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Abstrakt 

Ezrin, který společně s radixinem a moesinem patří do rodiny ERM proteinů, hraje významnou roli v 

propojení membránových proteinů s aktinovým cytoskeletem. Ve spermiích byl ezrin doposud 

identifikován pouze u lidí a býků, kde se pravděpodobně podílí na řízení polymerace aktinu během 

kapacitace. V průběhu akrozomální reakce hraje aktin důležitou roli v přesunu proteinů z vnitřní 

akrozomální membrány do ekvatoriálního segmentu, což je děj nezbytný pro úspěšný průběh oplození. 

Mezi proteiny, které se během akrozomální reakce přesouvají do ekvatoriálního segmentu, místa 

iniciace fúze gamet, patří i protein CD9. Tento protein pravděpodobně stabilizuje interakce ostatních 

proteinů mezi spermií a oocytem během fúze gamet. V této diplomové práci jsme se zaměřili na roli 

ezrinu v propojení proteinu CD9 s aktinovým cytoskeletem v myší spermii. Pomocí nepřímé 

imunofluorescence jsme detekovali přítomnost ezrinu, CD9 a aktinu v akrozom intaktní myší spermii. 

Jejich ko-lokalizace v apikální akrozomální oblasti spermie naznačuje, že tyto proteiny mohou ve 

spermii interagovat, avšak naše výsledky ko-imunoprecipitace tuto možnost nepotvrdili. Nicméně, v 

apikální akrozomální oblasti jsme detekovali také přítomnost proteinu EWI-2, který by mohl být 

prostředníkem této vazby. V rámci práce jsme se rovněž zabývali změnami v zastoupení aktivní tzn. 

fosforylované a inaktivní tzn. nefosforylované formy ezrinu během kapacitace. Naše výsledky 

prokázaly, že se zastoupení fosforylovaných proteinů v průběhu tohoto procesu mění. Výsledky této 

diplomové práce tak přispívají k lepšímu pochopení dějů, které jsou nezbytné pro úspěšnou maturaci 

spermie a následné oplození. 
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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. 
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1. Úvod 

Spermie je samčí pohlavní buňka, která je nepostradatelnou součástí oplození. Aby byla spermie 

schopná migrovat a splynout s oocytem, musí projít několika maturačními procesy, během kterých 

dochází mimo jiné k přestavbám aktinového cytoskeletu (Spungin et al. 1995; Brener et al. 2003; Sosnik 

et al. 2009; Itach et al. 2012). Aktinová filamenta hrají ve fyziologických procesech spermie nezbytnou 

roli, neboť inhibice polymerace aktinu má za následek defekty v epididymální maturaci či motilitě 

spermií (Lin et al. 2002), které vedou až ke snížení fertilizačních schopností spermií (Brener et al. 2003). 

Ve spermii s aktinem interagují tzv. aktin vázající proteiny (shrnuto v Romarowski et al. 2016). Tyto 

proteiny regulují reorganizaci aktinu, a tak ve spermii napomáhají správnému průběhu maturačních 

procesů (Spungin et al. 1995; Brener et al. 2003; Sosnik et al. 2009; Itach et al. 2012). Mezi aktin vázající 

proteiny patří rodina ERM proteinů (ezrin, radixin, moesin), které slouží jako spojníky mezi aktinovým 

cytoskeletem a membránovými proteiny (Turunen et al. 1994; Kawaguchi et al. 2017). Nejvíce 

studovaným ERM proteinem je ezrin, který byl detekován jak v testes (Wakayama et al. 2009; Gungor-

Ordueri et al. 2014) a spermiích (Wang et al. 2010; Huta et al. 2020), tak i v oocytech (Louvet et al. 

1996; Dehapiot a Halet 2013) a raných embryích (Louvet et al. 1996; Humiêcka et al. 2017).  

V myších oocytech byla lokalizace ezrinu detailně popsána, včetně jeho pravděpodobné role 

v polarizaci oocytu (Dehapiot a Halet 2013) a vlivu na morfologii microvilli (Cohen et al. 2022). 

Morfologie a formace microvilli je ovlivněna přítomností/absencí proteinu CD9 (Runge et al. 2007), 

který v oocytu pravděpodobně interaguje s ezrinem nepřímo přes 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 jedinými dosud popsanými esenciálními proteiny na oocytu, které se podílí na adhezi 

a fúzi gamet. 

Jedním z proteinů podílejícím se na adhezi a fúzi gamet ve spermii je protein Izumo 1 (Inoue et al. 2005; 

Satouh et al. 2012). Během akrozomální reakce spermie dochází k relokaci Izumo 1 do místa iniciace 

fúze gamet (Satouh et al. 2012), což je pravděpodobně řízeno pomocí aktinového cytoskeletu (Sosnik 

et al. 2009). Ke stejnému přesunu dochází v průběhu akrozomální reakce také u proteinu CD9 (Frolikova 

et al. 2018), tudíž by se dalo předpokládat, že se aktin bude podílet i na jeho relokaci. 

Na základě zjištění, že v oocytech pravděpodobně dochází k interakcím mezi CD9, ezrinem a aktinem 

(Turunen et al. 1994; Runge et al. 2007; Sala-Valdés et al. 2006; Glazar a Evans 2009), lze předpokládat, 

že ve spermiích, kde byl ezrin (Wang et al. 2010; Huta et al. 2020) a CD9 (Ito et al. 2010; Frolikova et 

al. 2018) detekovány také, rovněž dochází k interakcím těchto proteinů a že se ezrin spolu s aktinem 

může podílet na relokaci proteinu CD9 do ekvatoriálního segmentu během akrozomální reakce. V této 

diplomové práci jsme se za pomocí metod nepřímé imunofluorescence, Western blot, ko-

imunoprecipitace a hmotnostní spektrometrie pokusili tuto hypotézu ověřit. 



2 

 

2. Literární úvod 

2.1 Stavba myší spermie 

Spermie je specializovaná samčí haploidní buňka, která se skládá z hlavičky a bičíku, který se dále dělí 

na několik částí, jimiž jsou krček, střední část obsahující mitochondrie, hlavní část a koncová část bičíku. 

Hlavičku myší spermie můžeme rozdělit na 3 oblasti (viz obr. 1):  

1) apikální akrozomální oblast, kde se nachází akrozom – organela potřebná pro akrozomální 

reakci a průnik spermie skrz extracelulární obaly oocytu, 

2) ekvatoriální segment – oblast, kde dochází k iniciaci fúze gamet (Bedford et al. 1979), 

3) post-akrozomální oblast – oblast, jejíž proteinové složení se mění během akrozomální reakce 

(Sosnik et al. 2009). 

 

Obr. 1: Stavba hlavičky myší spermie. Žlutě je označena apikální akrozomální oblast (AA) 

a ekvatoriální segment (ES). Hnědě je označena post-akrozomální oblast spermie. (Selvaraj et al. 

2009) – upraveno 
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2.2 Aktinový cytoskelet v myší spermii 

V savčí spermii byl aktin detekován v monomerní i filamentární formě (Flaherty et al. 1986; Moreno-

Fierros et al. 1992; Vogl et al. 1993; Othó et al. 2000). U myší byla lokalizace aktinového cytoskeletu 

popsána v několika kompartmentech spermie, včetně změn jeho lokalizace v průběhu spermatogeneze 

(Flaherty et al. 1986; Fouquet a Kann 1992). Romarowski et al. detekovali přesné umístění 

polymerovaného aktinu (F-aktinu) v myší spermii pomocí fluorescenční próby SiR-aktin, která se váže 

in vivo na aktinová filamenta a umožňuje tak navíc sledovat dynamiku aktinu v živé spermii. F-aktin 

byl v hlavičce myší spermie detekován: v perforatoriu (oblast apikálního háčku), mezi vnitřní 

akrozomální membránou a jadernou membránou (lower acrosome), také mezi vnější akrozomální 

membránou a plazmatickou membránou (upper acrosome), dále na ventrální části hlavičky, v septu 

(oblast oddělující ekvatoriální segment od post-akrozomální oblasti) a v krčku (viz obr. 2) (Romarowski 

et al. 2018). 

 

Obr. 2: Lokalizace F-aktinu v hlavičce myší spermie. Barevně jsou označena místa, kde byl 

detekován F-aktin v hlavičce spermie: v perforatoriu, v okolí akrozomálních membrán (lower a upper 

acrosome), ve ventrální části hlavičky, v septu a v krčku myší spermie. (Romarowski et al. 

2018) - upraveno 

Aktin byl detekován v myších spermiích také v oblasti bičíku (Flaherty et al. 1986; Fouquet a Kann 

1992). Použitím super-rezoluční technologie, která umožňuje detailnější zobrazení, bylo zjištěno, že 

v hlavní části bičíku je F-aktin uspořádaný do krátkých svazků, které se nejvíce vyskytují okolo 

axonemy. Oproti tomu ve střední části bičíku tvoří F-aktin dvouvláknovou šroubovici, přičemž 

mitochondrie nacházející se v této oblasti bičíku jsou uspořádány také do kompaktní šroubovice 
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(struktury nazývané mitochondriální pochva). Aktinová filamenta jsou tedy nejspíše vmezeřená 

v malých oblastech mezi mitochondriemi a mohly by se tak podílet na migraci mitochondrií během 

spermiogeneze do této oblasti bičíku a sloužit pak dále jako opora upevňující jejich umístění (Gervasi 

et al. 2018). 

Přítomnost aktinu v bičíku naznačuje také jeho roli v motilitě spermie. Studie provedená na spermiích 

vačnatců ukázala, že inhibice polymerace aktinu vede k narušení epididymální maturace spermií a jejich 

pohyblivosti (Lin et al. 2002). Na lidských spermiích bylo prokázáno, že inkubace s anti-aktinovou 

protilátkou vede k inhibici hyperaktivace spermií (Liu et al. 2002). Z těchto výsledků lze usuzovat, že 

i u myších spermií hraje aktin pravděpodobně klíčovou roli v jejich motilitě. 
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2.3 Dynamika aktinu během maturace spermie v samičím reprodukčním 

traktu 

Spermie ejakulované do samičího reprodukčního traktu nejsou ihned schopné vazby a fúze s vajíčkem. 

V rámci reprodukčního traktu samice nejdříve musí dojít k jejich maturaci, která zahrnuje děje jako je 

kapacitace a následná akrozomální reakce. Během těchto dějů má klíčovou úlohu aktinový cytoskelet 

a jeho přestavba. 

2.3.1.1 Změny během kapacitace spermie 

Procesem, který je důležitou prerekvizitou pro akrozomální reakci, a tudíž i nezbytně nutný pro 

oplození, je kapacitace spermie. Kapacitace probíhá v samičím reprodukčním traktu a během ní ve 

spermii dochází k řadě biochemických a fyziologických změn (Chang 1951; Austin 1951; Austin 1952). 

Mění se plazmatická membrána spermie: dochází k redistribuci lipidových raftů a jejich koncentraci 

v apikální části hlavičky (van Gestel et al. 2005), vyvázání cholesterolu (Flesch et al. 2001) 

a asymetrické uspořádání fosfolipidů se mění na symetrické (Nolan a Hammerstedt 1997). Dále je pro 

kapacitaci spermie nutná změna intracelulárního množství vápenatých iontů (Fraser a McDermott 

1992). S kapacitací je spřažená zvýšená tyrosinová fosforylace proteinů. Bylo identifikováno několik 

proteinů, u nichž k nárůstu fosforylace během kapacitace dochází (Ficarro et al. 2003; Arcelay et al. 

2008). 

Během kapacitace hraje důležitou roli také aktinový cytoskelet. S postupem kapacitačního procesu 

dochází k aktinové polymeraci. V kortikální oblasti hlavičky slouží polymerovaný aktin jako fyzická 

bariéra mezi vnější akrozomální membránou a plazmatickou membránou spermie, která brání splynutí 

těchto membrán a předčasné exocytóze akrozomálního váčku (Spungin et al. 1995). Pravděpodobně 

slouží také jako opora pro proteiny, které se dále účastní akrozomální reakce. Jedním z nich je 

fosfolipáza C, která se během kapacitace přesouvá k plazmatické membráně, kde jí upevňuje 

polymerovaný aktin (Spungin et al. 1995). Důležitost polymerace aktinu v procesu kapacitace byla 

potvrzena pomocí cytochalasinu D – inhibitoru polymerace aktinu. Použití cytochalasinu D v průběhu 

kapacitace má za následek zablokování akrozomální reakce, což vede ke snížení fertility spermií (Brener 

et al. 2003). 

K polymeraci aktinu během kapacitace dochází nejen v hlavičce, ale také v bičíku (Itach et al. 2012). 

Zároveň v průběhu kapacitace dochází ke změně motility spermie k tzv. hyperaktivaci, která spermiím 

umožňuje proniknout skrz ovidukt samice a extracelulární obaly oocytu (Suarez et al. 1991; Suarez 

a Dai 1992; Demott a Suarez 1992; Stauss et al. 1995; Quill et al. 2003). To naznačuje, že by se aktinový 

cytoskelet mohl podílet na regulaci hyperaktivace spermie během kapacitace. Působením inhibitoru 

polymerace aktinu (cytochalasinu D) došlo u myších spermií k inhibici hyperaktivace. Stejná korelace 

mezi polymerací aktinu během kapacitace a hyperaktivace spermie byla potvrzena i u lidských spermií 

(Itach et al. 2012). Navíc pokud byly lidské spermie inkubovány s anti-aktinovou protilátkou, došlo 
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u nich k redukci hyperaktivace a inhibována byla také akrozomální reakce indukovaná jak zona 

pellucida, tak i vápníkovým ionoforem (Liu et al. 2002). Z toho všeho vyplývá, že aktin hraje podstatnou 

roli v hyperaktivaci spermie během kapacitace. 

2.3.1.2 Změny během akrozomální reakce spermie 

Pouze kapacitované spermie jsou schopné podstoupit akrozomální reakci (AR), což je další nutný krok 

k tomu, aby spermie byla schopná oplození vajíčka. AR je děj indukovaný vápenatými ionty (Fraser 

a McDermott 1992), při kterém dochází k uvolnění obsahu akrozomu spermie. Aby byla exocytóza 

akrozomálního váčku možná, musí nejdříve dojít k depolymeraci aktinových sítí kortikálního 

cytoskeletu, což umožní splynutí vnější akrozomální membrány s plazmatickou membránou spermie 

(Cardullo a Florman 1993; Spungin et al. 1995). Následně dochází k uvolnění obsahu akrozomu, díky 

tomu může spermie proniknout skrz extracelulární obaly vajíčka a navázat se na jeho plazmatickou 

membránu (oolemu). 

Během AR dochází k přesunu klíčových transmembránových proteinů spermie z oblasti akrozomu do 

oblasti ekvatoriálního segmentu, který je místem prvního kontaktu plazmatických membrán gamet 

a který se stává fúzogenním až po AR (Bedford et al. 1979; Takano et al. 1993). Jedním z proteinů 

nutných pro fúzi spermie a vajíčka je Izumo 1 (Inoue et al. 2005), který je do ekvatoriálního segmentu 

přemístěn během AR z vnější a vnitřní akrozomální membrány (Satouh et al. 2012). Tato relokace 

během AR je klíčová, neboť pokud k ní nedošlo, spermie nejsou oplození schopné (Inoue et al. 2005; 

Satouh et al. 2012). 

Na přesunu Izumo 1 se podílí pravděpodobně aktinový cytoskelet, což bylo ukázáno u myší postrádající 

testes-specifickou serinovou kinázu 6 (Tssk6 KO). U těchto myší nedochází během AR k přesunu Izumo 

1, což však není způsobeno defekty v AR a ani exprese Izumo 1 není poškozená. Delece Tssk6 ovšem 

má vliv na polymeraci aktinu, v hlavičkách Tssk6 KO spermií F-aktin nebyl detekován. Z toho vyplývá, 

že se Tssk6 pravděpodobně podílí na regulaci polymerace aktinu a tím ovlivňuje relokaci Izumo 1 do 

ekvatoriálního segmentu. Toto tvrzení je navíc podpořeno experimentem, kde působení inhibitoru 

polymerace aktinu – latrunculinu A na wild-type (WT) spermie, mělo za následek významné snížení 

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

Dalším proteinem, který se nachází na akrozomální membráně je CD9. Stejně jako u Izumo 1 dochází 

během AR k přesunu CD9 do ekvatoriálního segmentu (Frolikova et al. 2018). Přesouvají se také např. 

proteiny CD46 a integriny β1, které spolu interagují. Navíc použitím latrunculinu A, stejně jako u Izumo 

1, dochází k výraznému poklesu jejich relokace během AR (Frolikova et al. 2016). Dalo by se 

předpokládat, že aktinový cytoskelet hraje roli v relokaci nejen proteinu Izumo 1, ale také CD9, CD46 

a integrinů β1. 
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Jak již bylo zmíněno, těsně před AR dochází k depolymeraci filamentárního aktinu (Spungin et al. 

1995). Nedochází ovšem k jeho depolymeraci ve všech částech hlavičky, ale pouze v septu a horní 

a dolní akrozomální oblasti. Ve zbylých částech (perforatoriu, ventrální části a krčku) zůstává aktin 

polymerovaný i během AR spermie. Dynamika depolymerace aktinu během AR ale není ve všech 

3 částech stejná. V septu a dolní akrozomální oblasti dochází k depolymeraci několik sekund před 

zahájením AR, s tím, že v septu k tomu dochází dříve než v dolní akrozomální oblasti. Oproti tomu 

v horní akrozomální oblasti dochází k depolymeraci F-aktinu až po zahájení AR. Je ale také možné, že 

ztráta signálu SiR-aktinu není způsobená depolymerací aktinu, ale může být výsledkem ztráty 

membrány spermie během AR (viz obr. 3) (Romarowski et al. 2018). 

 

Obr. 3: Schématické znázornění progrese akrozomální reakce myší spermie. (Romarowski et al. 

2018) - upraveno 
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2.4 Aktin vázající proteiny 

Během kapacitace a akrozomální reakce spermie hraje aktin a jeho reorganizace významnou roli. Na 

aktin jsou napojené další proteiny, které tuto přestavbu mohou ovlivňovat a které se nazývají aktin 

vázající proteiny. V savčích spermiích bylo identifikováno několik aktin vázajících proteinů, což značí 

důležitost aktinového cytoskeletu pro správnou funkci spermií. Mezi aktin vázající proteiny přítomné 

ve spermii patří jak proteiny ovlivňující jeho strukturu (shrnuto v Romarowski et al. 2016), tak zároveň 

proteiny schopné propojovat aktin s dalšími proteiny a vytvářet tak funkční sítě v rámci buňky (Turunen 

et al. 1994; Yonemura et al. 1998). Jedněmi z těchto aktin vázajících proteinů jsou ERM proteiny, které 

jsou hlavním zájmem mé práce. 

2.5 ERM proteiny 

2.5.1 Struktura ERM proteinů 

Do rodiny ERM proteinů patří ezrin, radixin a moesin, které slouží jako spojník membránových proteinů 

s aktinem, což je umožněno jejich strukturou, viz obr. 4. Za vazbu proteinů umístěných v membráně je 

zodpovědná N-terminální doména též označovaná FERM. Označení FERM domény je zkratka pro 4,1 

(Four point one) ERM (ezrin, radixin, moesin), protože aminokyselinová sekvence této domény je 

u těchto proteinů konzervovaná (Kawaguchi et al. 2017). Tato doména se skládá ze 3 strukturních 

modulů F1, F2 a F3 (viz obr. 1), které dohromady tvoří strukturu jetelového listu (Pearson et al. 2000). 

