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Molecular mechanisms of sperm behaviour prior to fertilization in selected species

of family Muridae

Capacitation is very important event, which is pre-requisite prior to
mammalian sperm can acrosome react (AR) and fertilize the oocyte. Many signal
pathways are involved in capacitation and AR, and tyrosine protein phosphorylation is
one of the key events. For this reason, we studied change of protein tyrosine
phosphorylation pattern during capacitation in vitro.

Actin as the main component of microfilament and spectrin as the actin-
binding protein play a very important role in mammalian cells. Both are also present in
mammalian spermatozoa. In sperm head, actin is present in the cortical cytoskeleton,
equatorial segment, perinuclear theca, post-acrosomal segment and neck. The
localization of spectrin in mammalian sperm head is similar to that of actin. The
interaction between actin and spectrin is described in somatic cells, however not yet in
sperm, the unique and specialized germinal cells.

CD46 (MCP; membrane cofactor protein) is expressed in the mammalian
sperm head. In man, however, CD46 is also a widely expressed as cell surface
complement regulatory protein. Antibodies to the first short consensus repeat (SCR 1)
ectodomain of CD46 inhibit binding and penetration of zona-free eggs by human sperm.
The importance of the SCR1 domain is supported by its selective expression in
spermatozoal CD46 of New World monkeys. In contrast, CD46 in rodents is solely
expressed on the acrosomal membrane, and becomes surface exposed only after the AR.
Surprisingly CD46 knockout mice are fertile and have an accelerated spontaneous AR
rate. In this work we used a spectrum of monoclonal and polyclonal anti CD46
antibodiese to tested expression CD46 on sperm in selected species of mammals
especially rodents. Sperm were capacitated and the comparative rate of accelerated AR

among selected rodent species was examined by PNA lectin.

Key words: sperm, capacitation, acrosome reaction, tyrosine phosphorylation, actin,

spectrin, CD46



Molekularni mechanizmy chovani spermie pred oplozenim u vybranych zastupci

C¢eledi Muridae

Kapacitace je velice dulezity d€j, kterym musi spermie projit pied tim,
nez je schopna akrozomalni reakce (AR) a nasledné fuze s oocytem. V fizeni procesu
kapacitace a spousténi AR je zahrnuto mnozstvi signalnich molekul a drah, v nichz
hraje kli¢ovou ulohu tyrozinova fosforylace. Z tohoto diivodu bylo sledovani zmén
tyrozinové fosforylace béhem kapacitace in vitro pfedmétem naseho studia.

Aktin a spektrin, ktery je fazen do skupiny aktin vazajicich proteini, jsou
dilezitou soucasti cytoskeletalnich struktur somatickych buné€k a oba tyto proteiny byly
lokalizovany i ve spermiich. Aktin byl v hlavi¢ce sav¢i spermie detekovan
v kortikalnim cytoskeletu, ekvatoridlnim segmentu, perinuklearni théce,
postakrozomalnim segmentu a kr¢ku. Lokalizace spektrinu je ve spermii
obdobna lokalizaci aktinu. A€koli v somatickych buiikach byla popsana vzajemna
interakce téchto dvou proteind, vztah aktinu a spektrinu ve spermii, ktera je buiikou se
zcela unikatnimi vlastnostmi, neni doposud znam.

Exprese CD46 (MCP; membrane cofactor protein) byla detekovana v
hlavi¢ce sav¢i spermie. Nicméné u ¢lovéka se tento protein nachazi na vSech jadernych
burikach, kde slouzi jako ochrana proti pisobeni komplementu. Pouziti protilatek proti
SCR 1 (first short consensus repeat ) ektodoméné CD46 vede u spermii ¢lovéka
k zablokovani jejich vazby na oocyt zbaveny zony pellucidy a nasledné i k znemoznéni
fuze membran vaji¢ka a spermie. Dilezitost SCR 1 ektodomény CD46 v procesu
oplozeni potvrzuje i fakt, Ze u opic Nového Svéta dochdzi k jeji expresi pouze na
spermiich. Naproti tomu, u hlodavcii je protein CD46 exprimovan vyhradné na
akrozomalni membrané spermii a vnéj$imu prostredi je vystaven aZ po AR. Prekvapivé
mysi CD46 knock out je zjevné hyperfertilni a vykazuje zvySeny vyskyt spontanni AR.
V této praci jsme pouzili k testovani exprese CD46 na spermiich vybranych druhi savci
fadu monoklonalnich a polyklonalnich protilatek proti CD46. U spermii vybranych
druhii hlodavct byla pomoci PNA lectinu v pribéhu kapacitace in vitro vzdjemné

porovnana mira spontanni AR.

Kli¢ova slova: spermie, kapacitace, akrozomalni reakce, tyrozinova fosforylace, aktin,

spektrin, CD46
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1. Uvod (cile prace)

V poslednich letech je lidska neplodnost stale diskutovanéj$im tématem
a Svétova zdravotnicka organizace (WHO) eviduje 80 miliont neplodnych pard, u
divodu je snaha porozumét mechanizmim probihajicich ve spermii pti ptipravé na
oplozeni o to intenzivnéjsi.

Pted tim, neZ se sav¢i spermie setkd s vajickem a dojde k samotnému
splynuti gamet, prochazi spermaticka buiika v reprodukénim traktu samice rozsahlou
fadou biochemickych zmén zvanou kapacitace, jejimz vyvrcholenim je receptorem
fizena exocytdza apikéalniho akrozomaélniho vacku tzv. akrozomalni reakce. Kapacitace
je aktivnim stadiem pripravy spermie na oplozeni a je pro schopnost splynuti gamet
zasadni. Nicméné nékteré molekularni mechanizmy, ke kterym béhem kapacitace
v hlavicce savéi spermie dochéazi nejsou doposud zcela piesné znamy. Mezi tyto
procesy se mimo jiné fadi ndruist tyrozinové fosforylace proteini a s tim souvisejici
zmény aktinového cytoskeletu.

V této préci jsme se zaméfili na vyzkum molekuldrnich mechanizmu
chovani sav¢i spermie pted oplozenim u vybranych zastupct ¢eledi Muridae. Snazili
jsme se o komplexni pristup, ktery by piispél k pochopeni problematiky zmén
odehravajicich ve spermii. Pfedmétem naSeho z4jmu se stala vylu¢né hlavicka spermie,
ktera se pfimo ucastni fuze gamet, zatimco bi¢ik je vyhradné prostfedkem k dopraveni

spermie na misto oplozeni.

Cile prace:

1. Vliv tyrozinové fosforylace na polymerizaci aktinu a naslednou

akrozomalni reakci v hlavi¢ce spermie v prubéhu kapacitace in vitro.

Béhem kapacitace dochazi v hlaviéce savéi spermie k vyraznym zméndm
cytoskeletalnich struktur. Tyto zmény se tykaji pfedevsim aktinu, ktery v pribéhu
kapacitace polymerizuje ze své G (globularni) formy na F (filamentalni) formu. Na
samém zavéru kapacitace ovsem dochazi k nadhlé depolymerizaci jeho siti, aby tak byla

umoznéna fize vnéjsi akrozomalni a plazmatické membrany a mohlo tak dojit
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k akrozomalni reakci. Cely tento d€j je fizen slozitou siti signalnich drah jejichz
soucasti je tyrozinova fosforylace. Fosforylace je vyznamnou posttransla¢ni modifikaci,
ktera spermii umoziuje ovliviiovat chovani jednotlivych proteint i pfesto, Ze jeji
jaderna DNA je zcela inaktivovana. Je znamo, Ze narust tyrozinové fosforylace béhem
kapacitace sav¢i spermie koreluje s nartistem aktinové polymerizace (Brener ef al.,
2003). Béhem polymerace a depolymerace hraji nezastupitelnou roli aktin vazajici

proteiny. Jednim z nich by mohl byt i spektrin.

2. Vztah aktinu a spektrinu v kortikdlnim cytoskeletu hlavi¢ky sav¢i spermie.

Spektrin je ¢lenem vyznamné rodiny s aktinem asociovanych protein,
které obsahuji tzv. spektrinové repetice. V somatickych burikach se spektrin nachazi
v kortikalnim cytoskeletu, kde je jeho tkolem napomahat aktinu vytvaret aktinova
filamenta a kotvit je na plazmatickou membranu. Aktin-spektrinové sité pomahaji
udrZovat integritu plazmatické membrany a zajist'uji jeji stabilitu a flexibilitu. Sluzi téz
k pfesunu Cetnych proteinil. Ve spermii aktinové sité béhem kapacitace pomahaji
pii presunu fosfolipazy C na plazmatickou membranu, kde se tento enzym ucastni
akrozomalni reakce.V sav¢i spermii byla obdobné jako v somatickych buiikach
pfitomnost spektrinu spole¢né s aktinem detekovana v kortikalni cytoskeletu, coz
naznacuje, ze i zde by tyto dva proteiny mohly byt asociovany. OvSem zda tomu tak

doopravdy je doposud nebylo zjisténo.

3. Exprese CD46 na spermatogennich buikach hlodavci.

CD46 je glykoprotein v sav¢i spermii lokalizovany na akrozomalni
membrané. U lidskych spermii vede pouziti protilatek proti CD46 k zablokovani vazby
na oocyt, coz naznacuje dulezitost této molekuly v procesu oplozeni. SCR1 doména
proteinu CD46 je evolu¢né velmi konzervovana, coz je dal§im dikazem unikatnosti
tohoto proteinu. Ackoli u jinych Zivo¢iSnych druht se CD46 nachéazi i na somatickych
burikach u hlodavci byla zjisténa pouze na spermiich. Nasim cilem bylo lokalizovat
expresi CD46 na spermiich a béhem spermatogeneze vybranych zéstupci celedi
Muridae. Mezi té€mito zastupci byli i mysice rodu Apodemus, u jejichz spermii byla

nalezena unikatni pohlavni strategie — tvorba tzv. vlacka.
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4. Uloha CD46 p¥i zachovini integrity akrozomu v savéi spermie.

Inoque et al. (2003) popsali ndsledky dalece genu pro CD46 u mysi,
ktera zpusobila, Ze nedochazelo k expresi proteinu CD46. Z jejich vysledki vyplyva, ze
by CD46 mohl hrét roli ve stabilizaci akrozomalni membrany. Nam se vyzkumem
exprese proteinu CD46 u mySic rodu Apodemus, podaftilo zjistit, Ze u tohoto rodu neni
CD46 na akrozomalni membrané spermii pfitomen a Ze viibec nedochazi k jeho expresi.
Zastupci tohoto rodu jsou tedy jakymi si pfirozenymy knockouty. Tento poznatek ndm

umoznil pokusit se pochopit ulohu CD46 v hlavi¢ce sav¢i spermie.
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2. Literarni prehled

2.1 Spermatogeneze a vnitrni struktura varlat

Spermatogeneze je dlouhy a komplikovany proces, pii némz
primordialni germinélni buniky (PGB) prochazi meiotickym délenim a davaji vznik
maturovanym spermiim. Tento proces zahrnuje fazi prolifera¢ni, meiotickou a
diferenciaéni (spermatelioza).

U mysi dochazi uz 7,5 dne po oplozeni k migraci PGB z epiblastu do
genitalni ryhy embrya (CLARK a EDDY, 1975). Poté, co PGB dosahnou genitélni
ryhy, za¢inaji formovat fadu pohlavnich list, které jsou zakladem pro semenotvorné
kanalky testes vznikajicich v obdobi puberty. Pohlavni listy jsou tvoteny dvéma typy
bunék: PGB a podplirnymi burikami. Podplirné buriky se diferencuji na Sertoliho buriky

a PGB davaji vznik spermatogoniim.

2.1.1 Struktura varlat

Povrch varlat je tvofen vazivovou membranou (tunica albuginea), ktera
je vyplnéna parenchymem varlete. Vazivova membréana vytvaii ¢etna septa, ktera varle
rozd€luji na mnozstvi lalickl. V parenchymu varlete nachazime semenotvorné kanalky

(tubuli seminiferi) a vmezeieny epitel tzv. intersticium vypliujici prostor mezi nimi.

2.1.1.1 Semenotvorné kanalky

K spermatogenezi dochazi uvnitt semenotvornych kanalki varlat. Plné
diferenciovand varlata obsahuji 12-20 mnohonasobné sto¢enych semenotvornych
kanalka. Tyto kanalky pfedstavuji hlavni sloZku varlat (u ¢loveéka az 62%).
Semenotvorné kanalky jsou vyplnény epitelem, ktery je tvofen dvéma zékladnimi typy

bunék — pohlavnimi a somatickymi.
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Obr. 2.1 Semenotvorné kanalky obsahuji somatické Sertoliho buriky a germinaln{ buiky
(ptevzato z EDDY, 2002)

2.1.1.1.1 Somatické buriky

Somatické buriky pfitomné v semenotvornych kandlcich predstavuji
peritubularni (myoidni) buriky a Sertoliho buriky. Peritubuldrni buriky u mnoha druht
vytvaii na povrchu semenotvornych kanalkl jedinou vrstvu bunék (u ¢lovéka 3-5
vrstev). Tyto buriky maji, podobn¢ jako v cévnim systému, za kol udrzovat integritu
semenotvornych kanalki a jejich rytmické slabé kontrakce, na nichz se podili aktinova
filamenta spole¢né s mikrotubuly, maji za nasledek posun vznikajicich spermii ven
z varlat.

Sertoliho burky hraji kli¢ovou roli ve vyvoji pohlavnich bunék a jsou
limitujicim faktorem spermatogeneze. Tyto buriky vytvaii pomoci t€snych
mezibuné¢nych spojt (tzv. tigh junctions) a desmozoému syncitium obklopujici lumen
semenotvornych kanalkl (SIU a CHENG, 2004). Sertoliho burnky tvofi bariéru mezi
krvi a pohlavnimi burikami, za jejichZ vyZivu odpovidaji, tzv. hematotestikularni
bariéru, ktera mimo jiné brani priiniku leukocytim ke spermatogennim buiikam a
naopak. PreruSeni t€sného spojeni mezi jednotlivymi Sertoliho butikami vede

k zhrouceni celé spermatogeneze (GRISWOLD, 1995). Pohlavni buiiky vdzané na
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Sertoliho bunky jsou spole¢né soucasti velice specifického vyvojového cyklu epitelu
semenotvornych kanalkti (LEBLOND a CLERMONT, 1952). Spermatické buiiky se na
Sertoliho buniky vazi pomoci N-kadherint, které jsou pfitomné na obou typech bunék a
dale pomoci galaktosiltransferdzy spermatickych bunék, ktera se vaze na uhlovodikové
receptory exprimované na PM Sertoliho bunék (NEWTON et al. 1993; PRATT et al.
1993). Dilezitym poznatkem je, Ze pocet Sertoliho bunék je limitnim faktorem pro
pocet vznikajicich pohlavnich bunék (BERNDTSON et al., 1985). V dobé pohlavni
dospélosti organizmu je celkovy pocet Sertoliho bunék definitivni a ty uz dale
neproliferuji. Kazda Sertoliho buiika je schopna podporovat jen omezeny pocet
spermatickych bunék, coz limituje jejich mnozstvi. Pocet bunék, které je schopna jedna
Sertoliho burika podporovat, je druhové specificky (RUSSEL & PETERSON, 1984)
Jadro Sertoliho bunék je nezvykle velké a ma nepravidelny tvar.
V Sertoliho burikach hlodavct je tvar a umisténi jadra zavislé na stadiu
spermatogenetického cyklu, ve kterém se zrovna burika nachazi (KRETSER a KERR,
1994). V cytoplazmé bunék je podél jejich dlouhé osy vedouci od bazalni membrany
smérem k lumen semenotvornych kanalkl orientovano mnozstvi mikrotubult a
dlouhych tenkych mitochondrii, které se po tubulech pohybuji. Cytoplazma obsahuje
aktinov4 a intermedialni filamenta, jeZ zodpovidaji za zmény tvaru téchto bun¢k béhem
migrace zrajicich pohlavnich bun€k od bazalni membrany kanalki do jejich lumen.
Golgiho aparat je rozsahly, stejné€ jako hladké endoplazmatické retikulum. To se
nachazi prfedevsim v blizkosti vyvijejicich se akrozomu spermatid. Oproti tomu drsné
endoplazmatické retikulum je pomérné malé. Sekundarni lysozomy Sertoliho bun¢k
maji za ukol degradovat rezidudlni cytoplazmaticka téliska nové vznikajicich spermii.
Sertoliho buiiky, obdobné¢ jako jiné podpirné buriky v savéim
organizmu, maji za ukol vyZivovat a stimulovat proliferaci sam¢ich pohlavnich bunék.
Dale odstrariuji poSkozené pohlavni burnky a rezidudlni cytoplazmaticka téliska

odvrzend vyvijejicimi se spermatickymi buiikami.

2.1.1.1.2 Pohlavni buriky

Spermatogonie
Po dosazeni gonad primordialni germindlni buriky diferencuji na A

spermatogonie.

15



A spermatogonie maji funkci kmenovych bunék. Tyto bunky jsou mensi
neZ PGS a jsou charakteristické vej¢itym jadrem obsahujicim chromatin vazany na
jadernou membranu. A spermatogonie se nachazi t€sn€ pod bazalni membranou
semenotvornych kanalk, ke které tésn¢ ptiléhaji. Mitotickym délenim davaji A
spermatogonie vzniknout dvéma typim bunék: dal§im kmenovym burikdm a stfednim
spermatogoniim (DYM, 1994; LUI et al., 2002).

Mezi A spermatogonii rozliSujeme subpopulace A;-A4 spermatogonii,
které jsou povazovany za nové vznikajici kmenové spermatogenni buriky a Ag
spermatogonie, které predstavuji zasobni typ kmenovych bunék (DYM a CLERMONT,
1970, CLERMONT, 1972; APONETE et al ., 2005). VSechny buriky vznikajici z Ay
spermatogonie jsou propojeny cytoplazmatickymi mistky az do vzniku spermii.
Dusledkem kazdého nového déleni je posunuti nove vznikajici spermatické burky dale
od bazalni membrany smérem do lumen semenotvornych kanalkd.

Stfedni spermatogonie jsou jiZ diferenciované buriky jejichZ mitotickym
délenim vznikaji pouze B spermatogonie a nejsou schopny tvofit nové kmenové burnky.
B spermatogonie produkuji primarni spermatocyty, které vstupuji do meidzy a jsou
poslednim stadiem vyvijejicich se saméich pohlavnich bungk, které jsou schopny

mitozy.

Sertoli Cell

Lymphatic Endothelium

Obr. 2.2 Spermatogonie B spojena cytoplazmatickym mistkem. Sertoliho a myoidni (peritubularni)
buriky ve spermatogennim epitelu. (pfevzato z EDDY, 2002)
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Spermatocyty

Primarni spermatocyty obsahuji velké mnozstvi cytoplazmy a jsou, co se
velikosti tyc€e, nejveétsi spermatogenni buriky s nejveétsim jadrem, které se nachazi
v semenotvorném epitelu. Priméarni spermatocyty duplikuji svoje chromozémy
(proleptotene) a dochazi u nich k vyméné genetického materialu mezi homolognimi
pary chromozdmu v procesu zvaném crossing-over (zygotene, pachytene a diplotene).
Kazdy primarni spermatocyt prochazi prvnim meiotickym délenim (metafaze, telofaze a
anafaze), na jehoZ konci dava vznik dvéma sekundarnim spermatocytim.

Sekundarni spermatocyty jsou oproti primarnim spermatocytim velmi
malé buriky obsahujici haploidni pocet duplikovanych chromozoémi. Tyto dvé buriky
prochazi velice kratkym obdobim interfaze a poté vstupuji do druhého meiotického
déleni, na jehoZ konci vznikaji ¢tyfi spermatidy s haploidnim po¢tem chromozomu

(CLERMONT, 1972).

