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KASUTATUD LUHENDID

AGSS3 - activator of G-protein signaling 3

AR — acrosome reaction - akrosomaalreaktsioon

AR — androgen receptor - androgeeni retseptor

AT1-R —angiotensin Il Type | receptor - angiotensiin II tiilip I retseptor

BSA — bovine serum albumin — veise seerumalbumiin

CAMP — cyclic adenosine monophosphate — tsiikliline adenosiinmonofosfaat

CP —chloramphenicol - klooramfenikool

DAG - diacylglycerol - diatstiilgliitserool

DAPI - 4,6-diamidino-2-fentiilindool

DAZ - deleted in azoospermia-associated protein 1

DEPC - dietiiiilptirokarbonaat

EGFR - epidermal growth factor receptor - epidermaalse kasvufaktori retseptor

ES - ectoplasmic specialization - ektoplasmaatiline spetsialiseeritus

ES - embryonic stem cells - embriionaalsed tiivirakud

FAC analiitis — fluorescence-activated cell analyse— ldbivoolu tsiitofluoromeetriline analiiiis
FSH - follicle-stimulating hormone - folliikuleid stimuleeriv hormoon

GAP — GTPase-activating protein — GTPaasi aktiveeriv valk

GDI - guanosine nucleotide dissociation inhibitors — guaniini nukleotiidi dissotsiatsiooni
inhibiitor

GEF - guanine nucleotide exhange factor — guaniini nukleotiidivahetusfaktor

GnRH - gonadotropin-releasing hormone

GPCR — G-protein coupled receptor - G valkudega seotud retseptor

GPR-1/2 - G protein regulator 1/2

HEPES - 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid

HPRT - hypoxanthine-guanine phosphoribosyltransferase - hiipoksantiin guaniin
fosforibostiiil transferaas

HSA — human serum albumin — inimese seerumalbumiin

LGN - G-protein signalling modulator 2

LH - luteinizing hormone - luteiniseerivat hormooni

LHR - luteinizing hormone receptor - luteiniseeriva hormooni retseptor

MAP kinaas - mitogen-activated protein kinase - mitogeen-aktiveeritud proteiinkinaasid
NFDM - non-fat dry milk

NUuMA - nuclear Mitotic Apparatus Protein



PAR - partitioning defective protein

PBS - phosphate buffered saline

PBT — phosphate buffered saline + Tween 20

PFA - paraformaldehiiiid

PGC - primordial germ cells - tirgsed idurakud

PI13K - phosphoinositide 3-kinase - fosfatidiiiilinositool-3-kinaas
PINS - partner of inscuteable

PIP; - Phosphatidylinositol (3,4,5)-triphosphate - fosfatidiiiilinositool-3,4,5-trifosfaat
PKA - protein kinase A — proteiinkinaas A

PKC — protein kinase C - proteiinkinaas C

PLC — phospholipase C - fosfolipaas C

PLD - phospholipase D - fosfolipaas D

PP1y2 — protein phosphatase 1 y2 - proteiin fosfataas 1 y2

PR — progesteron receptor - progesterooni retseptor

RGS - regulator of G-protein signaling — G valkude signaliseerimise regulaator
RGS14 —regulator of G protein signaling 14

RIC-8 - Resistance to Inhibitors of Cholinesterase 8

SAC — soluble adenylate cyclase - lahustuv adentiliiiltsiiklaas
SCF - stem Cell Factor

SDS - sodium dodecyl sulfate

SOC - store-operated calcium

SSC — spermatogonial stem cells - spermatogoonsed tiivirakud
ZP —zona pellucida

ZP3 - zona pellucida glycoprotein 3

ZP4 - zona pellucida glycoprotein 4

ZRK - zona receptor kinase

TBC - tubulobulbar complexes - tubulobulbaarsed kompleksid
TBS - tris buffered saline



SISSEJUHATUS

Elujoulise embriio arenemise koige tdhtsamaks eelduseks on terved isas- ja emassugurakud.
Isassuguraku ehk spermi ja emassuguraku ehk munaraku tihinemine saab teoks vaid juhul kui
nende rakkude areng on toimunud normaalsetel tingimustel ja selles puuduvad kdrvalekalded.
Hiélbed sugurakkude normaalses arengus vodivad tuleneda nii organismi iimbritsevast
keskkonnast, kui olla pdhjustatud geneetiliste tegurite poolt. Kodrvalekallete tulemusena voib
isasorganismide viljatus véljenduda nditeks védhenenud seemnerakkude hulgana ehk
oligozoospermiana voi seemnerakkude tiieliku puudumisena ehk azoospermiana.