K interakci s aktinem dochází C-terminální doménou ERM, konkrétně jejími 34 aminokyselinami 

(Turunen et al. 1994). 

 

Obr. 4: Schématické znázornění struktury ERM proteinů. (Kawaguchi et al. 2017) – upraveno 
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2.5.2 Aktivace ERM proteinů 

ERM proteiny se vyskytují ve 2 formách – aktivní a inaktivní. Inaktivovaná forma není schopná vazby 

na aktin ani na membránové proteiny, neboť dochází k interakci N- a C-terminální domény ERM, což 

má za následek maskování vazebných míst na obou doménách (Andréoli et al. 1994; Gary a Bretscher 

1995). Aby došlo k odmaskování vazebných míst a aktivaci ERM, musí dojít k vazbě fosfatidylinositol-

4,5-bisfosfátu (PIP2) (Fievet et al. 2004). Díky této vazbě dochází ke zvyšování počtu interakcí mezi 

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

Další podmínkou aktivace ERM je fosforylace C-terminální domény. Moesin je fosforylován na 

Threoninu 558 a pouze fosforylovaný moesin může interagovat s polymerovaným aktinem (Nakamura 

et al. 1999). U radixinu dochází k fosforylaci na Threoninu 564, což má za následek inhibici interakce 

mezi N- a C-terminální doménou, tudíž aktivaci radixinu (Matsui et al. 1998; Ishikawa et al. 2001). 

U ezrinu se jedná konkrétně o fosforylaci Threoninu 567 (Thr567). Aby byl Thr567 na ezrinu fosforylován, 

musí nejdříve dojít k vazbě PIP2. Navázáním PIP2 dochází nejspíše ke změně konformace ezrinu, která 

umožní fosforylaci Thr567 (Fievet et al. 2004). To potvrzuje analýza krystalické struktury FERM domény 

radixinu. Ta ukázala, že po vazbě inositol-1,4,5-trisfosfátu dochází k její konformační změně, která má 

za následek uvolnění C-terminální domény (Hamada et al. 2000). 

K vazbě mezi N- a C-terminální doménou ERM proteinů nemusí docházet jen intramolekulárně, tedy 

mezi N- a C-terminálními doménami téhož proteinu, ale vznikat mohou také k intermolekulární vazby 

a oligomery ERM proteinů. Příkladem může být ezrin izolovaný z placentárních microvilli, který se zde 

vyskytuje v monomerní, dimerní i oligomerní formě (Berryman et al. 1995; Bretscher et al. 1995). 

Monomery a dimery ERM proteinů jsou stabilní a mají funkční N-terminální domény. Oproti tomu 

jejich C-terminální domény jsou maskovány, neboť nedošlo k jejich vazbě na imobilizovanou N-

terminální doménu (Bretscher et al. 1995).  

Zdá se, že tvorba oligomerů ERM proteinů je ovlivněna jejich tyrosinovou fosforylací. V extraktech 

z nestimulovaných buněk epidermoidního karcinomu je většina (∼95 %) ezrinu v podobě monomeru. 

Ovšem dojde-li ke stimulaci těchto buněk epidermálním růstovým faktorem (EGF), která spouští nárůst 

tyrosinové fosforylace přítomného ezrinu, dochází v buňkách k navýšení množství jeho dimerů. Spojení 

mezi tyrosinovou fosforylací ezrinu a tvorbou oligomerů bylo dále prokázáno použitím inhibitorů. 

Inhibice tyrosinové fosforylace ezrinu měla za následek přerušení formace ezrinových oligomerů, 

a naopak inhibitor tyrosinové fosfatázy, který podpořil fosforylaci ezrinu, měl za následek zvýšení 

množství ezrinových oligomerů. I když tyto výsledky naznačují, že by tyrosinová fosforylace měla být 

nutná pro oligomerizaci ezrinu, další výsledky to rozporují. Ačkoli množství ezrinových oligomerů bylo 

určitou dobu po působení EGF konstantní, množství fosforylovaných tyrosinů na ezrinu ve stejnou dobu 

klesalo. Navíc, jak již bylo zmíněno, v placentárních microvilli se ezrin hojně vyskytuje i v oligomerní 
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formě, avšak na z nich izolovaném ezrinu tyrosinová fosforylace detekovaná nebyla (Berryman et al. 

1995). Tato data zpochybňují korelaci mezi tyrosinovou fosforylací a oligomerizací ezrinu. 

Další výsledek rozporující hypotézu, že fosforylace ezrinu by mohla mít za následek jeho oligomerizaci, 

byl ukázán s použitím buněk, které exprimují modifikovaný ezrin. Nahrazením Thr567 došlo ke vzniku 

nefosforylovatelné varianty ezrinu T567A anebo pseudofosforylovanému ezrinu T567D. Porovnáním 

zastoupení monomerů a oligomerů ezrinu v cytoplazmě a membránové frakci buněk bylo zjištěno, že 

varianta ezrinu T567D má vliv na snížení množství oligomerů v membránové frakci. Efekt fosforylace 

ezrinu pouze na membránovou frakci byl potvrzen značením protilátky rozpoznávající fosforylaci 

konzervovaného Threoninu na C-terminální doméně ERM proteinů. Značení touto protilátkou ukázalo, 

že fosforylované ERM jsou nabohacené právě v membránové frakci buněk. Fakt, že varianta T567D 

způsobila snížení množství oligomerů ezrinu v membráně, vedl k navržení hypotézy, že fosforylace 

Thr567 na ezrinu způsobí disociaci oligomerů na ezrinové monomery. Tato hypotéza byla podpořena 

výsledkem dalšího experimentu, který ukázal, že monomery ERM jsou více fosforylovány než 

oligomery (Gautreau et al. 2000). Z toho vyplývá, že fosforylace ezrinu se pravděpodobně podílí spíše 

na disociaci ezrinových oligomerů než na jejich tvorbě. 

Dále byla zkoumána schopnost variant ezrinu vázat se na aktinový cytoskelet. T567A ezrin se na aktin 

neváže, což je rozdíl oproti WT ezrinu a T567D variantě (Gautreau et al. 2000). To značí důležitost 

fosforylace ezrinu v jeho aktivaci a vazbě na aktin, což souhlasí s výsledkem, že pouze fosforylovaný 

moesin může interagovat s polymerovaným aktinem (Nakamura et al. 1999). Všechny tyto výsledky 

společně naznačují, že aktivní forma ezrinu je v podobě monomeru, přičemž za přechod z oligomerů do 

formy monomerů je zodpovědná fosforylace ezrinu na Thr567 (Gautreau et al. 2000). 
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2.5.3 Lokalizace a funkce ERM proteinů 

ERM u obratlovců mají ∼75% sekvenční podobnost, ovšem svou lokalizací v tkáních se liší (Smith et 

al. 2003). Ezrin se nachází převážně v trávicím traktu – žaludku, tenkém a tlustém střevě. Radixin je 

vysoce exprimován v játrech a moesin v plicích, slezině, ledvinách a endoteliálních buňkách cév 

(Kawaguchi et al. 2017). 

Vzhledem ke své schopnosti vázat se na aktinová filamenta, se ERM proteiny v buňce nachází v místech 

bohatých na aktin (Sato et al. 1992). Ezrin, který je nejvíce prostudovaným proteinem této rodiny a který 

je předmětem mé práce, je lokalizován v apikálním kortexu buněk, konkrétně v povrchových strukturách 

bohatých na aktin jako jsou microvilli (Bretscher 1989; Berryman et al. 1993). Lokalizace a role ezrinu 

v microvilli je velmi důležitá, neboť myši s delecí genu pro ezrin nejsou životaschopné. Po narození tyto 

myši vypadají zdravě, ale umírají před odstavením. Je to způsobeno defektní morfogenezí microvilli ve 

střevech (Saotome et al. 2004), což bylo potvrzeno i kondicionálním vyřazením ezrinu pouze ve 

střevních epiteliálních buňkách (Casaletto et al. 2011). Nedochází ovšem jen k defektům morfogeneze 

microvilli, ale narušena je také aktinová kontraktilní vrstva nazývaná terminální síť (z anglického výrazu 

terminal web), která se nachází v apikální části epiteliálních buněk střeva, kde upevňuje microvilli. 

Z toho vyplývá, že se ezrin podílí nejen na morfologii microvilli, ale také na správné integritě apikálních 

částí epiteliálních buněk střeva a stabilitě a uspořádání terminální sítě, ze které microvilli vycházejí 

(Casaletto et al. 2011). 

Dále se zdá, že se ERM proteiny podílejí na morfologii a adhezi buněk, neboť působením inhibitoru 

fosfatáz Calyculinu A nebo expresí moesinového mutanta mimikující fosforylaci došlo k zakulacení 

buněk a zabránění jejich adheze. To naznačuje, že vyšší hladiny fosforylovaných ERM proteinů způsobí 

zakulacení buněk, udržení sférického tvaru a díky tomu je zabráněno přichycení buněk k substrátu. Aby 

mohlo dojít k adhezi buněk, v místech kontaktu buňky se substrátem by měly být ERM defosforylovány, 

čímž dojde ke změně tvaru buňky – buňka se tak stává více plochou a dochází k jejímu přichycení 

(Tachibana et al. 2015).  

Díky své schopnosti vázat membránové proteiny a lipidy (např. PIP2) (Yonemura et al. 1998; Fievet et 

al. 2004) se ERM významně podílí na organizaci membránových domén neboť slouží jako spojník mezi 

těmito proteiny a aktinovým cytoskeletem (Turunen et al. 1994).  
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2.5.4 EWI proteiny 

ERM proteiny jsou schopné svou N-terminální doménou interagovat s membránovými proteiny, jako je 

například ICAM-2, CD43 nebo hyaluronový receptor CD44 (Tsukita et al. 1994; Yonemura et al. 1998). 

Ovšem tyto interakce nemusí být přímé, ale mohou být do ní zapojené i jiné proteiny, které se na 

interakci podílejí, jako jsou například proteiny podrodiny EWI. Bylo prokázáno, že EWI-2 a EWI-F 

proteiny, které patří do této podrodiny, jsou schopné interagovat s N-terminální doménou ERM (Sala-

Valdés et al. 2006). Konkrétně na myším oocytu dochází k cis-interakci mezi CD9 a EWI-2 a EWI-F 

(Runge et al. 2007; Glazar a Evans 2009). 

2.6 Vazba aktinu a povrchových proteinů 

Jak již bylo zmíněno výše, aktin se pravděpodobně podílí na přesunu několika proteinů během AR 

spermie (Sosnik et al. 2009; Satouh et al. 2012; Frolikova et al. 2016; Frolikova et al. 2018). Mezi nimi 

je také CD9 protein, který se po AR nachází v oblasti ekvatoriálního segmentu (Frolikova et al. 2018). 

Tím, že 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 navíc svou C-terminální doménou vážou aktin (Turunen 

et al. 1994), by mohlo takto docházet k nepřímému propojení mezi CD9 a aktinovým cytoskeletem jak 

v oocytu, tak ve spermii. 

2.6.1 CD9 

CD9 patří do rodiny transmembránových proteinů nazývaných tetraspaniny. Tetraspaniny jsou schopné 

vytvářet širokou síť proteinů nazývanou tetraspaninové sítě díky své schopnosti interagovat jak 

vzájemně mezi sebou, tak s dalšími proteiny. Tyto sítě jsou zodpovědné za organizaci membrán, 

interakce tetraspaninů s proteiny a lipidy má za následek vznik mikrodomén v membránách (Frolikova 

et al. 2018; Jankovičová et al. 2020). 

Protein CD9 nacházející se na povrchu oocytu, konkrétně na membráně microvilli (Kaji et al. 2000; 

Runge et al. 2007), je jedním ze tří dosud popsaných esenciálních proteinů, které se podílejí na adhezi 

a fúzi spermie a oocytu. Dalšími jsou protein Izumo 1 exprimovaný na plazmatické membráně akrozom-

zreagované spermie (Inoue et al. 2005; Satouh et al. 2012) a jeho receptor Juno přítomný na plazmatické 

membráně oocytu (Bianchi et al. 2014; Jean et al. 2019). Všechny tyto 3 proteiny jsou nezbytně nutné 

pro oplození, neboť pokud některý z nich nebyl přítomný, k oplození nedošlo (Kaji et al. 2000; Inoue et 

al. 2005; Bianchi et al. 2014). 

Navíc pokud CD9 není na oocytu přítomno, dochází ke změnám v morfologii microvilli. Microvilli jsou 

krátké a široké, někdy dokonce až 2x širší než microvilli na WT oocytech. Dalším rozdílem je hustota 

microvilli na povrchu oocytů, u CD9 KO je distribuce microvilli mnohem hustší a liší se také poloměr 

zakřivení konce microvilli. U CD9 KO oocytů byl téměř 2x vyšší než u WT oocytů, což by mohlo mít 
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vliv na oplození, neboť malý poloměr zakřivení konce microvilli by měl podporovat lepší fúzi membrán 

(Runge et al. 2007).  

Na morfologii microvilli u oocytů se podílí i aktin, což bylo dokázáno použitím latrunculinu B, který 

zabraňuje polymeraci aktinu. Oocyty ošetřené tímto toxinem buď microvilli úplně postrádaly nebo jich 

na povrchu oocytu bylo přítomno velmi málo (Runge et al. 2007). U těchto oocytů navíc docházelo 

v důsledku inhibice polymerace aktinu ke snížení jejich fertilizace (McAvey et al. 2002). Navíc to, že 

morfologii microvilli ovlivňuje jak narušení funkce aktinu, tak CD9 proteinu, by mohlo znamenat, že 

v oocytu dochází k interakci mezi CD9 a aktinem. Tato hypotéza je podpořena faktem, že v oocytu 

dochází k přímé interakci mezi CD9 a EWI-2 a EWI-F proteiny (Runge et al. 2007), jak již bylo zmíněno 

v předchozí kapitole. 

Po kontaktu spermie s oocytem, dochází ke spojení mezi Izumo 1 na spermii a Juno receptorem na 

oocytu, což má za následek lokální reorganizaci membrán. V místě kontaktu membrán je na plazmatické 

membráně spermie akumulován Izumo 1 a v oolemě dochází k nahromadění CD9 do míst kontaktu 

gamet (Chalbi et al. 2014). Použitím mikroskopického snímání v reálním čase bylo ukázáno, že poté, co 

je CD9 akumulováno do míst kontaktu spermie a oocytu, dochází k vtažení spermie do oocytu. Oolema 

vytvoří vlnu, kterou obklopí spermii, čímž dochází k vniknutí spermie do oocytu (Ravaux et al. 2018). 

Následně po oplození se mění morfologie a počet microvilli na oolemě. Microvilli jsou delší, širší 

a rozmístěny jsou nepravidelně ve shlukách, mezi nimiž je oolema bez microvilli. Navíc se na 

oplozených vajíčkách nachází méně CD9, téměř až dvojnásobně. To vše by mohlo naznačovat roli 

microvilli v bloku polyspermie (oplození oocytu více spermiemi) (Zykiewicz et al. 2010), neboť celkově 

užší tvar a menší poloměr zakřivení konce microvilli zajišťují fúzi plazmatických membrán gamet 

(Runge et al. 2007), jak již bylo zmíněno výše. Depleci CD9 na membráně oplozeného vajíčka potvrzuje 

i studie, kde snímali fúzi gamet ve speciálním mikrofluidním čipu pomocí mikroskopie v reálném čase. 

Ihned po oplození, v rámci 2 min, je z oolemy odloučeno více jak 50 % CD9. Protože je CD9 na oolemě 

nezbytnou prerekvizitou pro fúzi gamet, jeho odloučení by tak mohlo sloužit jako ochrana před 

polyspermií (Ravaux et al. 2018). Na bloku polyspermie se podílí i aktinový cytoskelet, neboť 

působením cytochalasinu D, který blokuje polymeraci aktinu, došlo ke zvýšenému množství 

polyspermicky oplozených oocytů (McAvey et al. 2002). Společná úloha CD9 a aktinového cytoskeletu 

v prevenci polyspermie by mohla být dalším příkladem jejich vzájemné interakce. 

CD9 se nachází také ve spermiích, ovšem oproti oocytu není nezbytně nutný pro vazbu a fúzi gamet, 

neboť myší samci postrádající CD9 jsou plodní (Le Naour et al. 2000; Rubinstein et al. 2006). Role CD9 

ve spermii není stále jasná, předpokládá se, že se CD9 podílí na stabilizaci tetraspaninových sítí 

a interakcích mezi spermií a oocytem během jejich fúze (Frolikova et al. 2018). Lokalizace CD9 byla 

popsána v myších i lidských spermiích. V myších epididymálních spermiích bylo CD9 detekováno ve 

vnitřní a vnější akrozomální membráně, zatímco v lidských ejakulovaných spermiích se nachází 
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v oblasti apikálního akrozomu (Frolikova et al. 2018). Důvodem rozdílného umístění CD9 v myší 

a lidské spermii by mohl být jejich odlišný tvar hlaviček (Jankovičová et al. 2020). Během kapacitace 

myších a lidských spermií nedochází ke změně lokalizace CD9, ovšem během AR se jejich umístění 

mění. U myší dochází k přesunu do ekvatoriálního segmentu a částečně také do post-akrozomální oblasti 

hlavičky spermie. U lidských spermií dochází také k přesunu CD9 během AR do oblasti ekvatoriálního 

segmentu (Frolikova et al. 2018). Tím, že se aktin pravděpodobně podílí na přesunu Izumo 1 proteinu 

během AR (Sosnik et al. 2009), by se dalo předpokládat, že bude hrát roli také v relokaci CD9 proteinu. 

Nicméně tuto hypotézu je potřeba experimentálně ověřit. 
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2.7 ERM proteiny v testes a spermiích 

ERM proteiny se nachází také v testes. V myších testes byly detekovány pouze 2 proteiny z ERM rodiny 

– ezrin a radixin (Wakayama et al. 2009). Radixin je exprimován konkrétně v Sertoliho buňkách, kde 

interaguje s β-aktinem a α-tubulinem. Mohl by se tak mohl nejspíše podílet na maturaci Sertoliho buněk 

díky jeho interakcím s ostatními proteiny a s aktinem a tubulinem (Wakayama et al. 2009). Ezrin je 

v myších testes exprimován v elongovaných spermatidách, kde interaguje s β-aktinem a zároveň 

s CFTR proteinem (cystic fibrosis transmembrane conductance regulator), což bylo potvrzeno ko-

lokalizací i ko-imunoprecipitací těchto proteinů. CFTR interagující s aktinovým cytoskeletem přes ezrin 

se tak může nejspíše podílet na redukci cytoplazmy během spermiogeneze (Wakayama et al. 2009). 

