskeletem v mys$i spermii. Pomoci nepiimé
imunofluorescence jsme detekovali pfitomnost ezrinu, CD9 a aktinu v akrozom intaktni mysi spermii.
Jejich ko-lokalizace v apikdlni akrozomdlni oblasti spermie naznacuje, ze tyto proteiny mohou ve
spermii interagovat, avSak nase vysledky ko-imunoprecipitace tuto moznost nepotvrdili. Nicmén¢, v
apikalni akrozomadlni oblasti jsme detekovali také ptitomnost proteinu EWI-2, ktery by mohl byt
prostfednikem této vazby. V ramci prace jsme se rovnéz zabyvali zménami v zastoupeni aktivni tzn.
fosforylované a inaktivni tzn. nefosforylované formy ezrinu béhem kapacitace. NaSe vysledky
prokazaly, ze se zastoupeni fosforylovanych proteinti v prubéhu tohoto procesu méni. Vysledky této
diplomové prace tak prispivaji k lepSimu pochopeni déja, které jsou nezbytné pro Gsp€snou maturaci

spermie a nasledné oplozeni.
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Abstract

Ezrin, which belongs to the ERM protein family along with radixin and moesin, plays an important role
in linking membrane proteins to the actin cytoskeleton. In sperm, ezrin was described so far in bovine
and humans, where it probably contributes in actin polymerization during capacitation. During the
acrosome reaction, actin plays a significant role in relocation of protein from the inner acrosomal
membrane to the equatorial segment, which is an essential process for successful fertilization. One of
the proteins that relocates to the equatorial segment, the site of initiation of gamete fusion, is protein
CD9. This protein probably stabilizes protein interactions between sperm and oocyte during gamete
fusion. In this diploma thesis, we focused on the role of ezrin in linking the CD9 protein to the actin
cytoskeleton in mouse sperm. Using indirect immunofluorescence, we detected ezrin, CD9 and actin in
acrosome intact mouse sperm. The co-localization of these proteins in the apical acrosomal region
suggests their interactions. However, this was not confirmed by our co-immunoprecipitation
experiments. Nevertheless, in the apical acrosomal region we also detected EWI-2 protein, which could
act as linker between CD9 and ezrin. In this thesis, we also investigated changes in levels of active
phosphorylated and inactive non-phosphorylated forms of ezrin during capacitation. Our results showed
that during capacitation, there are changes of phoshorylated proteins. The findings from this thesis
contribute to a better understanding of the events necessary for successful sperm maturation and

subsequent fertilization.
Keywords

ERM, ezrin, sperm, actin, cytoskeleton, CD9, oocyte
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1. Uvod

Spermie je samci pohlavni bunka, ktera je nepostradatelnou soucasti oplozeni. Aby byla spermie
schopnd migrovat a splynout s oocytem, musi projit nékolika maturanimi procesy, béhem kterych
dochazi mimo jiné k prestavbam aktinového cytoskeletu (Spungin et al. 1995; Brener et al. 2003; Sosnik
et al. 2009; Itach et al. 2012). Aktinova filamenta hraji ve fyziologickych procesech spermie nezbytnou
roli, nebot’ inhibice polymerace aktinu méa za nasledek defekty v epididymalni maturaci ¢i motilité

spermii (Lin et al. 2002), které vedou az ke snizeni fertiliza¢nich schopnosti spermii (Brener et al. 2003).

Ve spermii s aktinem interaguji tzv. aktin vazajici proteiny (shrnuto v Romarowski et al. 2016). Tyto
proteiny reguluji reorganizaci aktinu, a tak ve spermii napomahaji spravnému priabéhu maturacnich
procest (Spungin et al. 1995; Brener et al. 2003; Sosnik et al. 2009; Itach et al. 2012). Mezi aktin vazajici
proteiny patii rodina ERM proteinti (ezrin, radixin, moesin), které slouzi jako spojniky mezi aktinovym
cytoskeletem a membranovymi proteiny (Turunen et al. 1994; Kawaguchi et al. 2017). Nejvice
studovanym ERM proteinem je ezrin, ktery byl detekovan jak v testes (Wakayama et al. 2009; Gungor-
Ordueri et al. 2014) a spermiich (Wang et al. 2010; Huta et al. 2020), tak i v oocytech (Louvet et al.
1996; Dehapiot a Halet 2013) a ranych embryich (Louvet et al. 1996; Humiécka et al. 2017).

V mysich oocytech byla lokalizace ezrinu detailn€é popsana, véetné¢ jeho pravdépodobné role
v polarizaci oocytu (Dehapiot a Halet 2013) a vlivu na morfologii microvilli (Cohen et al. 2022).
Morfologie a formace microvilli je ovlivnéna pfitomnosti/absenci proteinu CD9 (Runge et al. 2007),
ktery v oocytu pravdépodobné interaguje s ezrinem nepiimo pies EWI-2 protein (Runge et al. 2007;
Sala-Valdés et al. 2006; Glazar a Evans 2009). CD9 spolu s Juno proteinem (Bianchi et al. 2014; Jean
et al. 2019) jsou jedinymi dosud popsanymi esencialnimi proteiny na oocytu, které se podili na adhezi

a fuzi gamet.

Jednim z proteinil podilejicim se na adhezi a fuzi gamet ve spermii je protein Izumo 1 (Inoue et al. 2005;
Satouh et al. 2012). Béhem akrozomalni reakce spermie dochazi k relokaci Izumo 1 do mista iniciace
fuze gamet (Satouh et al. 2012), coz je pravdépodobné fizeno pomoci aktinového cytoskeletu (Sosnik
etal. 2009). Ke stejnému presunu dochazi v prub&hu akrozomalni reakce také u proteinu CD9 (Frolikova

et al. 2018), tudiz by se dalo ptedpokladat, Ze se aktin bude podilet i na jeho relokaci.

Na zéakladé zjisténi, Ze v oocytech pravdépodobné dochazi k interakcim mezi CD9, ezrinem a aktinem
(Turunen et al. 1994; Runge et al. 2007; Sala-Valdés et al. 2006; Glazar a Evans 2009), 1ze predpokladat,
ze ve spermiich, kde byl ezrin (Wang et al. 2010; Huta et al. 2020) a CD?9 (Ito et al. 2010; Frolikova et
al. 2018) detekovany také, rovnéz dochazi k interakcim téchto proteinti a Ze se ezrin spolu s aktinem
muze podilet na relokaci proteinu CD9 do ekvatorialniho segmentu béhem akrozomalni reakce. V této
diplomové praci jsme se za pomoci metod nepfimé imunofluorescence, Western blot, ko-

imunoprecipitace a hmotnostni spektrometrie pokusili tuto hypotézu ovéfit.



2. Literarni uvod

2.1 Stavba mysi spermie
Spermie je specializovana sam¢i haploidni bunka, ktera se sklada z hlavicky a biciku, ktery se dale deli
na nekolik ¢asti, jimiz jsou kréek, stfedni ¢ast obsahujici mitochondrie, hlavni ¢ast a koncova cast biciku.

Hlavicku mysi spermie mizeme rozdé€lit na 3 oblasti (viz obr. 1):

1) apikalni akrozomalni oblast, kde se nachazi akrozom — organela potiebna pro akrozomalni
reakci a prinik spermie skrz extracelularni obaly oocytu,

2) ekvatorialni segment — oblast, kde dochazi k iniciaci fuze gamet (Bedford et al. 1979),

3) post-akrozomalni oblast — oblast, jejiz proteinové slozeni se méni béhem akrozomalni reakce

(Sosnik et al. 2009).

Equatorial
Segment
(ES)

Obr. 1: Stavba hlavicky my3i spermie. Zluté je oznadena apikalni akrozomalni oblast (AA)
a ekvatorialni segment (ES). Hnéd¢€ je oznacCena post-akrozomalni oblast spermie. (Selvaraj et al.
2009) — upraveno



2.2 Aktinovy cytoskelet v mySi spermii

V sav¢i spermii byl aktin detekovan v monomerni i filamentarni formé (Flaherty et al. 1986; Moreno-
Fierros et al. 1992; Vogl et al. 1993; Otho et al. 2000). U mysi byla lokalizace aktinového cytoskeletu
popsana v nékolika kompartmentech spermie, véetné zmén jeho lokalizace v priibéhu spermatogeneze
(Flaherty et al. 1986; Fouquet a Kann 1992). Romarowski et al. detekovali pfesné umisténi
polymerovaného aktinu (F-aktinu) v mysi spermii pomoci fluorescencni proby SiR-aktin, ktera se vaze
in vivo na aktinova filamenta a umoziuje tak navic sledovat dynamiku aktinu v zivé spermii. F-aktin
byl v hlavicce mysi spermie detekovan: v perforatoriu (oblast apikalniho hacku), mezi vnitini
akrozomalni membranou a jadernou membranou (lower acrosome), také mezi vnéjsi akrozomalni
membranou a plazmatickou membranou (upper acrosome), dale na ventralni ¢asti hlavicky, v septu
(oblast odd€lujici ekvatorialni segment od post-akrozomalni oblasti) a v krcku (viz obr. 2) (Romarowski

et al. 2018).

Lower Upper
Perforatorium acrosome  acrosome

B

Ventral Septum Meck

Obr. 2: Lokalizace F-aktinu v hlavi¢ce mySi spermie. Barevné jsou oznacena mista, kde byl
detekovan F-aktin v hlavi¢ce spermie: v perforatoriu, v okoli akrozomalnich membran (lower a upper
acrosome), ve ventralni casti hlavicky, vseptu a vkrcku mys$i spermie. (Romarowski et al.
2018) - upraveno

Aktin byl detekovan v mySich spermiich také v oblasti bic¢iku (Flaherty et al. 1986; Fouquet a Kann
1992). Pouzitim super-rezolucni technologie, kterd umoziuje detailné&jsi zobrazeni, bylo zjiSténo, ze
v hlavni ¢asti bi¢iku je F-aktin uspofadany do kratkych svazki, které se nejvice vyskytuji okolo
axonemy. Oproti tomu ve stiedni Casti bic¢iku tvoii F-aktin dvouvldknovou Sroubovici, pficemz

mitochondrie nachazejici se v této oblasti biciku jsou usporadany také do kompaktni Sroubovice



(struktury nazyvané mitochondrialni pochva). Aktinova filamenta jsou tedy nejspiSe vmezefena
v malych oblastech mezi mitochondriemi a mohly by se tak podilet na migraci mitochondrii béhem
spermiogeneze do této oblasti biciku a slouzit pak dale jako opora upeviiujici jejich umisténi (Gervasi

et al. 2018).

Pritomnost aktinu v bi¢iku naznacuje také jeho roli v motilité spermie. Studie provedena na spermiich
vacnatct ukazala, ze inhibice polymerace aktinu vede k naruseni epididymalni maturace spermii a jejich
pohyblivosti (Lin et al. 2002). Na lidskych spermiich bylo prokazano, Ze inkubace s anti-aktinovou
protilatkou vede k inhibici hyperaktivace spermii (Liu et al. 2002). Z téchto vysledki 1ze usuzovat, ze

i u mysich spermii hraje aktin pravdépodobné klicovou roli v jejich motilité.



2.3 Dynamika aktinu béhem maturace spermie v sami¢im reproduk¢énim

traktu

Spermie ejakulované do samiciho reprodukéniho traktu nejsou ihned schopné vazby a fuze s vajickem.
V ramci reprodukéniho traktu samice nejdiive musi dojit k jejich maturaci, kterd zahrnuje déje jako je
kapacitace a nasledna akrozomalni reakce. Béhem téchto déji ma klicovou ulohu aktinovy cytoskelet

a jeho ptestavba.

2.3.1.1 Zmény béhem kapacitace spermie

Procesem, ktery je dulezitou prerekvizitou pro akrozomadlni reakci, a tudiz i nezbytn€ nutny pro
oplozeni, je kapacitace spermie. Kapacitace probihd v sami¢im reprodukcénim traktu a béhem ni ve
spermii dochazi k fadé€ biochemickych a fyziologickych zmén (Chang 1951; Austin 1951; Austin 1952).
Meéni se plazmaticka membrana spermie: dochazi k redistribuci lipidovych raft a jejich koncentraci
v apikalni casti hlavicky (van Gestel et al. 2005), vyvazani cholesterolu (Flesch et al. 2001)
a asymetrické uspotadani fosfolipidii se méni na symetrické (Nolan a Hammerstedt 1997). Dale je pro
kapacitaci spermie nutna zmeéna intracelularniho mnozstvi vapenatych iontd (Fraser a McDermott
1992). S kapacitaci je spfazena zvysSena tyrosinova fosforylace proteinti. Bylo identifikovano nékolik
proteintl, u nichZ k naristu fosforylace béhem kapacitace dochazi (Ficarro et al. 2003; Arcelay et al.

2008).

Béhem kapacitace hraje dulezitou roli také aktinovy cytoskelet. S postupem kapacita¢niho procesu
dochazi k aktinové polymeraci. V kortikalni oblasti hlavicky slouzi polymerovany aktin jako fyzicka
bariéra mezi vnéjsi akrozomalni membranou a plazmatickou membranou spermie, ktera brani splynuti
téchto membran a predcasné exocytdze akrozomalniho vacku (Spungin et al. 1995). Pravdépodobné
slouzi také jako opora pro proteiny, které se dale Gcastni akrozomalni reakce. Jednim z nich je
fosfolipaza C, ktera se b&hem kapacitace piesouva k plazmatické membrané, kde ji upeviuje
polymerovany aktin (Spungin et al. 1995). Dulezitost polymerace aktinu v procesu kapacitace byla
potvrzena pomoci cytochalasinu D — inhibitoru polymerace aktinu. Pouziti cytochalasinu D v prib&hu
kapacitace ma za nasledek zablokovani akrozomalni reakce, coz vede ke snizeni fertility spermii (Brener

et al. 2003).

K polymeraci aktinu béhem kapacitace dochazi nejen v hlavicce, ale také v bic¢iku (Itach et al. 2012).
Zaroven v prub&hu kapacitace dochazi ke zmén¢ motility spermie k tzv. hyperaktivaci, ktera spermiim
umoznuje proniknout skrz ovidukt samice a extracelularni obaly oocytu (Suarez et al. 1991; Suarez
a Dai 1992; Demott a Suarez 1992; Stauss et al. 1995; Quill et al. 2003). To naznacuje, ze by se aktinovy
cytoskelet mohl podilet na regulaci hyperaktivace spermie béhem kapacitace. Pisobenim inhibitoru
polymerace aktinu (cytochalasinu D) doslo u mysich spermii k inhibici hyperaktivace. Stejna korelace
mezi polymeraci aktinu béhem kapacitace a hyperaktivace spermie byla potvrzena i u lidskych spermii

(Itach et al. 2012). Navic pokud byly lidské spermie inkubovany s anti-aktinovou protilatkou, doslo
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unich kredukci hyperaktivace a inhibovana byla také akrozomalni reakce indukovana jak zomna
pellucida, tak 1 vapnikovym ionoforem (Liu et al. 2002). Z toho vSeho vyplyva, Ze aktin hraje podstatnou

roli v hyperaktivaci spermie béhem kapacitace.

2.3.1.2 Zmény béhem akrozomalni reakce spermie

Pouze kapacitované spermie jsou schopné podstoupit akrozomalni reakci (AR), coz je dalsi nutny krok
k tomu, aby spermie byla schopna oplozeni vajicka. AR je d&j indukovany vépenatymi ionty (Fraser
a McDermott 1992), pfi kterém dochazi k uvolnéni obsahu akrozomu spermie. Aby byla exocytéza
akrozomalniho vacku mozna, musi nejdfive dojit k depolymeraci aktinovych siti kortikalniho
cytoskeletu, coz umozni splynuti vnéjsi akrozomalni membrany s plazmatickou membranou spermie
(Cardullo a Florman 1993; Spungin et al. 1995). Nasledn¢ dochazi k uvolnéni obsahu akrozomu, diky
tomu mize spermie proniknout skrz extracelularni obaly vajicka a navazat se na jeho plazmatickou

membranu (oolemu).

Béhem AR dochazi k ptesunu klicovych transmembranovych proteinii spermie z oblasti akrozomu do
oblasti ekvatoridlniho segmentu, ktery je mistem prvniho kontaktu plazmatickych membran gamet
a ktery se stavd fuzogennim az po AR (Bedford et al. 1979; Takano et al. 1993). Jednim z proteinii
nutnych pro fizi spermie a vajicka je Izumo 1 (Inoue et al. 2005), ktery je do ekvatoridlniho segmentu
pfemistén béhem AR z vnéjsi a vnitini akrozomalni membrany (Satouh et al. 2012). Tato relokace
behem AR je kli¢ova, nebot’ pokud k ni nedoslo, spermie nejsou oplozeni schopné (Inoue et al. 2005;

Satouh et al. 2012).

Na piesunu Izumo 1 se podili pravdépodobné aktinovy cytoskelet, coz bylo ukazano u mysi postradajici
testes-specifickou serinovou kinazu 6 (Tssk6 KO). U téchto mysi nedochéazi béhem AR k pfesunu Izumo
1, coz vSak neni zptisobeno defekty v AR a ani exprese Izumo 1 neni poskozena. Delece Tssk6 ovSem
ma vliv na polymeraci aktinu, v hlavickach Tssk6 KO spermii F-aktin nebyl detekovan. Z toho vyplyva,
ze se Tssko6 pravdépodobné podili na regulaci polymerace aktinu a tim ovliviiuje relokaci Izumo 1 do
ekvatoridlnitho segmentu. Toto tvrzeni je navic podpofeno experimentem, kde plsobeni inhibitoru
polymerace aktinu — latrunculinu A na wild-type (WT) spermie, mélo za nasledek vyznamné sniZeni

relokace Izumo 1 proteinu (Sosnik et al. 2009).

DalSim proteinem, ktery se nachédzi na akrozomalni membrané je CD9. Stejn€ jako u Izumo 1 dochézi
béhem AR k presunu CD9 do ekvatoridlniho segmentu (Frolikova et al. 2018). Pfesouvaji se také napf.
proteiny CD46 a integriny B1, které spolu interaguji. Navic pouzitim latrunculinu A, stejné jako u Izumo
1, dochazi k vyraznému poklesu jejich relokace béhem AR (Frolikova et al. 2016). Dalo by se
predpokladat, ze aktinovy cytoskelet hraje roli v relokaci nejen proteinu Izumo 1, ale také CD9, CD46

a integrinu B1.



Jak jiz bylo zminéno, tésn¢ pfed AR dochazi k depolymeraci filamentarniho aktinu (Spungin et al.
1995). Nedochazi ovSem k jeho depolymeraci ve vSech ¢astech hlavicky, ale pouze v septu a horni
a dolni akrozomalni oblasti. Ve zbylych ¢astech (perforatoriu, ventralni ¢asti a krcku) zlstava aktin
polymerovany i béhem AR spermie. Dynamika depolymerace aktinu béhem AR ale neni ve vSech
3 Castech stejnd. V septu a dolni akrozomalni oblasti dochazi k depolymeraci ne€kolik sekund pred
zahajenim AR, s tim, ze v septu k tomu dochazi diive nez v dolni akrozomalni oblasti. Oproti tomu
v horni akrozomalni oblasti dochézi k depolymeraci F-aktinu az po zahéjeni AR. Je ale také mozné, ze
ztrata signalu SiR-aktinu neni zpiisobend depolymeraci aktinu, ale mize byt vysledkem ztraty

membrany spermie béhem AR (viz obr. 3) (Romarowski et al. 2018).
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Obr. 3: Schématické znazornéni progrese akrozomalni reakce mysi spermie. (Romarowski et al.
2018) - upraveno



2.4 Aktin vazajici proteiny

Béhem kapacitace a akrozomalni reakce spermie hraje aktin a jeho reorganizace vyznamnou roli. Na
aktin jsou napojené dal$i proteiny, které tuto prestavbu mohou ovliviiovat a které se nazyvaji aktin
vazajici proteiny. V sav¢ich spermiich bylo identifikovano nékolik aktin vazajicich proteind, coz znaci
dilezitost aktinového cytoskeletu pro spravnou funkci spermii. Mezi aktin vézajici proteiny pfitomné
ve spermii patii jak proteiny ovliviujici jeho strukturu (shrnuto v Romarowski et al. 2016), tak zaroven
proteiny schopné propojovat aktin s dalSimi proteiny a vytvaret tak funkéni sit¢ v ramci buiiky (Turunen
et al. 1994; Yonemura et al. 1998). Jednémi z téchto aktin vazajicich proteinti jsou ERM proteiny, které

jsou hlavnim zajmem mé prace.

2.5 ERM proteiny
2.5.1 Struktura ERM proteint

Do rodiny ERM proteinti patii ezrin, radixin a moesin, které slouzi jako spojnik membranovych proteini
s aktinem, coz je umoznéno jejich strukturou, viz obr. 4. Za vazbu proteinti umisténych v membran¢ je
zodpovédna N-terminalni doména téZ oznacovana FERM. Oznaceni FERM domény je zkratka pro 4,1
(Four point one) ERM (ezrin, radixin, moesin), protoZe aminokyselinova sekvence této domény je
u téchto proteinti konzervovana (Kawaguchi et al. 2017). Tato doména se sklada ze 3 strukturnich
moduli F1, F2 a F3 (viz obr. 1), které dohromady tvofi strukturu jetelového listu (Pearson et al. 2000).
K interakci s aktinem dochéazi C-termindlni doménou ERM, konkrétné jejimi 34 aminokyselinami

(Turunen et al. 1994).