Selleks, et sperm suudaks edukalt 1dbida emassuguteed, jouda kiipse munarakuni ning
selle viljastada, peab ta olema suuteline libima munarakku {imbritseva kiirpdrja ehk
cumulus’e rakud ja rebukesta ehk zona pellucida. Selle keerulise teeckonna ldbimine ja
munaraku viljastamine on soltuv spermi-spetsiifilistest protsessidest nagu kapatsitatsioon ja
akrosomaalreaktsioon. Kapatsitatsiooni kéigus toimuvad spermides keerulised biokeemilised
ja fiisioloogilised muutused, mille tulemusena muutub sperm viljastamisvdimeliseks. Peale
kapatsitatsioonil ~ toimuvate  {imberkorralduste, peab sperm lisaks ldbima ka
akrosomaalreaktsiooni, mille tulemusena vabanevad spermi peaosas asuvast akrsoomist
hiidroliiiitilised ensiiimid, mis tagavad tema Ildbitungimise munarakku iimbritsevast
rebukestast. Nende protsesside edukaks kulgemiseks peavad omavahel koordineeritult
funktsioneerima hulk erinevaid molekulaarseid faktoreid.

RIC-8 on valk, mis toimib organismides guaniini nukleotiidivahetusfaktorina G-
valkude a-subiihiku suhtes, seondudes GDP vormis oleva Ga subiihikuga ning stabiliseerides
selle iileminekuvormi. Varasemalt on teada, et RIC-8 mingib olulist rolli mitmetes
bioloogiliselt tdhtsates protsessides nagu nditeks rakujagunemine, singaaliiilekanne,
nérvislisteemi areng ning rakkude migratsioon. Vaatamata iiha uutele avastustele RIC8
funktsiooni kohta erinevates mudelorgansimides on hetkel vdga vihe teada tema rollist
imetajatel. Hiirel on RIC8 olemasolu varajases embriiogeneesis absoluutselt vajalik. RIC8
puudus on embriionaalselt letaalne. Hilisemas arengus mingib RICS8 rolli nédrvisiisteemi
arengus ja taiskasvanud narvisiisteemis signalisatsiooni regulatsioonis.

Kéesoleva magistritdd eesmérgiks oli uurida RIC8A valku inimese isassugurakkudes.
Tépsemalt kirjeldada RIC-8 valgu inimese homoloogi RIC8A funktsiooni ja ekspressiooni
inimese spermides kapatsitatsiooni protsessi kdigus.

Magistritood teoreetilises osas antakse erialase kirjanduse pdhjal iilevaade imetajate

spermatogeneesist, spermiogeneesist, kapatsitatsioonist ja akrosomaalreaktsioonist. Eraldi



kasitletakse valgu translatsiooni spermides. Lisaks antakse iilevaade GEF RIC-8 peamistest
bioloogilistest funktsioonidest erinevates mudelorgansimides.
Magistritod eksperimentaalses osas iseloomustatakse detailselt RIC8A ekspressiooni

ja lokalisatsiooni diinaamikat spermide kapatsitatsiooni protsessi erinevatel etappidel.



1. KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1. G-valkude vahendatud signaaliiilekanne

G-valgud on guaniini nukleotiidi siduvad valgud, mis toimides molekulaarse liilitina
vahendavad viliskeskkonnast tulnud signaali iilekannet rakku. G-valkude seondumine
guanosiin trifosfaadiga (GTP) muudab valgu aktiivseks ning seondumine guanosiin
difosfaadiga (GDP) inaktiveerib valgu. G-valgud omavad sisemist GTP-aasset aktiivsust ning
nad voivad esineda monomeerse a- subiihikuna voi moodustada heterotrimeerse kompleksi,
mis koosneb a-, B-, y- subiihikutest (Offermanns, 2003). G- valkude aktiivsust reguleerivad
membraanis asuvad G-valkudega seotud retseptorid (GPCR), mis ligandi seondumisel
toimivad temaga seondunud G-valgu a-subiihiku suhtes guaniini nukleotiidi vahetusfaktorina
(GEF). GTP seondumise tagajérjel heterotrimeerne kompleks laguneb, eralduvad Ga ning
GPy- subiihikud (Wall jt., 1995), mis osalevad niiteks fosfolipaas C, adeniiliiiiltsiiklaasi,
ioonkanalite ja teiste signaaliradade komponentide regulatsioonil (Logothetis jt., 1987;
Smrcka ja Sternweis, 1993; Hippe jt., 2013). Signaalililekanne lakkab, kui Go. GTP-aasne
aktiivsus hiidroliiiisib GTP iilemineku GDP’ks ning inaktiveeritud Go on uuesti voimeline
moodustama heterotrimeerse kompleksi GPy’ga.