Další funkce ezrinu v testes byla zkoumána pomocí RNA interference (RNAi) u potkanů. Vyřazení 

ezrinu vedlo k narušení polarity a transportu spermatid. Spermatidy nesměřují hlavičkami k bazální 

membráně semenotvorného kanálku a jsou zanořené hluboko uvnitř epitelu v blízkosti bazální 

membrány, přičemž v daném stádiu semenotvorného epiteliálního cyklu se mají nacházet poblíž lumen 

nebo dokonce již být uvolněné v lumen kanálku (Gungor-Ordueri et al. 2014). Ezrin se v testes podílí 

také na organizaci aktinových mikrofilament, neboť vyřazení ezrinu RNAi má za následek jejich 

narušení v Sertoliho buňkách. Aktinová mikrofilamenta již nejsou organizovaná ve svazcích a jsou 

zkrácená (Gungor-Ordueri et al. 2014). 

Ve spermiích byla role ezrinu zkoumána především během kapacitace. Jeho lokalizace byla popsána 

v lidské a býčí spermii, avšak jeho umístění se liší. V lidské spermii je ezrin lokalizován v akrozomální 

oblasti hlavičky (Wang et al. 2010), ovšem v býčí spermii se nachází v post-akrozomální oblasti 

hlavičky a v bičíku (Huta et al. 2020). Obě studie se zabývají rolí ezrinu v polymeraci aktinu během 

kapacitace. U lidských spermií dochází během kapacitace k nárůstu fosforylace ezrinu na Thr567 (Wang 

et al. 2010), čímž by mělo docházet k jeho aktivaci (Fievet et al. 2004). U býků ovšem k nárůstu jeho 

fosforylace během kapacitace nedochází, ezrin je fosforylovaný před kapacitací a během kapacitace 

dochází k poklesu jeho fosforylace (Huta et al. 2020). Z toho můžeme usoudit, že lokalizace 

a fosforylace ezrinu ve spermiích je druhově specifická. 

Studie se však shodují na tom, že se ezrin pravděpodobně podílí na polymeraci aktinu během kapacitace. 

U lidských spermií dochází během kapacitace interakci mezi ezrinem a aktinem, což bylo dokázáno 

pomocí ko-imunoprecipitace. Pokud byl ezrin pomocí protilátky vyvázán, došlo k inhibici kapacitace, 

což značí důležitost ezrinu během tohoto procesu (Wang et al. 2010). U býků dochází během kapacitace 

k nárůstu F-aktinu v post-akrozomální oblasti hlavičky, kde se nachází také ezrin (Huta et al. 2020). 

V hlavičce lidských spermií byl detekován také Rho disociační inhibitor (RhoGDI) (Wang et al. 2010), 

přičemž již dříve bylo ukázáno, že ezrin je schopný interagovat s RhoGDI a tím umožnit aktivaci malých 

GTPáz rodiny Rho (Takahashi et al. 1997). Během kapacitace dochází ve spermii ke zvýšené interakci 

mezi ezrinem a RhoGDI a zároveň po kapacitaci je snížená vazebná afinita RhoGDI1 s RhoA. Byla tedy 
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navržena hypotéza, jak může ezrin regulovat kapacitaci přes ezrin-RhoGDI-aktinovou síť: po vazbě 

ezrinu s RhoGDI by mohlo docházet k uvolnění RhoA od RhoGDI1 a RhoA by následně mohl ovlivnit 

polymeraci aktinu skrz Rho-GTPázovou dráhu, viz obr. 5 (Wang et al. 2010).  

 

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

Působení ezrinového inhibitoru během kapacitace mělo za následek inhibici polymerace aktinu v býčích 

spermiích. Na jeho polymeraci během kapacitace se ale budou nejspíše podílet i jiné signální dráhy, 

které jsou nezávislé na ezrinu, neboť působením ezrinového inhibitoru došlo jen k 30% poklesu 

množství F-aktinu, přičemž u ezrinu došlo ke kompletní inhibici jeho aktivity (Huta et al. 2020).  

Inhibice polymerace aktinu má za následek častější spontánní AR (sAR) (Shabtay a Breitbart 2016), 

tudíž by se dalo předpokládat, že ezrinový inhibitor bude mít vliv i na sAR. Tato hypotéza byla 

potvrzena: působením inhibitoru ezrinu na spermie během kapacitace došlo nejen k inhibici polymerace 

aktinu, ale zároveň také k indukci sAR. Ezrin se tedy nejspíše podílí na ochraně spermie před sAR tím, 

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

Jsou ovšem 2 cesty, jak dochází k polymeraci aktinu během kapacitace a zabraňují tak sAR: 

prostřednictvím fosfolipázy D (PLD) anebo Ca2+/kalmodulin-dependentní kinázy II (CaMKII) (Shabtay 

a Breitbart 2016). Zapojení ezrinu a CaMKII bude popsána níže a prokázána byla i role signální dráhy 

PLD v ochraně před sAR. Když byla přítomná kyselina fosfatidová, produkt aktivity PLD, došlo 

k potlačení indukce sAR způsobené inhibicí ezrinu nebo inhibicí CaMKII. To znamená, že dráha PLD 
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je aktivní a podílí se na ochraně před sAR, když jsou ezrin anebo CaMKII inhibovány. Ovšem tím, že 

k potlačení indukce sAR došlo po přidání produktu PLD, nemůžeme z tohoto experimentu vyvodit, zda 

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

K indukci sAR dochází také pokud je během kapacitace sníženo množství PIP2 (Huta et al. 2020), který 

je nezbytně nutný pro aktivaci ezrinu (Fievet et al. 2004). Mohlo by to být tím, že snížením celkového 

množství PIP2 dochází také ke snížení množství ezrinu vázajícího se na PIP2, což má za následek inhibici 

ezrinu a tudíž indukci sAR (Huta et al. 2020). Ovšem na PIP2 se váže také gelsolin (protein schopný 

vazby na aktin způsobující jeho depolymeraci), čímž dochází k inhibici jeho aktivity. Tudíž snížením 

množství PIP2 by došlo k aktivaci gelsolinu a zhroucení polymerovaného aktinu. Tato hypotéza byla 

potvrzena, jak ukázala studie Finkelstein et al. (2010), kdy aktivace gelsolinu v lidských kapacitovaných 

spermiích vedla k depolymeraci aktinu a indukci AR. Je tedy otázkou, zda ke stimulaci sAR snížením 

PIP2 dochází skrz inhibici ezrinu nebo aktivaci gelsolinu. 

Kromě vazby PIP2 je k aktivaci ezrinu potřebná také jeho fosforylace na Thr567 (Fievet et al. 2004). 

Použitím inhibitorů kináz bylo zjištěno, že fosforylace ezrinu je závislá na protein kináze A a CaMKII, 

přičemž vazba PIP2 tuto fosforylaci stimuluje. Fosforylace Thr567 je podpořena také použitím inhibitoru 

serin/threoninové fosfatázy I (PPI). Kromě toho inhibice PPI má za následek také potlačení indukce 

sAR, která byla způsobená inhibicí ezrinu. Tyto zjištění podporují hypotézu, že fosforylovaný ezrin 

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

Exprese ezrinu byla zkoumána také ve spojení s neplodností mužů. U spermií se sníženou motilitou, tzv. 

astenozoospermií, byla exprese významně slabší než u tzv. normospermií, tedy spermií s normálními 

referenčními parametry spermiogramu, kde se ezrin nachází jak v hlavičce, tak bičíku (Salvolini et al. 

2013). Tím, že ezrin se podílí na polymeraci aktinu (Wang et al. 2010; Huta et al. 2020) a aktin je 

pravděpodobně zodpovědný za hyperaktivaci spermie (Itach et al. 2012), je možné že snížená exprese 

ezrinu vede k poruchám polymerace aktinu, a to by mohlo mít za následek spolu s dalšími vlivy sníženou 

motilitu spermií. 

Kromě regulace polymerace aktinu během kapacitace byly navrženy i další role ezrinu ve spermii. Ezrin 

v lidské spermii interaguje s membránovým proteinem CD44, který se nachází v hlavičce i bičíku 

(Wang et al. 2010). Ačkoliv role CD44 nebyla u spermií dosud prozkoumána, u lidských myeloidních 

buněk bylo ukázáno, že CD44, což je receptor pro hyaluronan, interaguje s aktinem přes ERM proteiny 

a vazba hyaluronanu na CD44 je ERM proteiny nejspíše regulována (Brown et al. 2005). Je také možné, 

že ezrin interaguje i s ostatními membránovými proteiny, které by se společně mohly podílet na 

reorganizaci plazmatické membrány spermie během kapacitace (Wang et al. 2010). 
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2.8 ERM proteiny v oocytech a raných embryích 

ERM jsou rovněž zastoupeny v oocytech a raných embryích. V myších oocytech se ezrin nachází podél 

kortexu, kromě oblasti obklopující dělící vřeténko. V embryu je přítomný až do stádia kompaktace na 

periferii buněk včetně míst jejich kontaktu. Po kompaktaci se jeho umístění mění, ezrin je jen v oblasti 

apikálních pólů blastomer (Louvet et al. 1996). Se změnou lokalizace dochází také k poklesu jeho 

množství. V blastocystách se nachází přibližně o 50 % méně ezrinu než v 1 buněčném stádiu embrya, 

přičemž k největšímu poklesu dochází v 8 buněčném stádiu po kompaktaci (Louvet et al. 1996). Pokles 

by mohl být následkem reorganizace cytoskeletu a cytoplazmy blastomer, ke kterému během 

kompaktace dochází (Louvet et al. 1996). 

Ezrin tedy kopíruje lokalizaci microvilli, neboť v myším oocytu jsou microvilli po celém jeho obvodu 

až na oblast kolem meiotického vřeténka a v kompaktovaném embryu jsou microvilli koncentrovány 

pouze na apikálních pólech blastomer (Reeve a Ziomek 1981; Louvet et al. 1996). Díky tomu může 

ezrin sloužit jako marker polarity buněčného povrchu asociovaného s microvilli (Louvet et al. 1996). 

Fosforylovaná forma ezrinu (fosfoezrin) byla využita jako marker polarity blastomer při studiu jejich 

symetrického a asymetrického dělení u myšího embrya (Humiêcka et al. 2017), ke kterému dochází 

během přechodu z 8 do 16 buněčného stádia a dává vzniknout prekurzorům buněk tvořící trofoektoderm 

a vnitřní buněčnou masu blastocysty (Johnson a Ziomek 1981). Fosfoezrin je umístěn stejně jako ezrin 

podél buněčného kortexu blastomer nekompaktovaného embrya a po kompaktaci se nachází 

v apikálních doménách blastomer (Humiêcka et al. 2017).  

V myších oocytech s germinálním váčkem jsou fosforylované ERM (f-ERM) rozprostřené rovnoměrně 

okolo kortexu, přičemž v průběhu zrání oocytů se jejich umístění mění. Když se dělící vřeténko nachází 

mimo střed buňky, dochází k úbytku f-ERM v kortikální oblasti obklopující dělící vřeténko 

s chromozomy, kde vzniká kortikální aktinová čepička (Dehapiot a Halet 2013). Tvorbu aktinové 

čepičky řídí Ran GTPáza (Deng et al. 2007; Yi et al. 2011), která je také signálem indukujícím 

defosforylaci f-ERM, neboť inhibicí Ran GTPázy dochází k rovnoměrné distribuci f-ERM podél celého 

kortexu včetně oblasti okolo dělícího vřeténka. Z toho vyplývá, že se ERM proteiny spolu s Ran 

GTPázou podílejí na polarizaci oocytu (Dehapiot a Halet 2013).  

Kromě ezrinu se v myším oocytu nachází také radixin a moesin, jejichž fosforylované formy jsou 

lokalizovány též v kortikální oblasti oocytu, především v microvillární doméně. Vytvořením 

dominantně negativní formy radixinu došlo k defektům dělícího vřeténka během exitu z metafáze II. 

Vřeténko bylo abnormálně zakřivené, nedošlo k jeho rotaci a vznikly 2 struktury podobné polárnímu 

tělísku. Problémy s rotací vřeténka a vyloučením polárního tělíska vykazovaly i oocyty ošetřené 

cytochalasinem D narušujícím polymery aktinu. To ukazuje podíl nejen aktinu, ale i radixinu na 

správném dokončení druhého meiotického dělení oocytu (Larson et al. 2010). 
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Důležitost ERM proteinů v oocytu dokazuje studie, kde byly proteiny inhibovány pomocí siRNA. Pokud 

byly ERM inhibovány samostatně, nedošlo ke snížení fertilizačního indexu (celkové množství 

fúzovaných spermií/celkové množství oocytů). Oproti tomu, inhibicí všech tří ERM proteinů, ke snížení 

fertilizace došlo. Stejně tomu tak bylo u proteinů EWI-2 a EWI-F, ke snížení fertilizačního indexu došlo 

pouze při inhibici obou proteinů současně. Z toho je možné usuzovat, že dochází k redundanci mezi 

proteiny, neboť efektivita inhibice pomocí siRNA nízká nebyla a k poklesu jednotlivých proteinů vždy 

signifikantně došlo. Po inhibici ERM a/nebo EWI proteinů navíc došlo ke zvýšení poloměru zakřivení 

microvilli (Cohen et al. 2022). Tento výsledek se shoduje se studií Runge et al., kde u CD9 KO oocytů 

také došlo ke zvýšení zakřivení poloměru microvilli. V čem se ale studie liší, je v ovlivnění denzity 

microvilli, oproti CD9 KO, kde dochází ke zvýšení jejich hustoty (Runge et al. 2007), u oocytů 

s inhibovanými ERM a EWI ke změně hustoty microvilli nedošlo. To by mohlo znamenat, že CD9 

protein ovlivňuje formaci microvilli negativně a tudíž při absenci této negativní regulace dochází ke 

zvýšení hustoty microvilli (Cohen et al. 2022). 
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3. Hypotéza a cíle práce 

3.1 Hypotéza 

Ezrin ve spermii propojuje proteiny CD9 s aktinovým cytoskeletem a podílí se tak na jejich relokaci 

během akrozomální reakce. Obdobnou roli hraje ezrin v řízení lokalizace CD9 v membráně oocytu. 

3.2 Cíle práce 

1. Lokalizovat ezrin a fosfoezrin v hlavičce myší spermie a porovnat změny v jejich lokalizaci 

v intaktní/kapacitované/akrozom-zreagované spermii. 

2. Ověřit možnou interakci (přímou nebo nepřímou) mezi ezrinem a proteinem CD9 ve spermii. 

3. Porovnat vzájemné zastoupení ezrinu a fosfoezrinu v intaktní/kapacitované/akrozom-

zreagované spermii. 

4. Ověřit vzájemnou lokalizaci ezrinu a CD9 v myším oocytu. 
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4. Materiály 

4.1 Myši 

Pro veškeré experimenty byly použity C57BI/6J myši, které byly držené v chovech Laboratoře 

reprodukční biologie v Českém centru pro fenogenomiku Ústavu molekulární genetiky Akademie věd 

ČR. Myší samci byli 10-20 týdnů staří, všichni byli zdraví a neprojevovaly se u nich žádné příznaky 

stresu a diskomfortu.  

Pro odběr oocytů byly myší samice 3 týdny staré. Na jejich stimulaci byl schválen projekt pokusu 

č. AVCR 2477/2021 SOV II. Samice byly stimulované první den 5 IU Folligonu (Intervet International 

B.V., Nizozemsko), třetí den byly stimulované 5 IU lidského choriového gonadotropinu (CG10, Sigma-

Aldrich, USA) a 4. den byly usmrceny cervikální dislokací. Samice byly zdravé a neprojevovaly se 

u nich žádné příznaky stresu a diskomfortu. 

4.2 Chemikálie 

4.2.1 Protilátky 

• Primární protilátky: 

- Ezrin: anti-ezrin, klon 4A5, Ascites free, MAB3822-C, Sigma-Aldrich, USA 

- Ezrin: mouse monoclonal to ezrin [3C12], ab4069, Abcam, Velká Británie 

- Ezrin: ezrin (E-8), sc-398807, Santa Cruz Biotechnology, USA 

- Fosfoezrin: anti-ezrin (phospho T567), ab47293, Abcam, Velká Británie 

- α-tubulin: anti-α-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 

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

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

- Králičí imunoglobuliny: Rabbit IgG Isotype control, 31235, Invitrogen, USA 

- Myší imunoglobuliny: Mouse IgG Isotype control, 31903, Invitrogen, USA 

- DAPI, 62248, Thermo Fisher Scientific, USA 

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

• Sekundární protilátky konjugované s fluorescenční značkou: 

- 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 IgG (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 

• Sekundární protilátky konjugované s křenovou peroxidázou 

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

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

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

4.2.2 Roztoky 

• Fosfátový pufr (PBS) pH 7,4 10x:  

o 87,7 g NaCl, S9888, Sigma-Aldrich, USA 

o 27,6 g NaH2PO4 · 2 H2O, 30017-AP0, Lachner, ČR 

o 1 l dH2O 

• PBS s 0,05% Tweenem (T-PBS) 

o Tween 20, 37470, Serva, Německo 

• Elektrodový pufr 10x 

o 60,6 g Tris, 252859, Sigma Aldrich, USA 

o 288 g Glycin, G7126, Sigma Aldrich, USA 

o 20 g dodecylsíranu sodného (SDS), L3771, Sigma Aldrich, USA 

o 2 l dH2O 

• Transferový pufr 

o 200 ml Trans-Blot Turbo 5x Transfer buffer, 10026938, Bio-Rad, USA 

o 200 ml ethanolu, Penta, ČR 

o 600 ml dH2O 

• 0,9% Fyziologický roztok 

o NaCl, S9888, Sigma-Aldrich, USA 

• 10% persíran amonný (APS) v dH2O:  

o APS, A9164, Sigma-Aldrich, USA 

• 10% SDS v dH2O: 

o SDS, L3771, Sigma Aldrich, USA 

• SDS vzorkový pufr: 

o 6,4 ml 10% SDS 

o 3,2 ml glycerol, G8773, Sigma-Aldrich, USA 

o 4 ml Tris-HCl pufr, pH 6,8: Stacking Gel Buffer, 1610799, Bio-Rad, USA 

o 18,4 ml dH2O 

• 8M močovina v SDS vzorkovém pufru: 

o močovina, U5378, Sigma-Aldrich, USA 

• Fixační roztok methanol:aceton (1:1) 
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o Methanol, Penta, ČR  

o Aceton, Lachner, ČR 

• 0,5M EDTA:  

o 41,62 g EDTA, E6511, Sigma-Aldrich, USA 

o 200 ml dH2O 

• SDS vzorkový pufr s EDTA: 

o 749 µl dH2O 

o 100 µl 10% SDS 

o 140 µl inhibitorů fosfatáz: PierceTM Protease and Phosphatase Inhibitor Mini Tablets, 

EDTA-free, A32961, Thermo Fisher Scientific, USA 

o 10 µl 0,5M EDTA 

o 1 µl merkaptoethanolu: 2-merkaptoethanol, 128R1558, Sigma-Aldrich, USA 

• Lyzační 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 dH2O 

• HEPES pufr: 

o 5,96 g HEPES, H4034, Sigma-Aldrich, USA 

o 500 ml dH2O 

• 0,1M glycinový pufr pH 3,01: 

o 3,75 g glycinu, G7126, Sigma-Aldrich, USA 

o 500 ml dH2O 

• Tris pufr pH 8: 

o 0,2M Tris: 12,11 g Tris, 252859, Sigma-Aldrich, USA 

o 0,02M CaCl2: 1,11 g CaCl2, C1016, Sigma-Aldrich, USA 

o 500 ml dH2O 

4.2.3 Příprava spermií a kapacitace 

• M2 médium, M7167, Sigma-Aldrich, USA 

• Parafínový olej s vysokou viskozitou, 8904.1, Carl Roth, Německo 

4.2.4 Nepřímá imunofluorescence 

• Blokační médium SuperBlockTM, 37515, Thermo Fisher Scientific, USA 

• Montovací médium s DAPI: Vectashield Antifade Mounting Medium with DAPI, H-1200, 