FERM domain colled-coil actin-binding

-~ -~
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Obr. 4: Schématické znazornéni struktury ERM proteini. (Kawaguchi et al. 2017) — upraveno



2.5.2 Aktivace ERM proteintu

ERM proteiny se vyskytuji ve 2 formach — aktivni a inaktivni. Inaktivovana forma neni schopna vazby
na aktin ani na membranové proteiny, nebot’ dochazi k interakci N- a C-terminalni domény ERM, coz
ma za nasledek maskovani vazebnych mist na obou doménach (Andréoli et al. 1994; Gary a Bretscher
1995). Aby doslo k odmaskovani vazebnych mist a aktivaci ERM, musi dojit k vazb¢ fosfatidylinositol-
4,5-bisfosfatu (PIP,) (Fievet et al. 2004). Diky této vazbé dochazi ke zvySovani poctu interakci mezi

ezrinem a aktinovym cytoskeletem (Braunger et al. 2014).

Dalsi podminkou aktivace ERM je fosforylace C-terminalni domény. Moesin je fosforylovan na
Threoninu 558 a pouze fosforylovany moesin mtize interagovat s polymerovanym aktinem (Nakamura
et al. 1999). U radixinu dochazi k fosforylaci na Threoninu 564, coz ma za nasledek inhibici interakce
mezi N- a C-terminalni doménou, tudiz aktivaci radixinu (Matsui et al. 1998; Ishikawa et al. 2001).
U ezrinu se jednd konkrétné o fosforylaci Threoninu 567 (Thrse7). Aby byl Thrse; na ezrinu fosforylovan,
musi nejdiive dojit k vazbé PIP,. Navazanim PIP, dochazi nejspiSe ke zméné konformace ezrinu, ktera
umozni fosforylaci Thrse; (Fievet et al. 2004). To potvrzuje analyza krystalické struktury FERM domény
radixinu. Ta ukazala, Ze po vazbé inositol-1,4,5-trisfosfatu dochazi k jeji konformacni zméné, kterd ma

za nasledek uvolnéni C-terminalni domény (Hamada et al. 2000).

K vazb¢ mezi N- a C-terminalni doménou ERM proteinti nemusi dochazet jen intramolekularné, tedy
mezi N- a C-termindlnimi doménami téhoZz proteinu, ale vznikat mohou také k intermolekularni vazby
a oligomery ERM proteind. Pfikladem mize byt ezrin izolovany z placentarnich microvilli, ktery se zde
vyskytuje v monomerni, dimerni i oligomerni formé (Berryman et al. 1995; Bretscher et al. 1995).
Monomery a dimery ERM proteinil jsou stabilni a maji funkéni N-terminalni domény. Oproti tomu
jejich C-termindlni domény jsou maskovany, nebot’ nedoslo k jejich vazbé na imobilizovanou N-

terminalni doménu (Bretscher et al. 1995).

Zda se, ze tvorba oligomert ERM proteinti je ovlivnéna jejich tyrosinovou fosforylaci. V extraktech
z nestimulovanych bunék epidermoidniho karcinomu je vétSina (~95 %) ezrinu v podobé monomeru.
Ovsem dojde-li ke stimulaci téchto bunék epidermalnim ristovym faktorem (EGF), ktera spousti nartst
tyrosinové fosforylace pfitomného ezrinu, dochazi v bunkach k navySeni mnozstvi jeho dimerd. Spojeni
mezi tyrosinovou fosforylaci ezrinu a tvorbou oligomerti bylo dale prokazano pouzitim inhibitord.
Inhibice tyrosinové fosforylace ezrinu méla za nasledek pieruseni formace ezrinovych oligomert,
a naopak inhibitor tyrosinové fosfatazy, ktery podpofil fosforylaci ezrinu, mél za nasledek zvySeni
mnozstvi ezrinovych oligomert. I kdyz tyto vysledky naznacuji, Ze by tyrosinova fosforylace méla byt
nutna pro oligomerizaci ezrinu, dalsi vysledky to rozporuji. A¢koli mnozstvi ezrinovych oligomert bylo
urcitou dobu po pusobeni EGF konstantni, mnozstvi fosforylovanych tyrosintl na ezrinu ve stejnou dobu

klesalo. Navic, jak jiz bylo zminéno, v placentarnich microvilli se ezrin hojné vyskytuje i v oligomerni



formé¢, avSak na z nich izolovaném ezrinu tyrosinova fosforylace detekovana nebyla (Berryman et al.

1995). Tato data zpochybiiuji korelaci mezi tyrosinovou fosforylaci a oligomerizaci ezrinu.

Dalsi vysledek rozporujici hypotézu, ze fosforylace ezrinu by mohla mit za nasledek jeho oligomerizaci,
byl ukazan s pouzitim bun¢k, které exprimuji modifikovany ezrin. Nahrazenim Thrss; doslo ke vzniku
nefosforylovatelné varianty ezrinu T567A anebo pseudofosforylovanému ezrinu T567D. Porovnanim
zastoupeni monomert a oligomert ezrinu v cytoplazmé a membranové frakci bun¢k bylo zjisténo, ze
varianta ezrinu T567D ma vliv na snizeni mnoZstvi oligomerti v membranové frakci. Efekt fosforylace
ezrinu pouze na membranovou frakci byl potvrzen znaCenim protilatky rozpoznavajici fosforylaci
konzervovaného Threoninu na C-terminalni doméné€ ERM proteini. Znaceni touto protilatkou ukazalo,
ze fosforylované ERM jsou nabohacené pravé v membranové frakci bunék. Fakt, ze varianta T567D
zpusobila snizeni mnozstvi oligomerti ezrinu v membrané, vedl k navrzeni hypotézy, ze fosforylace
Thrse7 na ezrinu zptsobi disociaci oligomerti na ezrinové monomery. Tato hypotéza byla podpofena
vysledkem dalSiho experimentu, ktery ukazal, ze monomery ERM jsou vice fosforylovany nez
oligomery (Gautreau et al. 2000). Z toho vyplyva, ze fosforylace ezrinu se pravdépodobné podili spise

na disociaci ezrinovych oligomert nez na jejich tvorbé.

Daéle byla zkoumana schopnost variant ezrinu vdzat se na aktinovy cytoskelet. T567A ezrin se na aktin
nevaze, coz je rozdil oproti WT ezrinu a T567D varianté (Gautreau et al. 2000). To znaci dilezitost
fosforylace ezrinu v jeho aktivaci a vazbé€ na aktin, coz souhlasi s vysledkem, ze pouze fosforylovany
moesin miZze interagovat s polymerovanym aktinem (Nakamura et al. 1999). VSechny tyto vysledky
spolecné naznacuji, ze aktivni forma ezrinu je v podob€ monomeru, pfi¢emz za prechod z oligomert do

formy monomert je zodpovédna fosforylace ezrinu na Thrses; (Gautreau et al. 2000).
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2.5.3 Lokalizace a funkce ERM proteinu

ERM u obratlovei maji ~75% sekvencni podobnost, oviem svou lokalizaci v tkénich se 1isi (Smith et
al. 2003). Ezrin se nachazi pfevazné v travicim traktu — zaludku, tenkém a tlustém stieveé. Radixin je
vysoce exprimovan v jatrech a moesin v plicich, slezing, ledvinach a endotelidlnich buiikach cév

(Kawaguchi et al. 2017).

Vzhledem ke své schopnosti vdzat se na aktinova filamenta, se ERM proteiny v buiice nachazi v mistech
bohatych na aktin (Sato et al. 1992). Ezrin, ktery je nejvice prostudovanym proteinem této rodiny a ktery
je pfedmétem mé prace, je lokalizovan v apikalnim kortexu bunék, konkrétn€ v povrchovych strukturach
bohatych na aktin jako jsou microvilli (Bretscher 1989; Berryman et al. 1993). Lokalizace a role ezrinu
v microvilli je velmi dtlezitd, nebot’ mysi s deleci genu pro ezrin nejsou zivotaschopné. Po narozeni tyto
mys$i vypadaji zdrave, ale umiraji pred odstavenim. Je to zpiisobeno defektni morfogenezi microvilli ve
sttevech (Saotome et al. 2004), coz bylo potvrzeno i kondicionalnim vyfazenim ezrinu pouze ve
sttevnich epitelidlnich bunkach (Casaletto et al. 2011). Nedochazi ovSem jen k defektim morfogeneze
microvilli, ale naruSena je také aktinova kontraktilni vrstva nazyvana terminalni sit’ (z anglického vyrazu
terminal web), kterd se nachazi v apikalni ¢asti epitelidlnich bun€k stfeva, kde upeviuje microvilli.
Z toho vyplyva, ze se ezrin podili nejen na morfologii microvilli, ale také na spravné integrit€ apikalnich
casti epitelialnich bunék stfeva a stabilité a usporadani terminalni sité, ze které microvilli vychazeji

(Casaletto et al. 2011).

Dale se zda, ze se ERM proteiny podileji na morfologii a adhezi bunék, nebot’ ptisobenim inhibitoru
fosfataz Calyculinu A nebo expresi moesinového mutanta mimikujici fosforylaci doslo k zakulaceni
bungk a zabranéni jejich adheze. To naznacuje, ze vys$si hladiny fosforylovanych ERM proteinti zptisobi
zakulaceni bunék, udrzeni sférického tvaru a diky tomu je zabranéno prichyceni bun¢k k substratu. Aby
mohlo dojit k adhezi bunék, v mistech kontaktu bunky se substratem by mély byt ERM defosforylovany,
¢imz dojde ke zmén€ tvaru bunky — buiika se tak stava vice plochou a dochazi k jejimu pfichyceni

(Tachibana et al. 2015).

Diky své schopnosti vazat membranové proteiny a lipidy (napt. PIP,) (Yonemura et al. 1998; Fievet et
al. 2004) se ERM vyznamné podili na organizaci membranovych domén nebot’ slouzi jako spojnik mezi

témito proteiny a aktinovym cytoskeletem (Turunen et al. 1994).
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2.5.4 EWI proteiny

ERM proteiny jsou schopné svou N-terminalni doménou interagovat s membranovymi proteiny, jako je
napfiklad ICAM-2, CD43 nebo hyaluronovy receptor CD44 (Tsukita et al. 1994; Yonemura et al. 1998).
Ovsem tyto interakce nemusi byt ptimé, ale mohou byt do ni zapojené i jiné proteiny, které se na
interakci podileji, jako jsou naptiklad proteiny podrodiny EWI. Bylo prokazano, ze EWI-2 a EWI-F
proteiny, které patii do této podrodiny, jsou schopné interagovat s N-terminalni doménou ERM (Sala-
Valdés et al. 2006). Konkrétn€ na mysSim oocytu dochézi k cis-interakci mezi CD9 a EWI-2 a EWI-F
(Runge et al. 2007; Glazar a Evans 2009).

2.6 Vazba aktinu a povrchovych proteint

Jak jiz bylo zminéno vySe, aktin se pravdépodobné podili na presunu n€kolika proteinti béhem AR
spermie (Sosnik et al. 2009; Satouh et al. 2012; Frolikova et al. 2016; Frolikova et al. 2018). Mezi nimi
je také CD9 protein, ktery se po AR nachazi v oblasti ekvatorialniho segmentu (Frolikova et al. 2018).
Tim, ze EWI-2 a EWI-F mohou interagovat jak s CD9 (Runge et al. 2007; Glazar a Evans 2009), tak
s ERM proteiny (Sala-Valdés et al. 2006), které navic svou C-terminalni doménou vazou aktin (Turunen
et al. 1994), by mohlo takto dochazet k neptfimému propojeni mezi CD9 a aktinovym cytoskeletem jak

v oocytu, tak ve spermii.

2.6.1 CD9

CD9 patii do rodiny transmembranovych proteinti nazyvanych tetraspaniny. Tetraspaniny jsou schopné
vytvaret Sirokou sit’ proteinli nazyvanou tetraspaninové sit¢ diky své schopnosti interagovat jak
vzajemné mezi sebou, tak s dalSimi proteiny. Tyto sit€¢ jsou zodpoveédné za organizaci membran,
interakce tetraspanind s proteiny a lipidy ma za nasledek vznik mikrodomén v membranach (Frolikova

et al. 2018; JankoviCova et al. 2020).

Protein CD9 nachézejici se na povrchu oocytu, konkrétné na membrané microvilli (Kaji et al. 2000;
Runge et al. 2007), je jednim ze tfi dosud popsanych esencialnich proteind, které se podileji na adhezi
a fuzi spermie a oocytu. Dal$imi jsou protein Izumo 1 exprimovany na plazmatické membrané akrozom-
zreagované spermie (Inoue et al. 2005; Satouh et al. 2012) a jeho receptor Juno pfitomny na plazmatické
membrané oocytu (Bianchi et al. 2014; Jean et al. 2019). VSechny tyto 3 proteiny jsou nezbytné nutné
pro oplozeni, nebot’ pokud néktery z nich nebyl ptitomny, k oplozeni nedoslo (Kaji et al. 2000; Inoue et

al. 2005; Bianchi et al. 2014).

Navic pokud CD9 neni na oocytu piitomno, dochazi ke zménam v morfologii microvilli. Microvilli jsou
kratké a Siroké, nékdy dokonce az 2x $irSi nez microvilli na WT oocytech. Dal$im rozdilem je hustota
microvilli na povrchu oocytid, u CD9 KO je distribuce microvilli mnohem hustsi a 1isi se také polomeér

zaktiveni konce microvilli. U CD9 KO oocytt byl téméf 2x vyssi nez u WT oocyti, coz by mohlo mit
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vliv na oplozeni, nebot’ maly polomér zakiiveni konce microvilli by mél podporovat lepsi fizi membran

(Runge et al. 2007).

Na morfologii microvilli u oocytl se podili i aktin, coz bylo dokazano pouzitim latrunculinu B, ktery
zabranuje polymeraci aktinu. Oocyty oSetiené timto toxinem bud’ microvilli Gplné postradaly nebo jich
na povrchu oocytu bylo pfitomno velmi malo (Runge et al. 2007). U téchto oocytli navic dochazelo
v dusledku inhibice polymerace aktinu ke snizeni jejich fertilizace (McAvey et al. 2002). Navic to, ze
morfologii microvilli ovliviiuje jak naruseni funkce aktinu, tak CD9 proteinu, by mohlo znamenat, ze
v oocytu dochdzi k interakci mezi CD9 a aktinem. Tato hypotéza je podpotfena faktem, ze v oocytu
dochazi k piimé interakci mezi CD9 a EWI-2 a EWI-F proteiny (Runge et al. 2007), jak jiz bylo zminéno

v ptedchozi kapitole.

Po kontaktu spermie s oocytem, dochazi ke spojeni mezi Izumo 1 na spermii a Juno receptorem na
oocytu, coz ma za nasledek lokalni reorganizaci membran. V misté kontaktu membran je na plazmatické
membrané spermie akumulovan Izumo 1 a v oolemé dochazi k nahromadéni CD9 do mist kontaktu
gamet (Chalbi et al. 2014). Pouzitim mikroskopického snimani v realnim ¢ase bylo ukazano, ze poté, co
je CD9 akumulovano do mist kontaktu spermie a oocytu, dochéazi k vtazeni spermie do oocytu. Oolema

vytvoti vinu, kterou obklopi spermii, ¢imz dochazi k vniknuti spermie do oocytu (Ravaux et al. 2018).

Nasledné po oplozeni se méni morfologie a pocet microvilli na oolemé. Microvilli jsou delsi, Sirsi
arozmistény jsou nepravidelné¢ ve shlukach, mezi nimiz je oolema bez microvilli. Navic se na
oplozenych vajickach nachazi méné CD9, témef az dvojnasobné. To vSe by mohlo naznacovat roli
microvilli v bloku polyspermie (oplozeni oocytu vice spermiemi) (Zykiewicz et al. 2010), nebot’ celkove
uzs§i tvar a mensi polomér zakiiveni konce microvilli zajistuji fuzi plazmatickych membran gamet
(Runge et al. 2007), jak jiz bylo zminéno vyse. Depleci CD9 na membrané oplozeného vajicka potvrzuje
i studie, kde snimali fuzi gamet ve specidlnim mikrofluidnim ¢ipu pomoci mikroskopie v realném case.
Ihned po oplozeni, v rdmci 2 min, je z oolemy odlouceno vice jak 50 % CD9. ProtoZe je CD9 na oolemé
nezbytnou prerekvizitou pro fuzi gamet, jeho odlouceni by tak mohlo slouzit jako ochrana pted
polyspermii (Ravaux et al. 2018). Na bloku polyspermie se podili i aktinovy cytoskelet, nebot
pusobenim cytochalasinu D, ktery blokuje polymeraci aktinu, doslo ke zvySenému mnozstvi
polyspermicky oplozenych oocytli (McAvey et al. 2002). Spole¢na tloha CD9 a aktinového cytoskeletu

v prevenci polyspermie by mohla byt dal$im piikladem jejich vzajemné interakce.

CD9 se nachazi také ve spermiich, ovSem oproti oocytu neni nezbytné nutny pro vazbu a fuzi gamet,
nebot’ mysi samci postradajici CD9 jsou plodni (Le Naour et al. 2000; Rubinstein et al. 2006). Role CD9
ve spermii neni stale jasna, predpoklada se, ze se CD9 podili na stabilizaci tetraspaninovych siti
a interakcich mezi spermii a oocytem béhem jejich fuze (Frolikova et al. 2018). Lokalizace CD9 byla
popsana v mysich i lidskych spermiich. V mysich epididymalnich spermiich bylo CD9 detekovano ve

vnitini a vnéj$i akrozomalni membrané, zatimco v lidskych ejakulovanych spermiich se nachazi
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v oblasti apikalniho akrozomu (Frolikova et al. 2018). Divodem rozdilného umisténi CD9 v mysi
a lidské spermii by mohl byt jejich odli$ny tvar hlavicek (Jankovi¢ova et al. 2020). Béhem kapacitace
mysSich a lidskych spermii nedochdzi ke zméné lokalizace CD9, ovSem béhem AR se jejich umisténi
méni. U my$i dochdzi k prfesunu do ekvatoridlniho segmentu a ¢astecné také do post-akrozomalni oblasti
hlavicky spermie. U lidskych spermii dochazi také k presunu CD9 béhem AR do oblasti ekvatoridlniho
segmentu (Frolikova et al. 2018). Tim, ze se aktin pravdépodobné podili na pfesunu Izumo 1 proteinu
behem AR (Sosnik et al. 2009), by se dalo piedpokladat, Ze bude hrat roli také v relokaci CD9 proteinu.

Nicméné tuto hypotézu je potieba experimentalné ovefit.
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2.7 ERM proteiny v festes a spermiich

ERM proteiny se nachazi také v testes. V mysich testes byly detekovany pouze 2 proteiny z ERM rodiny
— ezrin a radixin (Wakayama et al. 2009). Radixin je exprimovan konkrétné v Sertoliho bunkach, kde
interaguje s f-aktinem a a-tubulinem. Mohl by se tak mohl nejspiSe podilet na maturaci Sertoliho bun¢k
diky jeho interakcim s ostatnimi proteiny a s aktinem a tubulinem (Wakayama et al. 2009). Ezrin je
v mySich festes exprimovan v elongovanych spermatidach, kde interaguje s P-aktinem a zaroven
s CFTR proteinem (cystic fibrosis transmembrane conductance regulator), coz bylo potvrzeno ko-
lokalizaci i ko-imunoprecipitaci téchto proteinii. CFTR interagujici s aktinovym cytoskeletem pies ezrin
se tak muze nejspise podilet na redukci cytoplazmy béhem spermiogeneze (Wakayama et al. 2009).
Dalsi funkce ezrinu v festes byla zkoumédna pomoci RNA interference (RNAi) u potkanti. Vyrazeni
ezrinu vedlo k naruseni polarity a transportu spermatid. Spermatidy nesméiuji hlavickami k bazalni
membrané semenotvorného kanalku a jsou zanotené hluboko uvnitt epitelu v blizkosti bazalni
membrany, pficemz v daném stadiu semenotvorného epitelidlniho cyklu se maji nachazet pobliz lumen
nebo dokonce jiz byt uvolnéné v lumen kanalku (Gungor-Ordueri et al. 2014). Ezrin se v testes podili
také na organizaci aktinovych mikrofilament, nebot’ vytazeni ezrinu RNAi mé za nésledek jejich
naruSeni v Sertoliho bunkach. Aktinova mikrofilamenta jiz nejsou organizovana ve svazcich a jsou

zkracena (Gungor-Ordueri et al. 2014).