Spermatidy

Spermatidy podstupuji tzv. spermateliézu. Jako spermatelioza je
oznacovan diferenciacni proces, pfi némz se ze spermatidy stava spermie. Spermatidy
se béhem tohoto procesu méni z kulatych bunék s kulatym jadrem v buriky s protahlym
kondenzovanym jadrem obklopenym z anteriorni strany enzymatickym vackem —
akrozémem a na posteriorni stran¢ nove vzniklym bi¢ikem (CLERMONT, 1972).
Koneény tvar sav¢i spermie se mezi jednotlivymi druhy znaéné lisi.

Béhem spermateliozy dochézi k tvorbé novych struktur soucasné
s redukci ¢i kompletni degradaci vybranych organel spermatid. Tento proces vyZaduje
transkripci, translaci a post translacni modifikace konstitutivnich genti a produkta genti
specifickych pro spermatické buiiky béhem rané faze spermateliézy (KLEENE et
al.,1993; EDDY, 2002; DANDOUNE et al., 2004). Tvorba novych struktur zahrnuje
vznik akrozému z Golgiho aparatu (MORENO et al., 2000), formaci cytoskeletalnich
struktur pfitomnych v cytosolu spermatidy do perinuklearni théky — cytoskeletalni
struktury budouci hlavicky spermie (OKO, 1995) a vznik bi¢iku s vné&j$imi hustymi
vlakny a fibrozni pochvou (OKO, 1998). Za tvarovani hlavicky je odpovédna masivni
dekondenzace jadra sav¢i spermie, ke které dochazi pomoci nahrazovani histoni za
protaminy (MEISTRICH et al., 2003). Jadro v sav¢i spermii urcuje velikost a tvar
hlavicky. Dale dochazi k redukci jaderného obalu a k odstranéni jadernych pori

(SUTOVSKY et al.,1999). Piiblizné polovina mitochondrii pfitomnych v cytoplazmé

17



spermatid je degradovana, zatimco druha polovina migruje k posteriornimu konci
buriky, kde se formuje nove vznikajici bi¢ik a vytvaii zde helikalni strukturu, tzv.
mitochondrialni pochvu (CATALDO et al., 1996).

Béhem procesu spermatelidzy zlstavaji pohlavni bunky pomoci
bunéénych spojl a cytoplazmatickych mustkl spojeny se Sertoliho buikami. Teprve
plné diferenciované spermie pterusuji tuto vazbu a uvoliuji se do lumen
semenotvornych kanalk(, odkud déle pfechézi do tubuli recti, rete testis, ductuli
efferentes az do ductus epididymis vedoucim skrz nadvarle.V kone¢né fazi
spermatelidzy je zbytek cytoplazmy spermatidy vyloucen jako cytoplazmaticka kapka,
ktera je ovinuta okolo krc¢ku bi¢iku a zde zlistava 1 béhem transportu semenotvornymi
kanalky. Béhem maturace spermie v hlavé a téle epididymis dochazi ke sklouznuti
cytoplazmatické kapky po bic¢iku az k annulu, struktufe tvofici hranici mezi stfedni a
hlavni ¢asti bi¢iku (COOPER a YEUNG, 1993) U vétSiny savcl dochézi k odstranéni

cytoplazmatické kapky v caudé¢ epididymis a nebo kratce po ejakulaci.

2.1.1.2 Intersticium

Intersticium vypliiuje prostor mezi semenotvornymi kanalky a obsahuje
fidké vazivo, mezenchymatické buriky, shluky Leydigovych bunék, Zirné buriky,

makrofagy a bohatou sit’ fenestrovanych krevnich kapilar a miznich cév.

Leydigovy buiiky

Leydigovy buiiky jsou produktem mitotického déleni a nasledné
diferenciace mezenchymalnich bunék varlat. Tyto butiky maji polygonalni tvar a jejich
cytoplazma obsahuje velké hladké endoplazmatické retikulum, které se podili na tvorbé
hormoni vylu¢ovanych témito burikami. V cytoplazmé téchto bunék se ddle nachazi
velké mnoZstvi mitochondrii, tukovych kapének, lysozomi a peroxizoma.

Leydigovy buiky vytvafi shluky riznych velikosti, které se nachazi
v fidkém vazivu testikularniho intersticia v t€sné blizkosti krevnich kapilar. Tyto shluky
predstavuji hlavni endokrinni slozku varlat. Leydigovy bunky uvoliiuji do okolniho
prostfedi hormony zvané androgeny z nichz nejduleZitéjsi je testosteron. Koncentrace
testosteronu v bezprostfedni blizkosti semenotvornych kanalk je tak 10x az 100x vys$si
nez v periferni krvi. Sekrece testosteronu je fizena luteinizaénim hormonem

(McLACHLAN et al., 2002). Produkci testosteronu zajist'uji enzymy lokalizované
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v hladkém endoplazmatickém retikulu a mitochondiich. Testosteron je nezbytny
k spravnému prubéhu spermatogeneze (JOHNSON ef al., 1990; McLACHLAN et al.,
2002).

2.1.1.2 Rete testis

Spermie jsou produkovany v semenotvornych kandlcich odkud
prechézeji pres kratké ptimé kanalky (trubuli recti) do hlavnich tubulli (rete testi), které
spermie dopravuji ven z varlat do kanalkli (ductli efferentes) a dale do epididymis. Rete
testi tvoti vysoce propojenou sit’ kanalkd z vnéjsi strany obklopenou kubickym
epitelem. Vnitini epitel pokryvajici stény kanalki jak trubuli recti, tak rete testi je tvofen
pouze Sertoliho bunikami a neobsahuje Zadné spermatogenni buiiky. Sertoliho burky
zde vyrazné€ méni svUjj tvar a vytvari kubicky epitel. Funkce rete testi doposud nebyla
prozkoumana, ale je znamo, Ze v rete testi jsou epitelialni burnky velmi dlouhé a maji

cilie. U téchto bunék nebyla zaznaména Zadna sekretoricka aktivita.

2.2 Spermie a jeji pfiprava na oplozeni (kapacitace)

Na rozdil od spermii ostatnich zivoc¢isnych druhii, nejsou spermie savcil
schopny oplodnit vaji¢ko ihned po ejakulaci. Po ejakulaci jsou sav¢i spermie motilni a
plné morfologicky zralé, ale k tomu, aby mohlo dojit k zénou pellucidou (ZP)
indukované akrozomalni reakci a nasledné fuizi membran obou bunék, je nezbytné, aby
spermaticka burika prosla fadou biochemickych a fyziologickych zmén. Tento slozity
proces byl v padesatych létech dvacatého stoleti nazvan pany CHANGEM (1951) a
AUSTINEM (1951, 1952) ,,kapacitace.*

U spermii ejakulovanych ¢i ziskanych z caudy epididymis je za ur€itych
podminek mozZné navodit kapacitaci i uméle in vitro a to inkubaci buné€k v tekuting¢
ziskané z vejcovodi (YANAGIMACHLI, 1994) nebo v médiu obsahujicim vapenaté
ionty, NaHCOj; a sérum albumin (VISCONTI et al, 1995). Spermie, které neproSly
kapacitaci, nejsou schopny oplozeni, jsou zpomaleny a k vajicku obvykle viibec
nedospéji (AUSTIN,1960; YANAGIMACH]I, 1994; BEDFORD a CROSS, 1999).

Navzdory tomu, jak dlouho je kapacitace spermie intenzivné studovana,

nejsou molekularni mechanizmy a signalni drahy majici podil na tomto procesu dosud
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ptesné znamé. Bylo zjisténo, Ze béhem kapacitace dochazi v diisledku snizeni
koncentrace cholesterolu v plazmatické membrané k zvyseni jeji tekutosti. Oteviraji se
iontové kandly a nasledné se méni membranovy potencidl spermie. Dale bylo zjiSténo,
Ze dochazi ke ztrat€ n€kterych povrchovych proteinti a uhlovodiku, k vyraznym
zménam v usporadani cytoskeletalnich proteinti a v neposledni fadé¢ k fosforylaci
¢etnych proteinli navozujici hyperaktivaci a akrozomalni reakci (YANAGIMACH]I,
1994).

K+ élbunjcn— HCOS 1.\d.cn ylate
cholesterol : cyclase

" Cholesterol ‘ : e F)

: efﬂl;x —— o
B BB 0 ] g m
'
¢AMP
of membrane
‘g@\ql'nhibition
Protein Phospho-

tyrosine CPTD I tyrosine

kinase

\ (d phosphatase

Protein tyrosine
phosphorylation

Obr. 2.3 Obecné schéma dé&jh ucastnicich se kapacitace save&i spermie (pfevzato z GILBERT, 2000).

2.2.1 Cholesterolovy efflux

SniZeni koncentrace cholesterolu v plazmatické membran¢ (PM) spermie
tzv. cholesterolovy efflux je jednim z nejranéjsich d&jui kapacitace. Bylo prokazano, Ze
uz malé sniZeni koncentrace cholesterolu v PM spermie urychluje pribe¢h kapacitace a
indukuje tyrozinovou fosforylaci (SHADAN et al., 2004). Naproti tomu bylo
prokazano, Ze pfitomnost cholesterolu v semindlni plazmé bréani jeho uvoliiovani z PM a
tim proces kapacitace inhibuje (CROSS, 1998). PM spermie se svymi vlastnostmi a

sloZzenim do znaéné miry odliSuje od plazmatické membrany vét§iny somatickych
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bunék. Unikatni je velké mnoZstvi pfitomného cholesterolu. Cerstvé ejakulované
spermie maji vysoky pomér cholesterolu oproti fosfolipidim a tento pomér se v PM
spermie béhem kapacitace vyrazné¢ méni (CROSS, 1998), ¢imz dochazi ke zvyseni jeji
tekutosti. Bylo prokazano, Ze zvySeni tekutosti membrany vede k destabilizaci struktury
lipidickych rafti v PM spermie a nasledné k inicializaci tyrozinové fosforylace a
nastupu kapacitace. Sou€asné dochazi k ptesunu lipidickych rafti PM do anteriorni
¢asti hlavicky spermie, kde spole¢né vytvaii klastry. Vytvofeni klastrii v tomto misté
umoziuje vznik komplexi signalnich molekul, které aktivuji signalni drahy vedouci k
exocytoze akrozomalniho vacku (SHADAN et al., 2004).

Stejné zmény navozené v PM stredni a hlavni ¢asti bi¢iku umoziuji
vzrust lateralnich pfesunt ¢astic PM podilejicich se na udrZzovani hyperaktivace sav¢i
spermie (LIN a KAN, 1996). Hyperaktivace je zména pohybu sav¢i spermie, ke které
dochazi béhem kapacitace. Tato zména umoziuje saméi pohlavni butice dosdhnout
linedrniho progresivniho pohybu i ve velmi viskéznim prostiedi reprodukéniho traktu
samice (SUAREZ et al., 1991, SUAREZ, 1996). Tento déj je fizen zvy$enim
koncentrace Ca>" iontil v intracelularnim prostoru biciku, jeho uvolnénim ze zasobaren
v rezidudlnim jaderném obalu (HO a SUAREZ, 2003) a cAMP aktivovanym otevienim
Ca®* jontovych kanali v PM bi¢iku (REN ef al., 2001).

Cholesterol je z membrany odstrafiovan pomoci proteinu albuminu, ktery
se nachazi v reprodukénim traktu samice. Albumin efektivné vaze cholesterol, ¢imz

brani jeho zpétnému zabudovéavani do PM (RAVNIK et al., 1992).

2.2.2 Hyperpolarizace

Beéhem kapacitace dochdzi k vyrazné hyperpolarizaci plazmatické
membrany spermie. Membranovy potencidl PM mysi spermie klesa z -38 na -55mV
(DEMARCO et al., 2003). Jak ptesné dochdzi k hyperpolarizaci membrany nebylo
dosud zcela objasnéno. Na hyperpolarizaci PM se pravdépodobné podili otevieni
draselnych iontovych kanald, coZ zpuasobi nahly unik K* ionti z buiiky a naslednou
zménu membranového potencidlu (BEDFORD a CROSS, 1999). Druhym iontem
podilejicim se na tomto dé&ji je Na".B&hem kapacitace bylo v intracelularnim prostoru
spermie zaznamenano zna¢né zvyseni koncentrace Na' iontd. Bylo prokazano, ze Na"
béhem kapacitace pronikaji do spermie pomoci epitelidlnich sodnych kanali a

pfispivaji tak k hyperpolarizaci PM (HERNANDEZ-GONZALEZ et al., 2006).
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Kapacitace je proces smétujici k akrozomalni reakci a zda se, ze
hyperpolarizace membrany, ke které béhem tohoto procesu dochazi by mohla byt
jednim ze zptsobi regulace pohybu vapenatych ionti béhem akrozomalni reakce
indukované zénou pellucidou (FLORMAN et al., 1998). V PM spermie se nachazi
mnoZstvi nap&tové ovladanych Ca®* iontovych kanald, které jsou u spermii, jez jesté
neprosly procesem kapacitace, v inaktivovaném stavu. Nahla hyperpolarizace PM
membrany zptsobuje ptechod napétové ovladanych Ca** iontovych kanalt
z inaktivovaného stavu do stavu aktivovaného a tim umoziuje jejich otevieni iniciované
setkanim spermie se zonou pellucidou vajicka — konkrétné se ZP3 (zdéna pellucida
protein 3) (ARNOULT et al., 1999). Pranik Ca*" do intracelularniho prostoru je jednim
z kli¢ovych d&ju kapacitace. Ca®" ionty pronikaji do cytosolu spermie nejen z vnéjsiho
prostiedi, ale 1 z intraceluldrnich zasobaren jako napt. akrozému (ROSSATO et al.,
2001). Bylo prokazano, ze Ca”* a NaHCO; jsou nutné pro aktivaci produkce cAMP,
které se ucastni signdlnich drah vedoucich k akrozomalni reakci (VISCONTI et al.,

1995b).

2.2.3 Signalni drahy

Maturovana sav¢i spermie je zcela diferenciovana a velice
specializovana burika, a proto se vyznacuje mnohymi vlastnostmi, které u jinych bunék
nenajdeme, o ¢emZ mimo jiné svéd¢i i pritomnost biciku a akrozomu. Jednou z téchto
vlastnosti je 1 unikatni struktura jadra.

Béhem pfemény spermatid ve spermie ztraci jadro z karyolymfy vodu a
tak se zahus$t'uje a zmens$uje. V procesu spermatelidzy jsou histony, beZné ptitomné
v somatickych buiikach, nahrazeny protaminy. Komplex DNA s bazickymi protaminy
je stabilizovan pomoci kovalentnich disulfidickych vazeb mezi jednotlivymi
cysteinovymi zbytky proteint a tak nabyva v jadfe spermii témér krystalické struktury.
Chromatin jadra je diky tomu vysoce kondenzovany a DNA inaktivni. Jadro spermii
nema jadérka ani RNA, ta je béhem spermateliézy eliminovéana. Presto i
v maturovanych spermiich ziistava urcité mnozstvi histonil. Nachazi se zde pro samci
gamety specificky spojovaci histon H1, ktery hraje roli pfedevsim v represi transkripce
(LIN et al., 2004). Zajimavé je, Ze H1 je ptfitomen i v bi¢iku, kde znemozZnuje rozpad

mikrotubulli a pomaha tak pfi jejich stabilizaci (MULTIGNER et al., 1992).
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Z téchto informaci vyplyva, Ze maturovana spermie v zasadé neni
schopna transkripce ani translace a tudiz tvorby novych proteint. Takze jedinou
moznosti, jak mize dochézet k fizeni d¢ju, které se ve spermii odehravaji, je
posttranslac¢ni ovliviiovani chovani jiz existujicich proteinil. Fosforylace a defosforylace
jsou posttransla¢ni modifikace, které velmi vyrazné méni chovani proteinli a umoziuji
tak burice kontrolovat a regulovat mnozstvi procest, které se v ni odehrava.

V eukaryotickych burikach je pfidavani a odebirani fosfatovych skupin k serinovym,
treoninovym a tyrozinovym zbytkiim proteind jednim z nejbéznéjSich zpasob regulace
proteinové aktivity. Pfitomnost nebo neptitomnost fosfatovych skupin mize vyvolat u
proteinti konformacni zmény vedouci k jejich aktivaci €i inaktivaci.

Neni tedy piekvapenim, Ze béhem tak sloZitych procest, jako je
kapacitace, akrozomalni reakce a hyperaktivace, je regulace pomoci proteinové
fosforylace hojn€ vyuzivana. Ackoli ve spermiich se odehravaji zmény ve fosforylaci
jak na tyrozinovych, tak i serin/treoninovych zbytcich, tyrozinova fosforylace je
primarnim nebo dokonce vyluénym ukazatelem signalnich drah, probihajicich ve
spermii ( NAZ a RAJESH, 2004).

Prestoze je nartst tyrozinové fosforylace v priibéhu kapacitace zndmym
faktem uz del$i dobu, doposud se nepodatilo objasnit, které konkrétni proteiny jsou
modifikovany a jaky je pfesny prubé¢h signalnich drah vedoucich k tomuto jevu. Dosud
se podafilo identifikovat jen n€kolik kli¢ovych enzym tcastnicich se téchto drah, jsou
to napf. protein kinaza A (PKA) a protein kindza C (PKC), protein tyrozin kinaza (PTK)
a extracelularnim signalem regulovand kinaza (ERK) (BREITBART a NAOR, 1999;
NAZ a RAJESH, 2004).

Pozorovani, ze ve vySe definovaném médiu probihé kapacitace
spontanné in vitro i bez pfidani biologickych faktorl, naznacuje, Ze tento proces je
skuteéné fizen samotnou spermii a Ze jsou spermie pfedem programovany ke spusténi
procesu kapacitace, pokud se dostanou do odpovidajiciho prostiedi. Tento fakt ovSem
nevylucuje, Ze soucasti reprodukéniho traktu samice jsou regula¢ni faktory, které
pribéh kapacitace mohou ovliviiovat (VISCONTI a KOPF, 1998). In vivo byl
zaznamenan narist tyrozinové fosforylace napf. po navazani spermii na buriky

oviduktalniho epitelu (PETRUNKINA et al., 2001).
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2.2.3.1 Signalni drahy Fidici pribéh kapacitace v hlavi¢ce savéi spermie

2.2.3.1.1 PKA

Jak uz bylo uvedeno vyse, prunik vapenatych a hydrogenuhli¢itanovych
iontl do intracelularniho prostoru spermie aktivuje adenylat cyklazu a spousti produkci
cAMP. cAMP je zndmym tzv. druhym poslem signalnich drah v somatickych buiikach.
Ve spermii bylo prokazéno, Zze cAMP ovliviiuje nariist tyrozinové fosforylace aktivaci
cAMP dependentni protein kindzy A (PKA) (VISCONTI a KOPF, 1998).

PKA je tetramericky enzym skladajici se ze dvou regula¢nich (R) a dvou
katalytickych (C) podjednotek. Ve spermiich jsou pfitomny dvé izoformy regula¢nich
podjednotek (RI a RII) (VISCONTI et al., 1997). Aktivita PKA je zavisla na
ptitomnosti cAMP, v jehoZ nepfitomnosti je komplex R,C; katalyticky neaktivni. Po
navazani 4 molekul cAMP na regulac¢ni podjednotky PKA dochazi k disociaci a
nasledné aktivaci katalytickych podjednotek, které fosforyluji dal$i proteiny signalnich
drah na jejich serin/treoninovych zbytcich.

PK A hraje kli¢ovou roli v kapacitaci, akrozomalni reakci a hyperaktivaci
spermie (VISCONTI et al., 1995b). Bylo prokazano, zZe aktivita PKA v prib¢hu
kapacitace roste. V ptipad¢, zZe je funkce PKA potlacena piidanim inhibitor( tohoto
enzymu do media, dochazi k zablokovani, jak tyrozinové fosforylace, tak celé
kapacitace. cAMP dependentni PKA tidi tyrozinovou fosforylaci bud’ pomoci ptimého,
nebo neptimého ovliviiovani tyrozin kinaz nebo fosfataz (VISCONTI ef al., 1955b).

Bylo prokazano, ze béhem kapacitace lidskych spermii dochézi k nartstu
fosforylace proteinu p80 a p105 v misté motivu arg-X-X-(ser/thr), které je substratem
PKA. Tyto ser/thr fosforylované proteiny mohou byt propojenim mezi nardstem aktivity
PKA béhem ¢asnych stadii kapacitace a nartistem tyrozinové fosforylace objevujici se

po 1-2hod od spusténi tohoto procesu (O'FLAHERTY et al., 2004).