Vector Laboratories, USA 

• 10% formalín: 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, ČR 

• Permeabilizační oplachovací pufr: Intracellular Staining Perm Wash Buffer, 421002, 

BioLegend, USA 

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

USA 

4.2.5 Zisk a barvení oocytů 

• Hyaluronidáza z bovinních testes, H4272, Sigma-Aldrich, USA 

• Tyrodův 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 

• Montovací médium s DAPI: Vectashield Antifade Mounting Medium with DAPI, H-1200, 

Vector Laboratories, USA 

4.2.6 Izolace proteinů 

• Inhibitory fosfatáz: PierceTM Protease and Phosphatase Inhibitor Mini Tablets, EDTA-free, 

A32961, Thermo Fisher Scientific, USA 

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

• Komerční kit QubitTM Protein Assay Kit, Q33211, Invitrogen, USA 

• Bromfenolová modř: B0126, Sigma-Aldrich, USA 

• RIPA pufr: PierceTM RIPA buffer, 89900, Thermo Fisher Scientific, USA 

4.2.7 SDS polyakrylamidová gelová elektroforéza a metoda Western blot 

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

• Nitrocelulózová membrána: Hybridization Nitrocellulose Filter, HATF00010, Millipore, USA 

• PVDF membrána: Immobilon-PSQ PVDF Transfer Membrane, ISEQ00010, Millipore, USA 

• Whatman Chromatography Paper, 3MM Chr, 3030-672, Cytiva 

• Ponceau S Solution, P7170, Sigma-Aldrich, USA 

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

• SuperSignalTM West Pico PLUS Chemiluminescent Substrate, 34580, Thermo Fisher 

Scientific, USA 

• SuperSignalTM West Femto Maximum Sensitivity Substrate, 34096, Thermo Fisher Scientific, 

USA 

• RestoreTM Western Blot Stripping Buffer, 21059, Thermo Fisher Scientific, USA 

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

• 30% Polyakrylamid: 30% Acrylamide/Bis solution, 37.5:1, 1610158, Bio-Rad, USA 

• TEMED: T7024, Sigma-Aldrich, USA 

• želatina: Gelatin from cold water fish skin, G7041, Sigma-Aldrich, USA 

4.2.8 Příprava vzorků na hmotnostní spektrometrii, ko-imunoprecipitace 

• IP pufr: PierceTM IP Lysis Bufferm 87788, Thermo Fisher Scientific, USA 

• Agarózové kuličky: Pierce Recombinant Protein A/G Agarose, 20365, Thermo Fisher 

Scientific, USA 

• Magnetické kuličky: Immunoprecipitation Kit – DynabeadsTM Protein G, 10007D, Invitrogen, 

USA 

• PierceTM Phosphoprotein Enrichment Kit, 90003, Thermo Scientific 

4.3 Přístroje 

• Inkubátor Galaxy 14 S, New Brunswick, Eppendorf, Německo 

• Ikubátor Sanyo MCO-18AIC 

• Eppendorf centrifuga 5804 R, Eppendorf, Německo 

• Eppendorf centrifuga MiniSpin Plus, Eppendorf, Německo 

• Vortex, P-Lab, ČR 

• Termoblok: Mixing block, MB-102, Bioer, Čína 

• Orbital Shaker PSU-10i, Biosan, Lotyšsko 

• Roller Mixer, BT Lab System, USA  

• Magnetický stojánek, Invitrogen, USA 

• Azure c600 Gel Imaging System, Azure Biosystems, USA 

• Zdroj elektrického napětí PowerPac 1000, Bio-Rad, USA 

• Trans-Blot Turbo Transfer System, Bio-Rad, USA 

• Fluorescenční mikroskop Nicon E-400 FLUORES, Nikon, Japonsko 

• Konfokální mikroskop Carl Zeiss LSM 880 NLO, Zeiss, Německo 
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5. Metody 

5.1 Příprava spermií 

Z myších samců byly vypitvány cauda epididymis, které byly několikrát nastřiženy a vloženy do předem 

vyhřátých 200 µl kapek M2 média v Petriho miskách. Petriho misky byly inkubovány 10 min 

v inkubátoru při 37 °C a 5 % CO2. Následně byly z kapek M2 média uvolněné spermie odebrány a 2x 

promyty v předem vyhřátém 0,9% fyziologickém roztoku s použitím centrifugy vždy po dobu 5 min při 

pokojové teplotě a zrychlení 400 x g. 

5.2 Kapacitace spermií 

Po odebrání spermií z M2 média byla nejdříve změřena jejich koncentrace, a to pomocí 

CASA (Computer-Assisted Sperm Analysis). Následně bylo napipetováno příslušné množství 

nepromytých spermií do předem vyhřátých 200 µl kapek M2 média překrytých parafínovým olejem 

v Petriho miskách tak, aby v každé kapce bylo 1 x 106 spermií. Petriho misky byly inkubovány 1 hod 

v inkubátoru při 37 °C a 5 % CO2, čímž došlo ke kapacitaci spermií. 

5.3 Nepřímá imunofluorescence 

5.3.1 Roztěr spermií na podložní sklíčko 

Spermie, které byly nejdříve 2x promyté ve fyziologickém roztoku, byly naneseny na podložní sklíčko 

a byl udělán roztěr. Na nezaschlý roztěr spermií bylo hydrofobní fixou nakresleno kolečko, do kterého 

bylo ihned naneseno 200 µl fixačního roztoku. Vzorky byly fixovány metanolem a acetonem (1:1) 5 min 

ve vlhké komůrce a následně byly sklíčka 3x promyty ve fyziologickém roztoku, vždy po dobu 5 min. 

K blokaci nespecifických míst bylo použito blokační médium SuperBlock, na vzorky bylo naneseno 

200 µl média, které se nechalo působit ve vlhké komůrce 60 min. Po opláchnutí vzorků 3x 5 min 

ve fyziologickém roztoku byla nanesena primární protilátka, se kterou byly vzorky inkubovány ve vlhké 

komůrce přes noc v lednici. Koncentrace primární protilátky v případě značení ezrinu byla 1:10, 

fosfoezrinu 1:25. Na negativní kontrolu byl místo primárních protilátek nanesen pouze fyziologický 

roztok. 

Druhý den byly nejdříve všechny vzorky 3x 5 min opláchnuty ve fyziologickém roztoku a následně byly 

inkubovány se sekundární protilátkou s konjugovanou fluorescenční značkou o ředění 1:300 po dobu 

1 hod ve vlhké komůrce. Dále byly vzorky znovu 2x 5 min opláchnuty ve fyziologickém roztoku, 

a nakonec v destilované vodě. 

Po posledním opláchnutí byly neosušené vzorky hned montovány pomocí montovacího média s DAPI, 

čímž jsou značena jádra spermií. Nakonec byly vzorky překryty krycím sklíčkem, jehož okraje byly 

zafixovány bezbarvým lakem na nehty. Připravené preparáty byly následně pozorovány pod 
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fluorescenčním mikroskopem Nicon E-400 FLUORES a foceny konfokálním mikroskopem Carl Zeiss 

LSM 880 NLO. 

Optimalizace protokolu: V rámci optimalizace protokolu bylo vyzkoušeno vzorky proplachovat 

v PBS. Místo roztěru spermií sklíčkem bylo vyzkoušeno také kápnutí spermií spolu s fixačním činidlem 

do předem nakresleného hydrofobního kolečka. Byla také vyzkoušena různá fixační činidla: 10% 

formalín nebo 3,2% paraformaldehyd s následovným použitím acetonu nebo permeabilizačního 

oplachovacího pufru pro permeabilizaci plazmatické membrány spermie. Dále byla vyzkoušena blokace 

pomocí 5% bovinního séra albumin (BSA). Také byly použity různé ezrinové protilátky. Samozřejmě 

bylo vyzkoušeno také různé ředění primární protilátky proti ezrinu a fosfoezrinu. 

Značení CD9, aktinu a EWI-2: Z 2x promytých spermií ve fyziologickém roztoku byl nejdříve udělán 

roztěr na podložní sklíčko. Po zaschnutí bylo hydrofobní fixou nakresleno kolečko a spermie byly 

fixovány 10 min v 10% formalínu. Následně byla sklíčka 3x 5 min opláchnuta ve fyziologickém roztoku 

a do vyznačeného kolečka bylo naneseno 200 µl 5% BSA. Po 45 min inkubace ve vlhké komůrce jsou 

sklíčka znovu 3x opláchnuta. Dále byla nanesena primární protilátka o ředění 1:25 pro CD9, 1:50 pro 

aktin a 1:10 pro EWI-2. Primární protilátka se nechá působit v lednici přes noc ve vlhké komůrce. 

Vzorky sloužící jako negativní kontrola byly inkubovány pouze s fyziologickým roztokem místo 

primární protilátky. 

Druhý den byla sklíčka 3x opláchnuta ve fyziologickém roztoku a následně byla nanesena sekundární 

protilátka s konjugovanou fluorescenční značkou o ředění 1:300. Vzorky byly inkubovány ve vlhké 

komůrce 1 hod. Dále byla sklíčka 2x opláchnuta ve fyziologickém roztoku, a nakonec v destilované 

vodě. Po vysušení sklíček byly přidány přibližně 3 µl montovacího média s DAPI a vzorky byly překryty 

krycím sklíčkem, jehož okraje byly zafixovány bezbarvým lakem na nehty. 

5.3.2 Suspenze spermií – imunofluorescenční barvení v mikrozkumavce 

Stejně jako u 5.3.1. byly spermie uvolněné z cauda epididymis nejdříve 2x propláchnuty 

ve fyziologickém roztoku. Následně byly spermie rozděleny do 2 mikrozkumavek, do kterých bylo 

přidáno předem vyhřátých 500 µl permeabilizačního oplachovacícho pufru naředěného 1:10 

s destilovanou vodou, aby došlo k permeabilizaci spermií. Po 15 min při pokojové teplotě byly spermie 

znovu 2x propláchnuty fyziologickým roztokem a následně k nim bylo přidáno 50 µl primární 

protilátky, v případě ezrinu bylo ředění 1:10, fosfoezrinu 1:25, CD9 1:25 a aktinu 1:50. Primární 

protilátky byly se spermiemi inkubovány 1 hod při pokojové teplotě. Do zkumavky, která slouží jako 

negativní kontrola bylo přidáno pouze 50 µl fyziologického roztoku. 

Dále byly spermie znovu 2x propláchnuty fyziologickým roztokem a byla přidána příslušná sekundární 

protilátka s konjugovanou fluorescenční značkou o ředění 1:300. Po inkubaci po dobu 1 hod při 

pokojové teplotě byly spermie znovu 2x propláchnuty fyziologickým roztokem. Po opláchnutí byly 
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spermie naneseny na podložní sklíčko, a to následujícím způsobem: do předem nakresleného kolečka 

hydrofobní fixou bylo naneseno přibližně 7 µl spermií a 70 µl fixačního činidla methanolu s acetonem 

(1:1). Spermie byly na sklíčko fixovány ve vlhké komůrce 5 min a následně byly 2x 5 min opláchnuty 

fyziologickým roztokem. Poté byla sklíčka opláchnuta v destilované vodě a bez sušení sklíčka na ně 

byly ihned naneseny 3 µl montovacího média s DAPI. Preparát byl následně překryt krycím sklíčkem, 

jehož okraje byly zafixovány bezbarvým lakem na nehty. Připravené preparáty byly následně 

pozorovány pod fluorescenčním mikroskopem Nicon E-400 FLUORES a foceny konfokálním 

mikroskopem Carl Zeiss LSM 880 NLO. 

5.3.3 Zisk a barvení oocytů 

Z myších samic byly vypitvány vaječníky, které byly umístěny do předem vyhřátých kapek M2 média 

na Petriho misce. Pod binolupou byly vaječníky roztrženy pomocí jehel a uvolněné oocyty byly 

skleněnou kapilárou přeneseny do kapky M2 média s hyaluronidázou (koncentrace 0,1 mg/ml) 

převrstvené parafínovým olejem. Po 10 min v inkubátoru při 37 °C a 5% CO2 došlo k odstranění 

kumulárních buněk od oocytu. Oocyty byly přeneseny do kapky Tyrodova roztoku a pod binolupou bylo 

pozorováno, jak dochází k rozpuštění zona pellucida. Oocyty byly následně opláchnuty v 1% BSA 

a dále 30 min fixovány v 3,7% PFA. Po jejich opláchnutí v BSA byly oocyty 5 min inkubovány v PBS 

s 0,1% Tritonem a znovu opláchnuty. Dále byly oocyty inkubovány v inkubátoru při 37 °C a 5% CO2 

s primárními protilátkami o ředění 1:50. 

Následující den byly oocyty od protilátky opláchnuty v 1% BSA a 1 hod inkubovány s příslušnou 

sekundární protilátkou o ředění 1:300. Nakonec byly oocyty opláchnuty a montovány v médiu s DAPI. 

Oocyty byly následně pozorovány a foceny pomocí konfokálního mikroskopu Carl Zeiss LSM 880 

NLO. 

5.4 Izolace proteinů ze spermií 

K izolaci ezrinu, fosfoezrinu a EWI-2 byly použity spermie připravené podle postupu 5.1. K peletě 

o přibližně 5 x 107 spermií bylo přidáno 150 µl SDS vzorkového pufru a 1x koncentrovaný roztok 

inhibitorů fosfatáz. Spermie se nechaly lyzovat na ledě 30 min, přičemž každých 10 min byly krátce 

zvortexovány. Po uplynutí této doby byly spermie centrifugovány 2 min při 4 °C a zrychlení 10 000 x g. 

K odsátému supernatantu, který obsahoval proteiny spermie, byl přidán 5% merkaptoethanol a vzorek 

byl inkubován 5 min na termobloku při 95 °C. Dále byla pomocí komerčního kitu Qubit změřena 

koncentrace proteinů, aby byla stejná nanáška proteinů jednotlivých vzorků do jamek 

polyakrylamidového gelu. Pro lepší vizualizaci vzorků v jamkách gelu byl ke každému vzorku přidán 

1 µl bromfenolové modři. 

CD9 bylo izolováno stejně s rozdílem, že vzorky byly na termobloku vařeny při 37 °C. V případě 

neredukujících podmínek izolace CD9 nebyl použit merkaptoethanol. 
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Pro izolaci α- i β-aktinu byla peleta 5 x 107 spermií zlyzována 1 hod na ledě ve 200 µl lyzačního pufru 

s CHAPS a 1x koncentrovaném roztoku inhibitorů fosfatáz. Dále bylo postupováno stejně jako při 

izolaci ezrinu, fosfoezrinu a EWI-2. 

Optimalizace protokolu: V rámci optimalizace protokolu bylo vyzkoušeno izolovat ezrin a fosfoezrin 

pomocí SDS vzorkového pufru s 8M močovinou. Vyzkoušeny byly také neredukující podmínky izolace 

proteinů – použití SDS vzorkového pufru bez 5% merkaptoethanolu. V případě CD9 proteinu byla 

vyzkoušena jeho izolace RIPA pufrem místo SDS vzorkového pufru a po centrifugaci byl místo 

merkaptoethanolu přidán SDS vzorkový pufr s 8M močovinou. U EWI-2 byly vyzkoušeny 

i neredukující podmínky izolace proteinů (SDS vzorkový pufr bez merkaptoethanolu a RIPA pufr s 8M 

močovinou). Také bylo vyzkoušeno značení EWI-2 na vzorcích zlyzovaných tkání z myši (slezina, plíce 

a játra), které jsem získala již připravené v redukujících i neredukujících podmínkách. 

5.5 SDS polyakrylamidová gelová elektroforéza a metoda Western blot 

Pro rozdělení proteinů podle molekulové hmotnosti byl použit 10% nebo 12% separační 

a 4% zaostřovací polyakrylamidový gel připravený podle tabulky 1. Do stojánku s 1 mm sklem byl 

nejdříve nalitý 10% separační gel, který byl převrstven vodou a nechal se zpolymerovat 45 min. Poté 

byl místo vody navrstven 4% zaostřovací gel, do kterého byly ihned vloženy plastové hřebínky 

s 10 nebo 15 jamkami. Po 10 min byla skla s připravenými gely přenesena do elektroforetické vaničky, 

která byla naplněna elektrodovým pufrem. Po vyjmutí plastových hřebínků byly nanášeny jednotlivé 

vzorky do jamek, přičemž jako marker molekulové hmotnosti byl nanesen standard. Elektroforetická 

vanička byla poté přikryta víkem a zapojena do elektrického zdroje při napětí 80 V. Přibližně po 30 min, 

kdy vzorky prošly zaostřovacím gelem bylo napětí zvýšeno na 140 V po dobu 60-80 min, dokud vzorky 

nedoputovaly až na spodní okraj gelu. 
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Tab. 1: Příprava polyakrylamidových gelů 

 10% separační gel 12% separační gel 4% zaostřovací gel 

dH2O 4,16 ml 3,5 ml 1,52 ml 

1,5 M Tris-HCl pufr, 

pH 8,8 
2,5 ml 2,5 ml - 

0,5 M Tris-HCl pufr, 

pH 6,8 
- - 0,625 ml 

30% polyakrylamid 3,33 ml 4 ml 0,325 ml 

10% SDS 100 µl 100 µl 25 µl 

TEMED 4,5 µl 4,5 µl 3,8 µl 

10% APS 70 µl 70 µl 35 µl 

 

Skla byla následně vyjmuta z aparatury a gely byly přeneseny na nitrocelulózovou membránu, která 

byla spolu s filtračními papíry předem namočena v transferovém pufru. Do Trans-Blotu pro 

elektropřenos byly nejdříve vloženy 4 filtrační papíry, na ně nitrocelulózová membrána s gelem 

a na závěr další 4 filtrační papíry. Proteiny byly přeneseny na membránu během 10 min při 2,5 A. 

Membrány byly dále krátce opláchnuty v dH2O a separované proteiny byly obarveny pomocí roztoku 

Ponceau, který značí proteiny a slouží tedy jako kontrola, zda došlo k přenosu proteinů z gelu 

na membránu. Roztok Ponceau byl následně vymýván dH2O a T-PBS. Membrány s proteiny byly poté 

60 min blokovány v 5% roztoku mléka. Po jejich opláchnutí T-PBS byly membrány inkubovány 

za stálého míchání přes noc s primární protilátkou ve 4 °C. V případě značení ezrinu (myší protilátka), 

fosfoezrinu (králičí protilátka), CD9 (králičí protilátka), α- (králičí protilátka) i β-aktinu (myší 

protilátka), EWI-2 (kozí protilátka), fosfoserinu (králičí protilátka), fosfotyrosinu (myší protilátka) 

a fosfothreoninu (králičí protilátka) byly protilátky použity v koncentraci 1:250, pro detekci α-tubulinu 

(myší protilátka) jako referenčního proteinu byla protilátka ředěna 1:3000. 