Ve spermiich byla role ezrinu zkoumdéna piedevsim béhem kapacitace. Jeho lokalizace byla popsana
v lidské a by¢i spermii, avsak jeho umisténi se 1isi. V lidské spermii je ezrin lokalizovan v akrozomalni
oblasti hlavicky (Wang et al. 2010), ovSem v by¢i spermii se nachazi v post-akrozomalni oblasti
hlavicky a v bic¢iku (Huta et al. 2020). Obé studie se zabyvaji roli ezrinu v polymeraci aktinu béhem
kapacitace. U lidskych spermii dochazi béhem kapacitace k nértstu fosforylace ezrinu na Thrse; (Wang
et al. 2010), ¢imz by m¢lo dochézet k jeho aktivaci (Fievet et al. 2004). U byki ovSem k nartistu jeho
fosforylace béhem kapacitace nedochazi, ezrin je fosforylovany pred kapacitaci a béhem kapacitace
dochazi k poklesu jeho fosforylace (Huta et al. 2020). Ztoho muZeme usoudit, Ze lokalizace

a fosforylace ezrinu ve spermiich je druhové specificka.

Studie se vSak shoduji na tom, Ze se ezrin pravdépodobné podili na polymeraci aktinu béhem kapacitace.
U lidskych spermii dochdzi béhem kapacitace interakci mezi ezrinem a aktinem, coz bylo dokazano
pomoci ko-imunoprecipitace. Pokud byl ezrin pomoci protilatky vyvazan, doslo k inhibici kapacitace,
coz znaci dulezitost ezrinu béhem tohoto procesu (Wang et al. 2010). U byki dochédzi béhem kapacitace

k nardstu F-aktinu v post-akrozomalni oblasti hlavicky, kde se nachazi také ezrin (Huta et al. 2020).

V hlavicce lidskych spermii byl detekovan také Rho disociacni inhibitor (RhoGDI) (Wang et al. 2010),
pricemz jiz diive bylo ukazano, Ze ezrin je schopny interagovat s RhoGDI a tim umoznit aktivaci malych
GTPéz rodiny Rho (Takahashi et al. 1997). Béhem kapacitace dochazi ve spermii ke zvySené interakci

mezi ezrinem a RhoGDI a zaroven po kapacitaci je snizena vazebna afinita RhoGDI1 s RhoA. Byla tedy
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navrzena hypotéza, jak miZe ezrin regulovat kapacitaci ptes ezrin-RhoGDI-aktinovou sit: po vazbé
ezrinu s RhoGDI by mohlo dochazet k uvolnéni RhoA od RhoGDI1 a RhoA by nésledné mohl ovlivnit
polymeraci aktinu skrz Rho-GTPazovou drahu, viz obr. 5 (Wang et al. 2010).

Membrane proteins
Outside (eg. cddd)  Plasma membrane

e e it H%I.‘?E%ﬂ%{imﬂmqm Ul

Inactivaled eznin
N
S A
c N ol
RhoGDI o @ @
Rhos G-actin
@ a9
‘.-ﬂ"

N

[ ]
RhoGDI1 l me—_— B
®
®( Rhad ROCK1

RhoGDIH F-actin

*'.l
ALRY

R0

Activated ezrin

Outer membrane of acrosome

L e e T e

Acrosome

Obr. 5: Model ezrinu a polymerace aktinu v hlavic¢ce lidské spermie. (Wang et al. 2010)

Puisobeni ezrinového inhibitoru béhem kapacitace mélo za nasledek inhibici polymerace aktinu v bycich
spermiich. Na jeho polymeraci béhem kapacitace se ale budou nejspiSe podilet i jiné signalni drahy,
které jsou nezavislé na ezrinu, nebot’ pltisobenim ezrinového inhibitoru doslo jen k 30% poklesu
mnozstvi F-aktinu, pfi€emz u ezrinu doslo ke kompletni inhibici jeho aktivity (Huta et al. 2020).
Inhibice polymerace aktinu ma za nasledek castéjsi spontanni AR (sAR) (Shabtay a Breitbart 2016),
tudiz by se dalo ptredpokladat, ze ezrinovy inhibitor bude mit vliv i na sAR. Tato hypotéza byla
potvrzena: pisobenim inhibitoru ezrinu na spermie béhem kapacitace doslo nejen k inhibici polymerace
aktinu, ale zaroven také k indukci sAR. Ezrin se tedy nejspiSe podili na ochrané spermie pied sAR tim,

ze reguluje polymeraci aktinu (Huta et al. 2020).

Jsou ovsem 2 cesty, jak dochazi k polymeraci aktinu béhem kapacitace a zabranuji tak sAR:
prostfednictvim fosfolipazy D (PLD) anebo Ca?*/kalmodulin-dependentni kinazy II (CaMKII) (Shabtay
a Breitbart 2016). Zapojeni ezrinu a CaMKII bude popséana nize a prokazana byla i role signalni drahy
PLD v ochrané pred sAR. Kdyz byla pfitomna kyselina fosfatidova, produkt aktivity PLD, doslo

k potlaceni indukce sAR zptuisobené inhibici ezrinu nebo inhibici CaMKII. To znamena, ze draha PLD
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je aktivni a podili se na ochrané pted sAR, kdyZ jsou ezrin anebo CaMKII inhibovany. Ov§em tim, Ze
k potlaceni indukce sAR doslo po pfidani produktu PLD, nemiZeme z tohoto experimentu vyvodit, zda

k aktivaci PLD opravdu dochazi, pokud jsou ezrin anebo CaMKII inhibovany (Huta et al. 2020).

K indukci sAR dochazi také pokud je béhem kapacitace snizeno mnozstvi PIP, (Huta et al. 2020), ktery
je nezbytng nutny pro aktivaci ezrinu (Fievet et al. 2004). Mohlo by to byt tim, ze snizenim celkového
mnozstvi PIP, dochazi také ke snizeni mnozstvi ezrinu vazajiciho se na PIP,, cozZ ma za nasledek inhibici
ezrinu a tudiz indukci sAR (Huta et al. 2020). OvSem na PIP, se vaze také gelsolin (protein schopny
vazby na aktin zptsobujici jeho depolymeraci), ¢imz dochazi k inhibici jeho aktivity. Tudiz snizenim
mnozstvi PIP, by doslo k aktivaci gelsolinu a zhrouceni polymerovaného aktinu. Tato hypotéza byla
potvrzena, jak ukazala studie Finkelstein et al. (2010), kdy aktivace gelsolinu v lidskych kapacitovanych
spermiich vedla k depolymeraci aktinu a indukci AR. Je tedy otazkou, zda ke stimulaci SAR snizenim

PIP, dochazi skrz inhibici ezrinu nebo aktivaci gelsolinu.

Kromé vazby PIP; je k aktivaci ezrinu potfebna také jeho fosforylace na Thrse; (Fievet et al. 2004).
Pouzitim inhibitorh kindz bylo zjisténo, Ze fosforylace ezrinu je zavisla na protein kindze A a CaMKII,
pricemz vazba PIP; tuto fosforylaci stimuluje. Fosforylace Thrse7 je podpofena také pouzitim inhibitoru
serin/threoninové fosfatazy I (PPI). Kromé toho inhibice PPI ma za nasledek také potlaceni indukce
sAR, ktera byla zplisobena inhibici ezrinu. Tyto zjisténi podporuji hypotézu, ze fosforylovany ezrin

brani spermii podstoupit sAR (Huta et al. 2020).

Exprese ezrinu byla zkoumana také ve spojeni s neplodnosti muzii. U spermii se snizenou motilitou, tzv.
astenozoospermii, byla exprese vyznamné slabsi nez u tzv. normospermii, tedy spermii s normalnimi
referencnimi parametry spermiogramu, kde se ezrin nachazi jak v hlavicce, tak bi¢iku (Salvolini et al.
2013). Tim, Ze ezrin se podili na polymeraci aktinu (Wang et al. 2010; Huta et al. 2020) a aktin je
pravdépodobné zodpoveédny za hyperaktivaci spermie (Itach et al. 2012), je mozné Ze snizena exprese
ezrinu vede k poruchdm polymerace aktinu, a to by mohlo mit za nasledek spolu s dal$imi vlivy snizenou

motilitu spermii.

Krome regulace polymerace aktinu béhem kapacitace byly navrzeny i dalsi role ezrinu ve spermii. Ezrin
v lidské spermii interaguje s membranovym proteinem CD44, ktery se nachazi v hlavicce i biciku
(Wang et al. 2010). Ackoliv role CD44 nebyla u spermii dosud prozkoumana, u lidskych myeloidnich
bunc¢k bylo ukazano, ze CD44, coz je receptor pro hyaluronan, interaguje s aktinem pies ERM proteiny
a vazba hyaluronanu na CD44 je ERM proteiny nejspise regulovana (Brown et al. 2005). Je také mozné,
ze ezrin interaguje i s ostatnimi membranovymi proteiny, které by se spolecné mohly podilet na

reorganizaci plazmatické membrany spermie béhem kapacitace (Wang et al. 2010).
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2.8 ERM proteiny v oocytech a ranych embryich

ERM jsou rovnéz zastoupeny v oocytech a ranych embryich. V mysich oocytech se ezrin nachazi podél
kortexu, kromé oblasti obklopujici délici vieténko. V embryu je pritomny az do stadia kompaktace na
periferii bunék vcetn¢ mist jejich kontaktu. Po kompaktaci se jeho umisténi méni, ezrin je jen v oblasti
apikalnich polt blastomer (Louvet et al. 1996). Se zménou lokalizace dochazi také k poklesu jeho
mnozstvi. V blastocystach se nachazi pfiblizné o 50 % mén¢ ezrinu nez v 1 bunééném stadiu embrya,
pricemz k nejvétsimu poklesu dochazi v 8 bunééném stadiu po kompaktaci (Louvet et al. 1996). Pokles
by mohl byt nasledkem reorganizace cytoskeletu a cytoplazmy blastomer, ke kterému b&hem

kompaktace dochazi (Louvet et al. 1996).

Ezrin tedy kopiruje lokalizaci microvilli, nebot’ v mysim oocytu jsou microvilli po celém jeho obvodu
az na oblast kolem meiotického vieténka a v kompaktovaném embryu jsou microvilli koncentrovany
pouze na apikalnich polech blastomer (Reeve a Ziomek 1981; Louvet et al. 1996). Diky tomu muze
ezrin slouzit jako marker polarity bunécného povrchu asociovaného s microvilli (Louvet et al. 1996).
Fosforylovana forma ezrinu (fosfoezrin) byla vyuzita jako marker polarity blastomer pfi studiu jejich
symetrického a asymetrického déleni u mysiho embrya (Humiécka et al. 2017), ke kterému dochazi
behem ptechodu z 8 do 16 bunécného stadia a dava vzniknout prekurzoriim bunék tvorici trofoektoderm
a vnitini bunénou masu blastocysty (Johnson a Ziomek 1981). Fosfoezrin je umistén stejné jako ezrin
podél bunécného kortexu blastomer nekompaktovaného embrya a po kompaktaci se nachazi

v apikalnich doménach blastomer (Humiécka et al. 2017).

V mysich oocytech s germinalnim va¢kem jsou fosforylované ERM (f-ERM) rozprostiené rovnomerng
okolo kortexu, pficemz v pribéhu zrani oocytt se jejich umisténi méni. Kdyz se délici vieténko nachazi
mimo stied bunky, dochazi k ubytku f-ERM v kortikalni oblasti obklopujici délici vieténko
s chromozomy, kde vznikd kortikalni aktinova cepicka (Dehapiot a Halet 2013). Tvorbu aktinové
cepicky tidi Ran GTPaza (Deng et al. 2007; Yi et al. 2011), kterd je také signalem indukujicim
defosforylaci f-ERM, nebot’ inhibici Ran GTP4zy dochazi k rovnomérné distribuci f-ERM podél celého
kortexu vcetn€¢ oblasti okolo dé¢liciho vieténka. Z toho vyplyva, ze se ERM proteiny spolu s Ran

GTPézou podileji na polarizaci oocytu (Dehapiot a Halet 2013).

Kromé ezrinu se v mySim oocytu nachazi také radixin a moesin, jejichz fosforylované formy jsou
lokalizovany téz v kortikalni oblasti oocytu, pfedev§im v microvillarni doméné. Vytvofenim
dominantné negativni formy radixinu doslo k defektim dé¢liciho vieténka béhem exitu z metafaze II.
Vieténko bylo abnormalné zaktivené, nedoslo k jeho rotaci a vznikly 2 struktury podobné polarnimu
telisku. Problémy s rotaci vieténka a vylou¢enim polarniho téliska vykazovaly i oocyty oSetfené
cytochalasinem D narusujicim polymery aktinu. To ukazuje podil nejen aktinu, ale i radixinu na

spravném dokonceni druhého meiotického déleni oocytu (Larson et al. 2010).
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Dulezitost ERM proteind v oocytu dokazuje studie, kde byly proteiny inhibovany pomoci siRNA. Pokud
byly ERM inhibovany samostatné, nedoSlo ke snizeni fertiliza¢niho indexu (celkové mnozstvi
fuzovanych spermii/celkové mnozstvi oocytit). Oproti tomu, inhibici vSech tfi ERM proteinti, ke snizeni
fertilizace doslo. Stejné tomu tak bylo u proteinit EWI-2 a EWI-F, ke sniZeni fertiliza¢niho indexu doslo
pouze pii inhibici obou proteinli souc¢asné. Z toho je mozné usuzovat, ze dochdzi k redundanci mezi
proteiny, nebot’ efektivita inhibice pomoci siRNA nizké nebyla a k poklesu jednotlivych proteind vzdy
signifikantné doslo. Po inhibici ERM a/nebo EWI proteini navic doslo ke zvySeni poloméru zakfiveni
microvilli (Cohen et al. 2022). Tento vysledek se shoduje se studii Runge et al., kde u CD9 KO oocyti
také doslo ke zvyseni zaktiveni poloméru microvilli. V ¢em se ale studie 1i8i, je v ovlivnéni denzity
microvilli, oproti CD9 KO, kde dochazi ke zvyseni jejich hustoty (Runge et al. 2007), u oocytd
s inhibovanymi ERM a EWI ke zméné hustoty microvilli nedoslo. To by mohlo znamenat, ze CD9
protein ovliviiuje formaci microvilli negativné a tudiz pii absenci této negativni regulace dochazi ke

zvyseni hustoty microvilli (Cohen et al. 2022).
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3. Hypotéza a cile prace

3.1 Hypotéza

Ezrin ve spermii propojuje proteiny CD9 s aktinovym cytoskeletem a podili se tak na jejich relokaci

béhem akrozomalni reakce. Obdobnou roli hraje ezrin v fizeni lokalizace CD9 v membrané oocytu.

3.2 Cile prace

1. Lokalizovat ezrin a fosfoezrin v hlavicce mysi spermie a porovnat zmény v jejich lokalizaci
v intaktni/kapacitované/akrozom-zreagované spermii.

2. Ovétit moznou interakci (pfimou nebo nepifimou) mezi ezrinem a proteinem CD9 ve spermii.

3. Porovnat vzajemné =zastoupeni ezrinu a fosfoezrinu v intaktni/kapacitované/akrozom-
zreagované spermii.

4. Ovérit vzajemnou lokalizaci ezrinu a CD9 v myS$im oocytu.
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4. Materialy

4.1 Mysi

Pro veskeré experimenty byly pouzity C57BI/6]J mysi, které byly drzené v chovech Laboratofe
reprodukéni biologie v Ceském centru pro fenogenomiku Ustavu molekulérni genetiky Akademie véd

CR. Mysi samci byli 10-20 tydnti stai, viichni byli zdravi a neprojevovaly se u nich Zadné piiznaky

stresu a diskomfortu.

Pro odbér oocyti byly mysi samice 3 tydny staré. Na jejich stimulaci byl schvalen projekt pokusu
¢. AVCR 2477/2021 SOV II. Samice byly stimulované prvni den 5 IU Folligonu (Intervet International
B.V., Nizozemsko), tieti den byly stimulované 5 IU lidského choriového gonadotropinu (CG10, Sigma-

Aldrich, USA) a 4. den byly usmrceny cervikalni dislokaci. Samice byly zdravé a neprojevovaly se

u nich zadné ptiznaky stresu a diskomfortu.

4.2 Chemikalie
4.2.1 Protilatky

e Primarni protilatky:

Ezrin: anti-ezrin, klon 4AS, Ascites free, MAB3822-C, Sigma-Aldrich, USA
Ezrin: mouse monoclonal to ezrin [3C12], ab4069, Abcam, Velka Britanie
Ezrin: ezrin (E-8), sc-398807, Santa Cruz Biotechnology, USA

Fosfoezrin: anti-ezrin (phospho T567), ab47293, Abcam, Velka Britanie
a-tubulin: anti-a-tubulin, klon DM1A, T6199, Sigma-Aldrich, USA

CD9: CD9/MRP-1, bs-2489R, Bioss, USA

Fosfotyrosin: 4G10 Platinum, anti-phosphotyrosine, 05-1050, Millipore, USA
Fosfoserin: anti-phosphoserine, ab1603, Millipore, USA

Fosfothreonin: anti-phosphothreonine, ab1607, Millipore, USA

B-aktin: anti-B-aktin, klon AC-15, A1978, Sigma-Aldrich, USA

a-aktin: anti-aktin (20-33), A5060, Sigma-Aldrich, USA

Krali¢i imunoglobuliny: Rabbit IgG Isotype control, 31235, Invitrogen, USA
Mysi imunoglobuliny: Mouse IgG Isotype control, 31903, Invitrogen, USA
DAPI, 62248, Thermo Fisher Scientific, USA

EWI-2: IgSF8/CD316, AF3117, R&D systems, USA

e Sekundarni protilatky konjugované s fluorescencni znackou:

AlexaFluor 488 goat anti-mouse IgG (H+L), A11029, Invitrogen, USA
AlexaFluor 568 donkey anti-mouse IgG (H+L), A10037, Invitrogen, USA
AlexaFluor 488 goat anti-rabbit [gG (H+L), A11008, Invitrogen, USA
AlexaFluor 568 donkey anti-rabbit IgG (H+L), A10042, Invitrogen, USA
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- AlexaFluor 488 donkey anti-goat IgG (H+L), A11055, Invitrogen, USA

- AlexaFluor 568 donkey anti-goat IgG (H+L), A11057, Invitrogen, USA
e Sekundarni protilatky konjugované s kienovou peroxidazou

- goat anti-mouse IgG-HRP (H+L), 170-6516, Bio-Rad, USA

- goat anti-rabbit [gG HRP (H+L), 170-6515, Bio-Rad, USA

- rabbit anti-goat I[gG-HRP (H+L), 172-1034, Bio-Rad, USA

4.2.2 Roztoky
e Fosfatovy pufr (PBS) pH 7,4 10x:
o 87,7 g NaCl, S9888, Sigma-Aldrich, USA
o 27,6 g NaH,POy - 2 H,0, 30017-AP0, Lachner, CR
o 11dHO
e PBSs0,05% Tweenem (T-PBS)
o Tween 20, 37470, Serva, Némecko
e Elektrodovy pufr 10x
o 60,6 g Tris, 252859, Sigma Aldrich, USA
o 288 g Glycin, G7126, Sigma Aldrich, USA
o 20 g dodecylsiranu sodné¢ho (SDS), L3771, Sigma Aldrich, USA
o 21dHO
e Transferovy pufr
o 200 ml Trans-Blot Turbo 5x Transfer buffer, 10026938, Bio-Rad, USA
o 200 ml ethanolu, Penta, CR
o 600 ml dH,O
e 0,9% Fyziologicky roztok
o NaCl, S9888, Sigma-Aldrich, USA
e 10% persiran amonny (APS) v dH,O:
o APS, A9164, Sigma-Aldrich, USA
e 10% SDS v dHO:
o SDS, L3771, Sigma Aldrich, USA
e SDS vzorkovy puft:
o 6,4ml10% SDS
o 3,2 ml glycerol, G8773, Sigma-Aldrich, USA
o 4 ml Tris-HCI puftr, pH 6,8: Stacking Gel Buffer, 1610799, Bio-Rad, USA
o 18,4 ml dH,O
e 8M mocovina v SDS vzorkovém pufru:
o mocovina, U5378, Sigma-Aldrich, USA

e Fixacni roztok methanol:aceton (1:1)
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o Methanol, Penta, CR
o Aceton, Lachner, CR
e 0,5MEDTA:
o 41,62 g EDTA, E6511, Sigma-Aldrich, USA
o 200 ml dH,O
e SDS vzorkovy pufr s EDTA:
o 749 ul dH.O
o 100 pul 10% SDS
o 140 ul inhibitort fosfataz: Pierce™ Protease and Phosphatase Inhibitor Mini Tablets,
EDTA-free, A32961, Thermo Fisher Scientific, USA
o 10pl0,5M EDTA
o 1 pl merkaptoethanolu: 2-merkaptoethanol, 128R1558, Sigma-Aldrich, USA
e Lyzacni pufr s CHAPS:
o 0,036 g Tris, 252859, Sigma-Aldrich, USA
o 0,087 g NaCl, S9888, Sigma-Aldrich, USA
o 0,1 g CHAPS: C9426, Sigma-Aldrich, USA
o 10 ml dH,O
e HEPES pufi:
o 5,96 g HEPES, H4034, Sigma-Aldrich, USA
o 500 ml dH.O
e (,1M glycinovy pufr pH 3,01:
o 3,75 g glycinu, G7126, Sigma-Aldrich, USA
o 500 ml dH-O
e Tris pufr pH 8:
o 0,2M Tris: 12,11 g Tris, 252859, Sigma-Aldrich, USA
o 0,02M CaCl,: 1,11 g CaCl,, C1016, Sigma-Aldrich, USA
o 500 ml dH.O