Paljud GPCR poolt aktiveeritavad heterotrimeersed G-valgud on a- ja y- subiihikute
kaudu ankurdatud plasmamembraani sisemise osa kiilge. Selleks on nende subiihikute amino-
terminus Kkovalentselt modifitseeritud miristiinhappe jddgiga (Preininger jt., 2012).
Membraanile seostumist vOimendab lisaks miiristiileerimisele ka tsiisteiinijadkide
palmitiileerimine (Evanko jt., 2001).

G-valke Kklassifitseeritakse vastavalt nende koosseisus oleva a-subiihiku
aminohappelise jarjestuse alusel rithmadesse Gs, Gi, Gq ja Gi2 (Simon jt., 1991). Iga riihm
sisaldab endas paljusid erinevaid a- subiihiku isovorme. Niiteks Gos subiihikud aktiveerivad
adeniiliiiiltsiiklaasi ja Ca®" kanaleid (Watts jt., 2001). Siia riithma kuulub ka haistmisepiteelis
ekspresseeruv Gags (Chan jt., 2011). Laialdaselt ekspresseeritud Ga; subiihikud inhibeerivad
adentiliiiiltsiiklaasi ja reguleerivad ioonkanaleid. Gog subiihikud aktiveerivad fosfolipaas Cf3
(Taylor jt., 1991). G1, riihma kuuluvad Goi2 ja Goys osalevad RhoGEF — Rho signaalirajas,
mis kontrollib raku motiilsust (Suzuki jt., 2009).

Ga GTP-aasne aktiivsus on reguleeritud RGS (Regulators of G-protein Signaling)
valkude poolt, mis sisaldavad endas G-valkude vahendatud signalisatsiooni
regulaatordomeeni ning seovad eelistatult Go-GTP vormi (Berman jt., 1996). Nad omavad Ga

suhtes GTP-aasi aktiveerivat (GAP) aktiivsust, kiirendavad GTP hiidroliiiisi ning sellega ka
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signaali lakkamist. Selle tulemusena saab GDP-vormis olev Ga alustada uut tsiiklit (Berman
jt., 1996).

1.2. Guaniini nukleotiidivahetusfaktor RIC-8

Neuronite tsiitoplasmas paiknevat RIC-8 (ka Synembryn, RIC-8A; Resistance to Inhibitors of
Cholinesterase) valk avastati esmakordselt mudelorganismi Caenorhabiditis elegans’i
mutante uurides, kus kasutati atsetiiiilkoliinesteraasi inhibiitorina ravimit Aldicarb (Miller jt.,
2000). Aldicarb-resistentsete nematoodide geneectilised uuringud néiitasid, et RIC-8 on
votmekomponendiks Goo-Gog valkude poolt vahendatud neurotransmitterite sekretsioonis.
Sarnaselt Gag ja Gos mutantsetele nematoodidele on ric-8 mutantidel liikumine, munemine ja
kehapainutusvdoime vihenenud (Miller et al., 2000; Schade et al., 2005)

RIC-8 on konserveerunud valk, mis talitleb organismides guaniini
nukleotiidivahetusfaktorina (Tall et al., 2003). GEF’id seonduvad inaktiivsete GDP vormis
olevate G-valkudega ja stimuleerivad neis GDP vabanemise, stabiliseerides sellega Ga
subithiku nukleotiidivaba tileminekuvormi (Coleman jt., 1994). Multifunktsionaalne RIC-8
osaleb mitmetes bioloogilistes protsessides, nagu signaali-iilekanne (Miller jt., 2000; Malik
jt., 2005; Reynolds jt., 2005; Schade jt., 2005; Nishimura jt., 2006; Wang jt., 2007; Fenech jt.,
2009; Oner jt., 2013), rakujagunemine (Miller ja Rand, 2000; Afshar jt., 2004; Couwenbergs
jt., 2004; Afshar jt., 2005; David jt., 2005; Hampoelz jt., 2005; Wang jt., 2005; Woodard jt.,
2010), varane areng (Nagayoshi jt., 2008; Tonissoo jt., 2010; Kanesaki jt., 2013),
nérvisiisteemis (Tonissoo jt., 2003; Vellano jt., 2010; Maldonado-Agurto jt., 2011), rakkude
migratsioonis (Wang jt., 2011), adhesioonis (Amoureux jt., 2012 ; Ma jt., 2012) ning lisaks
funktsioneerib ka G-valkude molekulaarse tSaperonina (Gabay jt., 2011; Thomas jt., 2011;
Chan jt., 2013).

