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Abstrakt

Integriny jsou heterodimerní transmembránové glykoproteiny, které představují velkou sku-

pinu receptorů buněčné adheze podílející se na interakcích buněk, buňky a extracelulární

matrix a interakcích buňky s patogenem. V současné době je u savců známo 24 různých inte-

grinových heterodimerů. Podílejí se na široké škále procesů jako je imunitní odpověď, řízená

migrace lymfocytů, agregace krevních destiček, také při hojení ran, buněčné diferenciaci,

migraci, proliferaci a samotném přežití buněk. Integriny byly detekovány i na germinálních

buňkách a dnes je známé, že hrají důležitou roli i v reprodukčních procesech jako je oplození,

implantace embrya a embryonální vývoj. Hlavní náplní této bakalářské práce je seznámení

s integriny z pohledu reprodukce, fyziologie integrinů, výskytu a lokalizace jednotlivých pod-

jednotek u samčích a samičích gamet savců. Významná část práce je věnována diskuzi role

integrinů u gamet, a to jak během maturačních procesů (dozrávání vajíčka ve vaječníku,

kapacitaci a akrozomální reakce spermie), tak i při migraci spermie, tvorbě oviduktálního

rezervoáru i jejich přímé a nepřímé zapojení do vazby a fúze gamet při oplození.

Klíčová slova: integriny, spermie, vajíčko, fúze, oplození
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Abstract

Integrins are heterodimeric transmembrane glycoproteins that represent a large group of cell

adhesion receptors involved in cell-cell, cell-extracellular matrix and cell-pathogen interacti-

ons. Up to now, 24 different integrin heterodimers have been detected in mammals. They

are involved in a wide range of processes such as immune response, lymphocyte homing,

platelet aggregation, also in wound healing, cell differentiation, migration, proliferation and

even in cell survival. Integrins have also been detected on germ cells and are now known

to play an important role in reproductive processes such as fertilization, embryo implan-

tation, and embryonic development. The main aim of this thesis is to introduce integrins

from the perspective of reproduction, integrin physiology, occurrence and localization of

individual subunits in male and female germ cells. A significant part of the work is devoted

to a discussion of the role of integrins in gametes, both during maturation processes (egg

maturation in the ovary, capacitation and the acrosomal reaction of sperm), in sperm mi-

gration, oviductal reservoir formation and their direct and indirect involvement in adhesion

and fusion of the gametes during fertilization.

Keywords: integrins, sperm, egg, fusion, fertilization
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Úvod
Reprodukce savců představuje komplexní proces, který na molekulární úrovni zahrnuje

řadu řízených a kontrolovaných dějů předcházejících úspěšnému splynutí spermie a vajíčka,

vzniku diploidní zygoty a vytvoření nového jedince. Zatímco maturační procesy vajíčka pro-

bíhají před ovulací a jsou dokončeny až po oplození, maturace spermie probíhá průběžně

v samčím a následně i samičím pohlavním traktu. Během cesty do místa oplození intera-

guje spermie se somatickými buňkami tvořící epitel samčího i samičího pohlavního traktu,

složkami reprodukčních tekutin především prostřednictvím mikroveziklů a exozómů, ale také

s molekulami extracelulární matrix vajíčka, a nakonec i s plazmatickou membránou samotné

samičí germinální buňky.

Do těchto dějů je zapojeno mnoho molekul, které tvoří u obou germinálních buněk

proteinové sítě. Základ takovýchto rozsáhlých a komplexních sítí zajišťují především mem-

bránové glykoproteiny tetraspaniny a také membránové receptory buněčné adheze integriny,

které jsou stěžejním zaměřením této bakalářské práce. Integriny, které jsou transmembrá-

nové proteiny, se nacházejí u téměř všech typů somatických buněk mnohých živočichů

včetně savců (Humphries, 2000)*1. Jedná se o heterodimery podjednotek α a β spojeny

nekovalentní vazbou a jejich funkce je zcela esenciální pro mnoho buněčných procesů jako

je buněčná diferenciace, migrace, proliferace, spojení buněk, hojení ran a také jsou klíčové

i pro imunologické funkce (Takada a kol., 2007)*. Integriny detekujeme také na germinál-

ních buňkách, kde hrají významnou roli během reprodukčních procesů živočichů a kroků

nezbytných k úspěšné fúzi gamet.

Hlavním cílem této bakalářské práce je diskuze recentní literatury v oblasti fyziologie

integrinů u samčích i samičích gamet. Tato práce na jednom místě čtenáři v ucelené formě

předkládá doposud získané poznatky o roli integrinů v průběhu přípravy spermie a vajíčka

k oplození a během jejich fúze. Součástí práce je i přehledné shrnutí informací o přítom-

nosti jednotlivých integrinových podjednotek a heterodimerů v gametách, mimo jiné ve

formě originální tabulky s referencemi na původní práce. V práci je kladen důraz na inter-

akce integrinů s cytoskeletem a s extracelulární matrix, které jsou diskutovány v kontextu

nejnovějších poznatků.

1Hvězdičkou jsou v této práci označena review.
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1. Integriny
Integriny představují superrodinu molekul buněčné adheze, které zprostředkovávají inter-

akce mezi buňkami, mezi buňkou a extracelulární matrix a také interakci buňky s patogenem.

Jedná se o transmembránové molekuly přenášející obousměrně signály přes plazmatickou

membránu. Tyto dva děje, intracelulární signalizace a buněčná adheze, mají klíčový podíl

na úspěšném oplození vajíčka spermií. Integriny se váží na širokou škálu ligandů včetně

molekul extracelulární matrix, nebo proteinů patřících do imunoglobulinové superrodiny

(Takada a kol., 2007)* a účastní se mnoha základních buněčných procesů jako je buněčná

diferenciace, migrace, proliferace, spojení buněk či samotné buněčné přežití (Luo a Springer,

2006)*. Integriny regulují také mnoho biologických funkcí včetně hojení ran, jsou důležité

pro imunologické funkce (Takada a kol., 2007)* a v neposlední řadě se jedná o jedny ze

stěžejních proteinů v reprodukčních procesech živočichů jako je oplození, embryonální vývoj

a implantace embrya.

Integriny jsou velké, transmembránové heterodimery nekovalentně asociovaných podjed-

notek α a β, které jsou zcela esenciální pro existenci živočichů. Integriny nalézáme téměř

na všech typech buněk u mnohých kmenů od houbovců po strunatce (Humphries, 2000)*.

Různé integrinové receptory jsou schopny se vázat k různým ligandům (tabulka A.1),

na základě jejich heterodimerické struktury a signálů zevnitř buněk (Takada a kol., 2007)*.

Savčí integriny mohou být široce seskupeny do laminin-vázajících integrinů (α1β1, α2β1,

α3β1, α6β1, α7β1 a α6β4), integrinů kolagen-vázajících (α1β1, α2β1, α3β1, α10β1

a α11β1), integrinů leukocytů (αLβ2, αMβ2, αXβ2 a αDβ2) a dále integrinů rozpozná-

vajících RGD (tripeptid Arginin-Glycin-Aspartát; R = Arginin, G = Glycin, D = Aspartát)

sekvence (α5β1, αVβ1, αVβ3, αVβ5, αVβ6, αVβ8 a αIIbβ3), která se například vyskytuje

ve struktuře fibronektinu a vitronektinu.

Expresí specifických integrinových podjednotek a jejich množstvím na povrchu buněk

se mění jejich adhezivní a signalizační vlastnosti. Ke změnám ve funkci integrinů může do-

cházet také dynamicky bez změny jejich exprese, a to na základě vnitrobuněčné signalizace

(signalizace inside-out; Ginsberg a kol., 1992)*.

Prostřednictvím integrinové aktivace dochází k reverzibilním změnám extracelulárních

domén heterodimerů (natažením do prostoru), což výrazně ovlivňuje afinitu k jejich ligan-

dům (Calderwood, 2004)*. Ke změnám ve vazebných schopnostech buňky k extracelulární

matrix může docházet také prostřednictvím změn v rozložení integrinů na povrchu, shluko-

váním či laterální difúzí a reorganizací cytoskeletu (Hogg a kol., 2002)*. Tyto mechanismy
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Obrázek 1.1: A: Znázornění domén podjednotek α a β obsahujících I doménu. Hvězdičky

označují místa vazby kationtů. B: Znázornění uspořádání domén v integrinech obsahujících

α I doménu. Převzato a přeloženo z Barczyk a kol. (2010)*.

mohou fungovat i současně, např. aktivace integrinů prostřednictvím vazby ligandu může

také indukovat shlukování heterodimerů (Isenberg a kol., 1987), což může hrát roli například

během vazby a fúze gamet.

1.1 Struktura integrinů

Jak už bylo zmíněno, integriny jsou heterodimery nekovalentně asociovaných podjed-

notek α a β (Hynes, 2002)*. K heterodimerizaci integrinu dochází intracelulárně ještě před

transportem na buněčný povrch (Campbell a Humphries, 2011)*. Volné α a β podjednotky

tedy na buněčném povrchu neexistují, vždy se zde nacházejí ve formě heterodimeru.

Podjednotky α a β jsou složeny z několika flexibilně propojených domén (obrázek 1.1A).