4.2.3 Priprava spermii a kapacitace
o M2 médium, M7167, Sigma-Aldrich, USA

e Parafinovy olej s vysokou viskozitou, 8904.1, Carl Roth, Némecko

4.2.4 Nepiima imunofluorescence
e Bloka¢ni médium SuperBlock™, 37515, Thermo Fisher Scientific, USA
e Montovaci médium s DAPI: Vectashield Antifade Mounting Medium with DAPI, H-1200,
Vector Laboratories, USA
e 10% formalin: Formalin solution, neutral buffered, 10%, HT501128, Sigma-Aldrich, USA
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3,2% paraformaldehyd: paraformaldehyd 32%, 47377, Thermo Fisher Scientific, USA
Aceton: Lachner, CR

Permeabiliza¢ni oplachovaci pufr: Intracellular Staining Perm Wash Buffer, 421002,
BioLegend, USA

5% bovinni sérum albumin (BSA) v PBS: Bovine Serum Albumin, A3803, Sigma-Aldrich,
USA

4.2.5 Zisk a barveni oocyti

Hyaluronidaza z bovinnich testes, H4272, Sigma-Aldrich, USA

Tyrodtv roztok, T1788, Sigma-Aldrich, USA

1% BSA v PBS: Bovine Serum Albumin, A3803, Sigma-Aldrich, USA

3,7 % paraformaldehyd (PFA), P6184, Sigma-Aldrich, USA

0,1% Triton, X100, Sigma-Aldrich, USA

Montovaci médium s DAPI: Vectashield Antifade Mounting Medium with DAPI, H-1200,
Vector Laboratories, USA

4.2.6 Izolace proteinu

Inhibitory fosfatdz: Pierce™ Protease and Phosphatase Inhibitor Mini Tablets, EDTA-free,
A32961, Thermo Fisher Scientific, USA

5% merkaptoethanol: 2-merkaptoethanol, 128R1558, Sigma-Aldrich, USA

Komeréni kit Qubit™ Protein Assay Kit, Q33211, Invitrogen, USA

Bromfenolova modi: B0126, Sigma-Aldrich, USA

RIPA puft: Pierce™ RIPA buffer, 89900, Thermo Fisher Scientific, USA

4.2.7 SDS polyakrylamidova gelova elektroforéza a metoda Western blot

Precision Plus Protein Standards Dual Color, 1610374, Bio-Rad, USA

Nitrocelul6zova membrana: Hybridization Nitrocellulose Filter, HATF00010, Millipore, USA
PVDF membrana: Immobilon-PSQ PVDF Transfer Membrane, ISEQ00010, Millipore, USA
Whatman Chromatography Paper, 3MM Chr, 3030-672, Cytiva

Ponceau S Solution, P7170, Sigma-Aldrich, USA

Blotovaci mléko: Blotto non-fat dry milk, sc-2325, ChemCruz, USA

SuperSignal™ West Pico PLUS Chemiluminescent Substrate, 34580, Thermo Fisher
Scientific, USA

SuperSignal™ West Femto Maximum Sensitivity Substrate, 34096, Thermo Fisher Scientific,
USA

Restore™ Western Blot Stripping Buffer, 21059, Thermo Fisher Scientific, USA

Tris-HCI pufr, pH 8,8: Resolving Gel Buffer, 1610798, Bio-Rad, USA
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e Tris-HCI pufr, pH 6,8: Stacking Gel Buffer, 1610799, Bio-Rad, USA

e 30% Polyakrylamid: 30% Acrylamide/Bis solution, 37.5:1, 1610158, Bio-Rad, USA
o TEMED: T7024, Sigma-Aldrich, USA

e 7zelatina: Gelatin from cold water fish skin, G7041, Sigma-Aldrich, USA

4.2.8 Priprava vzorkii na hmotnostni spektrometrii, ko-imunoprecipitace
e IP pufr: Pierce™ IP Lysis Bufferm 87788, Thermo Fisher Scientific, USA
o Agardozové kulicky: Pierce Recombinant Protein A/G Agarose, 20365, Thermo Fisher
Scientific, USA
e Magnetické kuli¢ky: Immunoprecipitation Kit — Dynabeads™ Protein G, 10007D, Invitrogen,
USA
e Pierce™ Phosphoprotein Enrichment Kit, 90003, Thermo Scientific

4.3 Pristroje
o Inkubator Galaxy 14 S, New Brunswick, Eppendorf, Némecko
o Ikubator Sanyo MCO-18AIC
e Eppendorf centrifuga 5804 R, Eppendorf, Némecko
e Eppendorf centrifuga MiniSpin Plus, Eppendorf, Némecko
e Vortex, P-Lab, CR
e Termoblok: Mixing block, MB-102, Bioer, Cina
e Orbital Shaker PSU-10i, Biosan, LotyS$sko
e Roller Mixer, BT Lab System, USA
e Magneticky stojanek, Invitrogen, USA
o Azure c600 Gel Imaging System, Azure Biosystems, USA
e Zdroj elektrického napéti PowerPac 1000, Bio-Rad, USA
e Trans-Blot Turbo Transfer System, Bio-Rad, USA
e Fluorescenéni mikroskop Nicon E-400 FLUORES, Nikon, Japonsko
o Konfokalni mikroskop Carl Zeiss LSM 880 NLO, Zeiss, Némecko

25



5. Metody

5.1 Priprava spermii

Z mysich samct byly vypitvany cauda epididymis, které byly nékolikrat nastfiZzeny a vloZeny do predem
vyhtatych 200 pl kapek M2 média v Petriho miskach. Petriho misky byly inkubovany 10 min
v inkubatoru pfi 37 °C a 5 % CO.. Nasledné byly z kapek M2 média uvolnéné spermie odebrany a 2x
promyty v pfedem vyhtatém 0,9% fyziologickém roztoku s pouZzitim centrifugy vzdy po dobu 5 min pfi

pokojové teploté a zrychleni 400 x g.

5.2 Kapacitace spermii

Po odebrani spermii zM2 média byla nejdifive zmeéfena jejich koncentrace, a to pomoci
CASA (Computer-Assisted Sperm Analysis). Nasledn€¢ bylo napipetovano pfislusné mnozstvi
nepromytych spermii do pfedem vyhtatych 200 pl kapek M2 média prekrytych parafinovym olejem
v Petriho miskach tak, aby v kazdé kapce bylo 1 x 10° spermii. Petriho misky byly inkubovany 1 hod

v inkubatoru pii 37 °C a 5 % CO,, ¢imz doslo ke kapacitaci spermii.

5.3 Neprima imunofluorescence

5.3.1 Roztér spermii na podlozni skli¢ko

Spermie, které byly nejdiive 2x promyté ve fyziologickém roztoku, byly naneseny na podlozni sklicko
a byl udé€lan roztér. Na nezaschly roztér spermii bylo hydrofobni fixou nakresleno kolecko, do kterého
bylo ihned naneseno 200 pl fixa¢niho roztoku. Vzorky byly fixovany metanolem a acetonem (1:1) 5 min
ve vlhké komirce a nasledné byly sklicka 3x promyty ve fyziologickém roztoku, vzdy po dobu 5 min.
K blokaci nespecifickych mist bylo pouzito bloka¢ni médium SuperBlock, na vzorky bylo naneseno
200 pl média, které se nechalo ptsobit ve vlhké komiirce 60 min. Po oplachnuti vzorkd 3x 5 min
ve fyziologickém roztoku byla nanesena primarni protilatka, se kterou byly vzorky inkubovany ve vlihké
komirce pfes noc v lednici. Koncentrace primarni protilatky v piipad€é znaceni ezrinu byla 1:10,
fosfoezrinu 1:25. Na negativni kontrolu byl misto primarnich protilatek nanesen pouze fyziologicky

roztok.

Druhy den byly nejdrive vSechny vzorky 3x 5 min oplachnuty ve fyziologickém roztoku a nasledné byly
inkubovany se sekundarni protilatkou s konjugovanou fluorescencni znackou o fedéni 1:300 po dobu
1 hod ve vlhké komurce. Dale byly vzorky znovu 2x 5 min oplachnuty ve fyziologickém roztoku,

a nakonec v destilované vode.

Po poslednim oplachnuti byly neosusené vzorky hned montovany pomoci montovaciho média s DAPI,
¢imz jsou znacena jadra spermii. Nakonec byly vzorky piekryty krycim sklickem, jehoz okraje byly

zafixovany bezbarvym lakem na nehty. Pfipravené preparaty byly nasledné pozorovany pod
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fluorescencnim mikroskopem Nicon E-400 FLUORES a foceny konfokalnim mikroskopem Carl Zeiss
LSM 880 NLO.

Optimalizace protokolu: V ramci optimalizace protokolu bylo vyzkouSeno vzorky proplachovat
v PBS. Misto roztéru spermii sklickem bylo vyzkouseno také kapnuti spermii spolu s fixa¢nim ¢inidlem
do pfedem nakresleného hydrofobniho kolecka. Byla také vyzkousena rtizna fixacni Cinidla: 10%
formalin nebo 3,2% paraformaldehyd s nasledovnym pouzitim acetonu nebo permeabiliza¢niho
oplachovaciho pufru pro permeabilizaci plazmatické membrany spermie. Déle byla vyzkouSena blokace
pomoci 5% bovinniho séra albumin (BSA). Také byly pouZity rizné ezrinové protilatky. Samoziejme

bylo vyzkouseno také rizné fedéni primarni protilatky proti ezrinu a fosfoezrinu.

Znaceni CD9Y, aktinu a EWI-2: Z 2x promytych spermii ve fyziologickém roztoku byl nejdiive udélan
roztér na podlozni sklicko. Po zaschnuti bylo hydrofobni fixou nakresleno kolecko a spermie byly
fixovany 10 min v 10% formalinu. Nasledn¢ byla sklicka 3x 5 min oplachnuta ve fyziologickém roztoku
a do vyznaceného kolecka bylo naneseno 200 pl 5% BSA. Po 45 min inkubace ve vlhké komiirce jsou
sklicka znovu 3x oplachnuta. Dale byla nanesena primarni protilatka o fedéni 1:25 pro CD9, 1:50 pro
aktin a 1:10 pro EWI-2. Primarni protilatka se nechd ptlisobit v lednici pfes noc ve vlhké komtrce.
Vzorky slouzici jako negativni kontrola byly inkubovany pouze s fyziologickym roztokem misto

priméarni protilatky.

Druhy den byla sklicka 3x oplachnuta ve fyziologickém roztoku a nasledné byla nanesena sekundarni
protilatka s konjugovanou fluorescen¢ni znackou o fedéni 1:300. Vzorky byly inkubovany ve vlhké
komtrce 1 hod. Dale byla sklicka 2x oplachnuta ve fyziologickém roztoku, a nakonec v destilované
vodé. Po vysuseni sklicek byly pfidany ptiblizn€ 3 pl montovaciho média s DAPI a vzorky byly piekryty
krycim sklickem, jehoz okraje byly zafixovany bezbarvym lakem na nehty.

5.3.2 Suspenze spermii — imunofluorescenéni barveni v mikrozkumavce

Stejné jako u 5.3.1. byly spermie uvolnéné z cauda epididymis nejdiive 2x proplachnuty
ve fyziologickém roztoku. Nasledné byly spermie rozdéleny do 2 mikrozkumavek, do kterych bylo
pfidano predem vyhtatych 500 pl permeabilizaéniho oplachovacicho pufru natedéného 1:10
s destilovanou vodou, aby doslo k permeabilizaci spermii. Po 15 min pfi pokojové teploté byly spermie
znovu 2x proplachnuty fyziologickym roztokem a nasledné k nim bylo ptidano 50 ul primarni
protilatky, v pfipadé ezrinu bylo fedéni 1:10, fosfoezrinu 1:25, CD9 1:25 a aktinu 1:50. Primarni
protilatky byly se spermiemi inkubovany 1 hod pfi pokojové teploté. Do zkumavky, ktera slouzi jako

negativni kontrola bylo pfidano pouze 50 pl fyziologického roztoku.

Dale byly spermie znovu 2x proplachnuty fyziologickym roztokem a byla pridana ptislusna sekundarni
protilatka s konjugovanou fluorescen¢ni znackou o fedéni 1:300. Po inkubaci po dobu 1 hod pii

pokojové teploté byly spermie znovu 2x proplachnuty fyziologickym roztokem. Po oplachnuti byly
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spermie naneseny na podlozni sklicko, a to nasledujicim zpisobem: do pifedem nakresleného kolecka
hydrofobni fixou bylo naneseno ptiblizné 7 pl spermii a 70 pl fixa¢niho ¢inidla methanolu s acetonem
(1:1). Spermie byly na sklicko fixovany ve vlhké komtrce 5 min a nasledné byly 2x 5 min oplachnuty
fyziologickym roztokem. Poté byla sklicka oplachnuta v destilované vode a bez suSeni sklicka na né
byly ihned naneseny 3 pl montovaciho média s DAPI. Preparat byl nasledné piekryt krycim sklickem,
jehoz okraje byly zafixovany bezbarvym lakem na nehty. Pfipravené preparaty byly nasledné
pozorovany pod fluorescennim mikroskopem Nicon E-400 FLUORES a foceny konfokalnim

mikroskopem Carl Zeiss LSM 880 NLO.

5.3.3 Zisk a barveni oocyti

Z mysich samic byly vypitvany vajecniky, které byly umistény do predem vyhtatych kapek M2 média
na Petriho misce. Pod binolupou byly vaje¢niky roztrzeny pomoci jehel a uvolnéné oocyty byly
sklenénou kapilarou preneseny do kapky M2 média s hyaluronidazou (koncentrace 0,1 mg/ml)
prevrstvené parafinovym olejem. Po 10 min v inkubatoru pti 37 °C a 5% CO; doslo k odstranéni
kumuléarnich bunék od oocytu. Oocyty byly peneseny do kapky Tyrodova roztoku a pod binolupou bylo
pozorovano, jak dochazi k rozpusténi zona pellucida. Oocyty byly nasledné oplachnuty v 1% BSA
a dale 30 min fixovany v 3,7% PFA. Po jejich oplachnuti v BSA byly oocyty 5 min inkubovany v PBS
s 0,1% Tritonem a znovu oplachnuty. Dale byly oocyty inkubovany v inkubatoru pii 37 °C a 5% CO;

s primarnimi protildtkami o fedéni 1:50.

Naésledujici den byly oocyty od protilatky opldchnuty v 1% BSA a 1 hod inkubovany s pfisluSnou
sekundarni protilatkou o fedéni 1:300. Nakonec byly oocyty oplachnuty a montovany v médiu s DAPL
Oocyty byly nasledné pozorovany a foceny pomoci konfokalniho mikroskopu Carl Zeiss LSM 880
NLO.

5.4 Izolace proteinii ze spermii

K izolaci ezrinu, fosfoezrinu a EWI-2 byly pouzity spermie pfipravené podle postupu 5.1. K peleté
o ptiblizné 5 x 107 spermii bylo ptidano 150 ul SDS vzorkového pufru a 1x koncentrovany roztok
inhibitort fosfataz. Spermie se nechaly lyzovat na ledé 30 min, pfi¢emz kazdych 10 min byly kratce
zvortexovany. Po uplynuti této doby byly spermie centrifugovany 2 min pfi 4 °C a zrychleni 10 000 x g.
K odsatému supernatantu, ktery obsahoval proteiny spermie, byl pfidan 5% merkaptoethanol a vzorek
byl inkubovan 5 min na termobloku pii 95 °C. Dale byla pomoci komeréniho kitu Qubit zmétena
koncentrace proteinti, aby byla stejna nanaska proteini jednotlivych vzorki do jamek
polyakrylamidového gelu. Pro lepsi vizualizaci vzorkid v jamkach gelu byl ke kazdému vzorku ptridan

1 pl bromfenolové modfi.

CD?9 bylo izolovano stejné s rozdilem, Zze vzorky byly na termobloku vateny pii 37 °C. V piipadé

neredukujicich podminek izolace CD9 nebyl pouzit merkaptoethanol.
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Pro izolaci a- i B-aktinu byla peleta 5 x 107 spermii zlyzovana 1 hod na led& ve 200 pl lyzaéniho pufru
s CHAPS a 1x koncentrovaném roztoku inhibitort fosfataz. Dale bylo postupovano stejné jako pfi

1zolaci ezrinu, fosfoezrinu a EWI-2.

Optimalizace protokolu: V ramci optimalizace protokolu bylo vyzkouseno izolovat ezrin a fosfoezrin
pomoci SDS vzorkového pufru s 8M mocovinou. Vyzkouseny byly také neredukujici podminky izolace
proteinit — pouziti SDS vzorkového pufru bez 5% merkaptoethanolu. V piipadé CD9 proteinu byla
vyzkousena jeho izolace RIPA pufrem misto SDS vzorkového pufru a po centrifugaci byl misto
merkaptoethanolu pfidan SDS vzorkovy pufr s 8M mocCovinou. U EWI-2 byly vyzkouSeny
i neredukujici podminky izolace proteint (SDS vzorkovy pufr bez merkaptoethanolu a RIPA pufr s M
mocovinou). Také bylo vyzkouseno znaceni EWI-2 na vzorcich zlyzovanych tkani z mysi (slezina, plice

a jatra), které jsem ziskala jiz pripravené v redukujicich i neredukujicich podminkéch.

5.5 SDS polyakrylamidova gelova elektroforéza a metoda Western blot

Pro rozdéleni proteint podle molekulové hmotnosti byl pouzit 10% nebo 12% separacni
a 4% zaostfovaci polyakrylamidovy gel pfipraveny podle tabulky 1. Do stojanku s 1 mm sklem byl
nejdiive nality 10% separacni gel, ktery byl prevrstven vodou a nechal se zpolymerovat 45 min. Poté
byl misto vody navrstven 4% zaostiovaci gel, do kterého byly ihned vloZzeny plastové hiebinky
s 10 nebo 15 jamkami. Po 10 min byla skla s pfipravenymi gely pienesena do elektroforetické vanicky,
ktera byla naplnéna elektrodovym pufrem. Po vyjmuti plastovych hiebinkl byly nanaseny jednotlivé
vzorky do jamek, pficemz jako marker molekulové hmotnosti byl nanesen standard. Elektroforeticka
vaniCka byla poté prikryta vikem a zapojena do elektrického zdroje pii napéti 80 V. Piiblizn€ po 30 min,
kdy vzorky prosly zaostfovacim gelem bylo napéti zvySeno na 140 V po dobu 60-80 min, dokud vzorky

nedoputovaly az na spodni okraj gelu.
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Tab. 1: Priprava polyakrylamidovych geli

10% separacni gel 12% separacni gel 4% zaostfovaci gel
dH.O 4,16 ml 3,5ml 1,52 ml
1,5 M Tris-HCI puft,
2,5ml 2,5ml -
pH 8,8
0,5 M Tris-HCI puft,
- - 0,625 ml
pH 6,8
30% polyakrylamid 3,33 ml 4 ml 0,325 ml
10% SDS 100 pl 100 pl 25 ul
TEMED 4,5 pl 4,5 pl 3,8 ul
10% APS 70 pl 70 pl 35l

Skla byla nasledn¢ vyjmuta z aparatury a gely byly pfeneseny na nitrocelulézovou membranu, ktera
byla spolu s filtratnimi papiry pfedem namocena v transferovém pufru. Do Trans-Blotu pro
elektropfenos byly nejdiive vloZzeny 4 filtracni papiry, na n¢ nitrocelulézova membrana s gelem
ana zaver dalsi 4 filtracni papiry. Proteiny byly pfeneseny na membranu béhem 10 min pii 2,5 A.
Membrany byly dale kratce oplachnuty v dH>O a separované proteiny byly obarveny pomoci roztoku
Ponceau, ktery znaci proteiny a slouzi tedy jako kontrola, zda doslo k pfenosu proteini z gelu
na membranu. Roztok Ponceau byl nasledn¢ vymyvan dH,O a T-PBS. Membrany s proteiny byly poté
60 min blokovany v 5% roztoku mléka. Po jejich oplachnuti T-PBS byly membrany inkubovany
za stalého michani pfes noc s primarni protilatkou ve 4 °C. V pfipad¢ znaceni ezrinu (mys$i protilatka),
fosfoezrinu (krali¢i protilatka), CD9 (krali¢i protilatka), a- (krali¢i protilatka) i B-aktinu (mysi
protilatka), EWI-2 (kozi protilatka), fosfoserinu (krali¢i protilatka), fosfotyrosinu (mysi protilatka)
a fosfothreoninu (krali¢i protilatka) byly protilatky pouzity v koncentraci 1:250, pro detekci a-tubulinu
(mysi protilatka) jako referencniho proteinu byla protilatka fedéna 1:3000.