2.2.3.1.2 MAP kindza

Mitogenem aktivovana protein kinaza, znama také jako extracelularnim
signalem regulovana kinaza (ERK), je serin/treonin kindzou t¢astnici se signalnich drah

probihajicich v savéi spermii. MAP kinéza je aktivovana pomoci fosforylace na jejim
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treoninovém a tyrozinovém zbytku. Tato fosforylace je vysledkem znamé signdlni
drahy spousténé GTP- vazebnym proteinem Ras nebo protein kindzou C a dale vede
ptes kinazy Raf a MEK.

Pritomnost MAP kindzové izoformy ERK2 (LUCONI et al., 1998) a Ras
kinazy (Naz et al., 1992) v hlavi¢ce spermie naznacuje, Ze tato signalni draha je zde
dalezitou soucasti kontrolnich dé€ji vedoucich k nartistu fosforylace etnych proteint
béhem kapacitace. A¢koli proteiny, které jsou pomoci MAP kinazy fosforylovany se
doposud nepodatilo identifikovat, je zfejmé, Ze MAP kinaza nepfimo ovliviiuje
tyrozinovou fosforylaci.Dtikazem tohoto tvrzeni je pozorovani, Ze inhibice MAP kinazy
vede k zablokovani tyrozinové fosforylace protein béhem kapacitace (URNER a

SAKKAS, 2003; NAZ a RAJESH, 2004).

2.2.3.1.3 PKC

Protein kindza C je serin/treonin kindza, pfitomna v sav¢i spermii,
(Breitbart & Naor, 1999) spojovana s naristem tyrozinové fosforylace béhem
kapacitace. PKC hraje vyznamnou roli v regulaci motility spermie a pii spousténi
akrozomalni reakce, ale jeji uloha v procesu kapacitace je velice malo prostudovana.
7da se, ze zatimco pii pokusech in vitro se PKC ucastni spole¢né s PKA aktivace
fosfolipazy D (PLD), ktera se béhem kapacitace ucastni regulace aktinové
polymerizace, za fyziologickych podminek je tento d¢j regulovan predevsim PKA
(COHEN et al., 2004)

Po kontaktu spermie se zoénou pellucidou vajicka dochédzi ve spermii
k aktivaci fosfolipazy C (PLC) (BREITBART a NAOR, 1999). PLC stépi
fosfatidylinositol-4,5-bisfosfat (PIP,) na diacylglycelor (DAG) a inositol trifosfat (IP3).
Tyto dvé molekuly jsou velice dilezitymi tzv. druhymi posly v signaliza¢nich drahach
somatickych bunék. Ve spermii béhem kapacitace DAG aktivuje PKC. PKC nasledné
otvira kanaly v PM membrané, &im2 umoziiuje dal3i prostup Ca** jontiim do
intracelularniho prostoru spermie a pravdépodobné se Ucastni i na zvy3eni tyrozinové
fosforylace. Zda se, Zze PKC zprostiedkovana proteinova fosforylace a zvySeni
koncentrace intracelularniho Ca®* mize aktivovat tzv. »aktin-severing" proteiny, které
jsou zodpovédné za depolymerizaci filamentalniho aktinu v kortikalnim cytoskeletu

hlavieky tésné pred AR (BREITBART a NAOR, 1999).
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2.2.3.1.4 Protein tyrozin kindzy

Jak uz bylo feceno vySe tyrozinova fosforylace hraje béhem procesu
kapacitace velice dtleZitou roli. Dosud v3ak neni zcela zfejmé, zda je nartst tyrozinové
fosforylace béhem kapacitace spermie vysledkem stimulace tyrozin kinaz, inhibici
fosfotyrozin fosfataz a nebo kombinaci obou téchto déji (BREITBART a NAOR,
1999).

Tyrozin kindzy muzeme rozdélit do dvou skupin a to na receptorové
tyrozin kindzy (RTK) a nereceptorové protein tyrozin kinazy (PTK). RTK jsou
transmembranové proteiny s extracelularni doménou vazajici ligand a intracelularni
doménou s tyrozin kindzovou aktivitou. Po navazani extracelularniho ligandu dochazi
k aktivaci tyrozin kindzové domény a fosforylaci tyrozinovych zbytk( bud’ pfimo na
RTK (autofosforylace) nebo na jinych proteinech. Po autofosforylaci RTK dochazi
pomoci fosforylované domény k aktivaci dalSich vnitrobuné¢nych signaliza¢nich
proteint napt. PLC a pfenosu signalu dale do burikky (URNER a SAKKAS, 2003).
Pritomnost riznych RTK ve spermiich byla prokdzana u né¢kolika sav¢ich druht.
Neptimym dikazem pfitomnosti RTK ve spermii je PLC vdzana na PM a aktivovana
tyrozinovou fosforylaci (NAZ a RAJESH, 2004).

Mezi nejvyznamnéj$i RTK spermie patii receptor pro epidermalni
rastovy faktor EGFR, ktery béhem kapacitace a akrozomalni reakce stimuluje
fosforylaci né¢kolika proteint a aktivuje PLC (BREITBART a NAOR, 1999). Dalsimi
RTK identifikovanymi ve spermii jsou insuline-like growth factor receptor, p190 c-met
tyrozin kindza, TK-32 atd. (NAZ a RAJESH, 2004), jejich tloha v prib&hu kapacitace
ovSem zatim zUstava nejasna..

Nereceptorové protein tyrozin kinazy jsou v somatickych bunkéch
pfitomny v cytoplazmé, jadru nebo navazané na cytoplazmatickou stranu plazmatické
membrany. Ve spermiich byla pfitomnost PTK detekovana v hlavi¢ce. Mezi
spermatické PTK patti kinaza c-yes, kterd je ¢lenem src rodiny a jeji aktivita je zavisla
na cAMP, coZ naznacuje propojeni mezi nartistem koncentrace cAMP a tyrozinové
fosforylace béhem kapacitace (URNER a SAKKAS, 2003). PTK ptfitomnou v hlavi¢ce
savCi spermie je také jiZz vySe zminény ras protein, ktery je aktivovdn navazanim GTP a

ucastni se signalnich kaskad vedoucich k aktivaci MAP kindzy a dalsi.
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2.2.3.1.5 G-proteiny

G-proteiny jsou dileZitou slozkou signdlnich kaskad vSech somatickych
bunék. Pfitomnost téchto heterotrimerickych GTP-vazajicich proteint byla prokazana i
v sav¢i spermii (KOPF er al., 1986). G- proteiny se skladaji ze 3 podjednotek a, B, a y.
V neaktivnim stavu je na podjednotku a navazano GDP a v této podobé cely
heterotrimer reaguje na cytosolické strané¢ PM s neaktivovanym receptorem. V ptipadé
aktivace receptoru ligandem dochazi k pfenosu signalu na G-protein. GDP vazané na o
podjednotku je nahrazeno GTP, ¢imZ dochazi k aktivaci G-proteinu a k jeho
konforma¢nim zméndm. Podjednotka a se odd¢li od zbyvajicich dvou podjednotek a
navaze se na dal$i enzym signdlni kaskady, obvykle adenylatcyklazu nebo fosfolipazu
C, ¢imz aktivuje tvorbu tzv. druhych posll a zajisti tak prenos signalu dale do nitra
buriky. Béhem ptenosu signalu z a podjednotky na dalsi proteiny dochazi k hydrolyze
GTP zpét na GDP. Odstépenim P z GTP se a podjednotka inaktivuje a dochdzi k jeji
zpétné asociaci s § a y podjednotkou.

V mysich spermiich byli G-proteiny nalezeny jak na PM, tak na vnéjsi
akrozomalni membrané. Bylo prokazéano, Ze G-proteiny se béhem kapacitace ucastni
signalnich drah vedoucich k zménam intracelularniho pH a koncentraci Ca®" iontd. Po
styku spermie se zénou pellucidou vajicka dochazi k aktivaci G-proteintl. ZP3 receptor
je receptorem asociovanym s témito signdlnimi proteiny (WARD et al., 1992; HINSCH
et al., 2005).

2.2.3.1.6 PLD

Soucasti signalnich drah aktivovanych béhem kapacitace sav¢i spermie je
tosfolipaza D (PLD), které se ucastni polymerizace aktinu béhem kapacitace savci
spermie (COHEN et al., 2004). Aktivace PLD je zavisla na aktivaci PKA. PKA
nepiimo aktivuje fosfatidylinositol 4-kinazu a tvorbu PIP,, ktery je kofaktorem aktivace
PLD (BREITBAR et al., 2006), stejné€ jako v somatickych buiikdch (BROWN ez al.,
1993). Dal8imi signalnimi molekulami podilejicimi se na aktivaci PLD jsou PKC a
MAP kinaza (COHEN et al., 2004). PLD hydrolyzuje fosfatidyl cholin a produkuje tak
kyselinu fosfatidovou, ktera zprostiedkuje polymerizaci G (globularniho) aktinu na F

(filamentalni) aktin (BREITBAR et al., 2006).
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2.2.3.2 Signalni drahy v bic¢iku

Vzhledem k tomu, Ze bi¢ik je pro spermii pfedevs§im prosttedkem
k pfemisténi na misto setkani s oocytem, je v poptedi mého z4jmu piedevsim hlavicka
spermie a bi¢iku se tato diplomova prace dotyka jen okrajové. Piesto béhem kapacitace
dochéazi v této organele k natolik vyznamnym zménam a déjtim, Ze je nelze zcela
pominout.

V pribéhu kapacitace dochazi v bi¢iku spermie k ¢etnym biochemickym
a biofyzikalnim zménam, které maji za néasledek, Ze béhem ptrechodu z délohy do
vejcovodu savéich spermie prodélavaji vyrazné zmény v pohybu bi¢iku, tento stav se
nazyva hyperaktivace. Iniciace hyperaktivace spermie je fizena uvolnénim vapenatych
iontl ze zasobaren v rezidualnim jaderném obalu do prostoru bi¢iku (HO a SUAREZ,
2003) a signalni drahy Ucastnici se fizeni tohoto procesu jsou shodné se signalnimi
drdhami aktivovanymi béhem kapacitace v hlavi¢ce sav¢i spermie.

Bicik je rovnéZ hlavnim mistem vyskytu tyrozinové fosforylace ve
spermatické burce. V priib¢hu kapacitace dochdzi k postupnému néristu tyrozinové
fosforylace nejprve v hlavni a poté ve stredni (mitochondrialni) ¢asti bi¢iku spermie a
bylo zjisténo, Ze fosforylace hlavni ¢asti bi¢iku je prerekvizitou pro dal$i postup
fosforylace do stfedni ¢asti biciku. Tento postup tyrozinové fosforylace je stimulovan
navazanim spermie na zénu pellucidu nebo oolemu vajicka. Brzy po fuzi spermie
s vajickem dochazi k postupné defosforylaci celého bi¢iku spermie (URNER a
SAKKAS, 2003). Nastup linedrni a progresivni motility spermie béhem hyperaktivace
velice Gzce souvisi s nardstem tyrozinové fosforylace ¢etnych proteinti pfitomnych v
PM biciku a tento fakt rovnez piispiva k vysvétleni, pro¢ navazani spermie na zénu
pellucidu vajicka iniciuje zvysSeni vyskytu tyrozinové fosforylace po celé délce biciku.

Nejvyznamnéj$im a hlavnim proteinem v bi¢iku spermie, ktery je béhem
kapacitace fosforylovan na svych tyrozinovych zbytcich, je A-kinase anchoring protein
(AKAP). V somatickych burikach je ukolem AKAP vézat PKA na cytoskeletalni
proteiny nebo vnitrobunééné organely a udrZovat ji tak v t€sné blizkosti jejich cilovych
proteint. AKAP vadze PKA pomoci jejich R podjednotek (FELICIELLO et al., 2001).
V sav¢ich spermiich byl AKAP lokalizovan ve fibr6zni pochve bi¢iku (URNER a
SAKKAS, 2003; NAZ a RAJESH, 2004), kde interaguje s RII podjednotkou
spermatické PKA. AKAP byl objeven v souvislosti s jeho vazbou na PKA, ale pozdéji

bylo prokazano, Ze miZze vazat i jiné molekuly signélni drah jako napt. PKC
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(FELICIELLO et al., 2001). Zda se, Ze AKAP hraje vyznamnou roli pfi regulaci
motility spermie a v piipadé, Ze je jeho funkce znemoznéna pomoci pouziti pfislusného
blokatoru je motilita spermie zcela inhibovana. Pomoci knockout technologie bylo
prokazano, ze AKAP4 je dllezity protein udrZujici organizaci a integritu fibrézni
pochvy. V neptitomnosti AKAP4 dochdzi k uplné ztrat€ motility spermie, protoZe neni
umoznéna asociace signalnich a glykolytickych enzymi na fibrézni pochvu bic¢iku sav¢i
spermie (NAZ a RAJESH, 2004).

Za zminku stoji, Ze ptitomnost AKAP byla prokézana také
v akrozomalni oblasti hlavicky spermie (VIJAYARAGHAVAN et al., 1999) a
ekvatorialnim segmentu hlavi¢ky kanéi spermie (KYSELOVA A PEKNICOVA, osobni

sdéleni).

2.2.4 Dasledky ptisobeni signalnich drah

2.2.4.1 Dynamika aktinového cytoskeletu béhem kapacitace a akrozomalni
reakce

Cytoskelet tvofeny sloZitou siti proteinovych vldken je nedilnou soucasti
cytoplazmy eukaryotické buriky. Tato sit’ je nesmirné dynamickou strukturou, ktera je
neustale reorganizovédna. Cytoskelet slouZi jako vnitini opora buiiky, podili se na
usporadani organel, vnitrobuné¢nych pohybech i na pohybu celé buriky, hraje
nezastupitelnou roli v bunééném cyklu a mnoha dalsich procesech. Cytoskeletalni
struktury zahrnuji tii typy proteinovych vlaken: mikrotubuly, intermediarni filamenta a
mikrofilamenta. Kazdy z téchto tii typu vldken vytvari své struktury v cytoplazmé a je
vystavén z jiného typu proteind.

Ve spermiich savci byly identifikovany zéstupci vSech tif vyse
uvedenych typt cytoskeletalnich proteind a vSechny zde maji nezastupitelnou ulohu.
Popsani lokalizace jednotlivych cytoskeletalnich proteinti a jejich funkce v savéi
spermii bylo sou¢asti mé seminarni prace (JURSOVA, 2005). Tato diplomova prace se
proto vénuje pfedevs§im aktinu a s nim asociovanym proteiniim, a to z divodu, Ze aktin
hraje nezastupitelnou roli behem kapacitace a nasledné akrozomalni reakce a je
nedilnou souéasti signalnich drah regulujicich tyto dva kli€ové déje.

V maturovanych spermiich se aktin nachazi v monomerické G-

(globularni) i F- (filamentélni) formé. Jeho pfitomnost byla popséna jak v hlavicce
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spermie, kde se ucastni d&ji spojenych s kapacitaci a akrozomalni reakci, tak v bi¢iku

spermie, kde se pravdépodobné podili na regulaci motility.

2.2.4.1.1 Aktin

V hlavi€ce spermie je aktin soucésti perinukledrni théky (DE LOUDREZ
JUAREZ MOSQUEDA a MUJICA, 1999). Mnohé studie dokumentuji lokalizaci aktinu
v kortikalnim cytoskeletu akrozomalni oblasti hlavi¢ky spermie napf. ve spermiich byka
(HOWES et al., 2001), kance (PETERSON et al.,1990; PALECEK et al., 1999;
DVORAKOVA et al., 2001), ¢loveéka (PALECEK et al., 1999; DVORAKOVA et al.,
2005), morcete (HERNANDEZ-GONZALEZ et al., 2000), veverky, kiecka a potkana
(FLAHERTY et al.,1988; VOGL et al., 1993; DVORAKOVA et al., 2005). Aktin byl
detekovan jako soucast postakrozomalni oblasti hlavicky spermii mysi, potkana (VOGL
etal., 1993; PARANKO et al., 1994), mor¢ete (DELGADO-BUENROSTRO et
al.,2005), kralika (FLAHERTY et al.,1988), byka (FLAHERTY et al.,1988; YAGI a
PARANKO, 1995), kance (PALECEK al., 1999; DVORAKOVA et al., 2001) a
¢lovéka (PALECEK et al., 1999). V subakrozomalnim cytoskeletu spermie byla také
prokazana lokalizace aktinu a to u mysi, potkana (PARANKO et al., 1994) a kiecka
(DVORAKOVA et al., 2005).

Aktin byl rovnéz lokalizovan v bi¢iku spermie. Tento cytoskeletalni
protein je soucasti kréku spermii mys$i, potkana (PARANKO et al., 1994) kiecka,
kralika (FLAHERTY et al.,1988) byka (FLAHERTY et al.,1988; YAGI a PARANKO,
1995), kance (PALECEK et al., 1999; DVORAKOVA et al., 2001) a ¢lovéka
(FLAHERTY et al.,1988; PALECEK et al., 1999). Déle byl aktin prokdzan ve stiedni
¢asti bi¢iku spermii kance (PALECEK et al., 1999; DVORAKOVA et al., 2001) a
v hlavni ¢asti biciku spermii byka (YAGI & PARANKO, 1995), kance (PALECEK et
al., 1999, DVORAKOVA et al., 2001), kiecka (FOQUET ef al.,1991) a ¢lovéka
(FLAHERTY et al.,1988; VIRTANEN et al., 1984).

2.2.4.1.2 Spektrin

Aktin je asociovan s velkym mnozZstvim aktin vazajicich proteint, které

maji za ukol pomahat pfi jeho polymerizaci a depolymerizaci, vazb¢ na jiné bunécné
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komponenty, umoziiuji aktinem zprostfedkovany pohyb atd. Mezi tyto proteiny patii i
spektrin, ktery byl pfedmétem naseho studia.

Spektrin je velice dileZitou soucasti cytoskeletu bunék vsech
mnohobunéénych eukaryot, kde slouZzi jako protein pomdhajici aktinu udrzovat
filamentalni formu (actin-bundling protein) a zaroven ho véaze na plazmatickou
membranu (actin anchoring protein) (BRODERIC a WINDER, 2005). V somatickych
burikach se spektrin nachézi na cytosolické stran¢ plazmatické membrany, kde vaze
aktinova filamenta a vytvari jejich kiiZeni v sitich kortikalniho cytoskeletu. Kortikalni
cytoskelet je odpovédny za stabilitu, pevnost a flexibilitu plazmatické membrany a tim
celé bunikky (ELGSEATER et al. 1986).

V sav¢i spermii byl spektrin lokalizovan v kortikalnim cytoskeletu,
ekvatorialnim segmentu a kr¢ku (VIRTANEN et al., 1984; YAGI a PARANKO, 1995;
PALECEK et al., 1999; HERNANDEZ-GONZALEZ et al., 2000; DVORAKOVA et
al., 2005). Lokalizace aktinu a spektrinu je tedy v hlaviéce sav¢i spermie obdobna a je
tedy mozné, Ze zde dochézi k interakci téchto dvou proteinii. Vzhledem k dilezitosti
ucasti aktinovych siti na procesech probihajicich ve spermii pred oplozenim je nutné

pochopit ulohu jednotlivych aktin véazajicich proteini béhem téchto déji.

2.2.4.1.3 Aktinova polymerizace

Bylo prokézéano, Ze béhem kapacitace dochédzi k naristu polymerace G-
aktinu na F-aktin a to nejprve ve stiedni ¢asti bi¢iku a pozdéji 1 v hlavic¢ce savei
spermie. V pfipadé, Ze dojde k zablokovani procesu kapacitace, k polymeraci aktinu
nedochazi. F-aktin se v hlavi¢ce spermie béhem kapacitace polymeruje mezi vnéjsi
akrozomalni membranou a PM, kde brani pfibliZeni a fuzi t€chto dvou membran pred
zahajenim AR a kde se Gcastni ptesunu fosfolipadzy C z cytosolu na PM spermie.