Většina samotného proteinu se nachází mimo buňku (extracelulární část), ale obě podjed-

notky procházejí plazmatickou membránou v podobě jednoduché, membránou prostupující

šroubovice, a končí obvykle krátkými nestrukturovanými cytoplazmatickými konci. Velikost

jednotlivých podjednotek se liší, ale obvykle α i β podjednotka obsahují okolo 750 až 1000

aminokyselin (Campbell a Humphries, 2011)*.

Ektodomény integrinových podjednotek hrají důležitou roli při vazbě ke komponentům

extracelulární matrix i k dalším receptorům na povrchu stejné nebo jiné buňky, v přenosu

signálů a jsou taky zodpovědné za heterodimerizaci integrinů (Luo a Springer, 2006)*.

U α podjednotky se její extracelulární část skládá ze čtyř nebo pěti domén, v případě

podjednotky β ze sedmi domén, které dohromady vytváří strukturu „nohy“ podepírající
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„hlavu“ (Barczyk a kol., 2010, obrázek 1.1B)*.

Do vnitřního prostoru buňky jsou natažené cytoplazmatické konce integrinových pod-

jednotek, které navazují na membránou procházející helixy. Cytoplazmatické konce obvykle

bývají kratší než 75 aminokyselin. Výjimkou je cytoplazmatický konec podjednotky β4,

který je dlouhý okolo 1000 aminokyselin, což má význam i pro reprodukci (Dickinson a kol.,

1994).

Tyto části podjednotek jsou schopné aktivně vytvářet vazby (Shoemaker a kol., 2000),

a také iniciují sestavení velkých signalizačních komplexů, které hrají při oplození důležitou

roli (Campbell a Humphries, 2011)*. Využívají k tomu několik proteinů jako např. talin, který

se váže na aktinová filamenta, a tak tvoří spojení s cytoskeletem, které je klíčové pro většinu,

ne-li pro všechny integriny zprostředkované funkce (Wegener a kol., 2007). Na druhou

stranu, odlišná struktura β4 podjednotky umožňuje vazbu kromě aktinu či tubulinu, také

na intermediální filamenta (obrázek 1.3B), důležitou např. pro stabilitu membrán spermie

během akrozomální reakce (kapitola 2.3).

1.2 Integriny v gametách

U obratlovců bylo doposud objeveno 18 α a 8 β podjednotek, které se mohou sestavit

do 24 různých receptorů (obrázek 1.2) s různými vazebnými vlastnostmi (Hynes, 2002;

Barczyk a kol., 2010)*. Některé integriny jsou široce rozšířené na různých typech buněk,

jiné jsou zase omezeny na konkrétní typ buněčné tkáně.

Integriny jsou přítomné rovněž v germinálních buňkách (vyznačené barevně na obrázku

1.2). Do současnosti bylo na vajíčku u savců identifikováno 9 α a 7 β podjednotek. U sper-

mií bylo dosud nalezeno integrinových podjednotek výrazně méně (tabulka 1.1 a obrázek

1.2). Ne všechny integriny jsou lokalizovány v gametách ve stejných místech (Frolíková

a kol., 2019), obrázek 1.3A například ukazuje rozložení některých integrinových heterodi-

merů v různých kompartmentech hlavičky spermie.

Na vajíčku jsou integriny součástí tvz. tetraspaninové sítě, kde interagují s dalšími pro-

teiny a vytvářejí mezi nimi vazby (Jahn a kol., 2003; Satouh a kol., 2012), interagují s ak-

tinovým cytoskeletem uvnitř vajíčka (např. Frolíková a kol., 2012) a v neposlední řadě jsou

schopné vázat se k proteinům na povrchu spermie (Klínovska a kol., 2014)*.

Výzkumy z posledních let prokázaly přítomnost některých proteinů známých z tetraspa-

ninových sítí vajíčka taktéž na spermiích, proto můžeme předpokládat, že síť obdobná

tetraspaninové síti na vajíčku se nachází i na spermiích. Integriny se na spermiích zapo-

jují do procesu obousměrné signalizace během zrání spermií, akrozomální reakce, a dále se
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Obrázek 1.2: Znázornění integrinové rodiny. Převzato z Takada a kol. (2007)*. U vyš-

ších obratlovců (tedy včetně lidí) zahrnuje typicky 24 heterodimerů, vytvořených spojením

podjednotek α a β. Fialovou barvou jsou označeny integrinové podjednotky, které byly po-

tvrzeny na obou gametách. Červeně jsou označeny podjednotky doposud nalezené pouze

na vajíčku, nikoliv na spermii. Pro reference viz tabulka 1.1.

Obrázek 1.3: A: Rozložení integrinových heterodimerů v různých částech hlavičky spermie

myši. B: Schématické znázornění podjednotek v plazmatické membráně spermie a jejich

interakce s proteiny a cytoskeletem buňky. Převzato a přeloženo z Frolíková a kol. (2019).

7



Tabulka 1.1: Integrinové podjednotky detekované u gamet savců s příklady referencí.
Vajíčko Spermie

Podjednotka Reference Podjednotka Reference

α2 Campbell a kol. (1995) α3 Glander a Schaller (1993)

α3 Tarone a kol. (1993) α4 Glander a Schaller (1993)

α4 Campbell a kol. (1995) α5 Fusi a kol. (1996)

α5 Fusi a kol. (1992) α6 Glander a Schaller (1993)

α6 Fusi a kol. (1993) αV Fusi a kol. (1996)

α9 Stanton a Green (2001) β1 Glander a Schaller (1993)

αV Fusi a kol. (1993) β3 Boissonnas a kol. (2010)

αM Anderson a kol. (1993) β4 Glander a kol. (1998)

αL Campbell a kol. (1995)

β1 Evans a kol. (1997)

β2 Anderson a kol. (1993)

β3 Almeida a kol. (1995)

β4 Campbell a kol. (1995)

β5 Almeida a kol. (1995)

β6 Sengoku a kol. (2004)

β7 Campbell a kol. (1995)

účastní interakce spermie s epitelem a s vajíčkem (Frolíková a kol., 2019). Role integrinů

v gametách savců je stěžejním předmětem zájmu této práce, vzhledem k tomu, že právě

savcům se věnuje velká část výzkumů. Podrobně ji diskutujeme v kapitolách 2 a 3.

Kromě různých druhů savců integriny detekujeme i u dalších živočichů, např. u houby

obrovské (Geodia cydonium) se vyskytuje 1 α a 1 β integrinová podjednotka (Pancer a kol.,

1997), u C. elegans byly detekovány 2 α a 1 β podjednotka (Baum a Garriga, 1997), u octo-

milek dokonce 5 α a 2 β podjednotky integrinů (Adams a kol., 2000). V některých případech

byly pozorované i integriny v gametách, a byla tedy zkoumána jejich role v reprodukci.

Velká pozornost je věnována ježovkám, zejména ježovce purpurové (Strongylocentrotus

purpuratus), ale i ježovce proměnlivé (Lytechinus variegatus). U obou druhů byly α i β

podjednotky integrinů detekovány na vajíčkách, i v některých dalších vývojových stádiích

(Marsden a Burke, 1997; Hertzler a McClay, 1999). Některé z detekovaných podjednotek

jsou homologní s podjednotkami známými u savců, např. βG je podobná podjednotce β1

(Marsden a Burke, 1997). U ježovky proměnlivé hraje zásadní strukturní roli při formovaní
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kortikálního aktinového cytoskeletu oocytu integrin αBβC (Murray a kol., 2000; Burke

a kol., 2004). Po oplození se tento integrin z povrchu vajíček během kortikální reakce

odstraňuje. Množství integrinů exprimovaných na povrchu buněk následně znovu u obou

zmiňovaných druhů narůstá během gastrulace, což naznačuje jejich roli v embryogenezi

(Marsden a Burke, 1997; Hertzler a McClay, 1999; Susan a kol., 2000).

Mezi hojně studované živočichy patří i žáby, většina výzkumů se zaměřuje na drápatku

vodní (Xenopus laevis), případně na ropuchu argentinskou (Bufo arenarum). Na plazmatické

membráně vajíčka byly integriny u žab detekovány už během oogeneze (Gawantka a kol.,

1992; Joos a kol., 1995; Müller a kol., 1993; Whittaker a DeSimone, 1993), u některých pod-

jednotek následně dochází k internalizaci (např. β1; Müller a kol., 1993), a tyto podjednotky

se na povrch dostávají znovu během embryogeneze (DeSimone a Hynes, 1988; Müller a kol.,

1993), podobně jako je tomu u ježovek. V případě ropuchy argentinské byly integriny (kon-

krétně podjednotka αV) detekovány i na spermii. Integriny na vajíčku u zmíněných druhů

žab mají pravděpodobně roli při adhezi a fúzi spermie a vajíčka. Při inkubování vajíček

s peptidy, které jsou schopny se na integriny vázat, zejména RGD peptidy, byla u drápatek

pozorována snížena schopnost oplození (Mouguelar a kol., 2011). Role integrinů v procesu

oplození u ropuch byla obdobně potvrzena v práci Coux a Cabada (2006). Nepřímý důkaz

o zapojení integrinů do tohoto procesu vyplývá i z objevu vazebných partnerů integrinů,

proteinů z rodiny ADAM (ang. a disintegrin and metalloproteinase domain) u drápatky

vodní (Shilling a kol., 1997). ADAM proteiny jsou pravděpodobnými vazebnými partnery

integrinů i u savců (viz kapitola 3). U drápatek byla také potvrzena zásadní role integrinů

při gastrulaci (Whittaker a DeSimone, 1993). Obdobnou roli hrají integriny pravděpodobně

i u jiných obojživelníků, např. u žebrovníků (Darribère a kol., 1990; Gawantka a kol., 1992).