Druhy den byly membrany oplachnuty 3x 10 min v T-PBS a inkubovany 60 min s pfislusnou sekundarni
protilatkou konjugovanou s kfenovou peroxidazou, kterd byla fedéna 1:3000. Aby byla vyloucena
moznost nespecifického vazani sekundarni protilatky s kfenovou peroxidazou, byla vytvotfena také
negativni kontrola. kdy na membranu byla pfidana pouze sekundarni protilatka konjugovana s kifenovou

peroxidazou.
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Po oplachnuti 3x 10 min v T-PBS byly membrany pfevrstveny roztokem chemiluminiscencniho
substratu k vizualizaci proteinii oznacenych protilatkou a vlozeny do pfistroje Azure c600 pro
vizualizaci chemiluminiscencniho signalu. Vysledné proteinové prouzky na membranach byly

denzitometricky vyhodnoceny pomoci programu ImageJ

Membrana byla znovu pouzita pro detekci jinych proteinit po 10 min inkubaci se stripovacim pufrem,
diky kterému dojde k odvazani protilatek z membran. Po oplachnuti v T-PBS byly membrany pro dalsi
pouziti uchovany spolu s filtraénimi papiry v alobalu v mrazaku, nebo znovu blokovany v 5% roztoku

mléka s naslednym pfidanim primarni protilatky.

Optimalizace protokolu: Byla vyzkousena i PVDF membrana, ktera byla kratce aktivovana
v methanolu a poté promyta v transferovém pufru. Pro vizualizaci EWI-2 byla pouzita také

PVDF membrana, blokace jak v 5% roztoku mléka, tak v zelatiné a fedéni EWI-2 protilatky i 1:100.

5.6 Priprava vzorkl pro hmotnostni spektrometrii

Pro vyhodnoceni pomoci hmotnostni spektrometrie byly piipraveny vzorky proteind imunoprecipitaci
pomoci magnetickych kuli¢ek. Spermie uvolnéné z jedné cauda epididymis podle postupu 5.1. byly
zlyzovany ve 200 pl lyza¢niho pufru s CHAPS (z komer¢niho kitu na izolaci fosforylovanych proteint1)
a s 28,6 pl inhibitorti fosfatdz. Extrakce proteind probihala na ledu po dobu 1 hod. Nasledné byly vzorky
centrifugovany 15 min pii 4 °C a zrychleni 12 000 x g. Lyzat proteinti byl pfidan ke 20 pul magnetickych
kuli¢ek z imunoprecipitacniho kitu, na které byla navdzana ezrinova ¢i fosfoezrinova protilatka dle
pokynti vyrobce. Po 90 min inkubace pti pokojové teploté za stalého michani byly kulicky oplachnuty
od proteinti, které se na né¢ nenavazaly. Déale byl pomoci 2x 20 pl glycinového pufru uvolnén
imunoprecipitat. Takto ziskané vzorky byly poslany na vyhodnoceni pomoci hmotnostni spektrometrie

na oddéleni Strukturni hmotnostni spektrometrie Biotechnologického tistavu AV CR v centru Biocev.

Dalsi vzorky byly také ptipravovany imunoprecipitaci pomoci magnetickych kuli¢ek s tim rozdilem,
ze spermie byly lyzovany v SDS vzorkovém pufru s EDTA ¢i v lyza¢nim pufru s CHAPS. V ptipadé
imunoprecipitace aktind byly spermie lyzovany pouze v lyza¢nim pufru s CHAPS. Na vyhodnoceni

hmotnostni spektrometrii byly poslany kuli¢ky s navazanymi proteiny na protilatkach.

Kompletni tabulky z hmotnostni spektrometrie jsou soucésti piiloh na externim disku a ulozené jsou

také jako elektronicka pfiloha této prace.
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5.7 Ko-imunoprecipitace proteint spermii

5.7.1 Pouziti agar6zovych kuli¢ek s proteinem A/G

10 pl agarézovych kulicek bylo 3x promyto 200 pl IP pufrem, po kazdém promyti byly kulicky
centrifugovany 2 min pii zrychleni 1000 x g, aby doslo k jejich odd€leni od promyvaciho pufru.
Nasledné byly kulicky inkubovany 3 hod pti pokojové teploté za stalého michani s anti-ezrinovou/anti-
fosfoezrinovou protilatkou nebo mysimi/kralicimi imunoglobuliny, které slouzi jako izotopova kontrola.
Nenavazané protilatky byly 3x odmyty pomoci IP pufru. Nakonec byl k agar6zovymi kulickam
s navazanou protilatkou pfiddn lyzat proteinii ze spermii, ktery byl pfipraveny s pouzitim lyza¢niho
pufru s CHAPS (k peleté s ptiblizné 5 x 107 spermii bylo pfidano 150 pl pufru) a 1x koncentrovany
roztok inhibitord fosfataz po dobu 60 min na ledu, pficemz kazdych 5 min byly zvortexovany. Déle byly
spermie centrifugovany 15 min pii 4 °C a zrychleni 12 000 x g. Supernatantem je lyzat proteint, ktery
byl odebran. Agar6zové kulicky s navdzanou protiladtkou byly s lyzatem proteinti inkubovany ptes noc

pfi stalém michani a 4 °C.

Druhy den byly kulicky centrifugovany (2 min pii 1000 x g) a byl odebran supernatant obsahujici
proteiny, které se na kulicky s protilatkou nenavazaly. Kulicky byly dale 3x promyty IP pufrem,
nasledné bylo ke kulickdm ptidano 100 pul SDS vzorkového pufru s 5% merkaptoethanolem a vzorky
byly inkubovany v termobloku 5 min pii 95 °C. Uvolnény imunoprecipitat byl nanesen na

polyakrylamidovy gel pro SDS elektroforézu.

Optimalizace protokolu: Pro izolaci proteini byl vyzkousen také RIPA pufr, dale také neredukujici
podminky — tedy pouziti SDS vzorkového pufru bez 5% merkaptoethanolu. Bylo také vyzkouSeno
zakoncentrovani proteinli pomoci acetonu, ktery byl k proteinim pfidan v poméru 1:6. Vzorky byly
s acetonem inkubovany 1 hod pfi -18 °C, pticemz kazdych 15 min byly promichany. Po inkubaci byly
centrifugovany 10 min pii 4 °C a zrychleni 7 000 x g. Aceton byl nasledné odebran a peleta proteint
byla resuspendovana v 70 pl SDS vzorkového pufru s 5% merkaptoethanolem. Nakonec byly vzorky

inkubovany v termobloku 5 min pii 95 °C.

5.7.2 Pouziti magnetickych kulic¢ek s proteinem G

20 pl magnetickych kulicek Dynabeads bylo pomoci magnetu oddéleno od zasobniho roztoku.
Ke kulickam bylo nasledné pfidano 5 pg primarni protilatky ve 150 ul komeréniho pufru k navazani
protilatky na kulicky. Na izotopovou kontrolu byly pouzity imunoglobuliny pfislusného druhu
(kralici/mysi) a jako negativni kontrola slouzily kulicky, ke kterym bylo pfidano pouze 150 ul pufru
k navazani protilatky. Kulicky s protilatkou byly inkubovany 30 min za stalého michani pti pokojové
teploté. Nasledné byl pomoci magnetu odstranén supernatant s protilatkami, co se nenavazaly na
kulicky, kulicky byly oplachnuty 200 pl pufru a po odsati supernatantu k nim byl pfidan lyzat proteint.

Proteiny byly ze spermii izolovany stejné jako pti pouziti agar6zovych kulicek, tedy podle postupu 5.7.1.
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Lyzat byl s kulickami inkubovan 1 hod pti pokojové teploté za stalého michani. Poté byly kulicky znovu
pomoci magnetu oddéleny od supernatantu. Kulicky byly nasledné 3x oplachnuty komerénim
promyvacim pufrem a pteneseny do Cisté zkumavky. Keluci precipitaitu doSlo po pfidani
40 pl komeréniho elu¢niho pufru spolu s 20 pl SDS vzorkového pufru a 12 pl merkaptoethanolu
a inkubaci na termobloku pii 95 °C po dobu 5 min. Precipitat byl nakonec odd€len pomoci magnetu

a nanesen na polyakrylamidovy gel pro SDS elektroforézu.

Optimalizace protokolu: Byla vyzkousSena také eluce precipitatu glycinovym pufrem — ke vzorkiim
bylo pfidano 25 pl pufru. Po 10 min inkubaci byl supernatant oddélen od kuli¢ek pomoci magnetu,
pficemz k supernatantu, coz je eluovany precipitat, bylo déale pfiddno 25 pl Tris pufru, ktery
zneutralizuje precipitat. Proteiny byly dale pies noc v -18 °C precipitovany acetonem v poméru 1:6.
Druhy den byly vzorky centrifugovany 10 min pfi 4 °C a zrychleni 7 000 x g. Po odsati acetonu bylo
k peleté proteint ptfidano 70 pl SDS vzorkového pufru s 8M mocovinou a 5% merkaptoethanolem.
Vzorky byly nasledné inkubovany na termobloku 5 min pii 95 °C. Poté byl precipitat oddélen pomoci

magnetu a nanesen na polyakrylamidovy gel.
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6. Vysledky

6.1 Lokalizace ezrinu a jeho potencidlnich vazebnych partnerii v intaktni
mySi spermii

6.1.1 Lokalizace a detekce ezrinu

Proteiny z rodiny ERM (ezrin, radixin, moesin) si jsou vysoce podobné, proto byla nejprve ovérena

specifita protilatky proti ezrinu. Proteiny navazané na magnetické kulicky s anti-ezrinovou protilatkou

byly identifikovany pomoci hmotnostni spektrometrie. Identifikace byla provedena u proteind

navazanych na kulicky bez pfedchoziho uvolnéni pomoci glycinového pufru. V piipadé

imunoprecipitatu uvolnéného z kulicek nebyl ezrin pomoci hmotnostni spektrometrie detekovan.

Mezi proteiny identifikovanymi hmotnostni spektrometrii byl nalezen ezrin (viz Tab. 2), a to jak
ve vzorku proteinti extrahovanych ptimo pomoci SDS vzorkového pufru s EDTA, tak pomoci lyza¢niho
pufru s CHAPS. Data ziskana z lyzacniho pufru s CHAPS jsou jasné€j$im ditkkazem pro detekci ezrinu,
protoze bylo detekovano vice jedinecnych peptidl jen pro ezrin a také pokryvaji vétsi ¢ast proteinové
sekvence ve srovnani s daty ziskané z SDS vzorkového pufru s EDTA. Radixin a moesin detekovany
nebyly. Proto miizeme usoudit, Ze anti-ezrinova protilatka rozpoznava z rodiny ERM proteinti pouze

ezrin.
Tab. 2: Ezrin identifikovany v proteinech navazanych na kuli¢ky s anti-ezrinovou protilatkou

SDS vzorkovy pufr s EDTA

Pokryti
proteinové Pocet Pocet unikatné L. .
. ipe . . igs . Post-translaéni Molekulova .
sekvence identifikovanych identifikovanych e Protein
. - o o s o modifikace hmotnost
identifikovanymi peptidd peptidd
peptidy (%)
1 1 0 - 69407 Ezrin
Lyzacni pufr s CHAPS
Pokryti
proteinove Poéet Poéet unikatné . .
sekvence . e ; . e i Post-translaéni Molekulova .
) . ., identifikovanych identifikovanych o Protein
identifikovanymi eptidd eotidd modifikace hmotnost
peptidy (%) pep pep
6 3 3 - 69407 Ezrin

Pocet unikatné identifikovanych peptidi = pocet identifikovanych peptidi, které jsou jedine¢né pro dany
protein. Kompletni seznam detekovanych proteintt hmotnosti spektrometrii je v externi pfiloze pod
nazvem Ezrin EDTA a Ezrin CHAPS.
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Poté, co jsme si ovéefili, ze protilatka rozpoznava z rodiny ERM proteinti jen ezrin, jsme mohli pfejit
k detekci ezrinu v mys$i epididymalni spermii (obr. 6). Nejdiive jsme optimalizovali podminky pro
imunofluorescencni barveni, nebot’ na roztérech spermii na skli¢ku k oznaceni ezrinu nedochazelo.
Proto jsme zvolili metodu barveni bunék v suspenzi v mikrozkumavce. Timto zpusobem
jsme v akrozom intaktnich spermiich detekovali ezrin v apikdlni akrozomalni oblasti hlavicky spermie
(na obr. 6A oznaceno Sipkou). Na negativni kontrole bez primarni protilatky zadny signal detekovan

nebyl.

Obr. 6: Lokalizace ezrinu v mySich spermiich. (A) Ezrin (Cervené) se v epididymalni spermii nachazi
v apikalni akrozomalni oblasti. (B) Modie je pomoci DAPI barveno jadro spermie. (C) Vizualizace dvou
spermii s detekovanym ezrinem (Cerven¢) i jadrem (modfe). Méfitko reprezentuje 5 um.
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Pritomnost ezrinu ve spermii jsme ovéfili také pomoci Western blot analyzy. Na membrané znacené
anti-ezrinovou protilatkou (obr. 7) se nachazi jeden proteinovy prouzek o ptiblizné velikosti 70 kDa
(ohraniceno Cervené), coz odpovidd molekularni hmotnosti ezrinu. Membrana slouzici jako negativni

kontrola (NK) je bez signalu.

ST (kDa) ezrin NK
250 —

150 —
100 —
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70 —»

50 —

37 —

Obr. 7: Detekce ezrinu v lyzatu mySich spermii. Proteinovy prouzek o priblizné velikosti ezrinu
(ohranicen cerven€) byl detekovadn na nitrocelul6zové membrané v lyzatu mySich spermii za

redukujicich podminek. Negativni kontrola (NK) je bez signdlu. ST = standard molekulové hmotnosti
proteint v kDa.
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6.1.2 Lokalizace a detekce aktinu

Aktin je jeden z vazebnych partneri ezrinu, proto jsme se pomoci imunofluorescen¢niho znaceni
zaméfili na jeho lokalizaci v akrozom intaktnich spermiich (obr. 8), které byly Cerstvé uvolnény z mysi
cauda epididymis. Aktin je v mysich spermiich lokalizovan v apikalni akrozomalni oblasti (v obr 8A
oznaceno Sipkami) a také biciku (obr. 8A-C). Negativni kontrola bez primarni protilatky byla bez

signalu.

Obr. 8: Lokalizace aktinu v mySich spermiich. (A) Aktin (zelen¢) se v epididymalnich spermiich
nachdazi v hlavicce v apikalni akrozomalni oblasti (oznaceno Sipkami) a silny signal je také v biciku.
(B) Jadro spermie je oznaceno pomoci DAPI (modte). (C) Pro lepsi vizualizaci byly spermie zobrazeny
také v DIC. M¢titko reprezentuje 5 um.
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Pritomnost aktinu v mySich spermiich byla ovéfena také Western blot detekci (obr. 9). Na membrané
znafené o-aktinovou protilatkou je detekovan proteinovy prouzek o velikosti pfiblizné 42 kDa
(ohranic¢en cerven¢), coz odpovida molekularni hmotnosti aktinu. Membrana slouzici jako negativni
kontrola (NK) je bez signalu. Pomoci Western blot metody byl v lyzatu mysich spermii detekovan i -
aktin. Proteinovy prouzek byl detekovan o stejné molekulové hmotnosti jako a-aktin, tedy pfiblizné

42 kDa (data neuvedena).

ST (kDa) aktin NK
250 —
150 —

100 —
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50 —
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Obr. 9: Detekce a-aktinu v lyzatu mySich spermii. a-aktin byl detekovan v lyzatu epididymalnich
spermii o velikosti ptiblizné 42 kDa (ohrani¢eno Cervené). Tato molekularni hmotnost odpovida a-
aktinu. Negativni kontrola (NK) je bez signalu. ST = standard molekulové hmotnosti proteint v kDa.
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6.1.3 Lokalizace a detekce CD9
Dale jsme v mysi akrozom intaktni spermii ovéfovali umisténi potencidlniho vazebného partnera
ezrinu — proteinu CD9 (obr. 10). Pomoci nepfimé imunofluorescence jsme CD9 detekovali v hlavicce

spermie v oblasti akrozomu, a to ve vnéj$i i vnitini akrozomalni membrané. Na obr. 10A jsou jednotlivé

akrozomalni membrany oznaceny Sipkami. Negativni kontrola bez primarni protilatky byla bez signalu.

Obr. 10: Lokalizace CD9 v mySich spermiich. (A) CD9 (zelen€) je v epididymalni spermii
lokalizovéno pouze v hlavicce — ve vnéj$i a vnitini akrozomalni membrané (oznaceno zelenymi
Sipkami). (B) Jadro je pomoci DAPI oznaceno modie. (C) Vizualizace nékolika spermii s ozna¢enym
CD?9 proteinem (zelen¢) i jadrem spermie (modie). Méfitko reprezentuje 5 pm.
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CD?9 protein byl detekovan také pomoci metody Western blot (obr. 11). V neredukujicich podminkach
se na membrané nachézi proteinové prouzky o hmotnostech piiblizn€ 40, 65 a 155 kDa (ohranic¢eny
modie). Stejné tomu je i vredukujicich podminkéch, kde jsou navic také proteinové prouzky
o hmotnostech 20 a 25 kDa (ohraniceny ¢ervené). Tyto niz$i hodnoty odpovidaji molekulové hmotnosti

CD?9 proteinu. Negativni kontrola (NK) je bez signalu.

V ramci optimalizace byla vyzkouSena izolace proteinti i pomoci RIPA pufru s 8M mocovinou.
Zatéchto podminek byly vSak na membrané¢ detekovany, stejné jako v pfipadé neredukujicich

podminek, pouze proteinové prouzky vysSich molekularnich hmotnosti nez 20 a 25 kDa (data

neuvedena).
CD9 NK
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Obr. 11: Detekce CD9 proteinu v proteinovych extraktech z epididymalnich mySich spermii.
V neredukujicich (NRED) podminkach byly detekovany proteiny o velikosti ptiblizné 40, 65 a 155 kDa
(ohrani¢eny modie). V redukujicich (RED) podminkach byly také detekovany tyto proteinové prouzky,
a navic se zde nachazeji proteiny o velikosti 20 a 25 kDa (ohrani¢eno ¢ervené), které odpovidaji CD9.
Negativni kontrola (NK) je bez signalu. ST = standard molekulové hmotnosti proteint v kDa.
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6.1.4 Lokalizace a detekce EWI-2

V nasledujicim kroku jsme ovétovali ptitomnost proteinu EWI-2 v mysi spermii (obr. 12). Ten dosud
v mysich spermiich identifikovan nebyl a mohl by zde slouzit jako potencialni spojnik mezi ezrinem
a CD9. Pomoci neptimé imunofluorescence jsme lokalizovali EWI-2 v hlavicce i bi¢iku mysi spermie.
V hlavicce se EWI-2 nachazi v oblasti apikalniho akrozomu (na obr. 12A oznaceno Sipkou) a v bi¢iku
je silngjsi signdl v jeho hlavni ¢asti (v obr. 12C oznaceno Sipkami). Byla provedena také negativni

kontrola bez primarni protilatky, ktera je bez signalu.

Obr. 12: Lokalizace EWI-2 v myS$i spermii. (A) EWI-2 (zelen¢) se nachazi v hlavice spermie
v oblasti apikalniho akrozomu (oznaceno Sipkou) a také v biciku. (B) Modfe je pomoci DAPI barveno
jadro spermie. (C) Vizualizace n¢kolika spermii se znacenym EWI-2 (zelen€) a jadrem (modie). Signal
EWI-2 je silné detekovan v hlavni ¢asti bi¢iku (oznaceno Sipkami) a hlaviéce spermie. M¢titko
reprezentuje 5 um.
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Pritomnost EWI-2 v mys$i spermii jsme chtéli také prokazat pomoci Western blot analyzy. Vyzkouseny
byly redukujici i neredukujici podminky izolace proteini. Navic jsme se snazili detekovat EWI-2
v proteinech ziskanych ze sleziny, plic a jater mysi. AvSak v Zadném z téchto experimentli se ndm
nepodafilo EWI-2 detekovat (obr. 13). Tento fakt mize byt mimo jiné disledkem toho, ze pouzita

primérni protilatka, kterou jsme méli k dispozici, neni vhodna k pouziti na Western blot analyzu.
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Obr. 13: Reprezentativni membrana detekce EWI-2 v lyzatu mySich spermii. Na membrané
s extrakty proteinti nebyl detekovan zadny proteinovy prouzek. Negativni kontrola (NK) je také bez
signalu. ST = standard molekulové hmotnosti proteint v kDa.
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6.2 Interakcni partneri ezrinu

Ezrin ma nékolik potencialnich vazebnych partnerii, jejichz interakce byly zkoumany v dalSich
experimentech. Pro pfehlednost jsou na obr. 14 graficky znazornény geny kodujici proteiny relevantni
pro tuto diplomovou praci, jako je ezrin, EWI-2 (na obr. 14 jako gen Igsf8), CD9, a-aktin (gen Actal)
a B-aktin (gen Actb).