Aktinova polymerizace béhem kapacitace sav¢i spermie je fizena pomoci
tyrozinové fosforylace, jejiZz nartst béhem tohoto procesu koreluje s naristem vyskytu
F-aktinu (BRENER et al., 2003). Zd4 se, Ze na fizeni aktinové polymerizace se podili
signalni drdha zahrnujici PKA a PKC a Ca”" dependentni protein tyrozin kinazu nebo
kinazy (BREITBART et al., 2005). Jak jiz bylo zminéno, béhem kapacitace savci
spermie se Fizeni aktinové polymerace ucastni dalsi signalni molekula - fosfolipaza D
(PLD). PLD byla v sav¢i spermii lokalizovana ptedevsim v akrozomalni oblasti

hlavi¢ky, kde zablokovani jeji funkce vede k prokazatelnému zablokovani celé aktinové
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polymerace. Déle bylo prokézéano, Ze k nartstu aktivity PLD dochézi pred pocatkem
polymerizace G-aktinu na F-aktin. Aktivace PKA nebo PKC navozuje béhem 10-20min
relativné rychly narist aktivity PLD a aktinové polymerace (COHEN et al., 2004).
Pokud kdykoli v priibéhu kapacitace dojde k inhibici funkce PKA, dojde k uplnému
zablokovani aktinové polymerizace, zatimco inhibice PKC zpisobi pouze ¢astec¢né
sniZeni po¢tu polymerovaného aktinu (COHEN et al., 2004).

Regulace aktinové polymerizace se dale ucastni EGF, ktery je pfitomen
v sami¢im reprodukénim traktu. Navazani EGF na spermii mé za nasledek zvyseni
tyrozinové fosforylace a aktinové polymerizace. EGF béhem kapacitace stimuluje
rychlé navézani aktinovych filament a PLC na plazmatickou membranu spermie

(BRENER et al., 2002).

2.2.4.1.4 Aktinova depolymerizace

Po kontaktu spermie se zénou pellucidou vajicka dochazi k iniciaci
akrozomalni reakce. Pfi této receptorem fizené exocytdze dochazi ke splynuti vnéjsi
akrozomalni a plazmatické membrany. K tomu, aby toto splynuti bylo mozné, je nutné
odstranit F-aktinové sité kortikalniho cytoskeletu nachédzejici se mezi vné;jsi
akrozomalni a plazmatickou membréanou, které vznikly v prib&hu kapacitace spermie a
které slouzi jako fyzickd bariéra branici exocytdze. V ptipadé, Ze je rozpad F-aktinu
znemoZnén, dochézi k zablokovani AR (BRENER et al., 2002).

Signalem vedoucim k depolymerizaci F-aktinovych siti je ndhlé zvySeni
intracelularni koncentrace Ca®" jontd a aktivace PLC. Bylo zaznamenéno, Ze béhem
iniciace akrozomalni reakce dochézi k ¢etnym defosforylacim tyrozin fosforylovanych
proteind. Zda se, Ze na konci kapacitace dochazi k aktivaci jedné nebo vice fosfatdz,
které defosforyluji a tak aktivuji nékteré aktin-oddélujici proteiny (actin severing

proteins) (BRENER et al., 2002) .
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Obr. 2.4 Signalni drahy vedouci ke zmé&nam v aktinovém cytoskeletu béhem kapacitace
(pfevzato z BREITBART et al., 2005)
Aktinova polymerizace je fizena pies aktivaci PLD cestou HCO;/cAMP/PKA a nebo pies G-proteiny
vazané na LPA receptor (LPA — lysofosfatidylové kyselina). Aktivace PLD se G¢astni MAP kinaza
(MAPK), tyrozin kindzy a ADP ribosyla¢ni faktor (ARF). Aktivace PLD vede ke §t&peni

fosfatidylcholinu na cholin a kyselinu fosfatidovou, ktera ¥idi polymerizaci aktinu.

2.2.4.2 Akrozomalni reakce

2.2.4.2.1 Akrozom

Akrozom je syntetizovan v pozdni fazi spermatogeneze ze struktur
Golgiho aparatu a obsahuje hydrolytické enzymy nezbytné k proniknuti spermie obaly
obklopujicimi vajicko. Mnohé akrozomalni proteiny se pozdeji Gcastni fize membran
spermie a vajicka a poméhaji pti vaje¢né exocytdze kortikdlnich granul branici
polyspermii. Tento vacek se nachazi v anteriorni ¢asti hlavicky spermie a jeho vnitini
membrana pokryva jednu az dvé tfetiny povrchu spermatického jadra. Vnitini

akrozomalni membréna je vyrazné zoubkovana.
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Struktura akrozému

Membranu vymezujici prostor akrozomalniho vac¢ku rozliSujeme na
vnéjsi akrozomalni membranu, ktera lezi v tésném kontaktu s plazmatickou membranou
anteriorni ¢asti spermatické hlavicky, a na vnitini akrozomalni membranu, ktera
obklopuje anteriorni ¢ast vnéj$i membrany jadra. Samotny akrozém se pak sklada
z akrozomalni ¢epicky (anteriorni ¢ast) a z ekvatoridlniho segmentu (posteriorni ¢ast).
Oblast akrozomalni ¢epic¢ky vedouci po anteriorni hrané jddra oznacujeme jako tzv.
apikalni ¢ast (apical segment) a oblast obklopujici jadro jako tzv. hlavni ¢ast (principal
segment). B€hem akrozomalni reakce vnéj$i akrozomalni membrana splyva
s membranou plazmatickou a obsah vacku je tak uvolnén do vnéjsiho prostiedi. Oproti
tomu vnitini akrozomalni membrana ziistava spole¢né s ekvatoridlnim segmentem
zachovéna az do doby fuze spermie s vajickem (YANAGIMACHI, 1994).

Tvar a velikost akrozomu se mezidruhové 1isi a z toho vyplyva odlisna
poloha jednotlivych struktur v hlavi¢ce. U spermii s kulatou ¢i ovalnou hlavic¢kou se
nachazi ekvatorialni segment pfiblizné€ ve stredni ¢4sti, zatimco u spermii falciformnich
obvykle pokryva téméf cely lateralni povrch hlavicky. Koneény tvar akrozému je
ovliviiovan vnéjsi silou cytoskeletu spermatid, cytoplazmy Sertoliho bunék a vnitini
silou a tvarem jadra. Jak Ize o¢ekdvat, vyznamnou roli pfi tvarovani akrozému maji také
genetické faktory. Obsah akrozdmu ¢asto neni v tomto va¢ku rozmistén rovnomérne,
jeho vnitini ¢ast obsahuje jak lamelarni tak krystalické struktury. Membrana, zejména
v ekvatorialnim segmentu, obsahuje proteiny, které vytvari klastry a davaji ji tak velmi
pravidelné zrnity vzhled. Vnéj$i akrozomalni membrana je béhem akrozomalni reakce
velice kiehka a lehce poskoditelnd. Jeji vnitini povrch vSak pokryva elektron-denzni
vrstva diky niZ vypada hustsi. Tento vnitini plast’ vnéjs$i akrozomalni membrany se
sklada ptedevsim z glykoproteind. Tti nejcetnéjsi z nich maji molekulové hmotnosti
290kDa, 280kDa a 260kDa. Ptedpoklada se, Ze glykosilované molekuly by na tomto
misté mohly slouzit ke stabilizaci membrany nebo hrat roli v membranové fuzi
probihajici béhem akrozomalni reakce (OLSON et al., 1985). V nedavné dob¢ se
podafilo zjistit, ze jednim z té€chto proteint, které mohou hrat roli pfi stabilizaci
akrozomalni membrany, je protein CD46. CD46 se ve spermiich nachazi vyhradné na
akrozomalni membrané a jeho absence zpusobuje nartst spontanni akrozomalni reakce

(INOUE et al., 2003).
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Obsah akrozomu

Akrozoém je specializovanym lysozémem, a proto v ném nachazime
mnoZstvi hydrolytickych enzymi béZné ptitomnych v lysozémech somatickych bunék.
Na rozdil od nich ov§em akrozém spermii nema schopnost fagocytozy ani
autofagocytdzy a jeho enzymy jsou urceny k plnéni extracelularnich funkci. Akrozém je
soucasné charakterizovan také jako vapnikem regulovany sekretoricky vacek, jehoz
obsah je exocytdzou uvolnén behem akrozomalni reakce. Uvolnéni a aktivace
akrozomalnich enzym? lze blokovat inhibitory proteaz.

Akrozomalni vaek mimo jiné obsahuje také enzymy zcela unikatni a
pro n¢j charakteristické. Mezi tyto proteiny patii akrozin a hyaluronidaza. Funk¢ni
akrozin o molekulové hmotnosti 25-60kDa vznika béhem spermatogeneze Stépenim
jeho vétsiho prekurzoru nazyvaného proakrozin. Proakrozin patii do serin proteazové
superrodiny, ktera je exprimovana pouze ve spermatogennich burikach. Proakrozin se
nachazi zejména v anteriorni ¢asti akrozému a je pfeméfiovan na svou aktivni formu
akrozin jesté pfed uvolnénim z akrozomalniho vac¢ku b&hem akrozomalni reakce.
Aktivaci enzymu mohou ovliviiovat nékteré dalsi molekuly pfitomné spolu s nim
v akrozomu, ale i v seminalni plazme.

Druhym pro akrozém specifickym enzymem je vy$e zminéna
hyaluronidéaza $tépici kyselinu hyaluronovou, ktera je souc¢asti mezibunééné hmoty.
Tato glykosidaza se v akrozdmu nachazi ve velkém nadbytku a je lokalizovana zejména
v hlavni ¢asti akrozomu. Nicméné to, Ze je zde po akrozomalni reakci detekovana jesté
zhruba polovina pivodniho mnozZstvi enzymu, dokazuje jeho ¢aste¢nou vazbu na vnitini
akrozomalni membranu, kde se ucastni fize spermie na vajicko ( MEYERS, 2001).
Hyaluronidaza vytvaii ¢etné oligomerni formy, které vznikaji spojovanim o a f3
monomerl pomoci cysteinovych mustki. Monomery se vzdjemné lisi stupném
glykosilace. Molekulova hmotnost tohoto enzymu se u savct pohybuje v rozmezi 60-
70kDa.

Akrozém obsahuje veliké mnozstvi dal§ich enzymil, mezi neZ patti
fosfataza,p-N-acetylglukozaminiddza, arylamidaza, arylsulfatdza A, fosfolipazy,
kolagenazy, mnozstvi esterdz a mnoho dalSich enzymu nezbytnych pro priinik spermie

do vajitka (YANAGIMACHI, 1994).
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2.2.4.2.2 Akrozomdlni reakce

Akrozomalni reakce je z vnéjSiho prostfedi regulovana exocytoza, ktera
je za fyziologickych podminek spousténa navazanim spermie na extracelularni obal
vajicka — zénu pellucidu. Navazani zéna pellucida proteinu 3 (ZP3) na ZP3 receptory
spermie, které se nachazejici v anteriorni ¢asti hlavicky, ma za nasledek mnohocetné
fize mezi vnéjsi akrozomalni membranou a plazmatickou membranou, jez se po
depolymerizaci aktinu dostava do jeji t€sné blizkosti. Tato fiize vede k uvolnéni
akrozomalnich enzymi do extracelularniho prostiedi spermie a k odkryti molekul
vazanych na vnitini akrozomdalni membranu. Proteiny vazané na vnitini akrozomalni
membranu hraji dileZitou roli mimo jiné v navazani spermie na oolemu — plazmatickou
membranu vaji¢ka. Pouze spermie, které prosly AR jsou schopné oplozeni vajicka. Je
nutné zminit, Ze jen plné€ kapacitované spermie jsou schopné projit fyziologicky
aktivovanou akrozomalni reakci. Z toho vyplyva, Ze tyto dva d¢je, kapacitace a
akrozomalni reakce, jsou ¢asové a funkéné zavislé a nékteré signalni drahy vedouci
k AR jsou modifikovany jiz béhem kapacitace. AR je tedy vyvrcholenim kapacitace.

Zdbna pellucida je glykoproteinovy obal produkovany rostoucim
vajickem a sklada se ze tfi hlavnich zona pellucida proteind oznacovanych jako ZP1,
ZP2 a ZP3. Tyto proteiny jsou post-translacné modifikovadny pomoci glykosilace,
sulface a specifické proteolyzy. ZP2 a ZP3 vytvati dlouha vlakna, ktera jsou pomoci
ZP1 propojena do trojrozmérné sité se zfetelnymi strukturalnimi repeticemi. Studie na
mysich spermiich prokazali, Ze ZP3 je zodpovédny za primarni vazbu spermie pomoci
receptoru ptitomnych na PM na ZP vajicka a iniciaci AR a ZP2 je zodpovédny za
sekundarni vazbu spermie pomoci receptort pfitomnych na vnitini akrozomalni

membrané na ZP vajicka po AR (YANAGIMACHI, 1994).
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Obr. 2.5 Diagram znézorfiujici pribéh akrozomalni reakce. (A) pred AR; (B) pravé probihajici AR;
(C) a(D) po AR. Ac — akrozém; Eq — equatorialni segment; IAM — vnitini akrozomalni membrana.
(ptevzato z YANAGIMACHLI, 1994)

2.2.4.2.3 Signdlni drahy vedouci k AR

Sekrece akrozomalniho vacku se ucastni n€které signalni molekuly, které
fidi 1 exocytozu v somatickych bunkéch napt. G-proteiny, IP3, IP3 receptor, fosfolipaza
C, Ca’ ionty a nap&tové ovladané Ca™ kanaly. Dalsimi ddleZitymi signalnimi
molekulami AR jsou PKA a PKC. Rab3A GTPéaza a SNAREs, dv¢ velice dllezité
molekuly nezbytné pro membranovou fizi v somatickych buiikéch, byli detekovany
v sav¢i spermii a mohou se tedy podilet i na membranové fiizi odehrévajici se béhem

AR ( WASSARMAN, 2002; DE BLAS et al., 2005).
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Obr. 2.7 Signalni drahy vedouci k AR (pfevzato z BREITBART a NAOR, 1999)

Ligandy spoustéjici AR

Bé&hem pruchodu spermie skrze cumulus oophorus obklopujici oocyt
dochazi k navazovani progesteronu na jeho receptory pfitomné na spermatické hlaviéce
a k prvnim zméndm vedoucim k iniciaci akrozomalni reakce. Progesteron ptisobi na
GABA 4 receptory a iniciuje tak tvorbu vnitrobunéénych druhych posli jako napt. DAG
(BREINTBART a SPUNGIN, 1997). Tento receptor je unikatnim komplexem
steroidniho receptoru a Cl” iontového kanalu. Pod vlivem progesteronu dochézi
k alkalizaci cytosolu hlavicky spermie a zménam intracelularni koncentrace Ca®* iontil.
Bylo zjisténo, Ze progesteron neni in vivo schopen sim navodit akrozomalni reakci, ale
Ze jeho pritomnost zvySuje schopnost spermii projit akrozomalni reakci indukovanou
navazanim na ZP (BENOFF, 1998).

K iniciaci fyziologické akrozomalni reakce dochazi po kontaktu spermie

vvvvvv

ligandem spoustéjicim AR. Za vazbu ZP3 na receptory ptitomné na povrchu hlavi¢ky
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spermie je zodpovédna glykanova sloZka tohoto proteinu. Vazebna aktivita ZP3 je
situovana na C-konci tohoto glykoproteinu. Ackoliv u mnoha druhi savct byla
prokazana kli¢ova uloha cukerné slozky ZP3 ve vazb¢ spermie na ZP, pfesna
oligosacharidové sekvence pro tuto vazbu neni podstatnd a u jednotlivych druht se lisi
(YANAGIMACHI, 1994; BENOFF, 1998). Bylo prokazéno, Ze volné monosacharidy,
polysacharidy a oligosacharidy, které zptsobuji inhibici vazby spermie na ZP, nejsou
schopné iniciovat AR reakci. Tyto poznatky naznacuji, Ze k spusténi signalnich drah
vedoucich k AR je nutnd agregace povrchovych receptord spermie, ktera je umoznéna

mnohocetnou vazbou téchto receptorti na ZP (BENOFF, 1998).

Role G-proteini

G-proteiny jsou dilezitym druhym poslem v signalnich drahach
vedoucich k AR (KOPF, 1990). Typ guanin vazajicich proteini G;, ptitomny v savéi
spermii, je inhibovén pertusis toxinem. Tento toxin je ziskavan z bakterie Bordetella
pertusis zpusobujici ¢erny kaSel. Pertusis toxin specificky ribosyluje o podjednotku G —
proteinu a tim je funkéné inaktivuje. Bylo prokazano, ze pertusis toxin inhibuje ZP3
indukovanou AR, ale nema vliv na AR vyvolanou pfidanim kalcium ionoforu do
kapacita¢niho média. Z téchto poznatkll vyplyva, Ze G-proteiny hraji lohu ve zvyseni
intracelularni koncentrace Ca®* jontt (BREINTBART a SPUNGIN, 1997). Po navazani
ZP3 na receptor dochdzi k aktivaci G-proteind, které zplsobi na iontové kandly
ptitomné v PM spermie a umozni tak prinik kationt, zejména H", do nitra buriky.
Timto dochazi k alkalizaci (zvySeni pH) intraceluldrniho prostoru spermie a
membranové depolarizaci. Tyto zmény maji za nasledek otevieni napét'oveé ovladanych
Ca®" iontovych kanali a nasledné zvy3eni vnitrobun&éné koncentrace Ca®" jontl

(FLORMAN er al., 1998).

Role tyrozinové fosforylace

Na PM sav¢éi spermie je piitomen 95kDa protein, ktery byl identifikovéan
jako receptor ZP3 s tyrozin kinazovou aktivitou (ZPR) (LEYTON a SALING, 1989).
Ze somatickych bunék je znamo, Ze agregace n€kterych receptort vede
k autofofosforylaci téchto proteint. Stejny mechanizmus byl popséan i v pfipadé ZP3
receptoru sav¢i spermie, kdy agregace receptort vede k tyrozinové fosforylaci 95kDa
proteinu PM (LEYTON a SALING, 1989) . Bylo prokazano, Ze tento receptor aktivuje

Na'/H" pumpu, ktera zvysuje vnitrobunéénou alkalizaci, coz zplsobuje depolarizaci PM
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a aktivaci Ca*" iontovych kanali (BREINTBART a SPUNGIN, 1997). ZPR by déle
mohl byt zodpovédny za aktivaci fosfolipazy C, ktera vede k tvorbé fizogennich lipida.
Aktivace fosfolipazy C pomoci ZPR se dé&je bud’ pfimo pomoci tyrozinové fosforylace,
nebo nepfimo aktivaci napétové ovladanych Ca®* iontovych kanald, ktera ma za
nasledek zvyseni koncentrace Ca*" iontii a zpétnou regulaci fosfolipazy C (TOMES et

al., 1996).

Role protein kinaz

Soucasti signalnich drah podilejicich se na fizeni priibéhu akrozomalni
reakce je kromé tyrozin kinaz i nékolik serin treonin kinaz jako napt. PKA a PKC.

Piestoze je ziejmé, Ze signalni dréha adenylat cyklaza/cAMP/PKA hraje
béhem AR dulezitou tlohu, jeji pfesny vyznam nebyl doposud zcela objasnén. Béhem
AR byl zaznamenan narust intracelularni koncentrace cAMP, ktery vypovida o aktivaci
adenylat cyklazy béhem tohoto déje. Bylo prokézano, Ze inhibitory cAMP dependentni
PKA inhibuji AR (BREINTBART a SPUNGIN, 1997) a Ze adenylat cyklaza vdzana na
PM membranu spermie je aktivovdna vazbou spermie na ZP vaji¢ka. Dale byli na vng;si
akrozomalni membrané nalezeny cAMP a PKA ovladané Ca®* iontové kanaly. PKA
pravdépodobné aktivuje tyto nap&tové ovladané kanaly, coz zptisobi uvoliiovani Ca™
iontl z lumen akrozému do cytosolu spermie. Tento prvni a relativné maly nérast
v koncentraci Ca”" jontl v cytosolu je signalem, ktery aktivuje PLC (BREINTBART a
SPUNGIN, 1997).