Druhý den byly membrány opláchnuty 3x 10 min v T-PBS a inkubovány 60 min s příslušnou sekundární 

protilátkou konjugovanou s křenovou peroxidázou, která byla ředěna 1:3000. Aby byla vyloučena 

možnost nespecifického vázání sekundární protilátky s křenovou peroxidázou, byla vytvořena také 

negativní kontrola. kdy na membránu byla přidána pouze sekundární protilátka konjugovaná s křenovou 

peroxidázou. 
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Po opláchnutí 3x 10 min v T-PBS byly membrány převrstveny roztokem chemiluminiscenčního 

substrátu k vizualizaci proteinů označených protilátkou a vloženy do přístroje Azure c600 pro 

vizualizaci chemiluminiscenčního signálu. Výsledné proteinové proužky na membránách byly 

denzitometricky vyhodnoceny pomocí programu ImageJ 

Membrána byla znovu použita pro detekci jiných proteinů po 10 min inkubaci se stripovacím pufrem, 

díky kterému dojde k odvázání protilátek z membrán. Po opláchnutí v T-PBS byly membrány pro další 

použití uchovány spolu s filtračními papíry v alobalu v mrazáku, nebo znovu blokovány v 5% roztoku 

mléka s následným přidáním primární protilátky. 

Optimalizace protokolu: Byla vyzkoušena i PVDF membrána, která byla krátce aktivována 

v methanolu a poté promyta v transferovém pufru. Pro vizualizaci EWI-2 byla použita také 

PVDF membrána, blokace jak v 5% roztoku mléka, tak v želatině a ředění EWI-2 protilátky i 1:100. 

5.6 Příprava vzorků pro hmotnostní spektrometrii 

Pro vyhodnocení pomocí hmotnostní spektrometrie byly připraveny vzorky proteinů imunoprecipitací 

pomocí magnetických kuliček. Spermie uvolněné z jedné cauda epididymis podle postupu 5.1. byly 

zlyzovány ve 200 µl lyzačního pufru s CHAPS (z komerčního kitu na izolaci fosforylovaných proteinů) 

a s 28,6 µl inhibitorů fosfatáz. Extrakce proteinů probíhala na ledu po dobu 1 hod. Následně byly vzorky 

centrifugovány 15 min při 4 °C a zrychlení 12 000 x g. Lyzát proteinů byl přidán ke 20 µl magnetických 

kuliček z imunoprecipitačního kitu, na které byla navázána ezrinová či fosfoezrinová protilátka dle 

pokynů výrobce. Po 90 min inkubace při pokojové teplotě za stálého míchání byly kuličky opláchnuty 

od proteinů, které se na ně nenavázaly. Dále byl pomocí 2x 20 µl glycinového pufru uvolněn 

imunoprecipitát. Takto získané vzorky byly poslány na vyhodnocení pomocí hmotnostní spektrometrie 

na oddělení Strukturní hmotnostní spektrometrie Biotechnologického ústavu AV ČR v centru Biocev. 

Další vzorky byly také připravovány imunoprecipitací pomocí magnetických kuliček s tím rozdílem, 

že spermie byly lyzovány v SDS vzorkovém pufru s EDTA či v lyzačním pufru s CHAPS. V případě 

imunoprecipitace aktinů byly spermie lyzovány pouze v lyzačním pufru s CHAPS. Na vyhodnocení 

hmotnostní spektrometrií byly poslány kuličky s navázanými proteiny na protilátkách. 

Kompletní tabulky z hmotnostní spektrometrie jsou součástí příloh na externím disku a uložené jsou 

také jako elektronická příloha této práce. 
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5.7 Ko-imunoprecipitace proteinů spermií 

5.7.1 Použití agarózových kuliček s proteinem A/G 

10 µl agarózových kuliček bylo 3x promyto 200 µl IP pufrem, po každém promytí byly kuličky 

centrifugovány 2 min při zrychlení 1000 x g, aby došlo k jejich oddělení od promývacího pufru. 

Následně byly kuličky inkubovány 3 hod při pokojové teplotě za stálého míchání s anti-ezrinovou/anti-

fosfoezrinovou protilátkou nebo myšími/králičími imunoglobuliny, které slouží jako izotopová kontrola. 

Nenavázané protilátky byly 3x odmyty pomocí IP pufru. Nakonec byl k agarózovými kuličkám 

s navázanou protilátkou přidán lyzát proteinů ze spermií, který byl připravený s použitím lyzačního 

pufru s CHAPS (k peletě s přibližně 5 x 107 spermií bylo přidáno 150 µl pufru) a 1x koncentrovaný 

roztok inhibitorů fosfatáz po dobu 60 min na ledu, přičemž každých 5 min byly zvortexovány. Dále byly 

spermie centrifugovány 15 min při 4 °C a zrychlení 12 000 x g. Supernatantem je lyzát proteinů, který 

byl odebrán. Agarózové kuličky s navázanou protilátkou byly s lyzátem proteinů inkubovány přes noc 

při stálém míchání a 4 °C. 

Druhý den byly kuličky centrifugovány (2 min při 1000 x g) a byl odebrán supernatant obsahující 

proteiny, které se na kuličky s protilátkou nenavázaly. Kuličky byly dále 3x promyty IP pufrem, 

následně bylo ke kuličkám přidáno 100 µl SDS vzorkového pufru s 5% merkaptoethanolem a vzorky 

byly inkubovány v termobloku 5 min při 95 °C. Uvolněný imunoprecipitát byl nanesen na 

polyakrylamidový gel pro SDS elektroforézu.  

Optimalizace protokolu: Pro izolaci proteinů byl vyzkoušen také RIPA pufr, dále také neredukující 

podmínky – tedy použití SDS vzorkového pufru bez 5% merkaptoethanolu. Bylo také vyzkoušeno 

zakoncentrování proteinů pomocí acetonu, který byl k proteinům přidán v poměru 1:6. Vzorky byly 

s acetonem inkubovány 1 hod při -18 °C, přičemž každých 15 min byly promíchány. Po inkubaci byly 

centrifugovány 10 min při 4 °C a zrychlení 7 000 x g. Aceton byl následně odebrán a peleta proteinů 

byla resuspendována v 70 µl SDS vzorkového pufru s 5% merkaptoethanolem. Nakonec byly vzorky 

inkubovány v termobloku 5 min při 95 °C. 

5.7.2 Použití magnetických kuliček s proteinem G 

20 µl magnetických kuliček Dynabeads bylo pomocí magnetu odděleno od zásobního roztoku. 

Ke kuličkám bylo následně přidáno 5 µg primární protilátky ve 150 µl komerčního pufru k navázání 

protilátky na kuličky. Na izotopovou kontrolu byly použity imunoglobuliny příslušného druhu 

(králičí/myší) a jako negativní kontrola sloužily kuličky, ke kterým bylo přidáno pouze 150 µl pufru 

k navázání protilátky. Kuličky s protilátkou byly inkubovány 30 min za stálého míchání při pokojové 

teplotě. Následně byl pomocí magnetu odstraněn supernatant s protilátkami, co se nenavázaly na 

kuličky, kuličky byly opláchnuty 200 µl pufru a po odsátí supernatantu k nim byl přidán lyzát proteinů. 

Proteiny byly ze spermií izolovány stejně jako při použití agarózových kuliček, tedy podle postupu 5.7.1. 
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Lyzát byl s kuličkami inkubován 1 hod při pokojové teplotě za stálého míchání. Poté byly kuličky znovu 

pomocí magnetu odděleny od supernatantu. Kuličky byly následně 3x opláchnuty komerčním 

promývacím pufrem a přeneseny do čisté zkumavky. K eluci precipitátu došlo po přidání 

40 µl komerčního elučního pufru spolu s 20 µl SDS vzorkového pufru a 12 µl merkaptoethanolu 

a inkubaci na termobloku při 95 °C po dobu 5 min. Precipitát byl nakonec oddělen pomocí magnetu 

a nanesen na polyakrylamidový gel pro SDS elektroforézu.  

Optimalizace protokolu: Byla vyzkoušena také eluce precipitátu glycinovým pufrem – ke vzorkům 

bylo přidáno 25 µl pufru. Po 10 min inkubaci byl supernatant oddělen od kuliček pomocí magnetu, 

přičemž k supernatantu, což je eluovaný precipitát, bylo dále přidáno 25 µl Tris pufru, který 

zneutralizuje precipitát. Proteiny byly dále přes noc v -18 °C precipitovány acetonem v poměru 1:6. 

Druhý den byly vzorky centrifugovány 10 min při 4 °C a zrychlení 7 000 x g. Po odsátí acetonu bylo 

k peletě proteinů přidáno 70 µl SDS vzorkového pufru s 8M močovinou a 5% merkaptoethanolem. 

Vzorky byly následně inkubovány na termobloku 5 min při 95 °C. Poté byl precipitát oddělen pomocí 

magnetu a nanesen na polyakrylamidový gel. 
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6. Výsledky 

6.1 Lokalizace ezrinu a jeho potenciálních vazebných partnerů v intaktní 

myší spermii 

6.1.1 Lokalizace a detekce ezrinu 

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

specifita protilátky proti ezrinu. Proteiny navázané na magnetické kuličky s anti-ezrinovou protilátkou 

byly identifikovány pomocí hmotnostní spektrometrie. Identifikace byla provedena u proteinů 

navázaných na kuličky bez předchozího uvolnění pomocí glycinového pufru. V případě 

imunoprecipitátu uvolněného z kuliček nebyl ezrin pomocí hmotnostní spektrometrie detekován. 

Mezi proteiny identifikovanými hmotnostní spektrometrií byl nalezen ezrin (viz Tab. 2), a to jak 

ve vzorku proteinů extrahovaných přímo pomocí SDS vzorkového pufru s EDTA, tak pomocí lyzačního 

pufru s CHAPS. Data získaná z lyzačního pufru s CHAPS jsou jasnějším důkazem pro detekci ezrinu, 

protože bylo detekováno více jedinečných peptidů jen pro ezrin a také pokrývají větší část proteinové 

sekvence ve srovnání s daty získané z SDS vzorkového pufru s EDTA. Radixin a moesin detekovány 

nebyly. Proto můžeme usoudit, že anti-ezrinová protilátka rozpoznává z rodiny ERM proteinů pouze 

ezrin. 

Tab. 2: Ezrin identifikovaný v proteinech navázaných na kuličky s anti-ezrinovou protilátkou 

 

Počet unikátně identifikovaných peptidů = počet identifikovaných peptidů, které jsou jedinečné pro daný 

protein. Kompletní seznam detekovaných proteinů hmotností spektrometrií je v externí příloze pod 

názvem Ezrin_EDTA a Ezrin_CHAPS. 



35 

 

Poté, co jsme si ověřili, že protilátka rozpoznává z rodiny ERM proteinů jen ezrin, jsme mohli přejít 

k detekci ezrinu v myší epididymální spermii (obr. 6). Nejdříve jsme optimalizovali podmínky pro 

imunofluorescenční barvení, neboť na roztěrech spermií na sklíčku k označení ezrinu nedocházelo. 

Proto jsme zvolili metodu barvení buněk v suspenzi v mikrozkumavce. Tímto způsobem 

jsme v akrozom intaktních spermiích detekovali ezrin v apikální akrozomální oblasti hlavičky spermie 

(na obr. 6A označeno šipkou). Na negativní kontrole bez primární protilátky žádný signál detekován 

nebyl. 

 

Obr. 6: Lokalizace ezrinu v myších spermiích. (A) Ezrin (červeně) se v epididymální spermii nachází 

v apikální akrozomální oblasti. (B) Modře je pomocí DAPI barveno jádro spermie. (C) Vizualizace dvou 

spermií s detekovaným ezrinem (červeně) i jádrem (modře). Měřítko reprezentuje 5 µm. 
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Přítomnost ezrinu ve spermii jsme ověřili také pomocí Western blot analýzy. Na membráně značené 

anti-ezrinovou protilátkou (obr. 7) se nachází jeden proteinový proužek o přibližné velikosti 70 kDa 

(ohraničeno červeně), což odpovídá molekulární hmotnosti ezrinu. Membrána sloužící jako negativní 

kontrola (NK) je bez signálu. 

 

Obr. 7: Detekce ezrinu v lyzátu myších spermií. Proteinový proužek o přibližné velikosti ezrinu 

(ohraničen červeně) byl detekován na nitrocelulózové membráně v lyzátu myších spermií za 

redukujících podmínek. Negativní kontrola (NK) je bez signálu. ST = standard molekulové hmotnosti 

proteinů v kDa. 
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6.1.2 Lokalizace a detekce aktinu 

Aktin je jeden z vazebných partnerů ezrinu, proto jsme se pomocí imunofluorescenčního značení 

zaměřili na jeho lokalizaci v akrozom intaktních spermiích (obr. 8), které byly čerstvě uvolněny z myší 

cauda epididymis. Aktin je v myších spermiích lokalizován v apikální akrozomální oblasti (v obr 8A 

označeno šipkami) a také bičíku (obr. 8A-C). Negativní kontrola bez primární protilátky byla bez 

signálu. 

  

Obr. 8: Lokalizace aktinu v myších spermiích. (A) Aktin (zeleně) se v epididymálních spermiích 

nachází v hlavičce v apikální akrozomální oblasti (označeno šipkami) a silný signál je také v bičíku. 

(B) Jádro spermie je označeno pomocí DAPI (modře). (C) Pro lepší vizualizaci byly spermie zobrazeny 

také v DIC. Měřítko reprezentuje 5 µm. 
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Přítomnost aktinu v myších spermiích byla ověřena také Western blot detekcí (obr. 9). Na membráně 

značené α-aktinovou protilátkou je detekován proteinový proužek o velikosti přibližně 42 kDa 

(ohraničen červeně), což odpovídá molekulární hmotnosti aktinu. Membrána sloužící jako negativní 

kontrola (NK) je bez signálu. Pomocí Western blot metody byl v lyzátu myších spermií detekován i β-

aktin. Proteinový proužek byl detekován o stejné molekulové hmotnosti jako α-aktin, tedy přibližně 

42 kDa (data neuvedena).  

 

Obr. 9: Detekce α-aktinu v lyzátu myších spermií. α-aktin byl detekován v lyzátu epididymálních 

spermií o velikosti přibližně 42 kDa (ohraničeno červeně). Tato molekulární hmotnost odpovídá α-

aktinu. Negativní kontrola (NK) je bez signálu. ST = standard molekulové hmotnosti proteinů v kDa. 
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6.1.3 Lokalizace a detekce CD9 

Dále jsme v myší akrozom intaktní spermii ověřovali umístění potenciálního vazebného partnera 

ezrinu – proteinu CD9 (obr. 10). Pomocí nepřímé imunofluorescence jsme CD9 detekovali v hlavičce 

spermie v oblasti akrozomu, a to ve vnější i vnitřní akrozomální membráně. Na obr. 10A jsou jednotlivé 

akrozomální membrány označeny šipkami. Negativní kontrola bez primární protilátky byla bez signálu. 

 

Obr. 10: Lokalizace CD9 v myších spermiích. (A) CD9 (zeleně) je v epididymální spermii 

lokalizováno pouze v hlavičce – ve vnější a vnitřní akrozomální membráně (označeno zelenými 

šipkami). (B) Jádro je pomocí DAPI označeno modře. (C) Vizualizace několika spermií s označeným 

CD9 proteinem (zeleně) i jádrem spermie (modře). Měřítko reprezentuje 5 µm. 
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CD9 protein byl detekován také pomocí metody Western blot (obr. 11). V neredukujících podmínkách 

se na membráně nachází proteinové proužky o hmotnostech přibližně 40, 65 a 155 kDa (ohraničeny 

modře). Stejně tomu je i v redukujících podmínkách, kde jsou navíc také proteinové proužky 

o hmotnostech 20 a 25 kDa (ohraničeny červeně). Tyto nižší hodnoty odpovídají molekulové hmotnosti 

CD9 proteinu. Negativní kontrola (NK) je bez signálu. 

V rámci optimalizace byla vyzkoušena izolace proteinů i pomocí RIPA pufru s 8M močovinou. 

Za těchto podmínek byly však na membráně detekovány, stejně jako v případě neredukujících 

podmínek, pouze proteinové proužky vyšších molekulárních hmotností než 20 a 25 kDa (data 

neuvedena).  

 

Obr. 11: Detekce CD9 proteinu v proteinových extraktech z epididymálních myších spermií. 

V neredukujících (NRED) podmínkách byly detekovány proteiny o velikosti přibližně 40, 65 a 155 kDa 

(ohraničeny modře). V redukujících (RED) podmínkách byly také detekovány tyto proteinové proužky, 

a navíc se zde nacházejí proteiny o velikosti 20 a 25 kDa (ohraničeno červeně), které odpovídají CD9. 

Negativní kontrola (NK) je bez signálu. ST = standard molekulové hmotnosti proteinů v kDa. 
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6.1.4 Lokalizace a detekce EWI-2 

V následujícím kroku jsme ověřovali přítomnost proteinu EWI-2 v myší spermii (obr. 12). Ten dosud 

v myších spermiích identifikován nebyl a mohl by zde sloužit jako potenciální spojník mezi ezrinem 

a CD9. Pomocí nepřímé imunofluorescence jsme lokalizovali EWI-2 v hlavičce i bičíku myší spermie. 

V hlavičce se EWI-2 nachází v oblasti apikálního akrozomu (na obr. 12A označeno šipkou) a v bičíku 

je silnější signál v jeho hlavní části (v obr. 12C označeno šipkami). Byla provedena také negativní 

kontrola bez primární protilátky, která je bez signálu. 

 

Obr. 12: Lokalizace EWI-2 v myší spermii. (A) EWI-2 (zeleně) se nachází v hlavičce spermie 

v oblasti apikálního akrozomu (označeno šipkou) a také v bičíku. (B) Modře je pomocí DAPI barveno 

jádro spermie. (C) Vizualizace několika spermií se značeným EWI-2 (zeleně) a jádrem (modře). Signál 

EWI-2 je silně detekován v hlavní části bičíku (označeno šipkami) a hlavičce spermie. Měřítko 

reprezentuje 5 µm. 
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Přítomnost EWI-2 v myší spermii jsme chtěli také prokázat pomocí Western blot analýzy. Vyzkoušeny 

byly redukující i neredukující podmínky izolace proteinů. Navíc jsme se snažili detekovat EWI-2 

v proteinech získaných ze sleziny, plic a jater myši. Avšak v žádném z těchto experimentů se nám 

nepodařilo EWI-2 detekovat (obr. 13). Tento fakt může být mimo jiné důsledkem toho, že použitá 

primární protilátka, kterou jsme měli k dispozici, není vhodná k použití na Western blot analýzu. 

 

Obr. 13: Reprezentativní membrána detekce EWI-2 v lyzátu myších spermií. Na membráně 

s extrakty proteinů nebyl detekován žádný proteinový proužek. Negativní kontrola (NK) je také bez 

signálu. ST = standard molekulové hmotnosti proteinů v kDa. 
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6.2 Interakční partneři ezrinu 

Ezrin má několik potenciálních vazebných partnerů, jejichž interakce byly zkoumány v dalších 

experimentech. Pro přehlednost jsou na obr. 14 graficky znázorněny geny kódující proteiny relevantní 

pro tuto diplomovou práci, jako je ezrin, EWI-2 (na obr. 14 jako gen Igsf8), CD9, α-aktin (gen Acta1) 

a β-aktin (gen Actb). 