Known Interactions Predicted Interactions Others
A—E  from curated databases B—f  gene neighborhood EA—ES  textmining
Ot experimentally determined A= gene fusions AN co-expression
—f  gene co-occurrence et protein homology

Obr. 14: Grafické znazornéni interakei mezi ezrinem a jeho vazebnymi partnery. Zkratky jsou
nazvy genu: Ezr = ezrin, Actal = a-aktin, Actb = B-aktin, /gsf8 = EWI-2 protein. Svétle modie jsou
oznaceny interakce znamé z databaze, rizovée interakce, které jsou dokazané experimentaln€, tmave
modre geny, které se vyskytuji spolecné, svétle zelené interakce vyhledané v literatufe, Cerné ko-exprese
gent, svétle fialové jsou spojené homologni proteiny. Dostupné z: https://version-11-5.string-
db.org/cgi/network?networkld=bVlkrwep3RnM
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6.2.1 Ko-lokalizace ezrinu, CD9 a EWI-2

V dal8im kroku jsme chtéli zjistit, zda je umisténi ezrinu a CD9 v hlavicce spermie totozné, proto jsme
provedli spole¢né znaceni obou proteint (obr. 15). Ezrin a CD9 se nachazeji na stejném misté — v oblasti
apikalniho akrozomu (na obr. 15C,D oznaceno Sipkou), coz napovida, ze spolu mohou vzajemné
kooperovat. Oba proteiny byly detekovany také ve stiedni Casti bi¢iku. Negativni kontrola bez primarni

protilatky byla bez signalu.

Obr. 15: Lokalizace CD9 a ezrinu v mySi spermii. (A) CD9 (zeleng) se nachazi stejné€ jako (B) ezrin
(Cerveng) v apikalni akrozomalni oblasti. (C) Spojeni signaltt CD9 (zelen¢) a ezrinu (¢ervene) v hlavicce
spermie je detekovano Zluté (oznaceno Sipkou). (D) Pro lepsi zndzornéni je spermie zobrazena také
v DIC, kde je Sipkou také oznacena ko-lokalizace proteinu CD9 a ezrinu. M¢étitko reprezentuje 5 um.

Po uspésné vizualizaci EWI-2 ve spermii jsme se rozhodli porovnat jeho umisténi v hlavic¢ce spermie
s CD9 proteinem, proto jsme nasledn€ spermie oznacili jak protilatkou rozpoznavajici EWI-2, tak CD9
(obr. 16). EWI-2 a CD9 se nachazi v hlavicce mysi spermie na stejném misté — v apikalni oblasti
akrozomu (na obr. 16C ko-lokalizace oznaCena Sipkou). Také ezrin se nachazi v této oblasti, coz
naznacuje, zZe by se protein EWI-2 mohl podilet na vzajemné asociaci ezrinu s CD9. Negativni kontrola

bez priméarni protilatky byla bez signalu.

Obr. 16: Lokalizace EWI-2 a CD9 v mysi spermii. (A) CD9 (Cerven¢) je lokalizovano stejné jako (B)
EWI-2 (zelen¢) v oblasti apikalniho akrozomu v hlavicce spermie. (C) Ko-lokalizace CD9 a EWI-2 je
znazornéna zlut€¢ a oznacena Sipkou. Modfe je pomoci DAPI barveno jadro spermie. M¢étitko
reprezentuje 5 um.
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6.2.2 Ko-imunoprecipitace ezrinu, CD9 a aktinu
Lokalizace CD9 a ezrinu ve stejnych kompartmentech spermie naznaCuje moznost jejich vzajemné
asociace. Rozhodli jsme se tuto moznost ovéfit pomoci ko-imunoprecipitace na epididymalnich mysich

spermiich. Stejné tak jsme se pokusili potvrdit vzajemnou interakci ezrinu a a-aktinu.

Imunoprecipitat uvolnény z magnetickych kuli¢ek s CD9 protilatkou byl spolu s izotopovou kontrolou
a supernatanty elektroforeticky separovan a na nitrocelul6zové membrané byly proteiny nasledné
detekovany anti-ezrinovou protilatkou. Na membrané (obr. 17) se nachazi proteinovy prouzek
o ptiblizné velikosti ezrinu (okolo 70 kDa), ovS§em nachazi se v supernatantu imunoprecipitatu (draha
1B). Modfe prerusovang je ohranicen nespecificky signal, ktery je téz na negativni kontrole (NK). Jedna

se o lehké a tézké tetézce protilatek.
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Obr. 17: Ko-imunoprecipitace ezrinu pomoci CD9 zlyzitu mySich spermii. Membrana se
separovanymi proteiny byla inkubovana s anti-ezrinovou protilatkou. Proteinovy prouzek o pfiblizné
velikosti ezrinu (70 kDa) byl detekovan v supernatantu precipitatu (ohrani¢en Cervené). Nespecifické
znaceni, které se nachazi i na negativni kontrole (NK) je ohrani¢eno modie. Jedna se o lehké a t€zké
fetézce protilatek. Lyzat = celkové mnoZzstvi proteinii ze spermie, 1 = imunoprecipitat (proteiny
uvolnéné z kulicek s protilatkou), 1B = supernatant imunoprecipitatu (proteiny, co se nenavazaly na
kulicky s protilatkou), 2 = izotypova kontrola (proteiny, co se navazaly na kulicky s krali¢imi
imunoglobuliny), 3 = proteiny, co se navazaly na kulicky bez protilatky. ST = standard molekulové
hmotnosti proteind v kDa.
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Protoze se proteinovy prouzek nachdzel v supernatantu imunoprecipitatu (na obr. 17 ohranic¢en erveng),
chtéli jsme v dal§im kroku ovéfit, zda doslo k imunoprecipitaci CD9 proteinu pies anti-CD9 protilatku.
Membrana s elektroforeticky separovanymi proteiny z lyzatu mysich spermii byla inkubovana s anti-
CD9 protilatkou (obr. 18). Detekovan byl pouze nespecificky signal (na obr. 18 ohrani¢en modie
preruSovang), nachézejici se také na membrané slouzici jako negativni kontrola (NK). Jedn4 se o tézké
a lehké fetézce protilatky. Lehké fetézce protilatky nachazejici se v imunoprecipitatu maji stejnou
molekulovou hmotnost jako protein CD9, mohly by ho tedy piekryvat. V lyzatu mySich spermii zadny

signal detekovan nebyl.
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Obr. 18: Imunoprecipitace CD9 z lyzatu mySich spermii. Na membrané¢ inkubované s anti-CD9
protilatkou byl detekovan jen nespecificky signal (oznacen pieruSované modie), ktery se nachazi také
na membrané slouzici jako negativni kontrola (NK). Jedna se o t€zké a lehké fetézce protilatek.
V celkovém lyzatu mysich spermii nebyl detekovan zadny signal. Lyzat = celkové mnozstvi proteinti ze
spermie, 1 = imunoprecipitat (proteiny uvolnéné z kulicek s protilatkou), 1B = supernatant
imunoprecipitatu (proteiny, co se nenavazaly na kulicky s protilatkou), 2 = izotypova kontrola (proteiny,
co se navazaly na kulicky s kralicimi imunoglobuliny), 3 = proteiny, co se navazaly na kulicky bez
protilatky. ST = standard molekulové hmotnosti proteint v kDa.
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Na magnetické kulicky byla navazana také protilatka proti a-aktinu a membrana s elektroforeticky
separovanymi proteiny byla inkubovéna s anti-ezrinovou protilatkou. Membrana (obr. 19) je bez
specifického signalu, byly detekovany jen proteinové prouzky, které se vyskytuji i v negativni kontrole

(NK) a jedna se o lehké fetézce protilatek. Tézké fetézce protilatek detekovany nebyly.

Nicméng, tento experiment byl provadén az v zavérecnych fazich experimentalni prace a z Casovych

divoda tak byl proveden pouze v jednom opakovani.

WB: ezrin WB: NK
X, P
a2 A
N1 1B 2 2B W 1 1B 2 2B
250 —
150 —
100 —

75 —

IP: g-aktin 0

Obr. 19: Ko-imunoprecipitace ezrinu pomoci o-aktinu z lyzatu mySich spermii. Nitrocelul6zova
membrana se separovanymi proteiny byla ozna¢ena mysi anti-ezrinovou protilatkou. Na membrané byl
detekovan pouze nespecificky signal (ohraniCen modie preruSované) nachazejici se i v negativni
kontrole (NK). Jedna se o lehké fetézce protilatek, t€zké fetézce detekovany nebyly. Lyzat = celkové
mnozstvi proteini ze spermie, 1 = imunoprecipitat (proteiny uvolnéné z kuli¢ek s protilatkou), 1B
= supernatant imunoprecipitatu (proteiny, co se nenavazaly na kuli¢ky s protilatkou), 2 = izotypova
kontrola (proteiny, co se navazaly na kuli¢ky s krali¢cimi imunoglobuliny), 2B = supernatant izotypové
kontroly (proteiny, co se nenavazaly na kulicky s imunoglobuliny). ST = standard molekulové hmotnosti
proteinti v kDa.

Neschopnost ezrinu vazat se na aktin byla potvrzena nejen ko-imunoprecipitaci, ale i pomoci hmotnostni
spektrometrie. Na magnetické kulicky byly navazany anti-aktinové protilatky a spolu s navazanymi
proteiny byly vzorky poslany na vyhodnoceni. Mezi identifikovanymi proteiny (Tab. 3) byl nalezen a-,
B- (v tabulce jako ,,actin cytoplasmic 1) i y-aktin i n¢které aktin vazajici proteiny, jako napft. kofilin,

thymosin a titin. AvSak ezrin se mezi nimi nenachazel.
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Tab. 3: Identifikované proteiny ko-imunoprecipitované spolu s a-aktinem nebo f-aktinem

a-aktin
Pokryti
proteinove . P .D cet a _Poce.t I.Iﬂlkatl:l.e Post-translacni Molekulova .
sekvence identifikovanych identifikovanych - Protein
. - o ¢ gy \ 1o modifikace hmotnost
identifikovanymi peptidd peptidd
peptidy (%)
22 8 1 CAM, AC 41793 Actin cytoplasmic 2
22 8 1 CAM, AC 41737 Actin cytoplasmic 1
29 8 1 i 41877 Actin gamma-enteric
smooth muscle
2 3 1 ) 47019 Actin alpha cardiac
muscle
2 3 1 ) 47009 Actin aortic smooth
muscle
2 3 1 ) 47051 Actin alpha skeletal
muscle
36 1 1 AC 5026 Thymosin beta-10
26 4 4 AC 18560 Cofilin-1
B-aktin
Pokryti
proteinové . lP.ocet ’ _Poce.t .unlkatrlme Post-translaéni Molekulova .
sekvence identifikovanych | identifikovanych e Protein
. e L Lo e modifikace hmotnost
identifikovanymi peptidi peptidd
peptidy (%)
59 19 1 CAM, AC, OX a1793  Actin CV";F"asm'c
59 19 1 CAM, AC, OX a1737  Actin Cyt1° el
31 13 1 OX 42051 Actin alpha
skeletal muscle
31 13 1 OX 42019 Actin alpha
cardiac muscle 1
31 5 5 CAM, AC 18560 Cofilin-1
0 1 1 (0) { 3906375 Titin

Pocet unikatné identifikovanych peptidii = pocet identifikovanych peptidi, které jsou jedineéné pro dany
protein. CAM = karbamidomethylace, AC = acetylace, OX = oxidace. Kompletni seznam detekovanych
proteinit hmotnosti spektrometrii je v externi pfiloze pod nazvem Alfa aktin a Beta aktin.
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6.2.3 Lokalizace ezrinu a CD9 v membrané mySiho oocytu

Vzajemnou ko-lokalizaci ezrinu a CD9 jsme se rozhodli ovéfit také v ramcei mysiho oocytu. Protein CD9
jsme lokalizovali v plazmatické membrané€ oocytu kromé oblasti nad délicim vieténkem, kterd je znama
absenci microvilli a oznaCovana jako ,microvilli-free” region (obr. 20A, ,microvilli-free“ region
oznacen ¢ervenou Sipkou). Stejny lokalizacni vzor jsme pozorovali i v ptipadé ezrinu (na obr. 20B je
zelenou Sipkou oznacena oblast plazmatické membrany bez ezrinového signalu). Ko-lokalizace obou
proteinii je zobrazena na obr. 20C. Zlutou §ipkou je ozna¢ena oblast oolemy obklopujici délici vieténko,

kde nebyl lokalizovan CD9 ani ezrin.

Obr. 20: Lokalizace CD9 a ezrinu v mySim oocytu. (A) CD9 (Cervené) bylo v mySim oocytu
detekovano v oolemé az na oblast obklopujici dé€lici vieténko (oznaceno ¢ervenou Sipkou). (B) U ezrinu
(zeleng) byl pozorovan stejny lokaliza¢ni vzor. Oblast bez ezrinového signalu je oznacena zelenou
sipkou. (C) Spojeni obou signali spolu s modfe barvenymi chromozomy. Zlutou $ipkou je oznaéena
oblast obklopujici délici vieténko. Metitko reprezentuje 10 pm.
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6.3 Dynamika ezrinu v mysi spermii béhem in vitro kapacitace

6.3.1 Zména zastoupeni ezrinu ve spermii béhem kapacitace

Jak jiz bylo zminéno vySe, ezrin se v bunikach vyskytuje ve dvou formach — aktivni fosforylované
a neaktivni nefosforylované. Nasim predpokladem bylo, Ze se béhem kapacitace mtze zastoupeni téchto
dvou forem ménit. Z toho diivodu jsme se rozhodli ovéfit, zda dochazi ke zméné€ zastoupeni neaktivni
nefosforylované formy béhem kapacitace spermie. Membrany s elektroforeticky separovanymi proteiny
ziskanymi ze spermii po 0, 20, 40, 60 a 100 min in vitro kapacitace byly oznaCeny anti-ezrinovou
(obr. 21) a anti-a-tubulinovou protilatkou (obr. 22). a-tubulin byl pouzit jako normalizacni kontrola,

nebot’ jeho hladina ve spermiich by se v priitbéhu kapacitace neméla ménit.

Tento experiment byl proveden celkem 5x. Na obr. 21 je reprezentativni membrana oznacena anti-
ezrinovou protilatkou. Cervené jsou ohranieny detekované proteinové prouzky o piiblizné molekulové
hmotnosti 70 kDa odpovidajici ezrinu. Tyto proteinové prouzky byly detekovany v proteinovych
extraktech spermii ve vSech Casech in vitro kapacitace. Modie prerusované je na membran¢é oznacen
nespecificky signal, ktery se nachazi také na negativni kontrole (NK). Na obr. 22 je reprezentativni
membrana oznacend anti-a-tubulinovou protilatkou. Ve vSech casech in vitro kapacitace jsou na
membrané detekovany proteinové prouzky o molekulové hmotnosti okolo 50 kDa odpovidajici a-

tubulinu.

ST (kDa) ezrin NK

0 20 40 60 100 0 20 40 60 100
250 —
150 —
100 —
{5
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50—:
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Obr. 21: Detekce ezrinu v priibéhu in vitro kapacitace mySi spermie. Na nitrocelul6zové membrané
oznacené mysi anti-ezrinovou protilatkou byly detekovany proteinové prouzky v ptiblizné molekulové
hmotnosti ezrinu (ohrani¢eno Cerven¢). Modfe preruSované je ohranieno nespecifické znaéeni
protilatky, které se nachazi i na membrané slouzici jako negativni kontrola (NK). ST = standard
molekulové hmotnosti proteind v kDa.
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Obr. 22: Detekce a-tubulinu v pribéhu kapacitace mysi spermie. Anti-a-tubulinova protilatka na
nitrocelulézové membran¢ detekovala proteinové prouzky o molekulové hmotnosti okolo 50 kDa
(ohrani¢eno Cervené) odpovidajici a-tubulinu. Membrana slouzici jako negativni kontrola (NK) je bez
signalu. ST = standard molekulové hmotnosti proteind v kDa.

Na detekovanych proteinovych prouzcich byla provedena denzitometrickd analyza pomoci programu
ImageJ. Vysledné hodnoty denzity ezrinovych proteinovych prouzkti byly vztazeny k mnoZzstvi
detekovan¢ho a-tubulinu v lyzatech spermii a néasledné byl z téchto hodnot vytvotfen graf. V grafu
muzeme vidét nepatrné oscilace v zastoupeni ezrinu v mysich spermiich, kdy nejmensi mnozstvi bylo
detekovano po 40. minuté in vitro kapacitace. OvSem kvili piili§ velkému rozptylu hodnot mezi
jednotlivymi opakovanimi nebyly rozdily mnozstvi ezrinu ve spermii v priibe¢hu kapacitace hodnoceny

Jjako signifikantni.

P Ezrin

Relativni opticka denzita
N
1

0 20 40 60 100
Kapacitace [min]

Graf 1: Denzitometrické vyhodnoceni zmény zastoupeni ezrinu v pribéhu in vitro kapacitace
mySi spermie (n = 5).
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6.3.2 Detekce fosfoezrinu v proteinovych extraktech spermii
U ezrinu nas zajimala také jeho aktivni fosforylovana forma — fosfoezrin (fE). V prvnim kroku jsme se
rozhodli pomoci ko-imunoprecipitace proteini z mySich spermii ovétit, zda dana protilatka opravdu

rozpoznava fosforylovanou formu ezrinu.

K agarézovym kulickdm s anti-fosfoezrinovou protilatkou byly pfidany proteiny ziskané z mysich
spermii. Membrana s proteiny byla znacena protilatkou rozpoznavajici fosforylované tyrosiny
(obr. 23A), Protilatka detekovala 2 proteinové prouzky o hmotnosti okolo 70 kDa (na obr. 23A
ohrani¢eno Cerven¢), coz odpovida ptiblizné molekulové hmotnosti fosfoezrinu (Parnell et al. 2015;
Tabrizi et al. 2023). Avsak tyto proteinové prouzky se nenachdzi v jamce s nanesenym
imunoprecipitatem (draha 1), ale v supernatantu (draha 1B), coz znamena, Ze nedoslo k jejich navazani
na kuli¢ky s anti-fosfoezrinovou protilatkou. Modfe jsou na obr. 23A oznaceny dalsi proteinové
prouzky, které protilatka detekovala o molekulové hmotnosti pfiblizné 100 kDa. Jednd se
pravdépodobné o proteiny, které jsou téz fosforylované na tyrosinovém zbytku. Modie pferusované je

oznacen nespecificky signal.

Tato membrana s proteiny byla nasledné znovu oznacena protilatkou proti fosfoezrinu (fE) (obr. 23B),
abychom ov¢rili, zda doslo k imunoprecipitaci fosfoezrinu, tedy navazani fosfoezrinu na kulicky s anti-
fosfoezrinovou protilatkou. Na membrané se nachazi mnoho nespecifického signalu (ohrani¢eno
preruSované modre) se slabym proteinovym prouzkem v supernatantu imunoprecipitatu (na obr. 23B
ohraniceno cervene) ve stejné molekulové hmotnosti jako proteinovy prouzek na membrané znacené
fosfotyrosinovou protilatkou (fosfoTyr). Mlze se ovSem jednat o zbytek z ptedchozi detekce anti-
fosfotyrosinovou protilatkou. K imunoprecipitaci fosfoezrinu pravdépodobné nedoslo, nebot’ v jamce

s nanesenym imunoprecipititem (draha 1) zadny specificky signdl detekovan nebyl.
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Obr. 23: Ovéreni specifity fosfoezrinové protilatky. (A) Detekce fosforylovanych proteinti (fosfoTyr)
mys$i spermie veetné imunoprecipitatu (draha 1) uvolnéného z agarézovych kulicek s fosfoezrinovou
(fE) protilatkou. Protilatka detekovala proteinové prouzky v priblizné molekulové hmotnosti okolo 70
kDa (ohrani¢eno Cerven¢) a 2 proteinové prouzky okolo 100 kDa (ohrani¢eny modie). Modie
prerusované je ohrani¢en nespecificky signal, ktery se nachdzi i na negativni kontrole (NK). (B) Anti-
fosfoezrinova protilatka (fE) detekovala proteinovy prouzek okolo 70 kDa (ohraniCen Cerveng).
Nespecificky signal nachézejici se i na negativni kontrole (NK) je ohrani¢en modfe pierusovane.
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1 = imunoprecipitat (proteiny uvolnéné z kulicek s protilatkou), 1B = supernatant imunoprecipitatu
(proteiny, co se nenavazaly na kulicky s protilatkou), 2 = izotypova kontrola (proteiny, co se navazaly
na kulicky s krali¢imi imunoglobuliny), 2B = supernatant izotypové kontroly (proteiny, co se nenavazaly
na kulicky s imunoglobuliny), 3 = proteiny, co se navazaly na kuli¢ky bez protilatky, 3B = supernatant
proteind, co se nenavazaly na kulicky bez protilatky. ST = standard molekulové hmotnosti proteint
v kDa.

Pro dvoji ovéfeni specifity této protilatky jsme proteiny navdzané na magnetické kulicky
s fosfoezrinovou protilatkou nechali vyhodnotit pomoci hmotnostni spektrometrie. Stejné jako
u specifity anti-ezrinové protilatky byl na vyhodnoceni poskytnut nejdiive imunoprecipitat proteint

uvolnény z kulicek pomoci glycinového pufru, avSak ani zde nebyl ezrin/fosfoezrin detekovan.