PCL stépi PIP; na IP; a DAG, ktery fidi ptesun PKC na PM a jeji
aktivaci (FLORMAN et al., 1998; KOPF, 1990; WASSARMAN, 2002). Zda se, Ze
PKC ma v pribéhu AR dvé ulohy. Prvni je aktivace vapenatych kanald v PM spermie,
ktera vede k jejich otevfeni a ke druhému, tentokrat vétSimu nartstu Ca” iontd
v cytosolu spermie béhem AR. Tato tloha PKC byla pozorovana i v somatickych
burikach (BREINTBART a SPUNGIN, 1997). Druha mozn4 uloha PKC béhem AR je
v aktivaci fosfolipazy A, (PLA,), ktera hydrolyticky $tépi fosfolipidy PM (LAX et al.,
1990).

Role Ca*" jontii béhem akrozomalni reakce
Vépenaté ionty hraji klicovou roli v receptorové odpovédi a fizi
membran béhem akrozomalni reakce spermie (YANAGIMACHI, 1994). Zah4jeni

praniku vapniku do cytosolu spermie je jednou z nejranéjSich odpovédi po indukci AR.
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Zablokovani kanald pro Ca®* jonty vede k inhibici AR. Ca** ionty pronikaji do cytosolu
spermie pfes nap&tové ovladané Ca®" jontové kanaly a zda se, Ze Ca®* ionty se zde
ucastni dvou dilezitych déji.

Prvni vjznamnou ulohou Ca®* jonti v cytosolu spermie je aktivace aktin
severing proteind, které maji za tkol odstranit sit¢ F-aktinu nachdzejici se mezi vné;jsi
akrozomalni membréanou a ji obklopujici PM apikalni ¢asti hlavicky sav¢i spermie.

V somatickych burikach byla prokazana aktivace aktin severing proteind podilejicich se
na depolymerizaci aktinu vysokou koncentraci intracelularniho vépniku a jejich ucast na
bunécné exocytéze (JAMNEY, 1994).

Druhou funkci zvySeni koncentrace vapenatych ionti je spusténi fuze
vnéjsi akrozomalni a plazmatické membrany (YANAGIMACHI, 1994). Tento d¢j
ovliviiuji Ca®* ionty bud’ pfimo podporou zmén v lipidovém slozeni PM (BENOFF,
1998) tim, Ze neutralizuji negativni ndboj membrany (YANAGIMACHI, 1994), nebo
nepiimo aktivaci PLA; (BREINTBART a SPUNGIN, 1997). PLA, §tépi fosfatidyl
cholin na lysofosfatidyl cholin a kyselinu arachidonovou. Obé¢ tyto molekuly jsou
znamé jako vysoce fuzogenni. Soucasné fosfolipaza D $tépi fosfatidyl cholin na dalsi
dveé velmi fuzogenni latky a to cholin a kyselinu fosfatidovou (YANAGIMACHI,
1994). Ca” ionty ovliviiuji i funkci proteinit SNARES a synaptotagminu, které se pfimo

ucastni fuze membran (DE BLAS et al., 2005).

2.2.4.2.4 Spontanni vs. indukovand AR

Jak uZ bylo uvedeno vyse, akrozomalni reakce je spousténa navazanim
ligandu (napt. ZP3 ¢i progesteronu) na receptor ptitomny na PM hlavicky spermie. Je
v§ak znamo, Ze spermie vétSiny savéich druhii jsou schopné projit akrozomalni reakei
bez stimulace ZP nebo jinym ligandem. Pokud dojde u motilnich spermii
v kapacitaénim médiu k akrozomalni reakci bez pfitomnosti jakéhokoli stimula¢niho
¢inidla, je tento jev nazyvan spontanni akrozomalni reakci. Vyskyt spontanni
akrozomalni reakce je zavisly na mnoha okolnostech jako napt. na piislusnosti
k Zivo¢isnému druhu, sloZeni media nebo mife maturace spermie (YANAGIMACH]I,
1994).

Naproti tomu akrozomalni reakce mtze byt indukovana in vitro bud’
pfidanim fyziologickych ligandi do kapacitaéniho média, jako solubilizovana zona

pellucida ¢i progesteron, , nebo nefyziologickymi induktory AR in vitro tzv. ionofory,
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mezi které patii napf. kalcium ionofor A23187, ktery zpiisobuje vyménu Ca” iontii za
2H" ionty. Bylo zjisténo, Ze thapsigargin zptisobuje narast koncentrace Ca** iontt

v cytosolu spermie a indukuje AR (BREINTBART a SPUNGIN, 1997). Thapsigargin,
ktery je ziskavan z rostlin rodu Thapsia, byl pivodné popséan jako blokator Ca** pump
endoplazmatického retikula (THASTRUP ef al., 1990). V ptipad¢€ pouZziti
nefyziologickych induktort AR dochazi k vynechdni ¢4asti signalnich drah podilejicich
se na fyziologické AR, ovSem vysledna AR je morfologicky nerozlisitelna od AR
indukované ZP (BREINTBART a SPUNGIN, 1997).

VyuzZiti vapniku jako druhého posla vyzaduje pfisnou regulaci jeho
koncentrace v cytosolu spermie. Arnoult ef al. (1997) prokazali, Ze fosforylace
napétové ovladanych Ca”* iontovych kanald, vede k zuZovani prichodu tdmito kanaly a
Ze jejich defosforylace ma opaény efekt. Na zakladé¢ téchto poznatki lze usuzovat, ze
napét'oveé ovladané Ca”" iontové kanaly nebo molekuly Fidici jejich aktivitu by mohly
byt béhem kapacitace substratem tyrozin kinaz a jejich tyrozinova fosforylace by mohla
slouzit jako ochrana pred predgasnym primikem Ca®* ionti do intracelularniho prostoru

spermie a tudiz branit zahdjeni spontanni akrozomalni reakce (FLORMAN et al., 1998).

2.2.5 Stabilita membran spermie

Je vSeobecné znamo, ze plazmatickd membrana spermie je velice
specializovand a Ze se do zna¢né miry odliSuje svou organizaci od plazmatické
membrany somatickych bun¢k. PM spermie je unikatni predevs§im svym rozdélenim na
jednotlivé velmi dobfe rozeznatelné povrchové domény, které se navzéjem od sebe
odlisuji jak stavbou, tak funkci. Tyto domény jsou dynamické struktury a béhem Zivota
buriky prochazi ¢etnymi zménami v usporadani a obsahu (BEARER a FRIEND, 1990).

Na rozdil od membrany vétSiny somatickych bunék, kde je lipidiim vice
méné dovolena ,,volna difuze®, je v membran¢ spermie 30 — 50% lipid( ukotveno.
Pfi¢inou tohoto ukotveni je pravdépodobné nutnost fuze plazmatické a vngjsi
akrozomalni membrany a dale pak fuze membran vajicka a spermie. Ve srovnéni se
somatickymi burikami obsahuje spermatickd membrana neobvykle vysokou koncentraci
dlouhych alifatickych nenasycenych mastnych kyselin. Jsou zde také hojné€ zastoupeny
glykolipidy, fosfolipidy a steroly, zejména pak cholesterol, ktery vyrazné ovliviiuje

fluiditu membran (MARTINEZ a MORROS, 1996).
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SloZeni membrény prochazi dramatickymi zménami béhem transportu
v epididymis a pozdéji v reprodukénim traktu samice béhem kapacitace. Béhem
maturace spermie v epididymis jsou do plazmatické membrany postupné z vné€jsiho
prostfedi zabudovany ¢etné lipidy, hlavné cholesterol, a mnozZstvi glykoproteind.
Cholesterol a mnohé z téchto glykoproteint jsou béhem kapacitace v reprodukénim
traktu samice zase odstranény. Je zndmo, Ze ¢ast glykoprotienti ma za ukol stabilizovat
PM a branit predasné AR (YANAGIMACHI i, 1994; BENOFF, 1997).

K tomu, aby nedochazelo k pfedcasné AR, je oviem nutné stabilizovat
nejen PM, ale je nutné zachovat i integritu akrozomalni membrany. Vlastnosti
akrozomalni membrany jsou obdobné vlastnostem PM, ptedevsim v tom sméru, Ze i zde
nachéazime rozdéleni do funk&nich domén, které se lisi svym slozenim. Jak uz bylo
uvedeno vyse, ve stabilizaci akrozomélni membrany hraji pravdépodobné dilezitou roli,
stejné€ jako u PM, Cetné glykoproteiny (OLSON et al., 1985). Zda se, Ze mezi
glykoproteiny stabilizujici akrozomalni membranu patii i protein CD46 (INOUE et al.,
2003), ktery byl pfedmétem naSeho studia.

2.2.5.1 CD46

CD46 neboli MCP (membrane cofactor protein) je membranoveé vazany
glykoprotein, jehoZ exprese byla prokazana na burikach ¢lovéka a dalSich savci.
V somatickych buitkach CD46 inhibuje vytvoieni aktivni C3 konvertazy a chrani tak
buriky pted plisobenim komplementu (LISZEWSKI et al., 1991; LISZEWSKI a
ATKINSON, 1992). Prostiednictvim CD46 dochézi k aktivaci vnitrobuné&nych
signalnich drah v mnoha bunécnych typech véetné T-lymfocytd (WANG et al., 2000;
WONG et al., 1997; LISZEWSKI et al., 2005). Nékteré patogeny jako virus spalniCek,
lidsky herpesvirus — 6, skupina B a D adenovirti, skupina A streptokokt a neisseria
vyuzivaji CD46 jako receptor umoziujici vstup do bunék ( DORIG et al., 1993;
NANICHE et al., 1993; SANTORO et al., 1999; KALLSTROM et al., 1997; OKADA
etal., 1995, GAGGAR et al.,2003; WU et al., 2004).

V lidském organizmu byla pfitomnost CD46 prokazéna na vSech
burikach obsahujicich jadro. Lidsky CD46 se vyskytuje ve 4 riznych izoforméach: BC1,
BC2, C1 a C2, které jsou produktem alternativniho splicingu jediného genu.

(LISZEWSKI et al., 1994). Vsechny tyto izoformy se skladaji ze 4 extracelulérnich

43



domén, nazyvanych SCRs (short consensus repeats), na serin, treonin a prolin bohaté
domény (STP), transmembranovych domén (TP) a cytoplazmatického konce (CYT).
STP doména je kédovana tremi kratkymi exony, které pomoci alternativniho splicingu
davaji vznik mnoha izoformam proteinu CD46 (LISZEWSKI a ATKINSON, 1992).
STP doména je mistem intenzivni O-glykosilace a sklada ze 14 nebo 29
aminokyselinovych zbytkl v zavislosti na tom, zda je pfitomen, nebo vystiizen STP
exon B. Pfitomnost popf. nepfitomnost STP B rozhoduje o vzniku vysoko nebo
nizkomolekularni izoformy proteinu CD46. Alternativnim splicingem vznikaji i dvé
rozdilné formy cytoplazmatické domény: CYT-1 tvotend 16 aminokyselinovymi zbytky
a CYT-2 skladajici se z 23 aminokyselinovych zbytkl (LISZEWSKI et al., 1991, Post
etal., 1991).

Zcela unikatni forma CD46 je exprimovana na savc¢ich spermiich. Jedna
se o velmi neobvyklou nizkomolekuldrni hypoglykosylovanou izoformu pfitomnou
v oblasti akrozomalni ¢epicky. CD46 je ve spermiich vystaven extracelularnimu
prostiedi pouze po akrozomalni reakci, kdy je jeho pfitomnost detekovana na vnitini
akrozomalni membrané a tudizZ se stal markerem tspésné AR (ANDERSON et al.,
1989; RILEY et al., 2002a). To, Ze je CD46 piitomno na vnitini akrozomalni
membrangé, ale ne na plazmatické membran€, naznacuje, Ze zde jeho hlavni role neni
ochrana spermie pfed poskozenim komplementem pifitomnym v reprodukénim traktu
samice. Sav¢i spermie je pfed komplementem chranéna pomoci jinych proteint

ptitomnych na PM jako napi. CD55 a CD59.
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Obr. 2.8 Misto detekce MPC na spermii po AR (ptevzato z RILEY-VARGAS et al., 2005)
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CD46 a predevsim jeho SCR1 ektodoména hraje béhem oplozeni
vyznamnou roli. Dllezitost SCR1 domény potvrzuje fakt, Ze opice nového svéta
exprimuji izoformu CDA46 bez pfitomnosti SCR1 ektodomény na vSech burikach, kromé
spermii (RILEY et al., 2002b). Pouziti monoklonalnich protilatek proti SCR1
ektodoméné CD46 in vitro blokuje vazbu lidskych spermii na oocyty zbavené ZP
(ANDERSON et al., 1989; OKABE et al., 1990; ANDERSON et al., 1993; TAYLOR
et al., 1994; D‘CRUZ et al., 1997). Tento poznatek vedl k domnénce, Ze CD46 je
mozZnym kandidatem na molekulu véazajici se na vaje¢ny povrchovy protein CD9 a
umoziuje tak vazbu spermie na vajicko. Nicmén¢ napf. u potkana pouZiti anti-CD46
protilatek in vivo oplozeni neblokuje (MIZUNO et al., 2007). Nicméné nasledujici
pokusy tuto doménku vyvratily a INOUE et al. (2005) opublikovali vysledky, které
prokazuji, Ze molekulou zodpovédnou za vazbu na vajecny CD9 a fizi oocytu a
spermie je protein [IZUMO.

INOUE et al. (2003) popsali nasledky delece v genu pro CD46 u mysi.
Zjistili, ze CD46 negativni samci mysi vykazovali zvySeny vyskyt spontanni
akrozomalni reakce, byli zjevn¢ hyperfertilni a produkovali signifikantné vice potomku
nez kontrolni jedinci. Tyto ptekvapivé poznatky jako prvni naznadili, Ze by CD46
mohlo hrat roli ve stabilizaci a udrZzovani integrity akrozomu.

MIZUNO et al. (2004) prokazali, Ze u hlodavct je CD46 exprimovan
pouze na akrozomalni membrané ve spermiich a v jejich prekurzorech ve varlatech s
aktivni spermatogenezi, avSak u potkana pouziti anti-CD46 protilatek in vivo oplozeni
neblokuje (MIZUNO et al., 2006). Roli ochrany bun€k pted piisobenim komplementu u
hlodavci ptebira protein Crry, pro hlodavce specificky membranovy regulator aktivace
komplementu (HOSOKAWA et al, 1996; MOLINA, 2002). Gen kodujici CD46 u
hlodavct obsahuje pouze 11 funkénich exond, oproti lidskym 14, a jediny exon kodujici
STP. Alternativni splicing transmembranového CD46 nebyl dosud popsén.

Poznatky publikované INOUE et al. (2003), MIZUNO et al. (2004) a
zjisténé JOHNSON et al., (submited Reproduction) byly podnétem k nasemu studiu
CD46 u vybranych zastupct mysic rodu Apodemus a naristu spontanni akrozomalni
reakce v porovnani s jedinci myS$i rodu Mus a laboratorni BALB/c.

Spoleéné s univerzitou v Liverpollu jsme se zaméfili na intenzivni
vyzkum role CD46 ve spermiich hlodavct. Ukdzalo se, Ze u mySice (4dpodemus)
nedochazi k expresi proteinu CD46 a Ze se tedy jedna o jakéhosi pfirozeného

knockouta. Ac¢koli gen pro CD46 je v genomu mySice pfitomen, nedochazi k jeho
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translaci a tudiZ ani expresi. Bylo zjisténo, Ze u mysSice dochédzi pomoci alternativniho
splicingu k produkci dvou unikatnich izoforem transkriptu, kdy u jedné chybi exony 5-7
audruhé 5 a 6. To ma za nasledek znemoZnéni translace testikularni mRNA pro CD46.
JOHNSON et al. (submited Reproduction) ptedpoklada, Ze pokud by in vivo k translaci
dochazelo, protein CD46 u mysice by byl exprimovan bez SCR3 (jen u izoformy 1),
SCR4 a STP domény.

mouse/ rat

wood mouse isoform 1

wood mouse isoform 2

Obr. 2.9 Srovnani struktury proteinu CD46 my3i, krysy a pfedpokladané struktury proteinu CD46
mysice.
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3. Material a metody

3.1 Material

3.1.1 pouzity zivy material pro odbér spermii a varlat

divoka mys doméci (Mus musculus musculus, volna pfiroda - okoli Buskovic, CR;
M. m. domesticus, volna ptiroda - okoli Straasu, Némecko)

kiecek zlaty (Mesocricetus auratus, Zverimex)

laboratorni my$ (inbredni BALB/c SPF kmen, Velaz)

mysice kfovinnd, temnopasd, lesni, malooka (Adpodemus sylvaticus, A. agrarius, A.
flavicollis, A. microps, volna ptiroda — stfedni Cechy a jizni Morava).

laboratorni potkan (outbredni SPF, Velaz)

lidské spermie ziskané od darci ve spolupraci s IVF centrem Iscare.

3.1.2 Pouzité chemikalie (abecedné)

Amonium persulfate (A-3678, Sigma)
BSA-bovine serum albumin (fraction V, >96%, A9647, Sigma)
Calcimycin (C 7522, Sigma)

ELFO primarni protilatky:

protilatka Fedéni
Rabbit polyclonal anti Human Spectrin (S1515, Sigma) 1:900
Rabbit anti actin (A2668, Sigma) 1:600
Monoklonal anti a-tubulin (mouse IgG1 isotyp) (T9026, Sigma) 1:700

ELFO sekundarni protilatky:

protilitka redéni

Anti rabbit IgG (whole molecule) peroxidase conjugate (A0545, Sigma) | 1:160000

Anti mouse IgG (Fc specific) peroxidase conjugate (A0168, Sigma) 1:80000

Glycine (G-8898,)

Goat serum (G 9023, Sigma)
Haematoxylin Harris (IP517, Sigma)
HEPES Buffer 1M (H0887, Sigma)
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Hoechst - bisbenzimide (H33258, Sigma)

Chemiluminiscenéni sada: Immun-star’™ chemiluniniscent protein detection systems

(170-5018, BioRad)

Primarni protilatky pro imunodetekci:

protilitka fedéni blokace
Mouse a-rat-CD46 IgG1 clone 5F 1: 40 3% BSA
Mouse a-rat-CD46 IgG1 clone 9H 1:400 3% BSA
TRA.2.10 mouse a-human CD46 1:200 3% BSA
GB24 mouse a-human CD46 1:200 3% BSA
E4.3 mouse a-human CD46 1:200 3% BSA
H316 mouse a-human CD46 1:200 3% BSA
pAb Rabbit a-human CD46 1:100 10% BSA
MM2 mouse a-rat CD46-SCR1 - 1% BSA
MM3 mouse a-rat CD46-SCR1 - 1% BSA
MMS mouse a-rat CD46-SCR1 - 1% BSA
MM9 mouse a-rat CD46-SCR 1 - 1% BSA
pAb Mouse a-rat CD46-SCR1 blood 1:1600 10%BSA
Rabbit a-bovine CD46 IS 1:1000 -
Rabb. a-bovine CD46 PS 1:1000 -
Rat a-mouse Crry/p65 1:50 3% BSA
3DS5 rat a-mouse CD55 1:10 1% BSA
RDII 24 mouse a-rat CD55 (DAF) 1:600 10% BSA
Mouse a-rat MM2 1:1500 3% BSA
Rabbit a-wood mouse CD46 IS 1:5 5% kozi sérum
Rabbit a-wood mouse CD46 PS 1:5 5% kozi sérum
Rat a-rat CD46 pAb 1:5 -
Rabbit polyclonal anti-Human Spectrin (S1515, Sigma) 1:400 3% BSA
Mouse monoclonal anti phosphotyrosine clone PT-66 (P 3300, 1:320 10% BSA
| Sigma)
Phallotoxin Alexa Fluor 488 (A12379, Molecule Probes) 2,5pl do 100ul | -
Phallotoxin Alexa Fluor 568 (A12380, Molecule Probes) 2,5ul do 100l | -
Sekundarni protilitky pro imunodetekci:
protilatka fedéni
Goat anti rabbit IgG Alexa Fluor 488 (A11008, Molecule Probes) 1:1000
Goat anti mouse IgG Alexa Fluor 488 (A11001, Molecule Probes) 1:1000
Goat anti rat IgG Alexa Fluor 488(A 11006, Molekule Probes) 1:1000
Sheep anti mouse IgG (whole molecule) FITC conjugate (F6257,Sigma) | 1:150
Sheep anti rabbit IgG (whole molecule) FITC conjugate (F7512,Sigma) 1:1200

Lektin PNA conjugates Alexa Fluor 488 (L 21409, Molecule Probes) LIVE/DEATH
LIVE/DEATH Sperm Viability Kit (L-7011, Molecule Probes)

M2 medium (M7167, Sigma)
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Paraffinol (8904.1, Roth)

Paraplast — tissue embending medium (8888501006, Kendall tyco healting care)
Percoll (P1644, Sigma)

standardy: Precision protein™™ standarts prestaind, broad range Hample (161-0372,
BioRad)

Tissue Freezing Medium Jung for Frozen Tissue Specimens (0201 06926, Leica
Microsystems Nussloch GmbH )

Tetramethylethylenediamine (T7024-25ML, Sigma)

Triton X — 100 (Sigma)

Vectashield mounting medium (H1000, Vector)

Vectashield mounting medium with DAPI (H1500, Vector)

Vectashield mounting medium with PI (H1300, Vector)

vzorkovy pufr: 4x koncentrovany neredukujici vzorkovy pufr — XT sample buffer 4x
(161-0791, BioRad)

3.1.3 Pouzité roztoky (abecedné)

ELFO Barvici lizen:
450ml metanolu
100ml kyseliny octové
450ml H,O

500mg Coomassie blue

ELFO Elektrodovy pufr — 3g Tris, 144g glycinu + 10g SDS doplnéno do celkového
objemu 1000ml destilovanou H,O.