 

Obr. 14: Grafické znázornění interakcí mezi ezrinem a jeho vazebnými partnery. Zkratky jsou 

názvy genů: Ezr = ezrin, Acta1 = α-aktin, Actb = β-aktin, Igsf8 = EWI-2 protein. Světle modře jsou 

označeny interakce známé z databáze, růžově interakce, které jsou dokázané experimentálně, tmavě 

modře geny, které se vyskytují společně, světle zeleně interakce vyhledané v literatuře, černě ko-exprese 

genů, světle fialově jsou spojené homologní proteiny. Dostupné z: https://version-11-5.string-

db.org/cgi/network?networkId=bVlkrwep3RnM  

https://version-11-5.string-db.org/cgi/network?networkId=bVlkrwep3RnM
https://version-11-5.string-db.org/cgi/network?networkId=bVlkrwep3RnM
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6.2.1 Ko-lokalizace ezrinu, CD9 a EWI-2 

V dalším kroku jsme chtěli zjistit, zda je umístění ezrinu a CD9 v hlavičce spermie totožné, proto jsme 

provedli společné značení obou proteinů (obr. 15). Ezrin a CD9 se nacházejí na stejném místě – v oblasti 

apikálního akrozomu (na obr. 15C,D označeno šipkou), což napovídá, že spolu mohou vzájemně 

kooperovat. Oba proteiny byly detekovány také ve střední části bičíku. Negativní kontrola bez primární 

protilátky byla bez signálu. 

 

Obr. 15: Lokalizace CD9 a ezrinu v myší spermii. (A) CD9 (zeleně) se nachází stejně jako (B) ezrin 

(červeně) v apikální akrozomální oblasti. (C) Spojení signálů CD9 (zeleně) a ezrinu (červeně) v hlavičce 

spermie je detekováno žlutě (označeno šipkou). (D) Pro lepší znázornění je spermie zobrazena také 

v DIC, kde je šipkou také označena ko-lokalizace proteinu CD9 a ezrinu. Měřítko reprezentuje 5 µm. 

Po úspěšné vizualizaci EWI-2 ve spermii jsme se rozhodli porovnat jeho umístění v hlavičce spermie 

s CD9 proteinem, proto jsme následně spermie označili jak protilátkou rozpoznávající EWI-2, tak CD9 

(obr. 16). EWI-2 a CD9 se nachází v hlavičce myší spermie na stejném místě – v apikální oblasti 

akrozomu (na obr. 16C ko-lokalizace označena šipkou). Také ezrin se nachází v této oblasti, což 

naznačuje, že by se protein EWI-2 mohl podílet na vzájemné asociaci ezrinu s CD9. Negativní kontrola 

bez primární protilátky byla bez signálu. 

 

Obr. 16: Lokalizace EWI-2 a CD9 v myší spermii. (A) CD9 (červeně) je lokalizováno stejně jako (B) 

EWI-2 (zeleně) v oblasti apikálního akrozomu v hlavičce spermie. (C) Ko-lokalizace CD9 a EWI-2 je 

znázorněna žlutě a označena šipkou. Modře je pomocí DAPI barveno jádro spermie. Měřítko 

reprezentuje 5 µm. 
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6.2.2 Ko-imunoprecipitace ezrinu, CD9 a aktinu 

Lokalizace CD9 a ezrinu ve stejných kompartmentech spermie naznačuje možnost jejich vzájemné 

asociace. Rozhodli jsme se tuto možnost ověřit pomocí ko-imunoprecipitace na epididymálních myších 

spermiích. Stejně tak jsme se pokusili potvrdit vzájemnou interakci ezrinu a α-aktinu. 

Imunoprecipitát uvolněný z magnetických kuliček s CD9 protilátkou byl spolu s izotopovou kontrolou 

a supernatanty elektroforeticky separován a na nitrocelulózové membráně byly proteiny následně 

detekovány anti-ezrinovou protilátkou. Na membráně (obr. 17) se nachází proteinový proužek 

o přibližné velikosti ezrinu (okolo 70 kDa), ovšem nachází se v supernatantu imunoprecipitátu (dráha 

1B). Modře přerušovaně je ohraničen nespecifický signál, který je též na negativní kontrole (NK). Jedná 

se o lehké a těžké řetězce protilátek. 

 

Obr. 17: Ko-imunoprecipitace ezrinu pomocí CD9 z lyzátu myších spermií. Membrána se 

separovanými proteiny byla inkubována s anti-ezrinovou protilátkou. Proteinový proužek o přibližné 

velikosti ezrinu (70 kDa) byl detekován v supernatantu precipitátu (ohraničen červeně). Nespecifické 

značení, které se nachází i na negativní kontrole (NK) je ohraničeno modře. Jedná se o lehké a těžké 

řetězce protilátek. Lyzát = celkové množství proteinů ze spermie, 1 = imunoprecipitát (proteiny 

uvolněné z kuliček s protilátkou), 1B = supernatant imunoprecipitátu (proteiny, co se nenavázaly na 

kuličky s protilátkou), 2 = izotypová kontrola (proteiny, co se navázaly na kuličky s králičími 

imunoglobuliny), 3 = proteiny, co se navázaly na kuličky bez protilátky. ST = standard molekulové 

hmotnosti proteinů v kDa. 
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Protože se proteinový proužek nacházel v supernatantu imunoprecipitátu (na obr. 17 ohraničen červeně), 

chtěli jsme v dalším kroku ověřit, zda došlo k imunoprecipitaci CD9 proteinu přes anti-CD9 protilátku. 

Membrána s elektroforeticky separovanými proteiny z lyzátu myších spermií byla inkubována s anti-

CD9 protilátkou (obr. 18). Detekován byl pouze nespecifický signál (na obr. 18 ohraničen modře 

přerušovaně), nacházející se také na membráně sloužící jako negativní kontrola (NK). Jedná se o těžké 

a lehké řetězce protilátky. Lehké řetězce protilátky nacházející se v imunoprecipitátu mají stejnou 

molekulovou hmotnost jako protein CD9, mohly by ho tedy překrývat. V lyzátu myších spermií žádný 

signál detekován nebyl.  

 

Obr. 18: Imunoprecipitace CD9 z lyzátu myších spermií. Na membráně inkubované s anti-CD9 

protilátkou byl detekován jen nespecifický signál (označen přerušovaně modře), který se nachází také 

na membráně sloužící jako negativní kontrola (NK). Jedná se o těžké a lehké řetězce protilátek. 

V celkovém lyzátu myších spermií nebyl detekován žádný signál. Lyzát = celkové množství proteinů ze 

spermie, 1 = imunoprecipitát (proteiny uvolněné z kuliček s protilátkou), 1B = supernatant 

imunoprecipitátu (proteiny, co se nenavázaly na kuličky s protilátkou), 2 = izotypová kontrola (proteiny, 

co se navázaly na kuličky s králičími imunoglobuliny), 3 = proteiny, co se navázaly na kuličky bez 

protilátky. ST = standard molekulové hmotnosti proteinů v kDa. 
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Na magnetické kuličky byla navázána také protilátka proti α-aktinu a membrána s elektroforeticky 

separovanými proteiny byla inkubována s anti-ezrinovou protilátkou. Membrána (obr. 19) je bez 

specifického signálu, byly detekovány jen proteinové proužky, které se vyskytují i v negativní kontrole 

(NK) a jedná se o lehké řetězce protilátek. Těžké řetězce protilátek detekovány nebyly. 

Nicméně, tento experiment byl prováděn až v závěrečných fázích experimentální práce a z časových 

důvodů tak byl proveden pouze v jednom opakování. 

 

Obr. 19: Ko-imunoprecipitace ezrinu pomocí α-aktinu z lyzátu myších spermií. Nitrocelulózová 

membrána se separovanými proteiny byla označena myší anti-ezrinovou protilátkou. Na membráně byl 

detekován pouze nespecifický signál (ohraničen modře přerušovaně) nacházející se i v negativní 

kontrole (NK). Jedná se o lehké řetězce protilátek, těžké řetězce detekovány nebyly. Lyzát = celkové 

množství proteinů ze spermie, 1 = imunoprecipitát (proteiny uvolněné z kuliček s protilátkou), 1B 

= supernatant imunoprecipitátu (proteiny, co se nenavázaly na kuličky s protilátkou), 2 = izotypová 

kontrola (proteiny, co se navázaly na kuličky s králičími imunoglobuliny), 2B = supernatant izotypové 

kontroly (proteiny, co se nenavázaly na kuličky s imunoglobuliny). ST = standard molekulové hmotnosti 

proteinů v kDa. 

Neschopnost ezrinu vázat se na aktin byla potvrzena nejen ko-imunoprecipitací, ale i pomocí hmotnostní 

spektrometrie. Na magnetické kuličky byly navázány anti-aktinové protilátky a spolu s navázanými 

proteiny byly vzorky poslány na vyhodnocení. Mezi identifikovanými proteiny (Tab. 3) byl nalezen α-, 

β- (v tabulce jako „actin cytoplasmic 1“) i γ-aktin i některé aktin vázající proteiny, jako např. kofilin, 

thymosin a titin. Avšak ezrin se mezi nimi nenacházel. 
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Tab. 3: Identifikované proteiny ko-imunoprecipitované spolu s α-aktinem nebo β-aktinem 

 

Počet unikátně identifikovaných peptidů = počet identifikovaných peptidů, které jsou jedinečné pro daný 

protein. CAM = karbamidomethylace, AC = acetylace, OX = oxidace. Kompletní seznam detekovaných 

proteinů hmotností spektrometrií je v externí příloze pod názvem Alfa_aktin a Beta_aktin. 
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6.2.3 Lokalizace ezrinu a CD9 v membráně myšího oocytu 

Vzájemnou ko-lokalizaci ezrinu a CD9 jsme se rozhodli ověřit také v rámci myšího oocytu. Protein CD9 

jsme lokalizovali v plazmatické membráně oocytu kromě oblasti nad dělícím vřeténkem, která je známá 

absencí microvilli a označována jako „microvilli-free“ region (obr. 20A, „microvilli-free“ region 

označen červenou šipkou). Stejný lokalizační vzor jsme pozorovali i v případě ezrinu (na obr. 20B je 

zelenou šipkou označena oblast plazmatické membrány bez ezrinového signálu). Ko-lokalizace obou 

proteinů je zobrazena na obr. 20C. Žlutou šipkou je označena oblast oolemy obklopující dělící vřeténko, 

kde nebyl lokalizován CD9 ani ezrin. 

 

Obr. 20: Lokalizace CD9 a ezrinu v myším oocytu. (A) CD9 (červeně) bylo v myším oocytu 

detekováno v oolemě až na oblast obklopující dělící vřeténko (označeno červenou šipkou). (B) U ezrinu 

(zeleně) byl pozorován stejný lokalizační vzor. Oblast bez ezrinového signálu je označena zelenou 

šipkou. (C) Spojení obou signálů spolu s modře barvenými chromozomy. Žlutou šipkou je označena 

oblast obklopující dělící vřeténko. Měřítko reprezentuje 10 µm. 
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6.3 Dynamika ezrinu v myší spermii během in vitro kapacitace 

6.3.1 Změna zastoupení ezrinu ve spermii během kapacitace 

Jak již bylo zmíněno výše, ezrin se v buňkách vyskytuje ve dvou formách – aktivní fosforylované 

a neaktivní nefosforylované. Naším předpokladem bylo, že se během kapacitace může zastoupení těchto 

dvou forem měnit. Z toho důvodu jsme se rozhodli ověřit, zda dochází ke změně zastoupení neaktivní 

nefosforylované formy během kapacitace spermie. Membrány s elektroforeticky separovanými proteiny 

získanými ze spermií po 0, 20, 40, 60 a 100 min in vitro kapacitace byly označeny anti-ezrinovou 

(obr. 21) a anti-α-tubulinovou protilátkou (obr. 22). α-tubulin byl použit jako normalizační kontrola, 

neboť jeho hladina ve spermiích by se v průběhu kapacitace neměla měnit.  

Tento experiment byl proveden celkem 5x. Na obr. 21 je reprezentativní membrána označená anti-

ezrinovou protilátkou. Červeně jsou ohraničeny detekované proteinové proužky o přibližné molekulové 

hmotnosti 70 kDa odpovídající ezrinu. Tyto proteinové proužky byly detekovány v proteinových 

extraktech spermií ve všech časech in vitro kapacitace. Modře přerušovaně je na membráně označen 

nespecifický signál, který se nachází také na negativní kontrole (NK). Na obr. 22 je reprezentativní 

membrána označená anti-α-tubulinovou protilátkou. Ve všech časech in vitro kapacitace jsou na 

membráně detekovány proteinové proužky o molekulové hmotnosti okolo 50 kDa odpovídající α-

tubulinu. 

 

Obr. 21: Detekce ezrinu v průběhu in vitro kapacitace myší spermie. Na nitrocelulózové membráně 

označené myší anti-ezrinovou protilátkou byly detekovány proteinové proužky v přibližné molekulové 

hmotnosti ezrinu (ohraničeno červeně). Modře přerušovaně je ohraničeno nespecifické značení 

protilátky, které se nachází i na membráně sloužící jako negativní kontrola (NK). ST = standard 

molekulové hmotnosti proteinů v kDa. 
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Obr. 22: Detekce α-tubulinu v průběhu kapacitace myší spermie. Anti-α-tubulinová protilátka na 

nitrocelulózové membráně detekovala proteinové proužky o molekulové hmotnosti okolo 50 kDa 

(ohraničeno červeně) odpovídající α-tubulinu. Membrána sloužící jako negativní kontrola (NK) je bez 

signálu. ST = standard molekulové hmotnosti proteinů v kDa. 

Na detekovaných proteinových proužcích byla provedena denzitometrická analýza pomocí programu 

ImageJ. Výsledné hodnoty denzity ezrinových proteinových proužků byly vztaženy k množství 

detekovaného α-tubulinu v lyzátech spermií a následně byl z těchto hodnot vytvořen graf. V grafu 

můžeme vidět nepatrné oscilace v zastoupení ezrinu v myších spermiích, kdy nejmenší množství bylo 

detekováno po 40. minutě in vitro kapacitace. Ovšem kvůli příliš velkému rozptylu hodnot mezi 

jednotlivými opakováními nebyly rozdíly množství ezrinu ve spermii v průběhu kapacitace hodnoceny 

jako signifikantní.  

 

Graf 1: Denzitometrické vyhodnocení změny zastoupení ezrinu v průběhu in vitro kapacitace 

myší spermie (n = 5). 
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6.3.2 Detekce fosfoezrinu v proteinových extraktech spermií 

U ezrinu nás zajímala také jeho aktivní fosforylovaná forma – fosfoezrin (fE). V prvním kroku jsme se 

rozhodli pomocí ko-imunoprecipitace proteinů z myších spermií ověřit, zda daná protilátka opravdu 

rozpoznává fosforylovanou formu ezrinu. 

K agarózovým kuličkám s anti-fosfoezrinovou protilátkou byly přidány proteiny získané z myších 

spermií. Membrána s proteiny byla značená protilátkou rozpoznávající fosforylované tyrosiny 

(obr. 23A), Protilátka detekovala 2 proteinové proužky o hmotnosti okolo 70 kDa (na obr. 23A 

ohraničeno červeně), což odpovídá přibližné molekulové hmotnosti fosfoezrinu (Parnell et al. 2015; 

Tabrizi et al. 2023). Avšak tyto proteinové proužky se nenachází v jamce s naneseným 

imunoprecipitátem (dráha 1), ale v supernatantu (dráha 1B), což znamená, že nedošlo k jejich navázání 

na kuličky s anti-fosfoezrinovou protilátkou. Modře jsou na obr. 23A označeny další proteinové 

proužky, které protilátka detekovala o molekulové hmotnosti přibližně 100 kDa. Jedná se 

pravděpodobně o proteiny, které jsou též fosforylované na tyrosinovém zbytku. Modře přerušovaně je 

označen nespecifický signál. 

Tato membrána s proteiny byla následně znovu označena protilátkou proti fosfoezrinu (fE) (obr. 23B), 

abychom ověřili, zda došlo k imunoprecipitaci fosfoezrinu, tedy navázání fosfoezrinu na kuličky s anti-

fosfoezrinovou protilátkou. Na membráně se nachází mnoho nespecifického signálu (ohraničeno 

přerušovaně modře) se slabým proteinovým proužkem v supernatantu imunoprecipitátu (na obr. 23B 

ohraničeno červeně) ve stejné molekulové hmotnosti jako proteinový proužek na membráně značené 

fosfotyrosinovou protilátkou (fosfoTyr). Může se ovšem jednat o zbytek z předchozí detekce anti-

fosfotyrosinovou protilátkou. K imunoprecipitaci fosfoezrinu pravděpodobně nedošlo, neboť v jamce 

s naneseným imunoprecipitátem (dráha 1) žádný specifický signál detekován nebyl. 

 

Obr. 23: Ověření specifity fosfoezrinové protilátky. (A) Detekce fosforylovaných proteinů (fosfoTyr) 

myší spermie včetně imunoprecipitátu (dráha 1) uvolněného z agarózových kuliček s fosfoezrinovou 

(fE) protilátkou. Protilátka detekovala proteinové proužky v přibližné molekulové hmotnosti okolo 70 

kDa (ohraničeno červeně) a 2 proteinové proužky okolo 100 kDa (ohraničeny modře). Modře 

přerušovaně je ohraničen nespecifický signál, který se nachází i na negativní kontrole (NK). (B) Anti-

fosfoezrinová protilátka (fE) detekovala proteinový proužek okolo 70 kDa (ohraničen červeně). 

Nespecifický signál nacházející se i na negativní kontrole (NK) je ohraničen modře přerušovaně.               
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1 = imunoprecipitát (proteiny uvolněné z kuliček s protilátkou), 1B = supernatant imunoprecipitátu 

(proteiny, co se nenavázaly na kuličky s protilátkou), 2 = izotypová kontrola (proteiny, co se navázaly 

na kuličky s králičími imunoglobuliny), 2B = supernatant izotypové kontroly (proteiny, co se nenavázaly 

na kuličky s imunoglobuliny), 3 = proteiny, co se navázaly na kuličky bez protilátky, 3B = supernatant 

proteinů, co se nenavázaly na kuličky bez protilátky. ST = standard molekulové hmotnosti proteinů 

v kDa. 

Pro dvojí ověření specifity této protilátky jsme proteiny navázané na magnetické kuličky 

s fosfoezrinovou protilátkou nechali vyhodnotit pomocí hmotnostní spektrometrie. Stejně jako 

u specifity anti-ezrinové protilátky byl na vyhodnocení poskytnut nejdříve imunoprecipitát proteinů 

uvolněný z kuliček pomocí glycinového pufru, avšak ani zde nebyl ezrin/fosfoezrin detekován. 