Při oplození jsou integriny důležité i u korálnatců. U větevníků druhu Acropora mille-

pora bylo pozorováno výrazné snížení schopnosti spermie vázat se na vajíčko v přítomnosti

antiséra proti βcn1 podjednotce (Iguchi a kol., 2007). Obdobné integrinové podjednotky

byly detekovány v gonádách i u Nematostella vectensis z řádu sasanek. I zde hrají pravdě-

podobně roli ve vazbě spermie a vajíčka (Gong a kol., 2014). U tohoto druhu byly navíc

detekovány i homology ADAM proteinů (Nicholson a kol., 2005).

Důležitou roli v reprodukci a embryogenezi hrají integriny pravděpodobně i u hmyzu.

U octomilky obecné (Drosophila melanogaster) jsou tyto proteiny důležité během ooge-

neze (Negreiros a kol., 2010; Fernández-Miñán a kol., 2007; Meehan a kol., 2015; Cha

a kol., 2017; Lovegrove a kol., 2019), např. β1 integriny zabezpečují vazbu mezi folikulár-

ními buňkami a komponenty extracelulární matrix (Meehan a kol., 2015; Lovegrove a kol.,
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2019) nebo také správné zarovnání mitotického vřeténka (Fernández-Miñán a kol., 2007).

Interagují také s jinými proteiny, např. s tenzinem (Cha a kol., 2017). Zásadní roli mají

integriny také během embryonálního vývoje (Brown, 1993; Negreiros a kol., 2010). β1 typ

integrinů byl detekován také ve všech vývojových stádiích od vajíčka po tkáně dospělého

jedince černopásky druhu Helicoverpa assulta, u které byl zatím potvrzen jejich vliv na em-

bryonální vývoj (Park a kol., 2014). Obdobné integriny byly pozorovány u blýskavek druhů

Spodoptera litura a Spodoptera exigua (Park a kol., 2014).

Integriny byly pozorovány i u dalších druhů. Jedna β a čtyři α podjednotky byly pozo-

rovány u krevničky střevní (Schistosoma mansoni), β podjednotka byla detekována i v re-

produkčních orgánech a má zde roli během oogeneze (v mitóze/meióze) i v reorganizaci

cytoskeletu oocytu (Beckmann a kol., 2012). U C. elegans byla potvrzena role integrinů

v embryonálním vývoji (Meighan a Schwarzbauer, 2014) a jsou také důležité pro správné

ukotvení aktinového cytoskeletu ve spermatéce (Gettner a kol., 1995). Ve vajíčku i dal-

ších stádiích nezmarovky masité (Podocoryne carnea) byla detekována jedna α a jedna β

podjednotka, jejich funkce při reprodukci zatím není známa (Reber-Müller a kol., 2001).

Skutečnost, že integriny pozorujeme již v gametách jednoduchých kmenů živočichů

např. u žahavců, ale i u komplexnějších organismů jako jsou strunatci (např. obojživelníci,

nebo savci) naznačuje, že jejich role v reprodukci je evolučně vysoce konzervována. Zároveň

je velmi pravděpodobné, že již v nejstarších organismech mají integriny obdobné vazebné

partnery jako pozorujeme u savců, např. proteiny z rodiny ADAM.
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2. Role integrinů v reprodukci savců
Savčí reprodukce je velice komplexní molekulární proces, zahrnující kaskádu kroků, bě-

hem kterých prochází zúčastněné samčí i samičí gamety nevratnými změnami, bez kterých

by k úspěšnému oplození nemohlo dojít.

Mnoho důležitých částí procesu maturace gamet, jako například kapacitace, akrozomální

reakce či reorganizace membrán, ale i oplození, nevyjímajíc vzájemné rozpoznání spermie

a vajíčka, jejich adhezi a následnou fúzi, jsou zprostředkované řadou vzájemných interakcí

proteinů nacházejících se jak na vajíčku, tak na spermiích. Esenciální částí těchto sítí jsou

integriny (Frolíková a kol., 2019).

Maturační procesy vajíčka jako oogeneze a folikulogeneze probíhají ve vaječníku a jsou

ovlivněné okolním prostředím. Roli hrají komponenty extracelulární matrix (např. laminin,

fibronektin, kolageny, různé glykoproteiny a proteoglykany), které jsou přítomné v membráně

folikulu, granulózních buňkách i folikulární tekutině. Je velice pravděpodobné, že komunikaci

dozrávajícího oocytu s komponenty extracelulární matrix zabezpečují integriny, které jsou

na povrch vajíčka exprimovány již od stádia primárního oocytu (např. Zuccotti a kol., 1998).

Schopnost fúze se spermií vajíčka získávají již před uvolněním z folikulu (Zuccotti a kol.,

1995). Po ovulaci je vajíčko uvolněno z vaječníku a zachyceno ústím vejcovodu. Z něho

je pak vajíčko unášeno proudem oviduktální tekutiny, který je indukován pohybem řasinek

epiteliálních buněk vejcovodu a kontrakcí hladké svaloviny (např. Gaddum-Rosse a Blandau,

1976; Miki a Clapham, 2013) do místa setkání se spermií - střední části vejcovodu zvané

ampula (Suarez, 2015)*. Vajíčko je v této době zastaveno v metafázi II. až do doby oplození.

Na druhou stranu, už téměř 70 let je známo, že čerstvě ejakulovaná spermie není schopná

proniknout do vajíčka (Chang, 1951; Austin, 1952). Aby byla savčí spermie schopná oplo-

zení, musí v samičím reprodukčním traktu projít důležitými kroky - fyziologickými změnami

při procesu zvaném kapacitace a následnými morfologickými změnami při tzv. akrozomální

reakci (Okabe, 2013)*. Integriny hrají v těchto procesech zásadní roli.

Při kapacitaci dochází ke změnám ve struktuře membrány spermie, zejména k efluxu

cholesterolu, zvýšení její fluidity a propustnosti pro ionty, ke změnám v membránovém poten-

ciálu (hyperpolarizaci) i zvýšení tyrozinové fosforylace proteinů (např. Cross, 2003; Suarez,

2016)*. Důležitým krokem je zde polymerizace aktinových vláken v kortikálním cytoskeletu,

nacházejícím se mezi plazmatickou a vnější akrozomální membránou, čímž se brání jejich

vzájemnému kontaktu do doby zahájení akrozomální reakce. Zároveň na svých místech udr-

žuje řadu membránou procházejících proteinů (Brener a kol., 2003). Pro správný průběh
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kapacitace je nezbytné navázání spermií v oviduktálním rezervoáru a interakce s oviduktální

tekutinou. Oba procesy jsou pravděpodobně zprostředkovány integriny.

Současně s kapacitací dochází ke změnám v pohybu spermie (hyperaktivaci), která

zvyšuje její pohyblivost a napomáhá pohybu ve vejcovodu. Hyperaktivace je také důležitá

pro průnik spermií přes vnější obaly vajíčka, kumulární buňky a tzv. zona pellucida (obrázek

2.2), glykoproteinový obal vajíčka (např. Lindemann a Kanous, 1989).

Vyvrcholením kapacitace je akrozomální reakce, která je započatá masivním vtokem

vápenatých iontů přes plazmatickou membránu a zvýšením intracleulárního pH. Dochází

také k aktivaci fosfatáz, které slouží k defosforylaci četných proteinů. V neposlední řadě

dochází také k výrazné reorganizaci membrán.

2.1 Integriny jako součást oviduktálního rezervoáru spermií

Spermie se při sexuálním styku savců, pro které je typické vnitřní oplození, dostávají

přímo do samičího reprodukčního traktu (vagíny, nebo dělohy v závislosti od druhu; Harper,

1982; Suarez, 2015)*. Pro setkání s vajíčkem musí spermie migrovat do místa oplození.

Pouze zlomek ejakulovaných spermií (morfologicky nezávadných) se dostane až do vejco-

vodu (Suarez, 2015; Puga Molina a kol., 2018)*.

Ukazuje se, že úlohu při této selekci mohou sehrávat i různé proteiny jinak morofologicky

nezávadných a normálně pohyblivých spermií (Suarez, 2016)*. Je možné, že roli zde hrají

i integriny. Ty jsou totiž hlavními vazebnými partnery proteinů z rodiny ADAM (Ikawa a kol.,

2010)* a experimenty na myších s chybějícími geny pro ADAM proteiny, především ADAM3

(Cho a kol., 1998; Yamaguchi a kol., 2012) poukazují na neschopnost takových spermií

překonat uterotubulární spojení. I když konkrétní mechanismus není ještě znám, můžeme

hypotetizovat, že se tak děje právě v důsledku neschopnosti vázat se na integriny oviduktu,

které zde byly detekovány (Gabler a kol., 2003). Jelikož takové spermie mají i sníženou

schopnost vazby na zona pellucida vajíčka (kapitola 2.3), je možné, že se v obou případech

uplatňuje obdobný mechanismus (Ikawa a kol., 2010)*. Na druhou stranu, neschopnost

překonat uterotubulární spojení vykazují i spermie s chybějícími geny pro další proteiny,

např. kalmegin (Nakanishi a kol., 2004).