ELFO Odbarvujici lazen:
250ml ethanolu

100ml kyseliny octové
650ml H,O

ELFO roztoky
Roztok A — 30g akrylamid + 0,8g BIS dopln&no do celkového objemu 100ml

destilovanou H,O
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Roztok B — 10g SDS doplnéno do celkového objemu 100ml destilovanou H,O
Roztok C —22,75g Tris doplnéno do celkového objemu 250ml destilovanou H,O; pH
8,8 upraveno pomoci HCI

Roztok D — 3g Tris doplnéno do celkového objemu 100ml destilovanou H,O; pH 6,8
upraveno pomoci HCI

Roztok G - 10% persiran amonny (0,1g/1ml)

3,7% formaldehyd
Byl pouzit 36 — 38% formaldehyd, ktery byl natedén v PBS a pH upraveno na 7,36.

15Smmol NH,Cl
0,4g NH4Cl bylo rozpusténo v 0,51 PBS

PBS (10x koncentovany)

11 destilované H,O

8g NaCl

0,2g KCl

2,685g Na,HPOq4 (pro 12 H,0)
0,2g KH,PO4

PBS - Tween 0,05%
11 PBS + 500ul Tween

TBS (10x koncentrovany)
100ml destilované H,O
8g NaCl

100ml TRIS

Pufr na blot

3g Tris

14,4g glycinu
200m] metanolu

Doplnéno do celkového objemu 1000ml destilovanou H,O.
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Redukujici vzorkovy pufr: 0,1M Tris/HCI (pH 6,8); 3,3% SDS; 16,7% glycerol; 1,2
%DTT; 0,167% bromfenolova modf (1mg/6ml)

Roztok na Fedéni komponenty B - LIVE/DEATH Sperm Viability Kit
0,1g BSA + Iml 150mM NaCl, timto roztokem nafedit HEPES na 10mM a vyslednym

roztokem fedit komponentu B 1:10

5% zaostrovaci gel
Iml A

3ml D

2ml destilované H,O
100ul B

6ul TEMED

150ul G

10% separacni gel
S5ml A

7,5ml C

2,5ml destilované H,O
150ul B

7ul TEMED

90ul G

0,1% TRITON
fedén v PBS

3.1.4 Pouziteé pristroje

blotter: Semi-dry blotter TE77XP (Hoeffer Scientific)

Centrifuga MiniSpin® (Eppendorf)

ELFO sestava: Mini vertical gel electrophoresis unit (SE 260, Hoefer Scientific)
ELFO sestava na nalévani geli: Dual gel caster (SE 245, Hoefer Scientific)
fluorescenéni mikroskop: Olympus BX-40
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konfokalni mikroskop: Leica DM IRE2 High-speed confocal/two photon system for
Live Cell Imaging and Dynamics.

sonikator: Ultrasonic procesor for manual operation with stand, 50 watts, frequency
30KHz automatic frequency scanning systém (UP50H, Dr. Heischer)

zdroj: Power Pac Basic (014BR, BioRad)

3.1.5 Dalsi pouzity material

Chromatograficky papir 3mm (3030-861, Whatman)

membrana na blot: Trans — blot — transfer medium (0,2pum) (BR 162-0150, BioRad)
petriho misky: Cell culture dish 35mm x 10mm (430165, Corning)

rentgenovy film: MEDIX medical X — ray film XBU (Foma)

3.2 Metody

3.2.1. Priprava kryoiezu varlat

Varle vyjmuté ze Sourku se co nejrychleji umistilo do alobalového
kalisku s Tissue Freezing Mediem. Alobalovy kaliSek byl umistén v nddobé
s petroletherem, ktera byla cela ponofena do tekutého dusiku. takto zmraZena tkan byla
krajena na kryotomu pii -35°C na Spum silné fezy. Rezy umisténé na podloznich
skli¢kach byli nasledné 10min fixovany v acetonu pfi -20°C a jednotlivé zabalené do

alobalu uchovavany v mrazéaku pfi teploté -20°C.

3.2.2 Priprava histologickych parafinovych fezu varlat

a) fixace
Varlata byla po vyjmuti z Sourku vloZena do 4% formaldehydu a fixovéana po 48h.
b) vypirani fixaze

Po fixaci byla tkan né€kolik hodin vypirana ve vodovodni vode.
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c) zaliti objektu do parafinu

Tkan byla odvodnéna vzestupnou alkoholovou fadou (70%, 80%, 96%).
Poté byla tkan pfenesena do lazné€ benzenu na dobu 3x 10-15 minut dokud se postupné
neprojasnila. Tkan byla nejprve prosycovéana 30min v benzenu s parafinem a pak
prenesena do Cistého parafinu, kde byla ponechana po dobu 1-2h. Nakonec byla tkan
zalita v termostatu pii 56°C do ¢istého parafinu do zalévaci misky. Tkai byla fezana

pomoci mikrotonu.

d) Odparafinovani histologickych Fezu
e 3x 10min toluen
¢ 10 min 100% etanol
¢ 10 min 96% etanol
¢ 10 min 80% etanol
¢ 10 min 70% etanol

e 10 min aceton

3.2.3 Izolace spermii a priprava jejich roztéru

Byly pouzivany spermie a varlata dospélych samcii. Po usmrceni zvitete
byla vyjmuta cauda epididymis a vlozena do 250ul TBS vytemperovaného na 37°C.
Spermie byly uvoliiovany po dobu Smin v inkubétoru vytemperovaném na 37°C a za
ptitomnosti 5% CO,. Poté byla pinzetou vyjmuta tkan a suspenze 2x promyta v TBS.
Motilita a koncentrace bunék byla kontrolovana pod svételnym mikroskopem. Po
dosazZeni vhodné koncentrace bunék pomoci fedéni v TBS byla suspenze rozettena na

podlozni skli¢ka. Po zaschnuti na vzduchu byly buriky fixovany.

3.2.4 Poéitani koncentrace spermii

K pocitani koncentrace spermii byla vyuzita Biirkrova komirka. Spermie
byly z caudy epididymis uvolnény do 200ul M2 media a odtud bylo odebrano 10pl
suspenze, ktera byla 10x nafedéna pomoci PBS. Pted nanaseni do komtirky byly buriky

dikladné resuspendovany. Na kazdou stranu komurky bylo naneseno 10pl suspenze a

53



ptikryto krycim sklem. Pocitan byl obsah bunék v 16ti tvercich obsazenych v jedné
jednotce (ohranicena trojitou ¢arou).
Vysledna koncentrace po¢tu bun€k na ml byla vypoc¢tena dle nasledujiciho vzorce:

E = (X bungk ve &tvercich/16) x 10 (faktor fedéni) x 250 x 10°

3.2.5 Kapacitace in vitro

Spermie byly po dobu 10min uvoliiovany z distalni ¢asti caudy
epididymis do 200ul kapky M2 media umisténé v pertriho misce pod parafinovym
olejem a vytemperované na 37°C za ptitomnosti 5% CO,. Poté bylo z této zasoby
odebrano Spul M2 média s uvolnénymi buiikami a pfeneseno do pfipravené misky se
100p1 kapkou M2 média, aby se tak docililo p¥iblizné koncentrace bun&k 5 x 10°/ml.

V té€chto podminkéch byly spermie inkubovany po dobu 2hod. V priibéhu této inkubace
byly odebirany vzorky bunék (v €ase 30, 60 a 90min), které byly podrobovany riiznym

druhtim hodnoceni postupu kapacitace.

3.2.6 Hodnoceni viability

Viabilita neboli zivotnost spermii v prub&hu pokusu byla kontrolovana
pomoci live-death sperm viability kit (L-7011, Molecular Probes). Do petriho misky se
suspenzi spermii ve 100ul M2 byl ptidan 1ul slozky A a slozky 1:10 fedéné slozky B,
poté bylo v pribéhu pokusu odebirano, vzdy po diikladné resuspendaci, 10pl suspenze a

spocitano nejméné 100 bunek.

3.2.7 Navozeni AR

Akrozomalni reakce byla indukovana v 60, 120 a 180min pomoci
calcium ionophoru A-23187 (CI) o vysledné koncentraci SuM. Buiiky byly ptisobeni
ionoforu vystaveny vZdy po dobu 1h pfi teploté 37°C za pfitomnosti 5% CO..
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3.2.8 Hodnoceni AR

V daném ¢ase bylo M2 medium se suspenzi bunék ovlivnénych CI
odebrano do 500ul TBS a stoceno na 3000rpm po dobu 5Smin. Po centrifugaci byla
vétSina supernatantu az pfiblizné na 20ul odstranéna. Peleta bunék byla resuspendovana
a po 5ul rozetfena na podlozni skli¢ka. Po zaschnuti byl vzorek inkubovan s 2,5uM

PNA a 1uM hoechstem po dobu Smin a poté spocitano 2x nejméné 100 bunék.

3.2.9 Hodnoceni tyrozinové fosforylace

Spermie rozetiené na podloznim sklicku a fixované pomoci
formaldehydu byly blokovany 10% BSA a poté zna¢eny pomoci nepfimé
imunofluorescence primarni protilatkou proti fosfotyrozinu (P3300, Sigma) a
sekundarni protilatkou s navdazanou Alexa Fluor 488 (Molecule probes). Pod
mikroskopem bylo 2x po¢itano vice jak 100 buné€k z kazdé skupiny odebrané v prib&hu

kapacitace.

3.2.10 Sonikace

Spermie byly uvolnény do 250ul TBS a 2x promyty po dobu Smin. Dale
byli sto¢eny na 3000rpm. Poté byly spermie v objemu 500ul 3x5s sonikovany na max.
vykon (mezi jednotlivymi pulzy 5s pauza). Po sonikaci byla suspenze sto¢ena na
4300rpm (1000x g) po dobu 10min. Byl pfipraven zasobni roztok Percollu ( 9dili
Percoll + 1 dil 1,5M NaCl), ten je déle bran jako 100% roztok. 100% roztok byl nafedén
na 40% a 90% roztok. V mikrozkumavce byl vytvofen vzestupny gradient pomoci
250ul 40% a 250ul 90% roztoku Percollu. Tento gradient byl sto¢en na 1702rpm (400x
g) po dobu 20min. Na dno mikrozkumavky s Percollovym gradientem byla ptidana
peleta bun&k po sonikaci a sto¢ena po dobu 20min na 15000rpm (max. cetrifugy
piiblizné 3525x g). Poté byla odebrana horni frakce (250ul) a hlavi¢ky stoeny stejnym
zpusobem znovu. Percoll byl odmyt pomoci TBS sto¢enim 3x 10min na 851rpm (200x

g)-
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3.2.11 SDS - polyakrylamidova elektroforéza a imunodetekce

3.2.11.1 priprava vzorku

Suspenze spermii (5x 10°) byla smichana v pomeéru 3:1 s 4x
koncentrovanym neredukujicim vzorkovym pufrem, nebo 1:1 s 2x koncentrovanym

redukujicim vzorkovym pufrem a 2min vafena pti 100°C.

3.2.11.2 priprava SDS gelu a elektroforetické rozdéleni vzorku

10% separacni gel byl po uplné polymeraci pfevrstven 5% zaostfovacim
gelem, ktery za pomoci hiebenu vlozeného mezi skla vytvofil jamky pro vzorky. Po
uplné polymeraci tohoto gelu byl hieben vyjmut a skla s gelem vloZena do
elektroforetického pfistroje. Pfistroj byl zaplnén elektrodovym pufrem a do jamek gelu
bylo naneseno vzdy do kazdé15ul vzorku nebo 10ul standartu. Pistroj byl zapnut na
110V. Kdyz vzorky dosahly separa¢niho gelu bylo napéti zvySeno na 140V.

3.2.11.3 detekce proteinii v polyakrylamidovém gelu
3.2.11.3.1 Barveni gelu pomoci Coomasie blue

Gel byl nejméné na 24h ponoien do barvici 1azné a poté premistén do

odbarvovaci lazné€. Po odbarveni pozadi byl gel ponofen do inkubaéniho roztoku.

3.2.11.3.2 Western blotting — pFenos proteinu z polyakrylamidového gelu na
nitrocelulozovou membrdnu

Do aparatury pro westernblotting byly postupn¢ vloZeny: 4
chromatografické papiry Wattman navlhéené v blotovacim pufru, nitrocelulézova
membrana, gel a opét 4 chromatografické papiry Wattman navlh¢ené v blotovacim.

Pfenos probihal pii 0,8mA na lcm? nitrocelul6zové membrany po dobu 1,5h.
p p

3.2.11.3.3 Imunoblotting — detekce proteinii pfenesenych na nitrocelulézovou
membrdnu pomoci imunodetekce

Membrana byla 15min zavodnéna v roztoku PBS-Tween 0,05%. Dale

byla na dobu 1h pfenesena do blokaé¢niho roztoku - 5% mléko (10g mléka na 200ml
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PBS- Tween 0,05%). Poté byla vlozena do roztoku primarni protilatky a 1% miéka v
PBS-Tween 0,05% a inkubovéna po dobu 1,5h. Primarni protilatka byla odmyta 6x5min
v PBS- Tween 0,05%. Nasledovala inkubace se sekundarni protilatkou fedénou v 1%
mléku fedéném v PBS-Tween 0,05%. Sekundarni protilatka byla odmyta 5x5min

v PBS-Tween 0,05%. Proteiny znacené sekundarni protilatkou byly detekovany na RTG

filmu pomoci chemiluminiscenéni sady.

3.2.12 Fluorescenéni metody

3.2.12.1 Fixace

Metanol - aceton
Suchy preparat byl dan na 10min do kyvety s vychlazenym metanolem (-

20°C) a poté na 8min do kyvety s vychlazenym acetonem (-20°C).

Formaldehyd - triton

Suchy preparat byl v kyveté zalit
¢ 10min 3,7% formaldehydem
e promyt 3x Smin v PBS
e 5Smin v 15mmol NH4Cl
e promyt 3x 5 min v PBS
e max. 3 min 0,1% TRITON
e promyt 3x Smin v PBS

Permeabilizace acetonem

Preparat byl na 10min ponoien do kyvety s vychlazenym acetonem (-20°C).

3.2.12.2 Prima imunofluorescence

Preparaty byly zavodnény 5 minut v PBS. Poté byla nanesena protilatka
s navazanym fluoroforem a 0,5 hodiny inkubovana pti pokojové teploté. Protilatka byla
jemné odmyta v PBS. Preparat byl zamontovan do média Vectashield mounting

medium nebo do Vectashield mounting medium s DAPI, pro zvyraznéni jader.
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Preparaty byly nejprve analyzovany pomoci fluorescenéniho mikroskopu Olympus a

poté pomoci konfokalniho mikroskopu Leica.

3.2.12.3 Neprima imunofluorescence

Sklicka s fixovanymi spermiemi byla zavodnéna v PBS a poté byla po
dobu jedné hodiny blokovana pfi pokojové teploté pomoci 1%, 3%, 10% BSA v PBS a
nebo 5% koziho séra v PBS (dle pouzité protilatky. Nasledovala 1,5 - 2 hod inkubace
pii pokojové teploté€ s primérni protilatkou. Primarni protilatka byla odmyta 5x5 minut v
PBS. Poté nasledovala inkubace se sekundarni protilatkou, ktera trvala 1 hodinu.
Sekundarni protilatka byla odmyta 3x5 minut v PBS. Preparat byl zamontovan do média
Vectashield mounting medium nebo do Vectashield mounting medium s DAPI ¢i PI,
pro zvyraznéni jader. Preparaty byly nejprve analyzovany pomoci fluorescenéniho

mikroskopu Olympus a poté pomoci konfokalniho mikroskopu Leica.

3.2.12.4 Dualni imunofluorescenéni barveni

Postup praci pfi ptiprav€ dudlniho barveni byl shodny s postupem p#ti
pfipravé nepfimého imunofluorescenéniho barveni. Po odmyti sekundarni protilatky
byla nanesena protilatka s navdzanym fluoroforem a inkubovéana po dobu 30 min pfi
pokojové teploté. poté byla protilatka jemné odmyta v PBS a vzorek zamontovan do
média Vectashield mounting medium nebo do Vectashield mounting medium s DAPI ¢&i

PI, pro zvyraznéni jader.

3.2.12.5 FRET analyza

Postup prace byl shodny s postupem prace pii dudlnim
imunofluorescen¢nim barveni. Vzorek spermii byl oznaCen protilatkou proti spektrinu a
sekundarni protilatkou s navazanym zelenym fluoroforem Alexa fluor 488. Poté byl
pouzit k oznaceni aktinu phalloidin nesouci ¢erveny fluorofor 568. Misto zalévaciho
média byl pouzit Cisty glycerol.

Vzorek byl analyzovan na konfokalnim mikroskopu Leica. Kde byla
nejprve zméfena intenzita zafeni akceptoru (Alexa fluor 488) a donoru (Alexa fluor
568). Poté byl pomoci fotobleachingu zni¢en donor a opét byli zméfeny hodnoty zafeni
akceptoru i donoru. Z téchto namétenych hodnot byla vypoc¢itana G¢innost FRET tzv.

FRET efficience.
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4 Vysledky

4.1 Spermatogeneze

V ramci vyzkumu provadéném na proteinu CD46 bylo nutné, abych se

prakticky naudila pracovat s histologickymi fezy a kryofezy varlat a rozliSovat na nich

jednotlivé buriky ptitomné ve varlatech.

obr. 4.1 Histologicky fez varlat s popisem jednotlivych bun&k
1 — lumen semenotvornych kanalki se spermiemi

2 — Leydigovy buiiky v intersticiu

3 — peritubuldrni buiiky na povrchu semenotvorného kanélku
4 — Sertoliho burika

5 — spermatogonie

6 — spermatocyt

7 - spermatidy

59



Obr. 4.2 Histologické fezy varlat
Cervené& — phalloidin Alexa Fluor 568 (F-aktin) Modfe — DAPI (jadra bunék)




4.2 Vliv tyrozinové fosforylace na polymerizaci aktinu a
naslednou akrozomalni reakci v hlavicce spermie v priabéhu
kapacitace in vitro

4.2.1 Tyrozinova fosforylace v prabéhu kapacitace in vitro

Vzorky spermii byly odebirany v prubéhu kapacitace v ¢asech 30, 60,
120 a 180min. Po nepfimém imunofluorescenénim barveni byla na spermiich, ve
kterych pravé dochazelo k tyrozinové fosforylaci proteint jasn¢ oznacend akrozomalni
oblast hlavi¢ky a stfedni a hlavni ¢ast bi¢iku. Pro usnadnéni poc¢itani bunek a lepsi
zviditelnéni spermii neoznacenych protilatkou proti fosfotyrozinu byla jadra obarvena

pomoci propidium jodidu.