V přiložené tabulce (Tab. 4) jsou ukázány vybrané proteiny spolu s jejich post-translačními 

modifikacemi, které byly identifikovány ve vzorku připraveném v SDS vzorkovém pufru s EDTA nebo 

lyzačním pufru s CHAPS. Mezi proteiny získanými lyzačním pufrem s CHAPS se nachází ezrin, který 

ovšem není fosforylovaný, také radixin a moesin a další fosforylované proteiny s molekulární hmotností 

podobnou fosfoezrinu. Stejně tomu je v případě vzorku připraveného pomocí SDS vzorkového pufru 

s EDTA – i zde byl detekován ezrin a jiné fosforylované proteiny. Radixin a moesin v tomto případě 

detekovány nebyly. Protilátka proti fosfoezrinu pravděpodobně rozpoznává nefosforylovanou formu 

ezrinu a k tomu další fosforylované proteiny v podobné molekulové hmotnosti. 
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Tab. 4: Identifikované proteiny imunoprecipitované pomocí anti-fosfoezrinové protilátky 

 

 

Počet unikátně identifikovaných peptidů = počet identifikovaných peptidů, které jsou jedinečné pro daný 

protein. CAM = karbamidomethylace, AC = acetylace, OX = oxidace, F = fosforylace. Kompletní 

seznam detekovaných proteinů hmotností spektrometrií je v externí příloze pod názvem 

Fosfoezrin_EDTA a Fosfoezrin_CHAPS. 
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6.3.3 Změna zastoupení fosforylovaných proteinů během kapacitace myší spermie 

Vzhledem k nespecifitě anti-fosfoezrinové protilátky jsme v danou chvíli nebyli schopni detekovat 

změny v zastoupení aktivní formy ezrinu (fosfoezrinu) v průběhu kapacitace. Přistoupili jsme tedy 

alespoň k ověření, jak se během kapacitace mění celková hladina fosforylovaných proteinů ve spermii.  

Membrány s elektroforeticky separovanými proteiny, které byly extrahovány v průběhu in vitro 

kapacitace, byly inkubovány s protilátkami rozpoznávající fosforylované seriny, tyrosiny a threoniny. 

Anti-fosfoserinová protilátka detekovala ve 20, 40, 60 a 100 min in vitro kapacitace několik 

proteinových proužků (obr. 24) o molekulové hmotnosti 25-37, 37-50 a 50-75 kDa se silným signálem 

v oblasti přibližně 70 kDa (na obr. 24 označeno červenými svorkami). Detekovány byly také proteinové 

proužky s přibližnou molekulární hmotností 90 a 130 kDa (na obr. 24 označeno červenými šipkami). 

Dále byly detekovány také 2 proteinové proužky okolo 250 kDa (na obr. 24 označeno červenou šipkou). 

Membrána sloužící jako negativní kontrola (NK) byla bez signálu. 

 

Obr. 24: Detekce fosforylovaných serinů (fosfoSer) v proteinových extraktech myších spermií 

v průběhu in vitro kapacitace. V proteiny odebírané v časech 0, 20, 40, 60 a 100 min kapacitace myší 

spermie byly detekovány anti-fosfoserinovou protilátkou na nitrocelulózové membráně. ST = standard 

molekulové hmotnosti proteinů v kDa. 
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V průběhu in vitro kapacitace myších spermií byly v proteinových extraktech detekovány také proteiny 

s fosforylovanými threoniny (obr. 25). Modře přerušovaně je ohraničen nespecifický signál, který se 

nachází i na membráně sloužící jako negativní kontrola (NK). Detekován byl silný signál o molekulové 

hmotnosti přibližně 60 kDa (na obr. 25 označeno červenou šipkou). Na membráně byly detekovány také 

proteinové proužky se slabším signálem o molekulové hmotnosti přibližně 125 a 200 kDa (označeny 

červenými šipkami). 

 

Obr. 25: Detekce fosforylovaných threoninů (fosfoThr) v proteinových extraktech myších spermií 

v průběhu in vitro kapacitace. V proteiny odebírané v časech 0, 20, 40, 60 a 100 min kapacitace myší 

spermie byly detekovány anti-fosfothreoninovou protilátkou na nitrocelulózové membráně. ST = 

standard molekulové hmotnosti proteinů v kDa. 

Pomocí anti-fosfotyrosinové protilátky byly v proteinových extraktech myších spermií detekovány 

proteiny fosforylované na tyrosinech (obr. 26). V časech 0, 20, 40, 60 a 100 min in vitro kapacitace 

spermií byly detekovány proteinové proužky o molekulární hmotnosti přibližně 60 a 90 kDa (na obr. 26 

označeno červenými šipkami). Membrána sloužící jako negativní kontrola (NK) byla bez signálu. 

 

Obr. 26: Detekce fosforylovaných tyrosinů v proteinových extraktech myších spermií v průběhu 

in vitro kapacitace. V proteiny odebírané v časech 0, 20, 40, 60 a 100 min kapacitace myší spermie 

byly detekovány anti-fosfotyrosinovou protilátkou na nitrocelulózové membráně. ST = standard 

molekulové hmotnosti proteinů v kDa. 
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Membrána s proteiny označenými anti-α-tubulinovou protilátkou (obr. 27) slouží jako normalizační 

kontrola, neboť hladina α-tubulinu (na obr. 27 ohraničen červeně) by se v průběhu kapacitace neměla 

měnit. 

 

Obr. 27: Detekce α-tubulinu v extraktech proteinů spermií v průběhu in vitro kapacitace. V časech 

0, 20, 40, 60 a 100 min kapacitace spermií byl na nitrocelulózové membráně detekován α-tubulin 

(ohraničen červeně), který byl použitý jako normalizační kontrola. ST = standard molekulové hmotnosti 

proteinů v kDa. 
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Denzitometrické vyhodnocení detekovaných proteinových proužků v lyzátech myších spermií bylo 

provedeno stejně jako v případě ezrinu v průběhu in vitro kapacitace. Následně byl ze získaných hodnot 

vytvořen graf. V grafu 2 je vidět, že k největším změnám docházelo u proteinů fosforylovaných na 

serinech (fosfoSer) a threoninech (fosfoThr). Hladina fosforylace proteinů na serinových zbytcích roste 

během 40 minut in vitro kapacitace spermií. Po 40. minutě, kdy je množství fosforylovaných serinů 

největší, dochází k jejich rychlému poklesu. U fosforylovaných threoninů je v grafu 2 vidět trend jejich 

rychlého nárůstu po 20 minutách kapacitace, přičemž následně dochází k jejich postupnému poklesu 

během 40, 60 a 100 min in vitro kapacitace myší spermie. Hladina proteinů fosforylovaných na tyrosinu 

(fosfoTyr) se mění jen nepatrně, avšak i zde můžeme pozorovat jejich velmi mírný nárůst během 

20 minut kapacitace spermií. Po 40. minutě dochází k mírnému poklesu fosforylovaných tyrosinových 

zbytků proteinů. Tento experiment byl proveden pouze jednou, tudíž statistická analýza nebyla 

provedena. 

 

Graf 2: Denzitometrické vyhodnocení změny zastoupení fosforylovaných serinů (fosfoSer), 

threoninů (fosfoThr) a tyrosinů (fosfoTyr) v myších proteinech v průběhu in vitro kapacitace 

myších spermií. 
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7. Diskuze 

Aktinový cytoskelet je ve spermii klíčovou součástí několika procesů, jako jsou například kapacitace 

a akrozomální reakce (AR). Během AR se aktin mimo jiné podílí na relokaci proteinů do oblasti 

ekvatoriálního segmentu spermie (Sosnik et al. 2009), což je místo prvního kontaktu gamet (Bedford et 

al. 1979). Jedním z proteinů, který se během AR přesouvá z akrozomální membrány do ekvatoriálního 

segmentu je CD9, který se pravděpodobně podílí na stabilizaci propojení mezi dalšími membránovými 

proteiny a na interakci a fúzi plazmatických membrán gamet (Frolikova et al. 2018). 

Ve spermiích bylo identifikováno několik aktin vázajících proteinů (shrnuto v Romarowski et al. 2016), 

které se mohou podílet nejen na přestavbě aktinu, která je podstatná pro kapacitaci i AR, ale i na 

interakcích mezi aktinem a membránovými proteiny. Mezi aktin vázající proteiny, které slouží jako 

spojníky membránových proteinů s aktinem (Turunen et al. 1994; Kawaguchi et al. 2017), patří rodina 

ERM proteinů, která zahrnuje celkem 3 proteiny: ezrin, radixin a moesin.  

Cílem této diplomové práce bylo lokalizovat ezrin v myší spermii a objasnit jeho roli ve spojení s CD9 

a aktinem. Dále ověřit, zda dochází ke změnám hladiny aktivní a neaktivní formy ezrinu během 

kapacitace a AR myší spermie a tím pomoci pochopit celý proces relokace klíčových vazebných 

proteinů spermie. V neposlední řadě jsme chtěli ověřit, zda se ezrin spolu s aktinem podílí na přesunu 

CD9 proteinu během AR myší spermie. 

Proteiny z rodiny ERM mají ∼75% sekvenční podobnost (Smith et al. 2003), proto jsme před 

lokalizováním ezrinu v myší spermii, nejprve ověřili specifitu anti-ezrinové protilátky, jelikož 

existovala vysoká pravděpodobnost, že protilátka může rozpoznávat více než jeden protein z rodiny 

ERM. Pomocí hmotnostní spektrometrie byl ezrin detekován v imunoprecipitátu proteinů 

extrahovaných pomocí dvou lyzačních pufrů. Ovšem ve vzorku připraveného pomocí lyzačního pufru 

s CHAPS bylo detekováno více jedinečných peptidů jen pro ezrin a také pokrytí proteinové sekvence 

identifikovanými peptidy je vyšší ve srovnání s daty získaných z SDS vzorkového pufru s EDTA. 

Radixin ani moesin nebyly detekovány v žádném vzorku. Z toho vyplývá, že lepší lyzační schopnost 

pro izolaci ezrinu, má lyzační pufr s CHAPS. Z těchto dat také můžeme usoudit, že protilátka proti 

ezrinu rozpoznává z rodiny ERM pouze ezrin. 

Následně jsme mohli přejít k detekci ezrinu v akrozom intaktních myších spermií, které byly čerstvě 

uvolněné z cauda epididymis. Na základě dostupných studií v myších spermiích ezrin doposud 

lokalizován nebyl. Nejdříve jsme ovšem optimalizovali podmínky imunofluorescenčního barvení, 

protože na roztěrech spermií na sklíčku k označení ezrinu nedocházelo. Zvolena byla tudíž metoda 

barvení spermií v suspenzi v mikrozkumavce. Za těchto optimalizovaných podmínek byl ezrin 

detekován. Ezrin je v epididymálních myších spermiích lokalizován v apikální akrozomální oblasti 

hlavičky. To se shoduje s lokalizací ezrinu v lidských spermiích, kde se ezrin nachází v akrozomální 
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oblasti hlavičky (Wang et al. 2010). Ezrin byl detekován také v býčích spermiích, kde se nachází v post-

akrozomální oblasti hlavičky a navíc i v bičíku (Huta et al. 2020). Umístění ezrinu v akrozom intaktních 

spermiích je tedy pravděpodobně druhově specifické. 

Detekce ezrinu v myších spermiích byla potvrzena metodou Western blot. Ezrin byl detekován 

v proteinovém proužku o molekulové hmotnosti přibližně 70 kDa. Oproti tomu v lidských a býčích 

spermiích byl ezrin nalezen o molekulové hmotnosti okolo 80 kDa (Wang et al. 2010; Huta et al. 2020). 

Rozdíly v detekovaných molekulových hmotnostech by mohly být dány odlišnými způsoby izolace 

ezrinu, rozdílnou hustotou elektroforetických gelů nebo také odlišnou post-translační modifikací ve 

spermiích u různých druhů. 

Jedním z vazebných partnerů ezrinu je aktin, proto jsme se zaměřili na jeho lokalizaci v epididymálních 

myších spermiích. Pomocí nepřímé imunofluorescence byl aktin detekován v apikální oblasti akrozomu 

a v bičíku myší spermie a jeho přítomnost ve spermiích byla potvrzena také Western blot detekcí. Ve 

studii Romarowski et al. (2018) byl aktin nalezen kromě oblasti akrozomu v hlavičce myších spermií 

také na ventrální části hlavičky a v septu. My jsme detekovali aktin pouze v akrozomální oblasti 

hlavičky spermie, což může být způsobeno použitím protilátky rozpoznávající α-aktin. Pomocí 

imunofluorescenčního značení protilátkou rozpoznávající β-aktin byl aktin detekován i ve ventrální 

oblasti hlavičky a v oblasti septa myší spermie (data neuvedena). 

Naším cílem bylo prokázat, že ezrin interaguje s proteinem CD9. Proto jsme se v myších akrozom 

intaktních spermiích pomocí imunofluorescenčního značení zaměřili na lokalizaci i tohoto proteinu. 

CD9 se nachází v hlavičce v oblasti akrozomu, a to konkrétně ve vnější a vnitřní akrozomální 

membráně. Naše data se shodují s již publikovanými výsledky o lokalizaci CD9 v myší spermii 

(Frolikova et al. 2018). Lokalizace CD9 proteinu je v myších a lidských spermiích odlišná (Frolikova et 

al. 2018), což může být vysvětleno rozdílnou morfologií hlavičky myších a lidských spermií 

(Jankovičová et al. 2020).  

CD9 protein byl v myších spermiích detekován také pomocí metody Western blot. Za neredukujících 

podmínek, kdy byly proteiny extrahovány pomocí SDS vzorkového pufru, byly detekovány 3 proteinové 

proužky o molekulárních hmotnostech 40, 65 a 155 kDa. Podobné výsledky byly již publikovány 

(Frolikova et al. 2018), v myších lyzátech byly také detekovány proteinové proužky o molekulárních 

hmotnostech okolo 45, 75 a nad 160 kDa. V této studii byly proteiny extrahovány pomocí RIPA pufru 

s 8M močovinou (Frolikova et al. 2018), což bylo v našem případě zkoušeno také, a dosáhli jsme 

stejných výsledků (data neuvedena). Proteiny z myších epididymálních spermií jsme ovšem extrahovali 

i za redukujících podmínek, kdy anti-CD9 protilátka detekovala kromě 40 a 65 kDa proteinů, také 

proteinové proužky o molekulárních hmotnostech 20 a 25 kDa, které odpovídají CD9 proteinu. Autoři 

výše zmíněné studie se domnívají, že proteinové proužky o vyšších molekulárních hmotnostech než 20 

a 25 kDa, jsou pravděpodobně kovalentně spojené komplexy CD9 proteinů, nebo komplexy CD9 
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a jiných tetraspaninů či proteinů (Frolikova et al. 2018). Transmembránové proteiny patřící do rodiny 

tetraspaninů jsou totiž schopné vytvářet široké sítě propojených proteinů nazývané tetraspaninové sítě, 

které vznikají v důsledku vzájemných interakcí tetraspaninů i ostatních membránových proteinů 

(Frolikova et al. 2018; Jankovičová et al. 2020). Za redukujících podmínek by mělo s velkou 

pravděpodobností docházet k rozpadu kovalentně spojených multiproteinových komplexů a mohou být 

detekovány proteinové proužky o hmotnosti odpovídající CD9 proteinu. Proteiny vyšších hmotností, 

které byly za redukujících podmínek také detekovány, můžou naznačovat, že redukce disulfidových 

můstků a rozpad proteinových komplexů nebyly kompletní.  

Teoreticky ve spermii může k interakci mezi ezrinem a CD9 proteinem docházet nepřímo, skrz proteiny 

z podrodiny EWI. Bylo totiž prokázáno, že protein EWI-2, který patří do této podrodiny, na myším 

oocytu interaguje s CD9 proteinem (Runge et al. 2007; Glazar a Evans 2009). Ve spermiích ovšem EWI-

2 detekován nebyl, proto jsme se v dalším kroku rozhodli ověřit jeho přítomnost v akrozom intaktní 

myší spermii. Pomocí nepřímé imunofluorescence byl EWI-2 detekován v apikální akrozomální oblasti 

v hlavičce a také v bičíku, kde byl nejintenzivnější signál v jeho hlavní části. Pokud je nám známo, 

protein EWI-2 doposud ve spermiích detekován nebyl a toto je tedy první evidence o lokalizaci EWI-2 

ve spermiích. Přítomnost EWI-2 v apikální akrozomální oblasti, kde byl detekován také ezrin a CD9, 

naznačuje, že by mezi těmito proteiny mohlo docházet k interakcím, což bylo ověřováno v dalších 

krocích. Stejně jako u ostatních experimentů byla provedena negativní kontrola bez primární protilátky 

a byla bez signálu, tudíž můžeme vyloučit nespecifické značení. 

Přítomnost EWI-2 v myších spermiích jsme chtěli ověřit také pomocí Western blot analýzy. Proteiny 

byly z myších spermií extrahované za redukujících i neredukujících podmínek. Také jsme se snažili 

detekovat EWI-2 v proteinech získaných z myších tkání, konkrétně z plic, jater a sleziny. Ale ani 

v jednom případě se nám nepodařilo EWI-2 detekovat. Je možné, že byl zvolen nevhodný způsob 

izolace proteinů a při použití jiného pufru, než SDS vzorkového pufru a RIPA pufru s 8M močovinou, 

by byl EWI-2 detekován. Tyto podmínky extrakce proteinů byly zvoleny z důvodu izolace proteinů 

našeho zájmu, které jsme úspěšně detekovali v těchto extrakčních podmínkách. Důvodem by mohla být 

také použitá primární protilátka, kterou jsme měli k dispozici a která nebude pravděpodobně vhodná 

k použití na metodu Western blot. Do budoucna by bylo vhodné otestovat jinou primární protilátku. 

Poté, co byly pomocí imunofluorescenčního značení detekovány jednotlivé proteiny, jsme chtěli zjistit, 

zda je lokalizace ezrinu, CD9 a EWI-2 stejná. Proto bylo provedeno ko-lokalizační značení těchto 

proteinů. Ezrin i CD9 jsou lokalizovány na stejném místě v hlavičce myší spermie – v apikální 

akrozomální oblasti. Navíc v této oblasti byl pomocí nepřímé imunofluorescence detekován také α-

aktin. Tyto výsledky naznačují, že ezrin propojuje CD9 s aktinovým cytoskeletem v myší spermii. 

Dalšími imunofluorescenčními experimenty bychom v budoucnu chtěli detekovat ezrin ve spermiích po 

AR a následně porovnat jeho lokalizaci s CD9 proteinem, u kterého během AR dochází k jeho relokaci 
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(Frolikova et al. 2018). Společná lokalizace ezrinu a CD9 po AR spermie by mohla znamenat jejich 

vzájemnou interakci a roli ezrinu jako spojníku mezi CD9 a aktinem v přesunu CD9 do ekvatoriálního 

segmentu spermie. K objasnění role ezrinu během relokace CD9 proteinu bude klíčovou součástí 

budoucích experimentů použití ezrinového inhibitoru zabraňujícího jeho aktivaci. 

Ko-lokalizace CD9 a EWI-2 proteinů v oblasti apikálního akrozomu hlavičky myší spermie, kterou jsme 

prokázali, znamená, že k interakci mezi CD9 a ezrinem by mohlo pravděpodobně docházet nepřímo 

skrz EWI-2. Protože se nám ale nepodařilo EWI-2 detekovat pomocí Western blot analýzy, ověřovali 

jsme pouze možnost přímé interakce ezrinu s CD9.  

Vzájemná asociace proteinů byla studována pomocí ko-imunoprecipitací na extraktech z myších 

spermií. Vzhledem k množství proteinů, které je potřeba pro ko-imunoprecipitační experimenty, nebylo 

kvůli etickým limitům tento experiment možné provést na kapacitovaných spermiích. Vzájemnou 

interakci ezrinu, CD9 a aktinu jsme tedy ověřovali ko-imunoprecipitací na lyzátech epididymálních 

myších spermiích. 