Když se spermie dostanou přes uterotubulární spojení, dochází k vazbě jejich hlavičky na

epiteliální buňky v zúženém úseku vejcovodu (isthmus), vytváří se tvz. oviduktální rezervoár

spermií (Suarez, 2016)*.

Molekulární podstata vazby spermií k epiteliálním buňkám oviduktu není doposud zcela

jasná. Ukazuje se, že u jednotlivých druhů se může lišit, a zároveň i u konkrétního druhu
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může být zprostředkována komplexem proteinových interakcí různých molekul (např. Lyons

a kol., 2018). Mnohé studie naznačily, že vazba je zprostředkována glykany (např. Wagner

a kol., 2002; Cortés a kol., 2004) a v některých případech monosacharidem fukózou (Lefebvre

a kol., 1997). Nicméně se ukazuje, že by se na vazbě spermií k epiteliálním buňkám mohly

podílet integriny.

Jedním z možných mechanismů je vazba fibronektinu, který je lokalizován na apikální

části řasinkových buněk lidského oviduktu, a integrinu α5β1, jehož přítomnost na povrchu

spermií byla prokázána (Osycka-Salut a kol., 2017). Fibronektin se k integrinům váže pro-

střednictvím své RGD domény.

Je nutné dodat, že integriny byly detekovány také na povrchu řasinkových buněk ovi-

duktu (např. αV, β3 a β1; Gabler a kol., 2003), a proto mohou být také do této interakce

zapojeny. Tyto oviduktální integriny by se potencionálně mohly vázat na fibronektin lokali-

zovaný na spermiích (Lyons a kol., 2018).

Vedle integrinových interakcí byly na spermiích detekovány další molekuly, které se

pravděpodobně do tohoto procesů také zapojují. Jedná se například o β-defenzin (Lyons

a kol., 2018) anebo lektinu podobné molekuly jako je BSP (ang. Binder of Sperm; Ignotz

a kol., 2007). Zatímco pro β-defenzin je vazebný partner na epiteliálních buňkách neznámý,

pro BSP jsou to anexiny. Mezi navrženými oviduktálními proteiny jsou také chaperony,

ovšem jejich přesná funkce není doposud jasná (Boilard a kol., 2004).

Vazba spermie na epiteliální buňky vejcovodu prodlužuje jejich životnost regulací prů-

běhu kapacitace a ovlivněním motility spermie, a zabezpečuje synchronizaci maturace sper-

mií a ovulace (Rodríguez-Martínez a kol., 2005). Tato vazba také umožňuje selekci spermií

s nejlepší morfologií, a dále postupné uvolňování oplození schopných spermií, čímž se zvy-

šuje šance oplození, a zároveň snižuje pravděpodobnost polyspermie (Hunter a Leglise,

1971; Teijeiro a Marini, 2012). Intenzita uvolňování spermií narůstá v době ovulace. V dů-

sledku interakce spermií se složkami oviduktální tekutiny (kapitola 2.2) dochází k iniciaci

kapacitace a k postupné ztrátě schopnosti vázat se na epiteliální buňky vejcovodu.

2.2 Integriny v interakci oviduktální tekutiny a spermií

Dalším důležitým procesem, kde zejména integriny společně s tetraspaniny (např. CD9

a CD81) hrají klíčovou roli, je interakce spermií se složkami oviduktální tekutiny. Je známo,

že reprodukční tekutiny v samčím i samičím pohlavním traktu obsahují extracelulární váčky –

mikrovezikly a exozómy. Jedná se o membránou obalené váčky sloužící pro přenos důležitých

proteinů na povrch spermií během maturace v nadvarletech a následně v samičím pohlavním
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Obrázek 2.1: A: Interakce membrán spermie a oviduktozómu prostřednictvím integrinových

heterodimerů. B: Vytvoření hydrofilního póru a můstku. Bližší popis tohoto procesu uvádíme

v textu. Převzato a upraveno podle Al-Dossary a kol. (2015).

.

traktu (např. Caballero a kol., 2011). Při navázání v oviduktálním rezervoáru se spermie

dostávají do kontaktu s váčky z oviduktální tekutiny, tzv. oviduktozómy (Al-Dossary a kol.,

2013), obsahujícími velké množství proteinů (Ferraz a kol., 2019).

Na rozdíl od somatických buněk, kde k přenosu proteinů, peptidů, lipidů, DNA frag-

mentů a molekul RNA mezi extracelulárními váčky a recipientní buňkou dochází pomocí

endocytózy anebo fúze membrán (Raposo a Stoorvogel, 2013)*, u spermií nedochází k endo-

cytóze. Proto je primárním mechanismem pro přenos proteinů z oviduktozómů fúze (Schwarz

a kol., 2013).

Zásadní roli integrinů při tomto fúzním procesu potvrdil výzkum Al-Dossary a kol.

(2015), který studoval přítomnost, lokalizaci a roli molekuly CD9 a αV podjednotky in-

tegrinu αVβ3 na myším modelu. Obě molekuly byly detekovány jednak na oviduktozómech

a také v regionech spermie, kde dochází ke kontaktu při fúzi (primárně hlavička a krček).

Studie zároveň ukázala, že fúze oviduktozómu s membránou spermie může být zabloko-

vána v přítomnosti ligandů (fibronektinu a vitronektinu) vázajících integriny α5β1 a αVβ3,

přidáním peptidového řetězce Arg-Gly-Asp (RGD motiv) či protilátek proti αV podjednotce.

To potvrzuje, že integriny hrají v tomto procesu zásadní roli.

Podle modelu Al-Dossary a kol. (2015) protein CD9 vytváří fúzní místo na membránách

oviduktozómů i spermie (obrázek 2.1 A). V těchto místech se nacházejí také adhezivní

proteiny - integriny α5β1 a αVβ3. Příslušné ligandy pro tyto integriny, fibronektin a vitro-

nektin se váží ke svému aktivovanému receptoru, což zabezpečí přiblížení membrány spermie

a oviduktozómu do takové vzdálenosti (menší než 0,5 nm; Kozlov a kol., 1989), že dojde
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k elektrostatickému odpuzování polárních hlaviček lipidů v membránách. Toto odpuzování

způsobí otevření vnější vrstvy membrán, a to vede k vytvoření hydrofilního fúzního póru

mezi spermií a oviduktozómem pro dokončení fúze (obrázek 2.1 B).

Taková interakce je důležitá například pro transport membránového proteinu Ca2+

ATPásy (PMCA4), sloužící pro přenos vápenatého iontu skrz plazmatickou membránu sper-

mie (Wennemuth a kol., 2003). Dostatek PMCA4 je důležitý pro udržení životaschopnosti

spermií během kapacitace, při jejich hyperaktivaci a akrozomální reakci. Všechny tyto pro-

cesy vyžadují zvýšenou hladinu Ca2+ (např. Gadella a Luna, 2014)*. Prostřednictvím ovi-

duktozómů se mohou na povrch spermie přenášet během těchto závěrečných maturačních

procesů i další transmembránové a membránové proteiny (Al-Dossary a kol., 2015). Ferraz

a kol. (2019) například pozorovali vyšší úspěšnost oplození v in vitro experimentech u ko-

čičího modelu v případě inkubace spermií s oviduktozómy v porovnání se vzorky, kde ovi-

duktozómy přítomné nebyly. Zároveň je poměrně pravděpodobné, že stejný nebo obdobný

mechanismus, založený na integrinech a tetraspaninech, se uplatňuje i při interakci sper-

mie s extracelulárními váčky v dřívějších fázích maturace, např. ještě v samčím pohlavním

traktu.

2.3 Role integrinů při reorganizaci a stabilitě membrán

Během akrozomální reakce dochází k výrazné reorganizaci membrán spermie zahrnu-

jící splynutí vnější akrozomální membrány s plazmatickou membránou spermie v důsledku

rychlé depolymerizace aktinových vláken (Brener a kol., 2003) a k exocytóze akrozómu2

(Toshimori a Eddy, 2015)*. Jeho vylitím dochází k uvolnění obsahu, jenž způsobí narušení

zona pellucida a umožní spermiím dostat se do perivitelinního prostoru (obrázek 2.2), a tím

do přímého kontaktu s plazmatickou membránou vajíčka.

Na povrch hlavičky spermie se zároveň dostává vnitřní akrozomální membrána, a tím

i nové proteiny (např. Cuasnicú a kol., 2016; Hirohashi a Yanagimachi, 2018)*. Během

akrozomální reakce se proteiny z akrozómu relokalizují na plazmatickou membránu a do

dalších kompartmentů spermie, hlavně do ekvatoriálního segmentu, jenž je primárním fúzo-

genním místem spermie. V této samotné části sice nedochází ke strukturním změnám, ale

dochází zde k relokaci klíčových proteinů, které se později účastní vazby spermie a plazma-

tické membrány vajíčka i splynutí membrán obou buněk (viz kapitola 3), mezi jinými např.