Obr. 4.3

Zelen& — tyrozinova fosforylace, Cervené& — propidium jodid (jadro)
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Oznacené i neoznacené buriky byly pocitany pod fluorescenénim
mikroskopem v duplikatech, a to vZdy minimalné 100 bun€k pro kazdy ¢as kapacitace.
Ze ziskanych dat byla vypoc¢itana primérnéd hodnota procenta bunék s pravé probihajici
tyrozinovou fosforylaci v hlavi¢ce spermie v jednotlivém stupni kapacitace a jejich
smérodatna odchylka (viz obr. 4.4).

Ze ziskanych hodnot vyplyva, Ze v ¢ase 30min je proces kapacitace
zahéjen. Tyrozinova fosforylace byla v ¢ase 30min zaznamenana v priméru u 10%
bunék. Mezi ¢asem 30 a 60min doslo k naristu procenta pozitivnich bunék, a to
v pruméru o 4%. Mezi 60-120min pramérné 14% populace spermii mélo pozitivni
tyrozinovou fosforylaci v akrozomalni oblasti hlavi¢ky. Mezi 120 -180min nastal pokles
ve vyskytu tyrozinové fosforylace piiblizn¢ o 5%. Tyto vysledky koreluji s piipravou

spermie na AR, které ptedchazi pokles tyrozinové fosforylace.

Tyrozinova fosforylace v pribéhu kapacitace

18
16

% pozitivhich bunék
(0]

30 60 120 180

¢as (min)

Obr. 4.4 graf priibéhu tyrozinové fosforylace pti kapacitaci in vitro

Statistické zhodnoceni ziskanych vysledku sledovani vyskytu tyrozinové
fosforylace

Na zakladé analyzy rozptylu bylo prokazano, Ze v prubéhu kapacitace in
vitro dochazi ke zménam ve vyskytu tyrozinové fosforylace v hlavice spermie. Mezi
¢asy 30 a 60min kapacitace dochazi k statisticky vyznamnému nérdstu procenta bun¢k

s pravé probihajici tyrozinovou fosforylaci v hlaviéce. Mezi ¢asy 60 a 120min nebyl
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zaznamenan Zadny statisticky signifikantni rozdil. Mezi 120-180min kapacitace doslo

ke statisticky vyznamnému poklesu.

4.2.2 Aktinova polymerizace béhem kapacitace in vitro

Vzorky spermii byly hodnoceny v ¢ase 0 a 90min kapacitace. Pfimé
imunofluorescen¢ni zna¢eni ukazalo, Ze v ¢ase 0 se G-aktin v hlavi¢ce spermie nachazi
jak v kortikalnim cytoskeletu, tak postakrozomalnim segmentu. Naproti tomu F-aktin
byl v kortikalnim cytoskeletu detekovan minimalné a jeho slabé znaceni bylo
zaznamenano pouze v postakrozomalnim segmentu. Opaény ptipad nastal v ¢ase 90min,
kdy byl zaznamenan vyrazny pokles v intenzité zna¢eni G aktinu jak v kortikalnim
cytoskeletu, tak v postakrozomélnim segmentu. Naproti tomu v 90min doslo
k vyraznému nartstu intenzity signdlu F aktinu v kortikalnim cytoskeletu i
postakrozomalnim segmentu hlavi¢ky spermie. Polymerizace G aktinu na F aktin
odpovida progresi kapacitace a aktinova polymerizace tak rovnéz odrazi miru nardstu
tyrozinové fosforylace.

Po celou dobu pokusu byla pozorovana pfitomnost G i F aktinu ve
sttedni ¢asti bi¢iku, kde se jeho zastoupeni v pribéhu kapacitace nijak vyznamné

nemeénilo.

-

Obr. 4.5

a) G aktin v ¢ase kapacitace 0 min
b) G aktin v &ase kapacitace 90min
¢) F aktin v ¢ase kapacitace Omin

d) F aktin v &ase kapacitace 90min
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4.2.3 Stav akrozomalni reakce v prabéhu kapacitace in vitro

V pribéhu kapacitace in vitro byla pomoci kalcium ionoforu v asech
60, 120 a 180min indukovana akrozomalni reakce. Stav akrozomu kapacitovanych
spermii byl hodnocen pomoci PNA lektinu, ktery se specificky vaZe na tuto organelu a
je tedy markerem jeji pfitomnosti. Vzorky byly hodnoceny pomoci fluorescenéniho
mikroskopu. Ze ziskanych dat byla vypocitana primérna hodnota procenta buné€k po
akrozomalni reakci v daném ¢ase. V prube€hu kapacitace dochazelo k nértistu poctu
bun¢k po AR. V ¢ase 60min byla primérna hodnota bunék po AR piiblizn¢ 70% v ase
120min 83% a v ¢ase 180min 88%. Tento stav plné€ odpovida tomu, Ze s postupujici

dobou trvani kapacitace dochézi k nartstu schopnosti spermii projit indukovanou AR.

Akrozomalni reakce

100

% bunék po AR

60 120 180

¢as (min)

Obr. 4.6 graf akrozomalni reakce

Statistické zhodnoceni ziskanych vysledku sledovani indukované akrozomalni
reakce in vitro

Na zédkladé analyzy rozptylu bylo prokazano, Ze v prib&hu kapacitace in
vitro dochazi mezi 60 a 120min k signifikantnimu nardstu procenta bun¢k po
indukované akrozomalni reakci. Nebyl zaznamenan Zadny statisticky vyznamny rozdil

v narastu poétu bunék po indukované akrozomalni reakci mezi 120 a 180min pokusu.
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4.2.4 Viabilita a motilita spermii béhem kapacitace in vitro

Béhem celého pokusu byla pod mikroskopem v pravidelnych ¢asovych
intervalech kontrolovéna viabilita a motilita bunék. Stav spermii byl standardni pro

dany ¢as probihajici kapacitace po celou dobu pokusu.
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4.3 Vztah aktinu a spektrinu v kortikalnim cytoskeletu hlavicky
savcCi spermie a jejich pripadna interakce hodnocena pomoci
FRET analyzy

4.3.1 Lokalizace aktinu v hlaviéce spermie potkana

Ve spermii potkana se ndm pomoci imunofluorescen¢niho znaceni
podatilo lokalizovat pfitomnost F-aktinu jak v hlavi¢ce, tak v bi¢iku. V hlavi¢ce byl
aktin detekovan v apikalni ¢asti akrozomalni oblasti, ekvatoridlnim segmentu a post-

akrozomalni ¢asti. V bi¢iku bylo silné znaceni F-aktinu zaznamenano ptedev§im

oy owe

lokalizaci aktinu v hlavi¢ce sav¢i spermie.

Obr. 4.6 Spermie potkana Obr. 4.7 Spermie potkana

Zelen& — F-aktin Nomarski kontrast
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4.3.2 Lokalizace spektrinu v hlaviéce spermie potkana

Spektrin byl pomoci imunofluorescenéniho znaceni lokalizovan
v hlavi¢ce spermie potkana v kortikalnim cytoskeletu, v oblasti paraakrozomalniho
cytoskeletu a ekvatoridlnim segmentu. V bi¢iku byla pfitomnost spektrinu detekovana

v kréku spermie. Tyto vysledky potvrz

spektrinu v hlavi€ce sav¢i spermie.

Obr. 4.8 Spermie potkana Obr. 4.9 Spermie potkana

Zelen& — spektrin Nomarski kontrast

4.3.3 Dualni barveni aktinu a spektrinu v hlaviéce spermie potkana

Pomoci duélniho barveni byla zvyraznéna mista lokalizace aktinu a
spektrinu a detekovana mista vzajemné kolokalizace téchto dvou proteinti v hlaviéce
spermie potkana (viz obr. 4.10)

Obrazek A: zobrazena hlavicka spermie se zelené€ oznacenymi misty vyskytu spektrinu
a bile oznacenymi misty jeho kolokalizace s aktinem.

Na obrazku B: ¢ervené znacena mista lokalizace aktinu a bile mista kolokalizace se
spektrinem.

Obrazek C: slozen z obrazku A a B a zobrazuje mista pouze vyskytu aktinu (¢erveng),
pouze spektrinu (zelené) a mista kolokalizace obou proteint (bile).

Vysledky z obrazku C jsou pfeneseny do grafu, ve kterém jsou body kolokalizace obou
proteind zvyraznény vyse¢i. Dualni barveni tedy prokazalo vzajemnou kolokalizaci F-

aktinu a spektrinu v apikalni ¢asti hlavicky a kréku spermie potkana.
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Obr. 4.10 Kolokalizace aktinu a spektrinu v hlavi¢ce potkana

4.3.4 FRET analyza

Vzorky spermii ozna¢ené pomoci metody dualniho barveni byly
podrobeny FRET analyze. Donorem byl v tomto pfipadé€ aktin oznaceny phalloidinem
s navazanym fluoroforem Alexa fluor 568. Akceptorem byla sekundarni protilatka proti
krali¢imu IgG nesouci fluorofor Alexa Fluor 488 vazana na anti-spektrinovou
protilatku. Ug¢innost FRETu (FRET efficiency) byla mé&fena ve dvou mistech hlavi¢ky
spermie potkana, a to v kréku (connecting piece) a v apikalni ¢asti hlavi¢ky (sperm
head). Nejprve byla métena intenzita emisniho zafeni obou fluoroforti — tzn. donoru i
akceptoru. Poté byl akceptor pomoci silného osviceni laserem fotovybélen (tzv.
fotobleaching) a opét zméfena intenzita emisniho zafeni. Ve vice jak 50% ptipadil doslo
ve vzorcich po fotovybéleni (fotobleachingu) akceptoru k zvySeni hodnot emisniho

zafeni donoru a byla tak naméfena nenulova hodnota FRET eff. Ta byla pocitana
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pomoci nasledujiciho vzorce, kde Dpost znaci intenzitu zafeni donoru po fotovybéleni a

Dpre intenzitu zafeni donoru pted fotovyb&lenim:

Dpoct - Dpre
Dpou

U kontrolnich vzorkl bylo dvakrat provadéno opakované méfeni
intenzity emisniho zafeni donoru bez fotobleachingu akceptoru a byla vypoc¢itana FRET
eff. podle ptedchazejiciho vzorce. 75% méteni kontrolnich vzorki byla FRET eff.
nulova (viz obr. 4.11).

Z téchto vysledkt vyplyva, Ze aktin a spektrin jsou v hlavi¢ce spermie

v tésné blizkosti a Ze spolu s nejvétsi pravdépodobnosti interaguji.

ve B Sperm head
3 Bl Connecting piece
58 I Control

Count

0 1 2 3 4 5 6 7
Fret eff. [%]

Obr. 4.11 graf FRET efficiency
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4.4 Exprese CD46 na spermatogennich burnkach hlodavcu

4.4.1 Testovani protilatek proti proteinu CD46

Exprese proteinu CD46 byla testovana na spermiich potkana, laboratorni
my$i BALB/c, mySice a ¢lovéka. K prokazani exprese bylo vyuZito neptimého
imunofluorescen¢niho barveni pomoci protilatek ziskanych ve spolupraci se skupinou
prof. Johnsona z Univerzity v Liverpoolu. V nasledujici tabulce je seznam testovanych
protilatek a vysledk imunofluorescenéniho znaceni. Ptipady, kdy byl v akrozomalni
oblasti pozitivni signal jsou ozna¢eny symbolem ,,+*“. Naopak ptipady, kdy zadné
znaceni nebylo pozorovéno jsou v tabulce ozna¢eny symbolem ,,-“. Ve vSech ptipadech
se jednalo o specifické znaceni v oblasti akrozému. V ptipadé, Ze u né€které protilatky
bylo zaznamendno znaceni i jinde je toto v tabulce uvedeno v pozndmce. U zadné z niZe
uvedenych pouzitych protilatek nebylo zaznamenano znaceni u spermii mysice. Tyto
vysledky dokazuji, Ze u mysic nedochazi k expresi CD46.

Vybrané protilatky byly dale testovany na divokych myS$ich
odchycenych ve volné ptirodé (Mus musculus domesticus, M. m. musculus) a na tfech
druzich mysic (Apodemus sylvaticus, A. micorps, A. flavicollis). Vysledek téchto pokusi
byl shodny — exprese CD46 byla zaznamenéana pouze v akrozomalni oblasti zastupcti
rodu Mus nikoliv u zéstupct rodu Apodemus.

Z tohoto divodu byly vybrané protilatky pouZzity na kryofezy varlat
s cilem zjistit, zda k expresi CD46 u vybranych zastupct rodu Apodemus nedochazi
alespoil v prub&hu spermatogeneze a nasledné k jeho ptipadné degradaci na
maturovanych spermiich. Vysledky ziskané z imunofluorescen¢niho barveni fezii varlat
ukazaly, Ze u zastupcl rodu Mus dochazi ve varlatech k expresi CD46 na spermiich a
spermatidach v pozdni fazi spermateliozy. U fezl varlat vybranych zastupci rodu
Apodemus nebyl zaznamenam zadny pozitivni signdl dokazujici pfitomnost CD46

proteinu na spermatogenni burikach.
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Obr. 4.12 tabulka protilatek

Nepiimé imunofluorescenéni znaceni akrozomalni oblasti hlavi¢ky spermii

Testované protilatky Potkan | BALB/c | mysice ¢lovék poznamky
Mouse a-rat-CD46 IgG1 + i ) i
clone SF
Mouse a-rat-CD46 IgG1 + i i i
clone 9H
TRA.2.10 mouse a-human i ) i +
CD46
GB24 mouse a-human
CD46 - - - + AR +ES
E4.3 mouse a-human i i i +
CD46
H316 mouse a-human i i i + di
CD46 pozadi
pADb Rabbit a-human CD46 + - - + *
MM2 mouse a-rat CD46- + i i netestovAno
SCR1
MM3 mouse a-rat CD46- + i i netestovano
SCR1
MMS mouse a-rat CD46- + i i netestovano
SCR1
MM9 mouse a-rat CD46- + i i netestovano
SCR1
pAb Mouse a-rat CD46- netestovano *k
SCR1 blood i ) )
Rabbit a-bovine CD46 IS - - - netestovano
Rabb. a-bovine CD46 PS - + - netestovano
Rat a-mouse Crry/p65 - - - -
3DS5 rat a-mouse CDS55 - - - netestovano | precipitace
RDII 24 mouse a-rat CD55 + i i netestovano kA
(DAF) precipitace
Mouse a-rat MM2 + - - netestovano
Rabbit a-wood mouse + + i netestovano N
CD46 IS
Rabbit a-wood mouse netestovano
CD46 PS j ] ]
Rat a-rat CD46 pAb + + - netestovano
AR — Akrozomalni oblast, ES — Equatorialni segment, IS — imunni sérum,
PS — preimunni sérum
* spermie ¢lovéka a 30% spermii mySice - znaeni plazmatické membrény
hlavi¢ky spermie
*x Spermie potkana — ozna¢ena plazmaticka membrana hlavicky a bi¢ik
***  Spermie potkana — oznaCeny bi¢ik a ventralni strana apikalniho hacku hlavicky
Spermie BALB/c — oznacena stfedni ¢ast bic¢iku
ok ok ok
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Obr. 4.13 Spermie ¢lovéka Obr. 4.14 Spermie potkana

Zelent — CD46 Zelen& — CD46
Cervené — jadra Modfe - jadro

8.00 pm

Obr. 4.15 Spermie mys3i Obr. 4.16 Spermie mysi:

Zelen& — CD46 Cerven& — jadra
Cerveni — jadra
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Obr. 4.17 Rez varlaty my3i Obr. 4.18 Rez varlaty my3ice

Zelen& — CD46 Cervent — jadra

.

Cervené — jadra
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4.5 Uloha CD46 pri zachovani integrity akrozému savéi spermie

Vzhledem k tomu, Ze u mySic rodu Apodemus nedochazi k expresi
proteinu CD46 jsou mysice fenotypoveé shodné s CD46 knock outem, u kterého byl
prokazan zvyseny vyskyt spontanni akrozomalini reakce (INOUE et al., 2003). Z tohoto
divodu jsme se rozhodli porovnat vyskyt spontanni akrozomalni reakce u nami
studovanych zastupcti rodu Mus a laboratorni mysi BALB/c, kteti CD46 exprimuji, s
vybranymi myS$icemi rodu Apodemus, u kterych k expresi CD46 nedochézi.

Spermie odebrané z distalni ¢asti caudy epididymis byly inkubovany
v kapacita¢nim médiu. V pribéhu pokusu byly ve vybranych ¢asech 0, 20, 40, 60, 80,
100 a 120min odebirany vzorky spermii, u nichZ byl pomoci PNA lektinu hodnocen
stav akrozomu. Pod fluorescen¢nim mikroskopem bylo vzdy spocitano 2x nejméné 100
bunék a ziskané udaje byly zpracovany a vyneseny do grafu. Tyto pokusy prokazaly, Ze
u rodu Apodemus v porovnani s rodem Mus dochazi ke statisticky vyznamnému nartstu

neindukované akrozomalni reakce.
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Obr. 4.19 graf narGstu spontanni akrozomalni reakce
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Statistické zhodnoceni ziskanych vysledki sledovani vyskytu spontanni
akrozomalni reakce

Urovei vyskytu akrozomalni reakce je druhové specificka (ANOVA,
F=52,6, p<0.000001). Post hoc Tukey test ukazal, Ze vybrani zastupci rodu Mus maji
signifikantné niZ$i vyskyt akrozomalni reakce v porovnani s vybranymi zastupci rodu
Apodemus (A. microps p=0.02, A. flavicollis p=0.0004, A. sylvaticus p=0.0001, A.
agrarius p=0.0001). Dale nebyl zaznamenan zadny signifikantni rozdil ve vyskytu
akrozomalni reakce mezi Mus m. musculus, M. m. domesticus a BALB/c (p>0.71).

Stejné tak nebyl zaznamenan zadny rozdil mezi A. microps a A. flavicollis (p=0.79).
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4.6 Vysledky pri zavadéni novych metod
4.6.1 Sonikace

Jak jiz bylo uvedeno dfive v ramci vyzkumu provadéném v nasi
laboratofi se zabyvame studiem zmén tyrozinové fosforylace v pribéhu kapacitace,
které se odehravaji jak v hlavicce, tak bi¢iku. Na§ vyzkum je zaméfen vylu¢né na
hlavi¢ku sav¢i spermie, kterd se pfimo ucastni flize gamet, zatimco bi¢ik je prostfedkem
pro dopraveni spermie na misto oplozeni. Z tohoto divodu bylo nutné zavést metodu
sonikace, pfi niZ dochéazi k oddéleni hlavicek od biiki a jejich naslednému rozdéleni
pomoci centrifugace na percollovém gradientu na frakci bi¢ikid a hlavicek. To nam
umoziuje k né€kterym pokustim jako napfi. gelové elektroforéze vyuzit pouze jednu
z té€chto dvou frakci a studovat tak proteinové sloZeni ¢i zmény v tyrozinové fosforylaci

v prabéhu kapacitace pouze v hlaviéce ¢i pouze v bi¢iku.