Pro ověření interakce ezrinu a CD9 byla precipitace provedena pomocí anti-CD9 protilátky a poté byl 

v imunoprecipitátu detekován ezrin. Anti-ezrinová protilátka na membráně s proteiny detekovala 

proteinový proužek o přibližné molekulární hmotnosti ezrinu, který se ovšem nenacházel v dráze 

s naneseným imunoprecipitátem, ale v dráze s proteiny, které se na kuličky s anti-CD9 protilátkou 

nenavázaly. Z těchto výsledků vyplývá, že buď k interakci mezi ezrinem a CD9 nedochází, anebo tyto 

proteiny spolu interagují, ale nedošlo k jejich vyprecipitování kvůli metodickým limitům, jako např. 

nutnosti rozdílných podmínek izolace ezrinu a CD9 (viz dále). 

Tím, že byl proteinový proužek v přibližné molekulové hmotnosti ezrinu detekován v supernatantu 

precipitátu, chtěli jsme v dalším experimentu ověřit, zda došlo k imunoprecipitaci CD9 proteinu přes 

kuličky s navázanou anti-CD9 protilátkou. Detekován byl ovšem jen nespecifický signál, 

pravděpodobně se jedná o lehké a těžké řetězce protilátek. Lehké řetězce protilátky, které se nacházejí 

v imunoprecipitátu, mají stejnou molekulovou hmotnost jako protein CD9 – okolo 20-25 kDa. Tyto 

řetězce by tedy mohly specifický proteinový proužek překrývat. Tento problém by mohl být vyřešen 

použitím speciální sekundární protilátky rozpoznávající pouze nativní imunoglobuliny a tím 

minimalizovat detekci těžkých a lehkých řetězců. Proteinový proužek nebyl detekován ani v lyzátu 

myších spermií, což by mohlo být důsledkem zvolené metodiky přípravy vzorků na ko-

imunoprecipitaci. Proteiny byly totiž inkubovány při vysoké teplotě, což mohlo pravděpodobně způsobit 

degradaci epitopu pro anti-CD9 protilátku. Stejná protilátka byla totiž využita ve studii Frolikova et al. 

(2018), kdy značila protein CD9 v lyzátech myších spermií inkubovaných za nižší teploty, což pak bylo 

ověřeno v rámci optimalizace metody. Metodika extrakce proteinů ze spermií při vyšších teplotách byla 

zvolena z důvodu přednostní detekce ezrinu, u kterého detekce fungovala po zahřátí lyzátu na vysokou 

teplotu. 



63 

 

V dalším experimentu byla ověřována možnost interakce ezrinu a aktinu imunoprecipitací přes α-aktin. 

V imunoprecipitátu byly detekovány anti-ezrinovou protilátkou pouze lehké řetězce imunoglobulinů 

z protilátky, které se nacházely také na membráně sloužící jako negativní kontrola. Proteinové proužky 

o molekulární hmotnosti ezrinu detekovány nebyly. Pro dvojí ověření, zda ezrin s aktinem interaguje, 

bylo provedeno vyhodnocení pomocí hmotnostní spektrometrie. Identifikovány byly proteiny 

v imunoprecipitátech, kdy byla využita anti-α- i anti-β-aktinová protilátka. Mezi detekovanými proteiny 

se nacházel α-, β- i γ-aktin, také aktin vázající proteiny jako titin, kofilin a thymosin (Yu et al. 1993; 

Linke et al. 1997; Romarowski et al. 2016), avšak ezrin mezi nimi identifikován nebyl.  

Z těchto ko-imunoprecipitačních experimentů nemůžeme vyvozovat žádné závěry, neboť byly 

provedeny z časových důvodů pouze v jednom opakování. Data však naznačují, že k interakcím mezi 

ezrinem a CD9 a aktinem pravděpodobně nedochází. Vysvětlením by mohl být fakt, že schopnost ezrinu 

vázat membránové proteiny a aktin je závislá na jeho aktivaci vazbou fosfatidylinositol-4,5-bisfosfátu 

(PIP2) a fosforylací na Thr567 (Fievet et al. 2004), jinak se nachází ve své neaktivní konformaci 

s maskovanými vazebnými místy (Andréoli et al. 1994; Gary a Bretscher 1995). Tuto hypotézu 

podporuje studie provedená na lidských spermiích. Ko-imunoprecipitace ezrinu a aktinu potvrdila, že 

k vazbě ezrinu a polymerovaného aktinu dochází během kapacitace spermií (Wang et al. 2010), kdy je 

ezrin aktivován (Wang et al. 2010; Huta et al. 2020). Fosforylace ezrinu až během kapacitace by mohla 

být vysvětlením, proč ani fosforylovaný ezrin nebyl detekován hmotnostní spektrometrií 

v imunoprecipitátu α- a β- aktinu z myších epididymálních spermií. Dalším důvodem, proč se nám 

nepodařilo prokázat asociaci ezrinu s aktinem, by mohly být nesprávné podmínky izolace proteinů ze 

spermií. K extrakci proteinů z myších spermií byl použit lyzační pufr s CHAPS, na rozdíl od extrakce 

proteinů z lidských spermií, kde autoři lyzovali spermie v RIPA pufru (Wang et al. 2010). Další vhodné 

experimentální přístupy, jako například metoda PLA (proximity ligation assay) by mohly napomoci 

objasnění interakcí proteinů s ezrinem. Tato metoda k vizualizaci interakcí proteinů využívá protilátky 

s navázanými DNA oligonukleotidy, které se spojí, pokud se dané proteiny nachází v dostatečné 

blízkosti, a následně dochází k vizualizaci tohoto spojení (Weibrecht et al. 2010). 

Vzájemné umístění ezrinu a CD9 proteinu jsme ověřili také v myším oocytu. Ezrin byl detekován 

v plazmatické membráně oocytu kromě oblasti obklopující dělící vřeténko, která je označovaná jako 

„microvilli-free“ region kvůli absenci microvilli. Stejný lokalizační vzor jsme pozorovali u proteinu 

CD9. Tyto výsledky jsou shodné s již publikovanými daty (Louvet et al. 1996; Kaji et al. 2000), ovšem 

zde přinášíme jako první ko-lokalizační srovnání těchto proteinů. Tento experiment je pilotním 

výsledkem pro budoucí experimenty, kde bude studována role ezrinu v přesunu CD9 proteinu do míst 

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

Dalším cílem této diplomové práce bylo porovnat, jak se mění zastoupení množství ezrinu během 

kapacitace myší spermie. Naším předpokladem bylo, že když existují 2 formy ezrinu – aktivní 
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fosforylovaná a neaktivní nefosforylovaná forma, může se zastoupení těchto dvou forem během 

kapacitace měnit. Denzitometrická analýza proteinových proužků o molekulární hmotnosti ezrinu 

ukázala nepatrné změny jeho zastoupení v průběhu in vitro kapacitace myší spermie. Mezi jednotlivými 

opakováními byl však příliš velký rozptyl hodnot, proto rozdíly mezi množstvím ezrinu během 

kapacitace nebyly hodnoceny jako signifikantní. Je ovšem možné, že k velkým změnám množství 

nefosforylované formy ezrinu v průběhu 100 min in vitro kapacitace myší spermie nedochází. Tato 

hypotéza se shoduje s výsledky studie Huta et al. (2020) prováděné na býčích spermiích, kde na 

znázorněné membráně je detekován ezrin o přibližně stejném signálu. Ve zmíněné studii nicméně nebyla 

provedena denzitometrická analýza vyhodnocující změny jeho zastoupení v průběhu kapacitace, ale 

autoři studie porovnávali změnu zastoupení aktivní fosforylované formy ezrinu. Bylo ukázáno, že 

k fosforylaci ezrinu dochází během 60 minut kapacitace býčí spermie a poté jeho množství klesá (Huta 

et al. 2020). Toto zjištění se liší od výsledků studie provedené na lidských spermiích, kde byl detekován 

nárůst množství fosforylovaného ezrinu po 2,5-5 hodinách kapacitace (Wang et al. 2010). 

Abychom mohli ověřit, zda u myších spermií dochází ke změně zastoupení aktivní fosforylované formy 

ezrinu – fosfoezrinu, rozhodli jsme se nejprve otestovat specifitu anti-fosfoezrinové protilátky na 

základě detekce fosforylovaných proteinů v imunoprecipitátu z proteinového extraktu spermií. Pomocí 

anti-fosfotyrosinové protilátky byly detekovány proteiny okolo 70 kDa. Mohlo by se tedy jednat 

o fosfoezrin, jehož molekulová hmotnost se pohybuje v této oblasti (Parnell et al. 2015; Tabrizi et al. 

2023). Ovšem proteiny byly detekovány ve vzorku proteinů, které se během imunoprecipitace na 

kuličky s anti-fosfoezrinovou protilátkou nenavázaly. Může se tedy jednat pravděpodobně o jakýkoli 

fosforylovaný protein s molekulární hmotností okolo 70 kDa. Pro ověření, zda došlo k imunoprecipitaci 

fosfoezrinu byla provedena detekce anti-fosfoezrinovou protilátkou, která ukázala velmi slabý signál ve 

vzorku proteinů nezachycených během imunoprecipitace v přibližně stejné molekulové hmotnosti jako 

byl detekován anti-fosfotyrosinovou protilátkou. Vzhledem k tomu, že byla stejná membrána využita 

pro obě detekce, tak se můžeme domnívat, že se jedná o zbytkový signál z předchozí detekce. Důvodem 

neúspěchu imunoprecipitace mohou být nevhodné podmínky izolace tohoto proteinu, případně použitá 

anti-fosfoezrinová protilátka není vhodná pro imunoprecipitaci. 

Protože se nám z těchto experimentů specifitu použité protilátky proti fosfoezrinu nepovedlo ověřit, byla 

provedena analýza imunoprecipitátu fosfoezrinu pomocí hmotnostní spektrometrie. Vzorky byly 

připraveny pomocí dvou rozdílných lyzačních pufrů. V imunoprecipitátu připraveného s SDS 

vzorkovým pufrem s EDTA byl detekován ezrin, který ale není fosforylovaný. Nicméně zde byly 

identifikovány jiné fosforylované proteiny. Oproti tomu ve vzorku připraveném pomocí lyzačního pufru 

s CHAPS byly detekovány všechny proteiny z ERM rodiny – ezrin, radixin i moesin, avšak žádný z nich 

také nebyl fosforylovaný. Identifikovány byly i jiné fosforylované proteiny s molekulární hmotností 

podobnou fosfoezrinu. Z těchto výsledků můžeme usoudit, že použitá anti-fosfoezrinová protilátka 

rozpoznává nefosforylovanou formu ezrinu a jiné fosforylované proteiny s podobnou molekulární 
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hmotností, a proto není vhodná pro detekci fosforylované formy ezrinu. Můžeme také vidět rozdílnou 

lyzační schopnost použitých pufrů. Oproti lyzačnímu pufru s CHAPS, kde byly detekovány všechny 

proteiny z ERM rodiny, v SDS vzorkovém pufru s EDTA byl detekován pouze ezrin, avšak pokrytí 

proteinové sekvence identifikovanými peptidy bylo několika násobně vyšší. U lyzačního pufru 

s CHAPS bylo pokrytí pouze 2%, zatímco u SDS vzorkového pufru s EDTA bylo téměř 70%. Tudíž při 

použití anti-fosfoezrinové protilátky s ověřenou specifitou je pro izolaci proteinů pravděpodobně lepší 

SDS vzorkový pufr s EDTA. 

Kvůli nespecifitě anti-fosfoezrinové protilátky jsme nebyli schopni detekovat změny v zastoupení 

fosfoezrinu během in vitro kapacitace. Rozhodli jsme se alespoň tedy ověřit, jak se během kapacitace 

mění zastoupení fosforylovaných proteinů v myších spermiích. Detekovány byly proteiny fosforylované 

na serinu, tyrosinu i threoninu. Denzitometrická analýza ukázala, že v průběhu in vitro kapacitace myší 

spermie dochází k oscilacím v serinové, threoninové i tyrosinové fosforylaci. Nejprve hladina proteinů 

fosforylovaných na všech třech aminokyselinových zbytcích roste, přičemž po určité době, která je 

odlišná pro jednotlivé aminokyseliny, dochází k jejich poklesu. Na konci in vitro kapacitace po 100 

minutách je množství fosforylovaných proteinů nejnižší.  

Nezbytnou součástí kapacitace spermie je především tyrosinová fosforylace proteinů (Visconti et al. 

1995). V myších spermiích bylo detekováno několik proteinů, u kterých k tyrosinové fosforylaci během 

kapacitace dochází. Zároveň porovnáním značení anti-fosfotyrosinové protilátky bylo zjištěno, že po 

90 minutách in vitro kapacitace dochází k nárůstu množství fosforylovaných proteinů na tyrosinech 

(Arcelay et al. 2008). V této studii bylo ovšem zaznamenáno množství fosforylovaných tyrosinů pouze 

před a po 90 minutách kapacitace, což se liší s našimi daty, kde byly změny ve fosforylaci proteinů 

sledovány ve více časových intervalech. Podobný experiment byl proveden Visconti et al. (1995), kde 

byly detekovány změny v zastoupení proteinů fosforylovaných na tyrosinu během 180 minut in vitro 

kapacitace myší spermie. Denzitometrická analýza provedena nebyla, ovšem autoři tvrdí, že u proteinů 

detekovaných o molekulárních hmotnostech v rozmezí 40-120 kDa dochází k nárůstu jejich fosforylace 

na tyrosinech až do 90 minut kapacitace spermií, kdy je jejich množství největší (Visconti et al. 1995). 

Tyto výsledky se neshodují s daty získanými v této diplomové práci. Důvodem může být 

pravděpodobně to, že Visconti et al. (1995) neprovedli denzitometrickou analýzu na detekovaných 

proteinech a malé změny intenzity proteinových proužků na membránách nebyly rozpoznány. Změna 

tyrosinové fosforylace během kapacitace byla zkoumána také v kančích spermiích, u kterých ovšem 

kapacitace trvá pravděpodobně nejméně 3-4 hodiny (Zigo et al. 2020). Pozorovány byly nepatrné 

změny, kdy po 1. hodině množství fosforylovaných tyrosinů rostlo, po 2 hodinách došlo k jejich poklesu, 

přičemž po 3. hodině hladina proteinů fosforylovaných na tyrosinu opět vzrostla (Hackerova et al. 2023). 

Kvůli mezidruhovým rozdílům v kapacitaci myší a kančí spermie nelze tyto výsledky porovnávat, avšak 

společně tato data mohou přispět k detailnějšímu porozumění dynamiky fosforylace proteinů během 

kapacitace savčích spermií. 
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8. Závěr 

Tato diplomová práce se zabývala rolí ezrinu ve spojení s CD9 proteinem v myší spermii, přičemž bylo 

stanoveno několik cílů práce. Prvním bylo detekovat ezrin v myších spermiích, neboť ezrin byl doposud 

lokalizován pouze ve spermiích býků a lidí. Po ověření specifity anti-ezrinové protilátky se nám podařilo 

pomocí nepřímé imunofluorescence detekovat ezrin v akrozom intaktních spermiích, kde byl detekován 

také protein CD9 a aktin. Přítomnost všech těchto proteinů v myší spermii byla dále ověřena pomocí 

Western blot analýzy. Součástí budoucích experimentů bude lokalizace ezrinu v akrozom-zreagovaných 

myších spermiích, aby mohla být porovnána s umístěním CD9 proteinu po akrozomální reakci. 

Klíčovou součástí těchto experimentů bude použití ezrinového inhibitoru spolu s imunofluorescenčním 

značením CD9 proteinu, které pomůže detekovat, zda se ezrin podílí na relokaci CD9 během 

akrozomální reakce. 

Dalším cílem této práce bylo zjistit, zda ezrin může sloužit jako spojník mezi proteinem CD9 

a aktinovým cytoskeletem. Ačkoli pomocí ko-imunoprecipitací se nám interakci mezi ezrinem, CD9 

a aktinem nepodařilo prokázat, detekovali jsme přítomnost proteinu EWI-2. Tento protein, pokud je 

nám známo, ve spermiích dosud popsán nebyl. Jelikož v somatických buňkách slouží EWI-2 jako 

spojník mezi CD9 a ezrinem, lze usuzovat, že obdobnou roli hraje i ve spermiích a k interakcím ezrinu 

s CD9 zde tedy mohlo docházet nepřímo právě prostřednictvím EWI-2. Ko-lokalizace ezrinu, CD9 

a EWI-2 proteinu v oblasti apikálního akrozomu podporuje tuto hypotézu. K jejímu ověření bude do 

budoucna potřeba verifikovat přítomnost EWI-2 ve spermiích i pomocí jiných metod, např. Western 

blot a provést experimenty, které interakci ezrinu a EWI-2 ve spermii spolehlivě prokáží. 

Naším dalším cílem bylo popsat změny v zastoupení aktivní fosforylované a neaktivní nefosforylované 

formy ezrinu v průběhu in vitro kapacitace. Jelikož signifikantní změny v množství 

přítomné nefosforylované formy ezrinu se nám nepodařilo prokázat, zdá se, že rozdíly budou jen 

nepatrné. Pro sledování změny v množství fosforylovaného ezrinu (fosfoezrinu) bylo potřeba nejdříve 

ověřit, zda anti-fosfoezrinová protilátka rozpoznává pouze fosforylovanou formu ezrinu. Pomocí 

imunoprecipitací spolu s použitím hmotnostní spektrometrie se nám podařilo prokázat, že použitá 

protilátka rozpoznává pravděpodobně nefosforylovanou formu ezrinu, tudíž pro studium fosfoezrinu 

není vhodná. Z toho důvodu jsme přistoupili k ověření, jak se během kapacitace mění zastoupení hladiny 

fosforylovaných proteinů na serinových, threoninových a tyrosinových zbytcích. Podařily se nám 

detekovat změny na všech třech aminokyselinových zbytcích, ovšem provedeno bylo pouze 

1 opakování. Pro statistickou analýzu je tudíž v budoucnu nutné tento experiment několikrát zopakovat. 

Dále je také potřeba otestovat další anti-fosfoezrinové protilátky a následovně detekovat lokalizaci 

fosfoezrinu ve spermii včetně změn jeho množství v průběhu in vitro kapacitace. 
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V rámci této diplomové práce byl proveden také pilotní experiment pro budoucí studie ezrinu ve vztahu 

k CD9 proteinu v myších oocytech. Nepřímou imunofluorescencí se nám podařilo potvrdit ko-lokalizaci 

ezrinu a CD9 v membráně myšího oocytu. V budoucích experimentech bude s použitím ezrinového 

inhibitoru zkoumána role ezrinu při přesunu CD9. 

V této práci se nám podařilo naplnit několik cílů, které jsme si stanovili. Naše výsledky tak mohou 

přispět k objasnění role ezrinu jako spojníku membránových proteinů s aktinovým cytoskeletem ve 

spermii. Hlavní prioritou budoucích experimentů bude lokalizace ezrinu po akrozomální reakci 

a s použitím inhibitoru ezrinu ověření, zda se ezrin podílí na relokaci CD9 do ekvatoriálního segmentu 

spermie. 
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