IZUMO1 (Satouh a kol., 2012), tetraspaninů CD9 a CD81 a proteinu CD46 (Frolíková
2Jedná se o specializované organely, váčky proteolytických enzymů obalené membránou, vyskytující se

pouze u spermií.
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Obrázek 2.2: Schématické znázornění jednotlivých kroků při překonávání spermie extra-

celulárních obalů a plazmatické membrány vajíčka. A a B: Průchod skrz kumulární buňky

a corona radiata. C a D: Vazba spermie k zona pellucida, akrozomální reakce a penetrace

zona pellucida. E a F: Vazba spermie k plazmatické membráně vajíčka a průnik do buňky.

Převzato a přeloženo z Carlson (2018)*.

.

a kol., 2016, 2018) a dalších. Při akrozomální reakci se do ekvatoriálního segmentu reloka-

lizují také integriny (Frolíková a kol., 2016; Jankovicová a kol., 2020), což naznačuje jejich

možnou funkci při dalších procesech následujících po akrozomální reakci. Jednou z možností

relokace proteinů je transport prostřednictvím hybridních váčků, které se uvolňují během

fúze plazmatické a vnější akrozomální membrány spermie a následně zpětně fúzují s dalšími

částmi plazmatické membrány (Zanetti a Mayorga, 2009). Mimo jiné je známo, že kromě

integrinů obsahují také např. protein CD46 (Frolíková a kol., 2016).

Klíčovou roli v signálních dráhách a procesech během akrozomální reakce hrají aktinové

sítě. Otázkou zůstává, které další proteiny kromě aktinu, jsou do reorganizace a stabilizace

sítě zapojené. Úlohu zde sehrávají pravděpodobně také integriny, díky své schopnosti inter-

agovat přímo anebo nepřímo s aktinovým cytoskeletem a kontrolovat a řídit jeho přestavbu
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(Liu a kol., 2000)*. Vzhledem k nedávným výzkumům potvrzující existenci tetrapsaninové

sítě i u spermií (Frolíková a kol., 2019; Jankovicová a kol., 2020), můžeme předpokládat,

že podstatnou úlohu hrají i vazby s dalšími proteiny této sítě.

Ukázalo se, že vazebným partnerem β1 integrinů na spermiích je transmembránový

protein CD46, který s integrinem β1 sdílí stejnou lokalizaci, a zároveň dochází k jejich

společné dynamické relokaci během akrozomální reakce (Frolíková a kol., 2016). CD46 je

navíc buď prostřednictvím přímé vazby na aktin, nebo prostřednictvím β1 integrinů zod-

povědný za stabilizaci akrozomální membrány potažmo celého akrozómu. Experimentálně

bylo ukázáno, že u myších spermií, které tento protein v akrozomální membráně postrádaly

(přirozeně u myšic, nebo CD46 knock-out myší), docházelo ke zrychlené (tzv. spontánní)

akrozomální reakci ve zvýšené míře (Frolíková a kol., 2012).

Kromě β1 integrinů hrají roli při akrozomální reakci i β4 integriny, které byly detekované

jak na lidských (Glander a kol., 1998), tak na myších spermiích (Frolíková a kol., 2019).

Frolíková a kol. (2019) detekovali β4 podjednotky integrinů v plazmatické membráně pře-

krývající apikální část akrozómu a v ekvatoriálním segmentu myší spermie. Cytoplazmatický

ocásek β4 integrinu je výrazně delší než u ostatních β podjednotek (viz kapitola 1.1) a má

schopnost zapojovat se do reorganizace cytoskeletu. Ovlivňuje například Rac1 protein (ang.

Ras-related C3 botulinum toxin substrate 1 protein) a jeho aktivaci (Colburn a Jones, 2017),

který hraje významnou roli při kapacitaci a akrozomální reakci, především při remodelaci

aktinu v apikální časti akrozómu (Ramírez-Ramírez a kol., 2019).

β4 se na rozdíl od ostatních integrinů díky strukturní odlišnosti cytoplazmatické domény

váže nejenom na aktin a tubulin, ale také na intermediální filamenta (např. na keratin 5

přes plektin, který obklopuje jádro spermie; Kierszenbaum a kol., 2003). Tato vazba může

přispívat k mechanické a strukturní stabilitě buňky.

Obdobně jako je to u β1 integrinů, i v tomto případě je možné, že β4 integriny in-

teragují při stabilizaci a remodelaci cytoskeletu s tetraspaniny. Jankovicová a kol. (2020)

totiž v nedávné studii prezentovali objev molekuly CD151 v ekvatoriálním segmentu spermií

a potvrdili její interakci s integrinovou podjednotkou α6, díky čemuž se v tomto primár-

ním fúzogenním místě vytváří stabilizující proteinový komplex během průběhu akrozomální

reakce.

2.4 Integriny při organizaci proteinových komplexů

Mezi hlavní vazebné partnery integrinů v gametách patří tetraspaniny, proteiny se čtyřmi

transmembránovými doménami a dvěma extracelulárními úseky. Hlavní úlohou těchto pro-
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teinů v tetraspaninových sítích je regulace uspořádání membrány a proteinových komplexů

v nich (receptorů, signálních proteinů, fúzogenů apod.) a také modulace jejich funkce, a to

hlavně prostřednictvím asociace právě s integriny např. α3β1 a α6β1 (Miyado a kol., 2000),

αVβ3 (Yu a kol., 2017). Tyto vazby mohou být buďto přímé (CD151), anebo nepřímé pro-

střednictvím jiných tetraspaninů (CD9, CD81).

Za nepostradatelný tetraspanin je považován CD9 na vajíčku. Protilátky proti CD9

výrazně snižují fertilizační schopnost v in vitro experimentech (Chen a kol., 1999). Knock-

out genu pro tento protein způsobuje téměř úplnou sterilitu samic myší, kdežto samci

zůstavají plně fertilní (Miyado a kol., 2000; Rubinstein a kol., 2006).

Hlavní rolí CD9 je nejen jejich interakce s „cis-partnery“ na vajíčku (obrázek 3.1), ale

i úloha ve formaci mikrovilů na jeho povrchu (Runge a kol., 2007). CD9 má pravděpodobně

podíl i na posílení adheze mezi gametami. Na druhou stranu Miyado a kol. (2008) považuje

za hlavní roli CD9 podíl na tvorbě mikroveziklů, které se z vajíčka těsně před oplozením

uvolňují do jeho okolí (Barraud-Lange a kol., 2007a; Miyado a kol., 2008). Transport CD9

z vajíček, na kterých se tento protein nacházel, prostřednictvím exozómů na spermie, jim

umožnil v jejich experimentu vazbu i na vajíčka s deficientem CD9. Tento experiment

se však považuje za kontroverzní, protože jeho výsledky nebylo možné potvrdit v jiných

laboratořích, a navíc byla přítomnost CD9 objevená také na spermiích (Ito a kol., 2010).

Stále je však možné, že prostřednictvím exozómů dochází i k výměně jiných proteinů mezi

gametami, např. integrinů (Boissonnas a kol., 2010).

Dalším důležitým tetraspaninem u myší je CD81, jehož knock-out sice způsobuje méně

výrazné snížení fertility v porovnání s CD9, ale v případě, že tyto dva tetraspaniny chybí

zároveň, jsou samice úplně sterilní (Rubinstein a kol., 2006). Je nutné dodat, že u různých

druhů můžou hlavní roli hrát různé tetraspaniny, podobně jako je to u integrinů (viz kapitola

3). Protilátky proti CD81 výrazně snižují fertilizační schopnost u myší (Rubinstein a kol.,

2006), kdežto u lidských vajíček nemají žádný vliv (Ziyyat a kol., 2006). Na druhou stranu

protilátky proti CD151 blokují fúzi hlavně u lidských vajíček (Ziyyat a kol., 2006).

Tak jak už bylo zmíněno, tetraspaniny se nacházejí i na spermiích, např. CD9 (Ito

a kol., 2010; Frolíková a kol., 2018), CD81 (Jankovicová a kol., 2016; Frolíková a kol.,

2018), CD151 (Jankovicová a kol., 2020) a další. Obdobně jako na vajíčku zde tetraspa-

niny vytvářejí proteinové sítě a podílejí se na reorganizaci membrán a relokaci proteinů či

stabilizaci jednotlivých kompartmentů. Jejich role během samotné fúze zůstává otázkou.

Experimenty s knock-outem genů pro CD9 a CD81 totiž ukázaly, že jsou takoví samci plně

fertilní (Rubinstein a kol., 2006). Stále je však tady možnost, že se tyto tetraspaniny přená-
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Obrázek 2.3: Model aktivovaných stavů integrinových heterodimerů α/β. A: Cis interakce

a možná výměna integrinových podjednotek. B: Trans interakce integrinových podjednotek.

Převzato a přeloženo z Frolíková a kol. (2019).

šejí na deficientní spermii z vajíčka, a proto by výsledky těchto experimentů nemusely být

dostatečně vypovídající.