Obr. 4.20 vzorek spermii po sonikaci

a) vzorek t&sné& po sonikaci — smé&s bi¢ikl a hlavi¢ek
b) frakce hlavi¢ek po rozdéleni na percollovém gradientu

c) frakce bi¢ikid po rozdéleni na percollovém gradientu
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4.6.2 SDS polyakrylamidova elektroforéza (ELFO)

V réamci studia zmén tyrozinové fosforylace v priibéhu kapacitace v nasi
laboratofi do budoucna planujeme vyuzivat metody ELFO. Ta by méla ptispét
k prikazné;jsi kvantifikaci zmén tyrozinové fosforylace v hlavi¢ce spermie za vyuziti
sonikace.
V ramci studia této metody se mné podatilo ziskat n€které dil¢i vysledky a informace o

vyskytu cytoskeletalnich proteind v sav¢i spermii.

MWr
250 kD
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s 25
i ot i 20
15

S T A

Obr. 4.21 Vysledek imunoblottingu
S — spektrin, T — alfa-tubulin, A — aktin, MWr - standardy molekulovych vah
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5. Diskuze

5.1 Vliv tyrozinové fosforylace na polymerizaci aktinu a
naslednou akrozomalni reakci v hlaviéce spermie v priabéhu
kapacitace in vitro

Tyrozinova fosforylace hraje béhem kapacitace velice dileZitou ulohu a
je nezbytnou prerekvizitou k tomu, aby sav¢i spermie byla schopna akrozomalni reakce
a splynuti s oocytem (VISCONTI ef al., 1995a). NaSe vysledky ukazuji, Ze béhem
prvnich 60min kapacitace in vitro dochazi v hlavicce spermie k naristu tyrozinové
fosforylace spole¢né s naristem aktinové fosforylace. Tyto poznatky koreluji s vysledky
BRENER et al. (2003), kteti prokazali, Ze mira tyrozinové fosforylace béhem
kapacitace plné odrazi miru aktinové polymerizace.

S pfibyvajici dobou kapacitace dochazi k postupnému nértstu vyskytu
tyrozinové fosforylace v hlavi¢ce savei spermie, nicméné tésné pred akrozomalni reakci
byla zaznamenana nahléa defosforylace tyrozin fosforylovanych proteint. Tento pokles
umoziuje aktivaci tzv. aktin severing proteint, které zprostredkuji depolymerizaci F
aktinu na G aktin, ¢imzZ je umoZnéno pfibliZzeni vng¢jsi akrozomalni a plazmatické
membrany a jejich fuze béhem AR (BRENER et al., 2003). Tato zjisténi potvrzuji i
nase vysledky, kdy jsme béhem pozdé;jsi doby kapacitace (vice nez 120min kapacitace
in vitro) zaznamenali pokles ve vyskytu tyrozinové fosforylace. Pokles tyrozinové
fosforylace odrazi mimo jiné i to, Ze béhem kapacitace vzriista schopnost spermii projit
indukovanou akrozomalni reakci in vitro.

V nasich pokusech byla tyrozinové fosforylace pozorovana pouze u
necelych 20% bunék. Tyto poznatky koreluji s pozorovanimi NIXON et al. (2006), ktefi
v ¢ase 90min kapacitace in vitro detekovali tyrozinovou fosforylaci v hlavi¢ce spermie
u 10 — 15% kapacitovanych spermii. Nicméné tyrozinova fosforylace byla zaznamenéana
téméF u vech spermii vazajicich se na zonu pellucidu, ale pouze u necelych 15% buné&k
pohybujicich se volné v médiu (ASQUITH et al., 2004). Z téchto pozorovani, lze
usuzovat, Ze selekéni tlak na kvalitu spermii béhem kapacitace je tak velky, Ze pouhych
15% bunék je schopno tyto naroky splnit a dosahuje takové kvality, Ze je schopno se

véazat na zonu pellucidu vajicka.
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Béhem kapacitace dochazi k postupné polymerizaci G-aktinu na F—aktin

ptedevsim v oblasti kortikalniho cytoskeletu hlavi¢ky spermie. Aktinové sité, zde
slouzi jako fyzické bariéra mezi vnéj$i akrozomalni a plazmatickou membranou branici
jejich fuzi a Gcastni se zde ptesunu fosfolipazy C z cytosolu spermie na plazmatickou
membranu. Aktinova polymerizace je béhem kapacitace fizena pomoci tyrozinové
fosforylace, jejiz nartist je pfimo imérny nartistu vyskytu F-aktinu v kortikalnim
cytoskeletu hlavicky spermie (BRENER et al., 2003). Tuto skute¢nost pln€ potvrzuji
nase vysledky, kdy jsme zaznamenali mezi 0-90min kapacitace nariist vyskytu jak
tyrozinové fosforylace tak polymerizace aktinu. Tésné pied akrozomalni reakci, dochazi
k nahlému poklesu ve vyskytu tyrozinové fosforylace a depolymerizaci F-aktinu zpét na
G-aktin, ¢imZ je umoZnéno piibliZzeni a fuze membran béhem tohoto procesu. Béhem
pozdnich fazi kapacitace jsme béhem naSich pokusii zaznamenali pokles vyskytu
tyrozinové fosforylace a depolymerizaci aktinu, coz je v souladu s diive publikovanymi
praci BRENER et al., (2003).

Kapacitace spermie a narlst tyrozinové fosforylace béhem tohoto
procesu jsou nezbytnym predpokladem k tomu, aby spermie byla schopna projit
akrozomalni reakci. V ptipadé, Ze je tyrozinova fosforylace zablokovéana spermie nejsou
schopné akrozomalni reakci podstoupit (LEYTON et al.,1992; PUKAZHENTHI et
al.,1998). V pribéhu naseho experimentu jsme pozorovali, Ze béhem kapacitace dochazi
k naristu schopnosti spermii projit indukovanou akrozomalni reakci. Tyto vysledky
plné koreluji s nasimi vysledky ziskanymi z pokust zaméfenych na pozorovéani zmén
tyrozinové fosforylace a aktinového cytoskeletu béhem kapacitace in vitro. Nicméné
mezi ¢asy 120-180min se ndm nepodafilo naméfit statisticky vyznamny nariist procenta
bunék po akrozomalni reakci. Divodem miize byt, Ze kalcium ionofor neni
fyziologickym induktorem tohoto procesu. Do budoucna by proto bylo pfinosné pouzit
jako induktor AR in vitro solubilizovanou zonu pellucidu a porovnat rozdily ve vyskytu
AR v ptipadé pouziti fyziologického a nefyziologického induktory akrozomalni reakce

in vitro.
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5.2 Vztah aktinu a spektrinu v kortikalnim cytoskeletu hlavicky
savcCi spermie a jejich pripadna interakce hodnocena pomoci
FRET analyzy

Aktin tvofici mikrofilamenta je jednim z hlavnich cytoskeletdlnich
proteinu vSech savéich bunék, kde hraje kli€¢ovou roli v jejich tvarovani, migraci a
interakci s extracelularni matrix (WATT, 1986; COOPER, 1991). Piitomnost aktinu
byla detekovéana rovnéz ve spermiich, kde se ucastni tak dilezitych procest jako je
spermatelidza, kapacitace a akrozomalni reakce. Aktin v buiikéch interaguje z velkym
mnozstvim tzv. aktin vazajicich proteint, které mu umoziiuji a pomahaji plnit jeho
zéakladni funkce. Mezi tyto proteiny je fazen 1 spektrin, jehoZ ukolem v somatickych
burikach je udrZovat aktin ve filamentalnim stavu a kotvit ho na plazmatickou
membranu (BRODERIC a WINDER, 2005). Aktin spole¢né se spektrinem jsou
v somatickych burikach duleZitou souc¢ésti kortikalniho cytoskeletu nachézejiciho se
tésn¢ pod plazmatickou membranou, jehoz hlavni funkei je udrzovat integritu a
flexibilitu PM a tim celé buiiky (ELGSEATER et al., 1986). Ackoli pfitomnost
spektrinu ve spermiich byla rovnéZ detekovéna, jeho vztah s aktinem v téchto zcela
unikatnich bunikéach, nesoucich fadu specifickych vlastnosti, nebyl doposud objasnén.

Pro na$ vyzkum vztahu aktinu se spektrinem v hlavi¢ce sav¢i spermie
jsme si zvolili jako modelovy organizmus laboratorniho potkana. Z dfive publikovanych
praci vyplyvalo, Ze lokalizace aktinu a spektrinu je v hlavicce sav¢i spermie velmi
obdobna (VIRTANEN et al., 1984; YAGI a PARANKO, 1995; PALECEK et al., 1995;
HERNENDEZ-GONZALEZ et al., 2000; DVORAKOVA et al., 2005).

Nejprve jsme se rozhodli potvrdit vzéjemnou kolokalizaci aktinu a
spektrinu v hlaviéce spermie potkana pomoci dualniho imunofluorescen¢niho znaceni.
Vysledky nasich pokusd ukazuji, Ze v hlaviéce spermie potkana dochazi ke kolokalizaci
aktinu a spektrinu v kortikalnim cytoskeletu a kr¢ku.

K prokazani vzajemné interakce aktinu a spektrinu jsme vyuzili
pokrocilé konfokalni techniky tzv. FRET (Forster nebo Fluorescence Resonance Energy
Transfer) analyzy, diky niZ se ndm u vice nez padesati procent vzorkid podatilo
prokazat vzajemnou interakci téchto dvou proteint.

FRET analyza je technika mimo jiné pouzivana k méfeni interakce mezi
dvéma molekulami s navazanymi dvéma odliSnymi fluorofory - donorem a akceptorem

(BERNEY a DANUSER, 2003). Forster resonance energy transfer (FRET) je proces pii

80



némz dochazi k pfenosu energie z donoru v excitovaném stavu na sousedni molekulu
akceptoru. Nositelem prenaSené energie v tomto piipade€ neni elektromagnetické zareni,
ale jedné se o specificky druh interakce mezi dvéma dipoly (Forster, 1948). K tomu aby
se prenos mohl uskute¢nit musi byt molekuly donoru a akceptoru v té€sné blizkosti tzn.
ve vzdalenosti mezi 0,002-0,01um. Z ¢ehozZ vyplyva, Ze pokud k FRET dochazi, jsou
proteiny vazajici protilatky nesouci donor a akceptor natolik blizko, Ze spolu interaguji.

Ackoli se ndm podafilo prokézat vzajemnou interakci aktinu a spektrinu
v hlavi€ce sav¢i spermie u vice nez 50% meétenych vzorkd, nenaméfili jsme zZadnou
konkrétni hodnotu FRET efficiency, ze které by $lo vypocist pfesnou vzdalenost téchto
dvou cytoskeletalnich proteini. Nekonzistentnost vysledk je pravdépodobné
zpusobena né€kolika faktory. Hlavnim diivodem je predevs§im fyzikéalni podstata této
metody. Vysledky jsou velmi ovlivnény rovinou zaostfeni, ve které je méfeni
provadéno. To se u kazdé bunky nastavuje nové a proto neni a ani nemtiZze byt shodné.
Dalsim problémem je vzdalenost epitoptl, na které se protilatky nesouci fluorofor vazi a
samotna konformace proteint. Tyto dva faktory mohou zpusobit, Ze ackoli jsou oba
studované proteiny v naprosté blizkosti fluorofory jsou od sebe natolik vzdaleny, Ze je
vysledna hodnota FRET eff. velice nizkd. Poslednim vysvétlenim je, Ze spektrin okolo
aktinu muze vytvaret klastry, ¢imz je znemoznéno spravné zaméfit laser na oba
fluorofory a naméfit spravnou hodnotu FRET eff. Tvorba spektrinovych klastrii okolo
filament aktinu byla prokazana v pokusech in vitro skupinou RAAE et al. (2003).

Do budoucna planujeme vysledky ukazujici na existenci interakce aktinu
a spektrinu v hlavi¢ce sav¢i spermie ziskané z FRET analyzy potvrdit pomoci

imunoprecipitace.

5.3 Exprese CD46 na spermatogennich burikach hlodavcu a
uloha CD46 pri zachovani integrity akrozomu sav¢i spermie

Exprese CD46 (MCP;membrane cofactor protein) byla detekovana v
hlavicce sav¢i spermie. Nicméné u clovéka se tento protein nachdzi na vSech jadernych
burik4ch, kde slouZi jako ochrana proti pisobeni komplementu. Vzhledem k tomu, Ze u
spermii dochdzi k expresi unikatni izoformy CD46 na akrozomdalni membréang, CD46
epitop je vystaven vnéj§imu prostredi reprodukéniho traktu samice az po Uspé$né
probehlé akrozomalni reakci, zd4 se, Ze v procesu oplozeni bude loha tohoto proteinu

jina neZ u somatickych bunék.
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Pouziti protilatek proti SCR 1(first short consensus repeat) ektodoméné
CD46 vede u spermii ¢loveka k zablokovani jejich vazby na oocyt zbaveny zony
pellucidy a nasledné i k znemoZznéni fize membran vajicka a spermie. Tyto poznatky
vedly k domnénce, Ze je CD46 protein kandidatni molekulou na vazbu s vaje¢nym
povrchovym proteinem CD9, ktery je zodpovédny za vazbu spermie na vajicko. Z toho
divodu se pozornost mnoha védeckych tymi zameéfila pravé na tento protein.

Zpisobem, jak prokazat nepostradatelnost CD46 v procesu oplozeni bylo
vytvorit mys§i CD46 knock out, u néjZ by nedochazelo k expresy tohoto proteinu. To se
podatilo skupiné prof. Okabe (INOQUE er al., 2003). Prekvapiveé se ukazalo, ze CD46
knock out neni sterilni, ale naopak vykazuje zvySenou fertilitu v porovnani
s normalnimi jedinci svého druhu. Déle byl u CD46 knock out zaznamenan nérust
spontanni akrozomalni reakce.

Hodnoty vyskytu spontanni akrozomalni reakce u CD46 knock out velice
uzce korelovaly s hodnotami vyskytu spontanni akrozomalni reakce u mysice rodu
Apodemus, ktery v té dobé¢ byl pfedmétem intenzivniho studia nasi skupiny (MOORE e¢
al., 2002). Toto zjisténi bylo podnétem k zahdjeni studia exprese proteinu CD46 v nasi
laboratofi ve spolupraci s univerzitou v Liverpoolu.

Pomoci testovani série riznych protilatek se nam podatilo zjistit, Ze u
nami testovanych mysic rodu Apodemus nedochézi na epididymalnich spermiich
k expresi CD46. Naproti tomu na epididymalnich spermiich mysi rodu Mus k expresi
proteinu CD46 dochazi. Skupina prof. Johnsona z univerzity v Liverpoolu prokazala, Ze
u mysic (Apodemus) je gen pro CDA46 piitomen, ale nedochazi k jeho translaci a tudiz
ani expresi. Bylo zjiténo, Ze u téchto mysic dochazi k alternativnimu splicingu
transkriptu pro CD46 a vznikaji tak dvé jeho izoformy. U jedné z téchto izoforem chybi
exony 5-7 a u druhé 5 a 6. To ma za nasledek znemoznéni translace testikularni mRNA
pro CD46 (submited Reproduction).

Pomoci neptimé imunofluorence jsme testovali pfitomnost CD46 ve
varlatech mysic a mysi (Mus). Cilem téchto pokusti bylo ovéfit, zda k expresi CD46 u
mysSic opravdu nedochdzi, nebo zda je CD46 exprimovan, ale v pribéhu
spermatogeneze dochazi k jeho degradaci. Podatilo se nam prokazat, Ze u mySic
k expresi CD46 ve varlatech nedochazi a Ze u mysi se na spermatogennich burikach
protein CD46 objevuje az v pozdni fazi spermateliézy pravdépodobné v dobg, kdy

dochazi k formovani akrozému.
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Testovani vyskytu akrozomalni reakce v prubéhu kapacitace ukazalo, Ze
u mysic dochazi k vyraznému néristu neindukované akrozomalni reakce v porovnani se
zastupci mysi. Z téchto poznatkil vyplyva, Ze by protein CD46 mohl v hlaviéce savéi
spermie hrat dalezitou roli v udrZovani integrity akrozomu. Zptsob jakym ptitomnost
CDA46 prispiva ke stabilité akrozomu neni zfejma. Zda se, Ze stimulace CD46 by mohla
vést k aktivaci protein kindz, jeZ ma za nasledek zahdjeni reorganizace aktinového
cytoskeletu (WONG et al., 1997). Dalsi moznosti je, Ze se CD46 v hlavicce savéi
spermie vazZe na betal integriny, ptes které je neptimo asociovan s kortikalnim
cytoskeletem obklopujicim akrozém (LOZAHIC et al., 2000; KURITA-TANIGUCHI
etal.,,2002; REZCALLAH et al., 2005).

Zodpovédet otazku jakym zpiisobem dochazi pomoci CD46 ke

stabilizaci akrozomalni membrany je cilem naseho budouciho vyzkumu.

5.4 Shrnuti

Cilem této prace bylo prispét k pochopeni molekuldrnich mechanizmi
chovéni spermie pfed oplozenim. Jako modelové organizmy byli zvoleni zastupci ¢eledi
Muridae. Snazili jsme se o komplexni pfistup, ktery by shrnoval kli¢ové déje
odehravajici se ve spermii pred fuzi s oocytem. Sttedem naseho zajmu byla vyhradné
hlavi¢ka, jako ¢ast spermie, ktera se ptimo ucastni oplozeni oocytu a je nositelem
genetické informace této unikatni buriky. Mezi déje hrajici zasadni roli v pribéhu
kapacitace patii zmény ve vyskytu tyrozinové fosforylace béhem tohoto procesu.
Pomoci tyrozinové fosforylace jsou fizeny déje jako remodelace aktinového cytoskeletu
a akrozomalni reakce. Dynamiky zmén aktinového cytoskeletu béhem kapacitace se
ucastni mnozstvi aktin vazajicich proteind. Z tohoto divodu je porozuméni vztahu
aktinu a spektrinu, které tvoii soucast kortikalniho cytoskeletu hlavicky spermie, velice
dilezité. Integrita akrozomalniho vacku je ptimo zavisla na uspofadani aktinového
cytoskeletu pomoci vazeb na transmembranové proteiny akrozomalni membrany. CD46
je kandidatem na jeden z téchto vazebnych proteint. Pochopeni role CD46 v procesu
oplozeni je proto diilezité pro porozuméni molekularnich mechanizmi stabilizace

akrozomalniho vacku, akrozomalni reakce a oplozeni.
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6. Zaver

Ad 1. Vliv tyrozinové fosforylace na polymerizaci aktinu a ndslednou akrozomdlni

reakci v hlavicéce spermie v pribéhu kapacitace in vitro

e Béhem prvnich 60 min kapacitace in vitro dochazi k nartstu tyrozinové
fosforylace a nasledné k jejimu poklesu, coz koreluje s pfipravou spermie na AR

e Aktinova polymerizace v pribéhu kapacitace in vitro plné odrazi miru
tyrozinové fosforylace

e S piibyvajici dobou kapacitace in vitro vzrusta schopnost spermii projit

indukovanou AR

Ad 2. Vztah aktinu a spektrinu v kortikdlnim cytoskeletu hlavicky savei spermie a

Jjejich pFipadnad interakce hodnocend pomoci FRET analyzy

e F-aktin je lokalizovan v apikalnim kortikalnim cytoskeletu hlavicky spermie, v
ekvatoridlnim segmentu, post-akrozomalni ¢asti a v kréku spermie

e Dvoji znaceni prokazalo vzéjemnou kolokalizaci F-aktinu a spektrinu v apikalni
¢asti hlavicky a kre¢ku spermie potkana

e Interakce t€chto dvou proteint v hlavicce spermie potkana métena pomoci

FRET analyzy byla prokézana u vice nez 50% vzorka

Ad 3 a 4. Exprese CD46 na spermatogennich burikdch hlodavci a uloha CD46 pFi

zachovdni integrity akrozomu savci spermie

e Lokalizovali jsme CDA46 ve spermatidach a spermiich mysi (BALB/c, Mus
musculus musculus, M. m. domesticus)

o Zjistili jsme nepiitomnost CD46 ve spermatidach a spermiich mySice rodu
Apodemus (A. sylvaticus, A. flavicollis, A. microps)

e Absence CD46 koreluje s narstem akcelerované akrozomalni reakce z ¢ehoz

vyplyva, Ze CD46 se pravdépodobné podili na udrzeni integrity akrozomu.
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