V ptfilozené tabulce (Tab. 4) jsou ukdzany vybrané proteiny spolu s jejich post-translacnimi
modifikacemi, které byly identifikovany ve vzorku pfipraveném v SDS vzorkovém pufru s EDTA nebo
lyza¢nim pufru s CHAPS. Mezi proteiny ziskanymi lyza¢nim pufrem s CHAPS se nachazi ezrin, ktery
ovsem neni fosforylovany, také radixin a moesin a dalsi fosforylované proteiny s molekularni hmotnosti
podobnou fosfoezrinu. Stejné tomu je v ptipadé vzorku piipraveného pomoci SDS vzorkového pufru
s EDTA — i zde byl detekovan ezrin a jiné fosforylované proteiny. Radixin a moesin v tomto piipadée
detekovany nebyly. Protilatka proti fosfoezrinu pravdépodobné rozpoznava nefosforylovanou formu

ezrinu a k tomu dalsi fosforylované proteiny v podobné molekulové hmotnosti.
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Tab. 4: Identifikované proteiny imunoprecipitované pomoci anti-fosfoezrinové protilatky

SDS vzorkovy pufr s EDTA

Pokryti
teinové . . o=
el . -P.o cet . .Poce.t .unlkatlje Post-translaéni Molekulova .
sekvence identifikovanych identifikovanych e Protein
- p L - e . o modifikace hmotnost
identifikovanymi peptidi peptidi
peptidy (%)
42 30 30 CAM, OX, F 93796 Ackinase anchor
protein 4
28 20 20 CAM, F 95556 Ackinase anchor
protein 3
34 8 8 CAM, AC, F 27539 Outer dense fiber
protein 1
69,9 1 1 = 69407 Ezrin
Lyzaéni pufr s CHAPS
Pokryti
teinové . . e
edalisnis . P .q cet . .Poce.t .umkatr'le Post-translaéni Molekulova .
sekvence identifikovanych identifikovanych ip Protein
. r- o - o Lo modifikace hmotnost
identifikovanymi peptida peptida
peptidy (%)

Saccharopine
15 6 6 CAM, F 47129 dehydrogenase-like
oxidoreductase

Kinetochore protein

2 1 1 F 73962 NDC80 homolog
Putative ATP-

2 1 1 F 73141 dependent RNA
helicase PI110

2 1 1 - 69407 Ezrin

2 1 1 - 68543 Radixin

2 1 1 = 67767 Moesin

Pocet unikatné identifikovanych peptidii = pocet identifikovanych peptidi, které jsou jedineéné pro dany
protein. CAM = karbamidomethylace, AC = acetylace, OX = oxidace, F = fosforylace. Kompletni
seznam detekovanych proteini hmotnosti spektrometrii je v externi piiloze pod nazvem
Fosfoezrin EDTA a Fosfoezrin CHAPS.
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6.3.3 Zména zastoupeni fosforylovanych proteinii béhem kapacitace mySi spermie
Vzhledem k nespecifité anti-fosfoezrinové protilatky jsme v danou chvili nebyli schopni detekovat
zmény v zastoupeni aktivni formy ezrinu (fosfoezrinu) v pritbéhu kapacitace. Pfistoupili jsme tedy

alespoii k ovéfeni, jak se béhem kapacitace méni celkova hladina fosforylovanych proteinti ve spermii.

Membrany s elektroforeticky separovanymi proteiny, které¢ byly extrahovany v prubéhu in vitro

kapacitace, byly inkubovany s protilatkami rozpoznavajici fosforylované seriny, tyrosiny a threoniny.

Anti-fosfoserinova protilatka detekovala ve 20, 40, 60 a 100 min in vitro kapacitace nékolik
proteinovych prouzkl (obr. 24) o molekulové hmotnosti 25-37, 37-50 a 50-75 kDa se silnym signalem
v oblasti ptiblizn¢ 70 kDa (na obr. 24 oznaceno Cervenymi svorkami). Detekovany byly také proteinové
prouzky s ptibliznou molekularni hmotnosti 90 a 130 kDa (na obr. 24 oznaceno Cervenymi Sipkami).
Dale byly detekovany také 2 proteinové prouzky okolo 250 kDa (na obr. 24 oznaéeno ¢ervenou Sipkou).

Membrana slouzici jako negativni kontrola (NK) byla bez signalu.

fosfoSer NK
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Obr. 24: Detekce fosforylovanych serini (fosfoSer) v proteinovych extraktech mySich spermii
v prubéhu in vitro kapacitace. V proteiny odebirané v casech 0, 20, 40, 60 a 100 min kapacitace mysi
spermie byly detekovany anti-fosfoserinovou protilatkou na nitrocelul6zové membran€. ST = standard
molekulové hmotnosti proteinti v kDa.
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V prubéhu in vitro kapacitace mySich spermii byly v proteinovych extraktech detekovany také proteiny
s fosforylovanymi threoniny (obr. 25). Modfe pferusované je ohranicen nespecificky signal, ktery se
nachdzi i na membrané slouzici jako negativni kontrola (NK). Detekovan byl silny signdl o molekulové
hmotnosti piiblizné 60 kDa (na obr. 25 oznaceno ¢ervenou Sipkou). Na membranég byly detekovany také
proteinové prouzky se slab$im signalem o molekulové hmotnosti pfiblizn€ 125 a 200 kDa (oznaceny

cervenymi Sipkami).

fosfoThr NK
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Obr. 25: Detekce fosforylovanych threoninii (fosfoThr) v proteinovych extraktech mysich spermii
v pribéhu in vitro kapacitace. V proteiny odebirané v ¢asech 0, 20, 40, 60 a 100 min kapacitace mysi
spermie byly detekovany anti-fosfothreoninovou protilatkou na nitrocelul6zové membrané. ST =
standard molekulové hmotnosti proteinti v kDa.

Pomoci anti-fosfotyrosinové protilatky byly v proteinovych extraktech mySich spermii detekovany
proteiny fosforylované na tyrosinech (obr. 26). V ¢asech 0, 20, 40, 60 a 100 min in vitro kapacitace
spermii byly detekovany proteinové prouzky o molekularni hmotnosti ptiblizné 60 a 90 kDa (na obr. 26

oznaceno Cervenymi Sipkami). Membrana slouzici jako negativni kontrola (NK) byla bez signalu.

fosfoTyr NK
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Obr. 26: Detekce fosforylovanych tyrosinii v proteinovych extraktech mySich spermii v pribéhu
in vitro kapacitace. V proteiny odebirané v ¢asech 0, 20, 40, 60 a 100 min kapacitace mysi spermie
byly detekovany anti-fosfotyrosinovou protilatkou na nitrocelulézové membrané. ST = standard
molekulové hmotnosti proteint v kDa.
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Membrana s proteiny oznacenymi anti-a-tubulinovou protilatkou (obr. 27) slouzi jako normalizacni

kontrola, nebot’ hladina a-tubulinu (na obr. 27 ohranicen Cervené) by se v pribéhu kapacitace neméla
ménit.
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Obr. 27: Detekce a-tubulinu v extraktech proteini spermii v pribéhu in vitro kapacitace. V ¢asech

0, 20, 40, 60 a 100 min kapacitace spermii byl na nitrocelul6zové membran¢ detekovan a-tubulin

(ohranicen Cerveng), ktery byl pouzity jako normaliza¢ni kontrola. ST = standard molekulové hmotnosti
proteind v kDa.
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Denzitometrické vyhodnoceni detekovanych proteinovych prouzki v lyzatech mysich spermii bylo
provedeno stejné jako v ptipadé ezrinu v prubehu in vitro kapacitace. Nasledné byl ze ziskanych hodnot
vytvoren graf. V grafu 2 je vidét, Ze k nejvétsim zméndm dochéazelo u proteint fosforylovanych na
serinech (fosfoSer) a threoninech (fosfoThr). Hladina fosforylace proteinil na serinovych zbytcich roste
behem 40 minut in vitro kapacitace spermii. Po 40. minuté, kdy je mnozstvi fosforylovanych serini
nejvetsi, dochazi k jejich rychlému poklesu. U fosforylovanych threoninti je v grafu 2 vidét trend jejich
rychlého narastu po 20 minutich kapacitace, pfiCemz nasledné dochazi k jejich postupnému poklesu
behem 40, 60 a 100 min in vitro kapacitace mysi spermie. Hladina proteinti fosforylovanych na tyrosinu
(fosfoTyr) se méni jen nepatrné, avSak i zde mizeme pozorovat jejich velmi mirny néarast béhem
20 minut kapacitace spermii. Po 40. minuté dochéazi k mirnému poklesu fosforylovanych tyrosinovych

zbytkll proteinii. Tento experiment byl proveden pouze jednou, tudiz statistickd analyza nebyla

provedena.
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Graf 2: Denzitometrické vyhodnoceni zmény zastoupeni fosforylovanych serinti (fosfoSer),
threonini (fosfoThr) a tyrosint (fosfoTyr) v mysich proteinech v pribéhu in vitro kapacitace
mysich spermii.
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7. Diskuze

Aktinovy cytoskelet je ve spermii klicovou soucasti nékolika procest, jako jsou napiiklad kapacitace
a akrozomadlni reakce (AR). Béhem AR se aktin mimo jiné podili na relokaci proteini do oblasti
ekvatoridlniho segmentu spermie (Sosnik et al. 2009), coz je misto prvniho kontaktu gamet (Bedford et
al. 1979). Jednim z proteind, ktery se béhem AR pfesouva z akrozomalni membrany do ekvatoridlniho
segmentu je CD9, ktery se pravdépodobné podili na stabilizaci propojeni mezi dal§imi membranovymi

proteiny a na interakci a fuzi plazmatickych membran gamet (Frolikova et al. 2018).

Ve spermiich bylo identifikovano nékolik aktin vazajicich proteini (shrnuto v Romarowski et al. 2016),
které se mohou podilet nejen na prestavbé aktinu, kterd je podstatnd pro kapacitaci i AR, ale i na
interakcich mezi aktinem a membranovymi proteiny. Mezi aktin vazajici proteiny, které slouzi jako
spojniky membranovych proteinil s aktinem (Turunen et al. 1994; Kawaguchi et al. 2017), patii rodina

ERM proteintl, kterd zahrnuje celkem 3 proteiny: ezrin, radixin a moesin.

Cilem této diplomové prace bylo lokalizovat ezrin v mys§i spermii a objasnit jeho roli ve spojeni s CD9
a aktinem. Dale ovéfit, zda dochazi ke zménam hladiny aktivni a neaktivni formy ezrinu béhem
kapacitace a AR mysi spermie a tim pomoci pochopit cely proces relokace klicovych vazebnych
proteint spermie. V neposledni fad€ jsme chtéli ovéfit, zda se ezrin spolu s aktinem podili na pfesunu

CD9 proteinu béhem AR mysi spermie.

Proteiny zrodiny ERM maji ~75% sekvencéni podobnost (Smith et al. 2003), proto jsme pied
lokalizovanim ezrinu v myS$i spermii, nejprve ovefili specifitu anti-ezrinové protilatky, jelikoz
existovala vysoka pravdépodobnost, ze protilatka mize rozpoznévat vice nez jeden protein z rodiny
ERM. Pomoci hmotnostni spektrometrie byl ezrin detekovan v imunoprecipitatu proteind
extrahovanych pomoci dvou lyza¢nich pufri. OvSem ve vzorku ptipraveného pomoci lyza¢niho pufru
s CHAPS bylo detekovano vice jedineénych peptidd jen pro ezrin a také pokryti proteinové sekvence
identifikovanymi peptidy je vyssi ve srovnani s daty ziskanych z SDS vzorkového pufru s EDTA.
Radixin ani moesin nebyly detekovany v Zadném vzorku. Z toho vyplyva, ze lepsi lyza¢ni schopnost
pro izolaci ezrinu, ma lyzacni pufr s CHAPS. Z téchto dat také mlzeme usoudit, Ze protilatka proti

ezrinu rozpoznava z rodiny ERM pouze ezrin.

Nasledné jsme mohli pfejit k detekci ezrinu v akrozom intaktnich mySich spermii, které byly Cerstveé
uvolnéné z cauda epididymis. Na zakladé¢ dostupnych studii v mySich spermiich ezrin doposud
lokalizovan nebyl. Nejdiive jsme ovSem optimalizovali podminky imunofluorescen¢niho barveni,
protoze na roztérech spermii na skli¢ku k oznaceni ezrinu nedochéazelo. Zvolena byla tudiz metoda
barveni spermii v suspenzi v mikrozkumavce. Za téchto optimalizovanych podminek byl ezrin
detekovan. Ezrin je v epididymalnich mySich spermiich lokalizovan v apikalni akrozomalni oblasti

hlavi¢ky. To se shoduje s lokalizaci ezrinu v lidskych spermiich, kde se ezrin nachazi v akrozomalni
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oblasti hlavicky (Wang et al. 2010). Ezrin byl detekovan také v byc¢ich spermiich, kde se nachazi v post-
akrozomalni oblasti hlavicky a navic i v bi¢iku (Huta et al. 2020). Umisténi ezrinu v akrozom intaktnich

spermiich je tedy pravdépodobné druhové specifické.

Detekce ezrinu v mySich spermiich byla potvrzena metodou Western blot. Ezrin byl detekovan
v proteinovém prouzku o molekulové hmotnosti pfiblizn¢ 70 kDa. Oproti tomu v lidskych a by¢ich
spermiich byl ezrin nalezen o molekulové hmotnosti okolo 80 kDa (Wang et al. 2010; Huta et al. 2020).
Rozdily v detekovanych molekulovych hmotnostech by mohly byt dany odlisSnymi zptisoby izolace
ezrinu, rozdilnou hustotou elektroforetickych geld nebo také odlisSnou post-translacni modifikaci ve

spermiich u riznych druhd.

Jednim z vazebnych partnerd ezrinu je aktin, proto jsme se zaméfili na jeho lokalizaci v epididymalnich
mysich spermiich. Pomoci nepiimé imunofluorescence byl aktin detekovan v apikalni oblasti akrozomu
a v bi¢iku mysi spermie a jeho pritomnost ve spermiich byla potvrzena také Western blot detekci. Ve
studii Romarowski et al. (2018) byl aktin nalezen krome¢ oblasti akrozomu v hlavi¢ce mySich spermii
také na ventralni Casti hlavicky a v septu. My jsme detekovali aktin pouze v akrozomalni oblasti
hlavicky spermie, coz mize byt zplisobeno pouzitim protilatky rozpoznavajici a-aktin. Pomoci
imunofluorescencniho znaceni protilatkou rozpoznavajici -aktin byl aktin detekovan i ve ventralni

oblasti hlavicky a v oblasti septa mysi spermie (data neuvedena).

Nasim cilem bylo prokazat, ze ezrin interaguje s proteinem CD9. Proto jsme se v mysich akrozom
intaktnich spermiich pomoci imunofluorescencniho znaceni zaméfili na lokalizaci i tohoto proteinu.
CD9 se nachazi v hlavicce v oblasti akrozomu, a to konkrétné ve vnéjsi a vnitfni akrozomalni
membrané. NaSe data se shoduji sjiz publikovanymi vysledky o lokalizaci CD9 v mysi spermii
(Frolikova et al. 2018). Lokalizace CD9 proteinu je v mySich a lidskych spermiich odlisna (Frolikova et
al. 2018), coz muze byt vysvétleno rozdilnou morfologii hlavicky mysich a lidskych spermii

(Jankovicova et al. 2020).

CD9 protein byl v mysich spermiich detekovan také pomoci metody Western blot. Za neredukujicich
podminek, kdy byly proteiny extrahovany pomoci SDS vzorkového pufru, byly detekovany 3 proteinové
prouzky o molekularnich hmotnostech 40, 65 a 155 kDa. Podobné vysledky byly jiz publikovany
(Frolikova et al. 2018), v mysich lyzatech byly také detekovany proteinové prouzky o molekularnich
hmotnostech okolo 45, 75 a nad 160 kDa. V této studii byly proteiny extrahovany pomoci RIPA pufru
s 8M mocovinou (Frolikova et al. 2018), coz bylo v naSem pfipad¢ zkouSeno také, a dosahli jsme
stejnych vysledk (data neuvedena). Proteiny z mysich epididymalnich spermii jsme ovSem extrahovali
i za redukujicich podminek, kdy anti-CD9 protilatka detekovala kromé 40 a 65 kDa proteint, také
proteinové prouzky o molekularnich hmotnostech 20 a 25 kDa, které odpovidaji CD9 proteinu. Autofi
vySe zminéné studie se domnivaji, Ze proteinové prouzky o vyssich molekularnich hmotnostech nez 20

a 25 kDa, jsou pravdépodobné kovalentné spojené komplexy CD9 proteind, nebo komplexy CD9
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a jinych tetraspanint ¢i proteinti (Frolikova et al. 2018). Transmembranové proteiny patfici do rodiny
tetraspanind jsou totiz schopné vytvéaiet Siroké sité propojenych proteinli nazyvané tetraspaninoveé site,
které vznikaji v disledku vzéjemnych interakci tetraspaninii i ostatnich membranovych proteint
(Frolikova et al. 2018; Jankovicovd et al. 2020). Za redukujicich podminek by melo s velkou
pravdépodobnosti dochéazet k rozpadu kovalentné spojenych multiproteinovych komplexti a mohou byt
detekovany proteinové prouzky o hmotnosti odpovidajici CD9 proteinu. Proteiny vysSich hmotnosti,
které byly za redukujicich podminek také detekovany, mlizou naznacovat, ze redukce disulfidovych

mustktll a rozpad proteinovych komplexti nebyly kompletni.

Teoreticky ve spermii mtize k interakci mezi ezrinem a CD9 proteinem dochazet neptimo, skrz proteiny
z podrodiny EWI. Bylo totiz prokazano, ze protein EWI-2, ktery patii do této podrodiny, na mySim
oocytu interaguje s CD9 proteinem (Runge et al. 2007; Glazar a Evans 2009). Ve spermiich ovsem EWI-
2 detekovan nebyl, proto jsme se v dal$im kroku rozhodli ovéfit jeho pfitomnost v akrozom intaktni
mys$i spermii. Pomoci nepfimé imunofluorescence byl EWI-2 detekovan v apikalni akrozomalni oblasti
v hlavicce a také v bic¢iku, kde byl nejintenzivnéjsi signal v jeho hlavni ¢asti. Pokud je nam znamo,
protein EWI-2 doposud ve spermiich detekovan nebyl a toto je tedy prvni evidence o lokalizaci EWI-2
ve spermiich. Pfitomnost EWI-2 v apikdlni akrozomalni oblasti, kde byl detekovan také ezrin a CD9,
naznacCuje, ze by mezi témito proteiny mohlo dochazet k interakcim, coz bylo ovéfovano v dalsich
krocich. Stejné jako u ostatnich experimentl byla provedena negativni kontrola bez primarni protilatky

a byla bez signalu, tudiz mtizeme vyloucit nespecifické znaceni.

Pritomnost EWI-2 v mySich spermiich jsme chtéli ovéfit také pomoci Western blot analyzy. Proteiny
byly z mysich spermii extrahované za redukujicich i neredukujicich podminek. Také jsme se snazili
detekovat EWI-2 v proteinech ziskanych z mySich tkani, konkrétné z plic, jater a sleziny. Ale ani
v jednom ptipadé se nam nepodarilo EWI-2 detekovat. Je mozné, Ze byl zvolen nevhodny zplisob
izolace proteint a pii pouziti jiného pufru, nez SDS vzorkového pufru a RIPA pufru s 8M mocovinou,
by byl EWI-2 detekovan. Tyto podminky extrakce proteini byly zvoleny z diivodu izolace proteini
naseho zajmu, které jsme uspésné detekovali v téchto extrakénich podminkach. Divodem by mohla byt

také pouzita primarni protilatka, kterou jsme méli k dispozici a ktera nebude pravdépodobné vhodna

k pouziti na metodu Western blot. Do budoucna by bylo vhodné otestovat jinou primarni protilatku.

Poté, co byly pomoci imunofluorescenéniho znaceni detekovany jednotlivé proteiny, jsme chtéli zjistit,
zda je lokalizace ezrinu, CD9 a EWI-2 stejna. Proto bylo provedeno ko-lokaliza¢ni znaceni téchto
proteinil. Ezrin i CD9 jsou lokalizovany na stejném mist€¢ v hlavicce mys$i spermie — v apikalni
akrozomalni oblasti. Navic v této oblasti byl pomoci nepifimé imunofluorescence detekovan také o-
aktin. Tyto vysledky naznacuji, Ze ezrin propojuje CD9 s aktinovym cytoskeletem v myS$i spermii.
Dalsimi imunofluorescenénimi experimenty bychom v budoucnu chtéli detekovat ezrin ve spermiich po

AR a nasledn¢ porovnat jeho lokalizaci s CD9 proteinem, u kterého béhem AR dochazi k jeho relokaci
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(Frolikova et al. 2018). Spole¢na lokalizace ezrinu a CD9 po AR spermie by mohla znamenat jejich
vzajemnou interakci a roli ezrinu jako spojniku mezi CD9 a aktinem v piesunu CD9 do ekvatoridlniho
segmentu spermie. K objasnéni role ezrinu béhem relokace CD9 proteinu bude klicovou soucésti

budoucich experimentd pouziti ezrinového inhibitoru zabratujiciho jeho aktivaci.