Při organizaci membrán a proteinových komplexů v nich se tetraspaniny vážou s inte-

griny prostřednictvím tzv. cis interakcí (laterální vazby mezi proteiny nebo podjednotkami

v membráně jedné buňky, viz obr. 2.3A a obr. 3.1). Frolíková a kol. (2019) ukázali, že cis

interakce mezi integrinovými podjednotkami jsou důsledkem uspořádání N-terminálních do-

mén jednotlivých podjednotek. Taková vazba se pozoruje na spermii například u integrinů

α3β1, α6β1 a α6β4. Je možné, že kromě cis interakcí mezi jednotlivými integrinovými pod-

jednotkami a mezi integriny a tetraspaniny se prostřednictvím cis interakcí vážou integriny

na spermii i s dalšími proteiny, např. CD46 či SPACA6 (viz kapitola 3.2).

Na druhou stranu, pozice N-terminálních domén u podjednotek α3 a β4 je vhodná pro

vytvoření konformace, ve které obě podjednotky směřují v opačných směrech, což umožňuje

trans interakci integrinu α3β4 (obr. 2.3B). Trans interakce jsou důležité pro vazbu proteinů

ze dvou různých buněk, interakce α3 podjednotky s β4 by proto mohla hrát roli při vazbě

a fúzi gamet (viz kapitola 3 pro diskuzi role integrinů při oplození). Trans interakce může

hrát roli i při navázání proteinu IZUMO1 na integrin jako potencionální sekundární receptor

(viz kapitola 3.1).
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3. Role integrinů při fúzi gamet
Poté co spermie penetrují zona pellucida a dostanou se tak do perivitelinního prostoru,

dochází k jejich vazbě k plazmatické membráně vajíčka a následné fúzi. Dosud bylo navrženo

mnoho kandidátních proteinů, mezi nimi i integriny, které by mohly být esenciální během

vazby a fúze. V případě obou gamet se této vazby účastní specifické oblasti membrány.

Membrána spermie je rozdělená do mnoha kompartmentů, a do kontaktu s povrchem

vajíčka musí přijít specifické domény s proteiny, které se nachází v ekvatoriálním segmentu

a posteriorní části hlavičky spermie (Bedford a kol., 1979). Na plazmatické membráně

vajíčka se na druhou stranu nacházejí oblasti bohaté na mikroklky a také oblasti bez mi-

kroklků3. K vazbě spermie dochází právě v oblasti bohaté na mikroklky (Johnson a kol.,

1975; Georgadaki a kol., 2016). Výzkumy ukazují, že fúze gamet je velice komplexní proces

a zahrnuje celou řadu interakcí proteinových sítí na membránách obou germinálních buněk.

Na základě experimentů s využitím monoklonálních protilátek, in vitro fertilizací či orga-

nismů s knock-outovanou expresí určité molekuly, byly identifikovány důležité články těchto

sítí. Zároveň již bylo mnoho z původně navržených kandidátních proteinů těmito expe-

rimenty vyloučeno. Jako zcela nepostradatelné pro procesy vazby/fúze jsou považovány

proteiny IZUMO1 a SPACA6 na spermii a Juno a CD9 na vajíčku. Velká pozornost v tomto

ohledu se věnuje také integrinům, jejichž role při vazbě/fúzi spermie a vajíčka je dodnes

kontroverzní - několik studií ji úplně vyvrací, ale množství důkazů ukazuje, že určitou roli

sehrávají.

Prvotní domněnky o možné roli integrinů při adhezi/fúzi gamet pramení z objevu jejich

vazebních partnerů, proteinů z rodiny ADAM na spermii (Primakoff a kol., 1987; Blobel

a kol., 1992). Jedná se o transmembránové a sekretované metaloendopeptidázy. Ze začátku

byl zkoumaný zejména fertilin, heterodimer skládající se ze dvou podjednotek - fertilinu α

(ADAM1B) a fertilinu β (ADAM2). Experimenty s protilátkami proti fertilinu β i knock-out

genu pro tento protein ukázaly, že jeho zablokování vede k výraznému snížení adheze a fúze

spermie na vajíčko (ne však k úplnému zablokování; Primakoff a kol., 1987; Evans a kol.,

1997; Cho a kol., 1998; Nishimura a kol., 2001). Posléze se ukázalo, že ADAM proteiny

hrají také roli při migraci spermii do oviduktu (viz kapitola 2.1) i při vazbě k zona pellucida

(kapitola 2.3).

Většina z ADAM proteinů ve své struktuře obsahuje disintegrinovou doménu (integrin
3Ne u všech druhů savců se pozorují takovéto struktury na plazmatické membráně vajíčka. U lidských

vajíček nacházíme rovnoměrné rozložení mikroklků na povrchu (Santella a kol., 1992).
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ligand-like), prostřednictvím které se dokáží vázat na integriny, což bylo dokázáno při ex-

perimentech se somatickými buňkami (Blobel a kol., 1992). Přítomnost integrinů byla záhy

potvrzena také na vajíčku (Fusi a kol., 1992, 1993; Campbell a kol., 1995) a interakce inte-

grinů a jejich receptorů, ADAM proteinů na spermiích, tak byla navržená jako mechanismus

nutný pro adhezi a fúzi membrán obou gamet.

Jako hlavní vazebný partner fertilinu β byl navržen integrin α6β1 (Chen a Sampson,

1999). Výzkumy s využitím protilátek z přelomu tisíciletí však byly velmi rozporuplné. Al-

meida a kol. (1995) ukázali, že protilátky proti integrinové podjednotce α6 výrazně inhibují

fúzi spermie s vajíčkem s odstraněnou zona pellucida, zatímco Evans a kol. (1997) takovýto

efekt nepozorovali. Je nutné podotknout, že v obou případech byla využitá odlišná metoda

odstranění zona pellucida, která pravděpodobně výsledky ovlivnila, protože se tak výrazně

mění lokální podmínky, a jak je dnes známé, i rozložení integrinů a tetraspaninů na vajíčku.

Inhibiční efekt protilátek proti α6 nepozorovali ani Evans (1999) a Miller a kol. (2000), kteří

ve svých studiích neodstranili zona pellucida, případně ani kumulární buňky a interpretovali,

že podjednotka α6 do interakce gamet u myší zapojená není. Barraud-Lange a kol. (2007b)

však upozornili na to, že metodika na detekci oplozených vajíček, jež ve své práci využili

Evans (1999), nebyla tradiční a mohla vést k falešně pozitivním výsledkům. Také v případě

studie Miller a kol. (2000) probíhala in vitro fertilizace v příliš malých objemech nevhodných

k využití této metody, a z toho důvodu i kontrolní vzorky vykazovaly sníženou fertilizační

schopnost. Proto je možné, že tyto dvě studie nemusely inhibici vůbec zaznamenat.

Na druhou stranu všechny čtyři zmiňované výzkumy ukázaly, že protilátky proti β1

integrinům fúzi zabraňují, z čehož vyplývá, že se β1 podjednotky na vajíčku mohou vá-

zat s jinými α podjednotkami, a tyto heterodimery pak zapojují do adheze a fúze gamet

(Almeida a kol., 1995; Evans a kol., 1997; Evans, 1999; Miller a kol., 2000).

Další světlo do problematiky role integrinů během vazby/fúze gamet vnesly experimenty

s knock-outovanými geny. Vzhledem k tomu, že integriny jsou široce rozšířené v různých

typech buněk, jejich úplný knock-out vede často k předčasné letalitě či vývojovým vadám

(Hynes, 2002)*, a tomu tedy musí být metodika výzkumů přizpůsobená (např. odběr vaječ-

níku s vajíčky ihned po narození, nebo kondiční knock-out genu pro daný integrin specifický

pouze pro vajíčko).

Tyto experimenty tak ukázaly, že knock-out genu pro β3 (Hodivala-Dilke a kol., 1999),

α3 a α6 (Miller a kol., 2000; He a kol., 2003) nezpůsobuje sterilitu. He a kol. (2003) obdobný

experiment provedli i pro podjednotku β1, která je schopna se vázat s největším počtem

α podjednotek (viz obrázek 1.2), a její role ve fúzi byla navržena na základě předešlých
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výsledků experimentů s protilátkami. Tak jako v předchozím případě, takový zásah do vajíčka

neznemožnil vazbu a fúzi se spermiemi. K inhibici nedošlo ani v případě, kdy taková vajíčka

byla inkubovaná s protilátkami proti β3 a αv podjednotkám, z čehož He a kol. (2003)

usoudili, že „žádný z integrinů, který je známý na myším vajíčku, není důležitý pro adhezi

a fúzi gamet“.

Takové tvrzení a hlavně jeho následné zevšeobecnění na další druhy savců mnohými au-

tory (např. zde: Florman a Fissore, 2015)* se ukazuje poněkud předčasné, a to hned z něko-

lika důvodů. Experimenty s protilátkami ani knock-outem genů nebyly (tehdy a ani dodnes)

prováděny proti všem známým kombinacím integrinových heterodimerů, ani proti většímu

množství integrinových podjednotek současně. Později se například ukázalo, že částečný

knock-out podjednotky α9 (vedoucí ke snížení množství této podjednotky na vajíčku cca

o polovinu) způsobí zaznamenatelné snížení fertilizační schopnosti u myši (Vjugina a kol.,

2009). Je proto možné, že za nepřítomností jedné podjednotky zastupuje tuto roli jiná pod-

jednotka. Například v případě nedostatku jinak velmi rozšířené β1, se podjednotky α naváží

na jinou β. Desiderio a kol. (2010) takto detekovali heterodimer α9β7 na lidských lymfob-

lastických B buňkách linie RPMI 8866, na kterých se přirozeně nenachází β1, a potvrdili

i jeho schopnost vázat se k molekule ADAM2. Je nutné dodat, že žádná jiná studie exis-

tenci takového heterodimeru na jiném typu buňky zatím nepotvrdila, ale teoretický výzkum

ukázal, že tato i další zatím neobjevené kombinace jsou možné (Lin a kol., 2006).

Dalším důvodem zpochybňující zevšeobecňování výsledků dosažených využitím myších

gamet na další druhy (např. na člověka) je fakt, že míra zapojení jednotlivých integrinů do

adheze a fúze gamet je s velkou pravděpodobností druhově specifická. Zatímco protilátky

proti α6 mají u myší zanedbatelný vliv (viz výše), u lidských gamet blokují fúzi velmi

významně (Sengoku a kol., 2004; Ziyyat a kol., 2006). Sengoku a kol. (2004) pozorovali

u lidských gamet částečnou inhibici (až do 55 %) také u dalších podjednotek - α2, α3, α5,

αV, αM, β1, β2 a β3.

Zároveň je potřeba mít na paměti, že při interpretaci myších modelů v kontextu lidské

reprodukce existují mezi těmito dvěma skupinami výrazné rozdíly (Vjugina a kol., 2009).

Myši mají krátký estrální cyklus a uvolňují současně více vajíček, kdežto u lidí dochází

většinou k uvolnění pouze jednoho vajíčka jednou za zhruba 28 dní. Pokud se tedy v nějakém

experimentu u myší ukazuje, že daná molekula má malý (částečný) vliv na vazbu gamet,

např. neoplodní se polovina vajíček, stejný defekt může být u lidí mnohem výraznější, s 50%

pravděpodobností nedojde k oplození v daném cyklu vůbec. Je tedy žádoucí posuzovat nejen

na škále nějaký potomek vs. žádný potomek, ale i jednotlivé subfenotypy, příkladem může
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být současný knock-out molekul CD9 a CD81 (viz kapitola 2.4).

Nejsilnějším důvodem pro podporu role integrinů je jejich existence na spermii, což už

sice bylo v době experimentů s protilátkami i s knock-outy genů známo (detekováno např.

v pracích Glander a Schaller, 1993; Fusi a kol., 1996; Glander a kol., 1998), ale žádná

ze zmiňovaných studií se jejich rolí nezabývala. Navíc ve všech těchto experimentech byly

při in vitro fertilizaci používány wild-type spermie a při páření a následném oplození in vivo

wild-type samci. Jak ukázaly následné experimenty, inkubace spermií s protilátkami proti α6

(Barraud-Lange a kol., 2007b), αV a β3 (Boissonnas a kol., 2010) snižuje schopnost těchto

spermií vázat se k vajíčku. Tento efekt byl výraznější, když byly s protilátkami inkubované

před interakcí obě gamety.

Tyto výsledky naznačují, že za optimálních podmínek se do interakce zapojují integriny

na obou gametách, ale postačující je jejich přítomnost alespoň na jedné z nich. Současně

některé výzkumy naznačují, že může docházet k různým proteinovým výměnám mezi game-

tami, což by takovou hypotézu podporovalo (viz kapitola 2.4). Role integrinů na spermiích

při vazbě a fúzi s vajíčkem je výrazně podporována skutečností, že během akrozomální

reakce, dochází k jejich relokaci do primární fúzogenní oblasti, ekvatoriálního segmentu

spermie (Frolíková a kol., 2016; Jankovicová a kol., 2020), podobně jak je to u dalších

molekul nutných k úspěšné fúzi (IZUMO1, SPACA6, viz kapitoly 3.1 a 3.2).

Současná přítomnost integrinových podjednotek na spermii a vajíčku poskytuje i ji-

nou možnost interakce spermie a vajíčka, jako je původně navržená vazba mezi ADAM

proteiny a jejich receptory, integriny na vajíčku. Integriny v gametách mohou interagovat

i prostřednictvím ligandů, ke kterým jsou schopni se vázat, např. k fibronektinu či vitronek-

tinu, molekul, které byly na spermii detekovány a jejichž zablokování také snižuje schopnost

vazby a fúze gamet (Boissonnas a kol., 2010). Zároveň je také možná interakce integrinů

na spermii s dosud neznámou molekulou na vajíčku (obrázek 3.1; Barbaux a kol., 2020).

Integriny pravděpodobně hrají při vazbě a fúzi gamet i nepřímou roli, jako možný sekun-

dární receptor molekuly IZUMO1 (kapitola 3.1), jako potencionální vazebný partner proteinu

SPACA6 na spermii (kapitola 3.2) či prostřednictvím interakce s tetraspaniny (kapitola 2.4).

Navíc, i když je pravděpodobné, že existují další komplementární molekuly, které mohou

funkci integrinů doplňovat, jejich snížená exprese u gamet může být evoluční nevýhodou,

např. nedostatek β1 integrinů způsobuje pomalejší navázání spermií (Baessler a kol., 2009).
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Obrázek 3.1: Hypotetický model adheze/fúze savčích gamet. Pro detailní popis funkce

jednotlivých molekul viz text práce. Převzato a přeloženo z Barbaux a kol. (2020).

3.1 Integriny jako sekundární receptor IZUMO1

Bezpochyby jedním z nepostradatelných proteinů na spermii je membránový protein

IZUMO1, člen imunoglobulinové superrodiny typu I s extracelulární imunoglobulinovou do-

ménou (Inoue a kol., 2005). Vazebným partnerem IZUMO1 na vajíčku je protein Juno,

protein v membráně zakotven pomocí GPI kotvy (Bianchi a kol., 2014). Po rozeznání pro-

teinu Juno však dochází pravděpodobně k sekundární vazbě IZUMO1 k jinému receptoru,

kterým by mohl být integrin (obrázek 3.1). Zatím však není vyloučené, že se může jednat

i o jinou adhezní molekulu, případně neproteinový faktor jako např. fosfolipid (Inoue a kol.,

2015).

IZUMO1 je na spermii detekován pouze po akrozomální reakci, při které se dostává

do ekvatoriálního segmetu (Satouh a kol., 2012). Využitím protilátek proti IZUMO1 bylo

zabráněno fúzi spermie s vajíčkem, a zároveň knock-out IZUMO1 experiment ukázal, že

samci bez IZUMO1 jsou sterilní, i přesto, že vykazují normální chování, vývoj, motilitu

spermií i migraci v oviduktu samice, akrozomální reakci i průnik přes zona pellucida. Takové

spermie se však akumulují v perivitelinním prostoru vajíčka a nejsou schopny fúze. Pokud

však byly spermie injektovány přímo do vajíčka (intra-cytoplasmic sperm injection, ICSI),
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další vývoj nebyl absencí IZUMO1 narušen (Inoue a kol., 2005). Podobně i v případě proteinu

Juno se ukázalo, že samice postrádající tento protein jsou sterilní. Navíc, po oplození tento

protein mizí z povrchu vajíčka, což naznačuje jeho úlohu v blokování polyspermie.

3.2 Integriny jako vazebný partner SPACA6 na spermii

Integriny byly nedávno také navrženy jako možný vazebný partner proteinu SPACA6

(ang. sperm acrosome membrane-associated protein 6) na spermii. Prostřednictvím inte-

grinů může SPACA6 interagovat a ovlivňovat další molekuly v membráně spermie, např.

fúzogen (obrázek 3.1). Toto však nebylo zatím experimentálně potvrzeno, a je proto možné,

že k vazbě dochází prostřednictvím jiných proteinů, nebo přímo (Barbaux a kol., 2020).

SPACA6 je transmembránový imunoglobulinu podobný protein, který je po akrozomální

reakci lokalizován v ekvatoriálním segmentu spermií (Lorenzetti a kol., 2014; Barbaux a kol.,

2020), obdobně jako je to u integrinů. Jeho klíčová role ve fertilizační schopnosti spermií

byla potvrzena experimenty s protilátkami u lidských gamet i knock-outem genu pro tento

protein u myší. Fenotyp samců v tomto případě je velice podobný jako v případě chybějícího

IZUMO1. Samčí spermie postrádající tento protein proniknou až k vajíčku, hromadí se však

v perivitelinním prostoru a nejsou schopné fúze (Barbaux a kol., 2020). Vazebný partner

SPACA6 na vajíčku není doposud znám.

SPACA6 i všechny ostatní molekuly (CD9, Juno na vajíčku a IZUMO1 na spermii),

které dnes považujeme za esenciální pro úspěšné oplození, pravděpodobně zaujímají spíše

roli během vazby spermie a vajíčka, neboť jim chybí základní charakteristiky fúzogenních

molekul, například fúzogenní domény známé u virových systémů fúze (Evans, 2012; Klínov-

ska a kol., 2014)*. Otevřenou otázkou proto zůstává, na které z gamet se fúzogen nachází,

a také proč dosud nebyl identifikován. Komplikací při genetickém přístupu prostřednictvím

experimentů s knock-outem genů může být smrt jedince, nebo vývojové vady bránící do-

sáhnutí reprodukčního věku. Na druhou stranu, biochemický přístup a využití protilátek

tuto molekulu nemusí odhalit v případě, že je přítomná jen v nižších množstvích, nebo je

aktivovaná pouze na přechodnou dobu (Evans, 2012)*.