Ko-lokalizace CD9 a EWI-2 proteinii v oblasti apikalniho akrozomu hlavicky mysi spermie, kterou jsme
prokazali, znamena, Ze k interakci mezi CD9 a ezrinem by mohlo pravdépodobné dochazet nepiimo
skrz EWI-2. ProtoZe se nam ale nepodatilo EWI-2 detekovat pomoci Western blot analyzy, ovéfovali

jsme pouze moznost piimé interakce ezrinu s CD9.

Vzajemna asociace proteinti byla studovana pomoci ko-imunoprecipitaci na extraktech z myS$ich
spermii. Vzhledem k mnozstvi proteint, které je potieba pro ko-imunoprecipitacni experimenty, nebylo
kvuli etickym limitim tento experiment mozné provést na kapacitovanych spermiich. Vzajemnou
interakci ezrinu, CD9 a aktinu jsme tedy ovétovali ko-imunoprecipitaci na lyzatech epididymalnich

mysich spermiich.

Pro ovéteni interakce ezrinu a CD9 byla precipitace provedena pomoci anti-CD9 protilatky a poté byl
v imunoprecipitatu detekovan ezrin. Anti-ezrinova protilatka na membrané s proteiny detekovala
proteinovy prouzek o pfiblizné molekularni hmotnosti ezrinu, ktery se ovSem nenachazel v draze
s nanesenym imunoprecipitatem, ale v draze s proteiny, které se na kulicky s anti-CD9 protilatkou
nenavazaly. Z téchto vysledki vyplyva, ze bud’ k interakci mezi ezrinem a CD9 nedochazi, anebo tyto
proteiny spolu interaguji, ale nedoslo k jejich vyprecipitovani kvili metodickym limitim, jako napf.

nutnosti rozdilnych podminek izolace ezrinu a CD9 (viz déle).

Tim, ze byl proteinovy prouzek v pfiblizné molekulové hmotnosti ezrinu detekovan v supernatantu
precipitatu, chtéli jsme v dal§im experimentu ovéfit, zda doslo k imunoprecipitaci CD9 proteinu pies
kulicky s navazanou anti-CD9 protilatkou. Detekovan byl ovSem jen nespecificky signal,
pravdépodobné se jedna o lehké a tézké fetézce protilatek. Lehké fetézce protilatky, které se nachazeji
v imunoprecipitatu, maji stejnou molekulovou hmotnost jako protein CD9 — okolo 20-25 kDa. Tyto
fetézce by tedy mohly specificky proteinovy prouzek piekryvat. Tento problém by mohl byt vyfeSen
pouzitim specidlni sekundarni protilatky rozpoznavajici pouze nativni imunoglobuliny a tim
minimalizovat detekci tézkych a lehkych fetézct. Proteinovy prouzek nebyl detekovan ani v lyzatu
mySich spermii, coz by mohlo byt disledkem zvolené metodiky piipravy vzorki na ko-
imunoprecipitaci. Proteiny byly totiz inkubovany pii vysoké teploté, coz mohlo pravdépodobné zptisobit
degradaci epitopu pro anti-CD9 protilatku. Stejna protilatka byla totiz vyuzita ve studii Frolikova et al.
(2018), kdy znacila protein CD9 v lyzatech mysich spermii inkubovanych za niZ$i teploty, coz pak bylo
ovéteno v ramci optimalizace metody. Metodika extrakce proteinti ze spermii pii vySsich teplotach byla
zvolena z ditvodu pfednostni detekce ezrinu, u kterého detekce fungovala po zahtati lyzatu na vysokou

teplotu.
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V dal$im experimentu byla ovéfovana moznost interakce ezrinu a aktinu imunoprecipitaci pies a-aktin.
V imunoprecipitatu byly detekovany anti-ezrinovou protilatkou pouze lehké fetézce imunoglobulind
z protilatky, které se nachazely také na membrané slouzici jako negativni kontrola. Proteinové prouzky
o molekularni hmotnosti ezrinu detekovany nebyly. Pro dvoji ovéfeni, zda ezrin s aktinem interaguje,
bylo provedeno vyhodnoceni pomoci hmotnostni spektrometrie. Identifikovany byly proteiny
v imunoprecipitatech, kdy byla vyuzita anti-a- i anti-p-aktinova protilatka. Mezi detekovanymi proteiny
se nachazel a-, B- i y-aktin, také aktin véazajici proteiny jako titin, kofilin a thymosin (Yu et al. 1993;

Linke et al. 1997; Romarowski et al. 2016), av§ak ezrin mezi nimi identifikovan nebyl.

Z téchto ko-imunoprecipitatnich experimentli nemtizeme vyvozovat zadné zavéry, nebot byly
provedeny z asovych diivodl pouze v jednom opakovani. Data vSak naznacuji, Ze k interakcim mezi
ezrinem a CD9 a aktinem pravdépodobné nedochazi. Vysvétlenim by mohl byt fakt, Ze schopnost ezrinu
vazat membranové proteiny a aktin je zavisla na jeho aktivaci vazbou fosfatidylinositol-4,5-bisfosfatu
(PIP,) a fosforylaci na Thrss; (Fievet et al. 2004), jinak se nachazi ve své neaktivni konformaci
s maskovanymi vazebnymi misty (Andréoli et al. 1994; Gary a Bretscher 1995). Tuto hypotézu
podporuje studie provedend na lidskych spermiich. Ko-imunoprecipitace ezrinu a aktinu potvrdila, ze
k vazbé ezrinu a polymerovaného aktinu dochdzi béhem kapacitace spermii (Wang et al. 2010), kdy je
ezrin aktivovan (Wang et al. 2010; Huta et al. 2020). Fosforylace ezrinu az béhem kapacitace by mohla
byt vysvétlenim, pro¢ ani fosforylovany ezrin nebyl detekovan hmotnostni spektrometrii
v imunoprecipitatu o- a B- aktinu z mysich epididymalnich spermii. DalSim divodem, pro¢ se nam
nepodafilo prokazat asociaci ezrinu s aktinem, by mohly byt nespravné podminky izolace proteinli ze
spermii. K extrakci proteintt z mysSich spermii byl pouzit lyzacni pufr s CHAPS, na rozdil od extrakce
proteint z lidskych spermii, kde autofi lyzovali spermie v RIPA pufru (Wang et al. 2010). Dalsi vhodné
experimentalni pfistupy, jako naptiklad metoda PLA (proximity ligation assay) by mohly napomoci
objasnéni interakci proteintl s ezrinem. Tato metoda k vizualizaci interakci proteinti vyuZziva protilatky
s navazanymi DNA oligonukleotidy, které se spoji, pokud se dané proteiny nachazi v dostate¢né

blizkosti, a nasledn€ dochazi k vizualizaci tohoto spojeni (Weibrecht et al. 2010).

Vzajemné umisténi ezrinu a CD9 proteinu jsme ovéfili také v mySim oocytu. Ezrin byl detekovan
v plazmatické membran¢ oocytu kromé oblasti obklopujici dé€lici vieténko, ktera je oznaCovana jako
»~microvilli-free” region kvuli absenci microvilli. Stejny lokaliza¢ni vzor jsme pozorovali u proteinu
CD?9. Tyto vysledky jsou shodné s jiz publikovanymi daty (Louvet et al. 1996; Kaji et al. 2000), ovSem
zde pfinasime jako prvni ko-lokalizacni srovnani téchto proteind. Tento experiment je pilotnim
vysledkem pro budouci experimenty, kde bude studovana role ezrinu v pfesunu CD9 proteinu do mist

kontaktu gamet, ke kterému dochézi po vazbé Izumo 1 na Juno receptor (Chalbi et al. 2014).

Dalsim cilem této diplomové prace bylo porovnat, jak se méni zastoupeni mnoZzstvi ezrinu béhem

kapacitace mySi spermie. NaSim piedpokladem bylo, Zze kdyz existuji 2 formy ezrinu — aktivni
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fosforylovand a neaktivni nefosforylovana forma, mtze se zastoupeni téchto dvou forem b&hem
kapacitace ménit. Denzitometricka analyza proteinovych prouzkd o molekularni hmotnosti ezrinu
ukézala nepatrné zmény jeho zastoupeni v prabehu in vitro kapacitace mysi spermie. Mezi jednotlivymi
opakovanimi byl vSak pfili§ velky rozptyl hodnot, proto rozdily mezi mnozstvim ezrinu béhem
kapacitace nebyly hodnoceny jako signifikantni. Je ov§em mozné, ze k velkym zméndm mnozstvi
nefosforylované formy ezrinu v pribéhu 100 min in vitro kapacitace mysi spermie nedochazi. Tato
hypotéza se shoduje s vysledky studie Huta et al. (2020) provadéné na bycich spermiich, kde na
znazornéné membrané je detekovan ezrin o ptiblizné stejném signalu. Ve zminéné studii nicméné nebyla
provedena denzitometrickd analyza vyhodnocujici zmény jeho zastoupeni v pribéhu kapacitace, ale
autofi studie porovnavali zménu zastoupeni aktivni fosforylované formy ezrinu. Bylo ukdzéno, Ze
k fosforylaci ezrinu dochazi béhem 60 minut kapacitace byci spermie a poté jeho mnozstvi klesa (Huta
et al. 2020). Toto zjisténi se 1isi od vysledki studie provedené na lidskych spermiich, kde byl detekovan

nartist mnozstvi fosforylovaného ezrinu po 2,5-5 hodinach kapacitace (Wang et al. 2010).

Abychom mohli ovéfit, zda u mysich spermii dochazi ke zméné zastoupeni aktivni fosforylované formy
ezrinu — fosfoezrinu, rozhodli jsme se nejprve otestovat specifitu anti-fosfoezrinové protilatky na
zéklade detekce fosforylovanych proteinti v imunoprecipitatu z proteinového extraktu spermii. Pomoci
anti-fosfotyrosinové protilatky byly detekovany proteiny okolo 70 kDa. Mohlo by se tedy jednat
o fosfoezrin, jehoz molekulova hmotnost se pohybuje v této oblasti (Parnell et al. 2015; Tabrizi et al.
2023). Ovsem proteiny byly detekovany ve vzorku proteind, které se béhem imunoprecipitace na
kuli¢ky s anti-fosfoezrinovou protilatkou nenavazaly. Muze se tedy jednat pravdépodobné o jakykoli
fosforylovany protein s molekularni hmotnosti okolo 70 kDa. Pro ovéfeni, zda doslo k imunoprecipitaci
fosfoezrinu byla provedena detekce anti-fosfoezrinovou protilatkou, ktera ukazala velmi slaby signal ve
vzorku proteinli nezachycenych béhem imunoprecipitace v piiblizn€ stejné molekulové hmotnosti jako
byl detekovan anti-fosfotyrosinovou protilatkou. Vzhledem k tomu, Ze byla stejna membrana vyuzita
pro ob¢ detekce, tak se miizeme domnivat, Ze se jedna o zbytkovy signal z pfedchozi detekce. Dlivodem
neuspéchu imunoprecipitace mohou byt nevhodné podminky izolace tohoto proteinu, piipadné pouzita

anti-fosfoezrinova protilatka neni vhodna pro imunoprecipitaci.

Protoze se nam z téchto experimentd specifitu pouzité protilatky proti fosfoezrinu nepovedlo ovéfit, byla
provedena analyza imunoprecipitatu fosfoezrinu pomoci hmotnostni spektrometrie. Vzorky byly
pfipraveny pomoci dvou rozdilnych lyzacnich pufri. V imunoprecipitatu ptipraveného s SDS
vzorkovym pufrem s EDTA byl detekovan ezrin, ktery ale neni fosforylovany. Nicméné zde byly
identifikovany jiné fosforylované proteiny. Oproti tomu ve vzorku pfipraveném pomoci lyzacniho pufru
s CHAPS byly detekovany vSechny proteiny z ERM rodiny — ezrin, radixin i moesin, avSak zadny z nich
také nebyl fosforylovany. Identifikovany byly i jiné fosforylované proteiny s molekuldrni hmotnosti
podobnou fosfoezrinu. Z téchto vysledkli mtizeme usoudit, ze pouzita anti-fosfoezrinova protilatka

rozpoznava nefosforylovanou formu ezrinu a jiné fosforylované proteiny s podobnou molekularni
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hmotnosti, a proto neni vhodna pro detekci fosforylované formy ezrinu. Miizeme také vidét rozdilnou
lyzacni schopnost pouzitych pufri. Oproti lyzacnimu pufru s CHAPS, kde byly detekovany vSechny
proteiny z ERM rodiny, v SDS vzorkovém pufru s EDTA byl detekovan pouze ezrin, avSak pokryti
proteinové sekvence identifikovanymi peptidy bylo nékolika nasobné vys$si. U lyzacniho pufru
s CHAPS bylo pokryti pouze 2%, zatimco u SDS vzorkového pufru s EDTA bylo témét 70%. Tudiz pfti
pouziti anti-fosfoezrinové protilatky s oveéfenou specifitou je pro izolaci proteint pravdépodobné lepsi

SDS vzorkovy pufr s EDTA.

Kwvili nespecifité anti-fosfoezrinové protilatky jsme nebyli schopni detekovat zmény v zastoupeni
fosfoezrinu beéhem in vitro kapacitace. Rozhodli jsme se alesponi tedy ovéfit, jak se béhem kapacitace
méni zastoupeni fosforylovanych proteinti v mysich spermiich. Detekovany byly proteiny fosforylované
na serinu, tyrosinu i threoninu. Denzitometrickd analyza ukdzala, ze v pribéhu in vitro kapacitace mysi
spermie dochdzi k oscilacim v serinové, threoninové i tyrosinové fosforylaci. Nejprve hladina proteinti
fosforylovanych na vsech tfech aminokyselinovych zbytcich roste, pficemz po urcité dobé, kterd je
odlisna pro jednotlivé aminokyseliny, dochazi k jejich poklesu. Na konci in vitro kapacitace po 100

minutach je mnozstvi fosforylovanych proteinti nejnizsi.

Nezbytnou soucasti kapacitace spermie je piedevsim tyrosinova fosforylace proteinii (Visconti et al.
1995). V mysich spermiich bylo detekovano nékolik proteinti, u kterych k tyrosinové fosforylaci béhem
kapacitace dochazi. Zaroven porovnanim znaceni anti-fosfotyrosinové protilatky bylo zjisténo, ze po
90 minutach in vitro kapacitace dochazi k naristu mnozstvi fosforylovanych proteinti na tyrosinech
(Arcelay et al. 2008). V této studii bylo ovSem zaznamenano mnozstvi fosforylovanych tyrosinti pouze
pred a po 90 minutach kapacitace, coz se lisi s nasimi daty, kde byly zmény ve fosforylaci proteind
sledovany ve vice ¢asovych intervalech. Podobny experiment byl proveden Visconti et al. (1995), kde
byly detekovany zmény v zastoupeni proteinti fosforylovanych na tyrosinu béhem 180 minut in vitro
kapacitace mysi spermie. Denzitometricka analyza provedena nebyla, ovSem autofi tvrdi, Ze u proteinti
detekovanych o molekularnich hmotnostech v rozmezi 40-120 kDa dochazi k naristu jejich fosforylace
na tyrosinech az do 90 minut kapacitace spermii, kdy je jejich mnozstvi nejvétsi (Visconti et al. 1995).
Tyto vysledky se neshoduji s daty ziskanymi vtéto diplomové praci. Divodem muze byt
pravdépodobné to, Ze Visconti et al. (1995) neprovedli denzitometrickou analyzu na detekovanych
proteinech a malé zmény intenzity proteinovych prouzkli na membranach nebyly rozpoznany. Zména
tyrosinové fosforylace béhem kapacitace byla zkoumana také v kancich spermiich, u kterych ovsem
kapacitace trva pravdépodobné nejméné 3-4 hodiny (Zigo et al. 2020). Pozorovany byly nepatrné
zmeény, kdy po 1. hodin€ mnozstvi fosforylovanych tyrosint rostlo, po 2 hodinach doslo k jejich poklesu,
pficemz po 3. hodiné hladina proteinti fosforylovanych na tyrosinu opét vzrostla (Hackerova et al. 2023).
Kviili mezidruhovym rozdilim v kapacitaci mysi a kanci spermie nelze tyto vysledky porovnavat, avsak
spolecné tato data mohou pfispét k detailngjsSimu porozuméni dynamiky fosforylace proteind béhem

kapacitace savc¢ich spermii.
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8. Zavér

Tato diplomova prace se zabyvala roli ezrinu ve spojeni s CD9 proteinem v mys$i spermii, pficemz bylo
stanoveno nékolik cili prace. Prvnim bylo detekovat ezrin v mySich spermiich, nebot’ ezrin byl doposud
lokalizovan pouze ve spermiich byki a lidi. Po ovéfeni specifity anti-ezrinové protilatky se ndm podatilo
pomoci nepfimé imunofluorescence detekovat ezrin v akrozom intaktnich spermiich, kde byl detekovan
také protein CD9 a aktin. Pfitomnost vSech téchto proteind v mysi spermii byla déale ovéfena pomoci
Western blot analyzy. Soucasti budoucich experimentt bude lokalizace ezrinu v akrozom-zreagovanych
mySich spermiich, aby mohla byt porovnana sumisténim CD9 proteinu po akrozomadlni reakci.
Kli¢ovou soucasti téchto experimentti bude pouziti ezrinového inhibitoru spolu s imunofluorescen¢nim
znacenim CD9 proteinu, které pomtze detekovat, zda se ezrin podili na relokaci CD9 b&hem

akrozomalni reakce.

Dalsim cilem této prace bylo zjistit, zda ezrin mtze slouzit jako spojnik mezi proteinem CD9
a aktinovym cytoskeletem. Ackoli pomoci ko-imunoprecipitaci se nam interakci mezi ezrinem, CD9
a aktinem nepodaftilo prokézat, detekovali jsme pfitomnost proteinu EWI-2. Tento protein, pokud je
nam znamo, ve spermiich dosud popsan nebyl. Jelikoz v somatickych buiikdch slouzi EWI-2 jako
spojnik mezi CD9 a ezrinem, lze usuzovat, ze obdobnou roli hraje i ve spermiich a k interakcim ezrinu
s CD9 zde tedy mohlo dochéazet nepfimo pravé prosttednictvim EWI-2. Ko-lokalizace ezrinu, CD9
a EWI-2 proteinu v oblasti apikalniho akrozomu podporuje tuto hypotézu. K jejimu ovéteni bude do
budoucna potieba verifikovat ptitomnost EWI-2 ve spermiich i pomoci jinych metod, napt. Western

blot a provést experimenty, které interakci ezrinu a EWI-2 ve spermii spolehlivé prokazi.

Nasim dal$im cilem bylo popsat zmény v zastoupeni aktivni fosforylované a neaktivni nefosforylované
formy ezrinu v pribéhu in vitro kapacitace. Jelikoz signifikantni zmény v mnozstvi
pritomné nefosforylované formy ezrinu se nam nepodafilo prokazat, zda se, ze rozdily budou jen
nepatrné. Pro sledovani zmény v mnozstvi fosforylovaného ezrinu (fosfoezrinu) bylo potfeba nejdiive
ovefit, zda anti-fosfoezrinova protilatka rozpoznava pouze fosforylovanou formu ezrinu. Pomoci
imunoprecipitaci spolu s pouzitim hmotnostni spektrometrie se ndm podatilo prokazat, ze pouzita
protilatka rozpoznava pravdépodobné nefosforylovanou formu ezrinu, tudiz pro studium fosfoezrinu
neni vhodna. Z toho diivodu jsme pristoupili k ovéfeni, jak se béhem kapacitace méni zastoupeni hladiny
fosforylovanych proteind na serinovych, threoninovych a tyrosinovych zbytcich. Podafily se nam
detekovat zmény na vSech tfech aminokyselinovych zbytcich, ovSem provedeno bylo pouze
1 opakovani. Pro statistickou analyzu je tudiZz v budoucnu nutné tento experiment nékolikrat zopakovat.
Dale je také potieba otestovat dalsi anti-fosfoezrinové protilatky a nasledovné detekovat lokalizaci

fosfoezrinu ve spermii véetné zmén jeho mnozstvi v prabehu in vitro kapacitace.
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V ramci této diplomové prace byl proveden také pilotni experiment pro budouci studie ezrinu ve vztahu
k CD9 proteinu v mySsich oocytech. Nepfimou imunofluorescenci se ndm podafilo potvrdit ko-lokalizaci
ezrinu a CD9 v membrané¢ mysiho oocytu. V budoucich experimentech bude s pouzitim ezrinového

inhibitoru zkoumana role ezrinu pii presunu CD9.

V této praci se nam podarilo naplnit nekolik cila, které jsme si stanovili. Nase vysledky tak mohou
prispet k objasnéni role ezrinu jako spojniku membranovych proteind s aktinovym cytoskeletem ve
spermii. Hlavni prioritou budoucich experimentti bude lokalizace ezrinu po akrozomalni reakci
a s pouzitim inhibitoru ezrinu ovéfeni, zda se ezrin podili na relokaci CD9 do ekvatoridlniho segmentu

spermie.
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