Za poslední tři dekády v rámci genomických a proteomických analýz bylo objeveno ně-

kolik dalších molekul (např. protein SLLP1 na spermii a jeho partner SASB1 na vajíčku

Herrero a kol., 2005; Sachdev a kol., 2012), které se také ve větší či menší míře podílejí na

zprostředkování vazby/fúze spermie a vajíčka. To jenom potvrzuje fakt, že na obou game-

tách existují v rámci multiproteinových sítí další molekuly, které prostřednictvím vzájemných

vazeb i s integriny hrají při oplození důležitou roli (obrázek 3.1).
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Závěr
Integriny představují velké, transmembránové heterodimery nekovalentně asociovaných

podjednotek α a β, s různými vazebnými vlastnosti, které jsou jakožto receptory buněčné

adheze přenášející obousměrně signály přes plazmatickou membránu pro existenci živočichů

zcela nepostradatelné. Zprostředkovávají připojení buněčného cytoskeletu k extracelulární

matrix, ale také se účastní specializovaných interakcí mezi buňkami.

Integriny byly detekované i na germinálních buňkách, u kterých hrají významnou roli

při maturačních procesech i při samotné vazbě a fúzi gamet během oplození. U savců bylo

do současnosti detekováno 9 α podjednotek a 7 β podjednotek na vajíčku, zejména na

plazmatické membráně a o něco méně na spermii, a to 5 α podjednotek a 3 β podjednotky.

U spermií detekujeme integriny v různých kompartmentech (plazmatická membrána, vnější

i vnitřní akrozomální membrána, ekvatoriální segment a další).

Na vajíčku jsou integriny součástí tzv. tetraspaninových sítí, které se podílejí na vazbě

a fúzi se spermií. Zároveň zde mají roli i během zrání vajíčka ve vaječníku. To je regulováno

okolním prostředím a interakcí s komponenty extracelulární matrix (membrána folikulu,

granulózní buňky, folikulární tekutina) a do vzájemné komunikace vajíčka s nimi se velice

pravděpodobně zapojují integriny.

Na rozdíl od vajíček, které jsou od uvolnění z folikulu až do oplození ve svém vývoji

zastaveny v metafázi II., spermie musí v samičím reprodukčním traktu při samotné cestě

k vajíčku projít maturačními procesy a překonat také mechanické bariéry, zejména ute-

rotubulární spojení. Do vejcovodu se dostávají jenom morfologicky nezávadné, pohyblivé

spermie, bez defektů v expresi některých proteinů, například z rodiny ADAM (pro které

jsou hlavními vazebnými partnery integriny). V oviduktu dochází k tvorbě oviduktálního

rezervoáru spermií, prostřednictvím interakce s epitelem. Mezi mechanismy navržené jako

podílející se na vazbě je i interakce integrinů na plazmatické membráně spermie a fibro-

nektinu na apikální části řasinkových buněk, ale možných variant je více (např. vazba BSP

proteinů a anexinů, interakce β-defenzinu s neznámým receptorem na epitelu). Podobně

jako při dalších procesech diskutovaných v této bakalářské práci je možné, že jednotlivé me-

chanismy se liší mezi druhy, anebo jsou zprostředkovány komplexem proteinových interakcí.

Během této vazby dochází k iniciaci kapacitace, nutným změnám ve struktuře mem-

brány spermie, pro kterou je důležitá interakce spermie se složkami oviduktální tekutiny.

Prostřednictvím oviduktozómů z oviduktální tekutiny dochází také k přenosu důležitých pro-

teinů na povrch spermie (např. PMCA4). Při fúzi oviduktozomů s plazmatickou membránou
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spermie hrají integriny zcela zásadní roli, neboť jsou to právě ony, které prostřednictvím fib-

ronektinu a vitronektinu umožňují vazbu váčků. Po kapacitaci je spermie schopná reagovat

na chemoatraktanty vajíčka a také se dostává do hyperaktivovaného stavu, nutného pro

pohyb k samičí gametě.

Vyvrcholením kapacitace je akrozomální reakce, při které dochází ke splynutí plazma-

tické a vnější akrozomální membrány a exocytóze akrozómu. Integriny (zejména β1, β4)

se zde, ve spolupráci s tetraspaniny a dalšími molekulami, podílejí na udržení stability dů-

ležitých kompartmentů spermie. Podjednotka β4, pro kterou je typický dlouhý cytoplazma-

tický ocásek se navíc podílí na komunikaci s intermediálními filamenty tvořícími cytoskelet

buňky. Během fúze membrán zároveň dochází k relokaci proteinů, zejména do ekvatoriál-

ního segmentu spermie, který je primárním fúzogenním místem. K přenosu může docházet

i prostřednictvím hybridních váčků, které se ze spermie uvolňují a pro jejichž tvorbu jsou

integriny zásadní.

I samotné integriny se na spermii relokují do primárního fúzogenního místa. Zároveň je

detekujeme i na plazmatické membráně vajíčka, proto je zřejmé, že se zapojují také do pro-

cesu adheze/fúze gamet. Do vazby se pravděpodobně zapojují i přímo, přestože dosavadní

výzkumy jsou stále poněkud kontroverzní. Integriny na vajíčku, pravděpodobně fungují jako

receptory ADAM proteinů na spermii, integriny na spermiích zase mohou fungovat jako re-

ceptor doposud neobjevené molekuly na vajíčku. K vazbě integrinů obou gamet může dochá-

zet také prostřednictvím určitého ligandu, např. fibronektinu či vitronektinu. Hrají zde však

i nepřímou roli při interakci s ostatními zúčastněnými molekulami jako jsou tetraspaniny,

které zodpovídají za organizaci proteinových komplexů na membránách, také možná fungují

jako sekundární receptory proteinu IZUMO1, jenž se primárně váže ke svému vazebnému

partnerovi Juno na vajíčku. Existuje také hypotéza, že na spermii jsou integriny potencio-

nálními vazebnými partnery proteinu SPACA6, kde zprostředkovávají interakci SPACA6 a

IZUMO1 nebo komunikaci tohoto proteinu a potencionálního fúzogenu. Jmenované proteiny

(IZUMO1 a SPACA6 na spermii, Juno a tetraspanin CD9 na vajíčku) jsou dnes považovány

za zcela nepostrádatelné pro úspěšnou vazbu/fúzi gamet, a proto si i tato nepřímá role

integrinů zasluhuje pozornost.

Tak jak je diskutováno v této bakalářské práci, integriny zastávají během příprav gamet

na oplození, samotné interakce germinálních buněk i v následujících procesech embryonál-

ního vývoje mnoho důležitých úloh. Právě z tohoto důvodu se v posledních letech opět

dostávají do popředí mnohých výzkumů a nové poznatky budou zajisté užitečné i při léčení

neplodnosti, jakožto stále aktuálnějšího problému moderní civilizace.
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A. Přílohy

A.1 Ligandy lidských integrinů

Tabulka A.1: Ligandy lidských integrinů. Převzato z Takada a kol. (2007).
Integrin Ligandy

α1β1 Laminin, kolagen

α2β1 Laminin, kolagen, trombospondin, E-kadherin, tenascin

α3β1 Laminin, trombospondin, uPAR

α4β1 trombospondin, MAdCAM-1, VCAM-1, fibronektin, osteopontin, ADAM, ICAM-4

α5β1 Fibronektin, osteopontin, fibrilin, trombospondin, ADAM, COMP, L1

α6β1 Laminin, trombospondin, ADAM, Cyr61

α7β1 Laminin

α8β1 Tenascin, fibronektin, osteopontin, vitronektin, LAP-TGF-β, nefronektin

α9β1 Tenascin, VCAM-1, osteopontin, uPAR, plasmin, angiostatin, ADAM, VEGF-C,

VEGF-D

α10β1 Laminin, kolagen

α11β1 Kolagen

αVβ1 LAP-TGF-β, fibronektin, osteopontin, L1

αLβ2 ICAM, ICAM-4

αMβ2 ICAM, iC3b, faktor X, fibrinogen, ICAM-4, heparin

αXβ2 ICAM, iC3b, fibrinogen, ICAM-4, heparin, kolagen

αDβ2 ICAM, VCAM-1, fibrinogen, fibronektin, vitronektin, Cyr61, plasminogen

αIIbβ3 Fibrinogen, trombospondin, fibronektin, vitronektin, vWF, Cyr61, ICAM-4, L1, CD40

ligand

αVβ3 Fibrinogen, vitronektin, vWF, trombospondin, fibrilin, tenascin, PECAM-1, fibronek-

tin, osteopontin, BSP, MFG-E8, ADAM-15, COMP, Cyr61, ICAM-4, MMP, FGF-2,

uPA, uPAR, L1, angiostatin, plasmin, kardiotoxin, LAP-TGF-β, Del-1

α6β4 Laminin

αVβ5 Osteopontin, BSP, vitronektin, CCN3, LAP-TGF-β

αVβ6 LAP-TGF-β, fibronektin, osteopontin, ADAM

α4β7 MAdCAM-1, VCAM-1, fibronektin, osteopontin

αEβ7 E-kadherin

αVβ8 LAP-TGF-β
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