Imetajates on kirjeldatud kaks RIC-8 ortoloogi - RIC8A ja RIC8B. RIC8B omab
sarnaselt RIC8A’ga retseptor-sdltumatut GEF aktiivsust, seondudes monomeersete GDP-
vormis olevate Ga-subiihikutega ja kataliiiisides neis nukleotiidivahetust. Erinevalt RIC8A’st,
mis omab GEF aktiivsust  Goijoqu213- subiihikute  suhtes, kataliiisib RIC8B
nukleotiidivahetust Goggoir13 - subtihikute suhtes (Tall jt., 2003; Chan jt., 2011). RIC8B ja
Gayir ekspresseeruvad molemad sellistes aju piirkondades nagu striatum, nucleus accumbens,
haistekobrukestes ning haistmisepiteelis (Von Dannecker jt., 2005; Chan jt, 2011).
Olfaktoorne signaalililekanne kéivitub, kui olfaktoorsetes neuronites toimub 16hnamolekuli
seondumine retseptoriga. Retseptori aktiveerimisel seondub sellega spetsiifiline Gogr Valk,

mis omakorda aktiveerib adeniiliiiiltsiiklaasi (Buck, 2000). RIC8B funktsioneerib selles
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signaalirajas signaali vdoimendajana, aktiveerides Gooi valku ja soodustades sellega CAMP
tootmist (Von Dannecker jt., 2005).

1.2.1. RIC-8 osalemine rakusiseses signaaliiilekandes

G-valkude vahendatud signaaliiilekanderajad jaotatakse vastavalt mehhanismile kanooniliseks
ja mittekanooniliseks signaalirajaks. Kanooniline G-valgu vahendatud signaaliiilekanne
toimub membraani seitse korda ldbiva G-valguga seotud retseptori (GPCR) vahendusel, kus
ligandi seondumine kéivitab retseptori GEF aktiivsuse, mis pdhjustab G-valgu a-subiihikuga
seotud GDP iilemineku GTP vormi ja dissotsieerumise GPy heterodimeerist (Neer, 1995).
Eraldunud subiihikud seonduvad jargmiste effektormolekulidega ja vahendavad sellega
signaaliiilekannet. Seejérel hiidroliitisib Ga- subiihiku sisemine GTP-aasne aktiivsus GTP ja
tekkinud Goa-GDP assotsieerub uuesti GBy dimeeriga, moodustub Ga-GDP-GBy kompleks
ning signaalililekanne lakkab (joonis 1A). Mittekanooniline signaaliiilekanne toimub
retseptor-sdltumatult, kus Ga-subiihiku nukleotiidivahetust viivad ldbi tsiitoplasmaatilised
GEF aktiivsuset omavad valgud (joonis 1B). Uheks selliseks valguks on RIC-8, mis seondub
GDP vormis oleva Ga-subiithikuga. RIC-8 GEF aktiivsus aitab vabastada GDP, tekitades
stabiilse nukelotiidivaba tilemineku kompleksi kuni GTP seondumiseni, mis omakorda
vabastab RIC-8 kompleksist ja aktiveerib uuesti Ga (joonis 1B; Tall jt., 2003; Tall ja Gilman,
2004; Wilkie ja Kinch, 2005; Fenech jt., 2009). Kuna Ric-8A ei tunne dra heterotrimeerses
olekus Ga-GDP’d, siis ta otseselt ei konkureeri G-valk seoselise retseptoriga (Tall jt., 2003).
GEF RIC-8 vdib toimida G valkude poolt vahendatud signaali vdimendajana. Seondudes
monomeerse Ga-GDP’ga enne heterotrimeerse Ga-GDP-fy kompleksi tekkimist ja signaali
16petamist, reaktiveerib RIC-8 Go pikendades ja vodimendades iiksiku G-valgu poolt
vahendatud signaali (Tall jt., 2003). Hiire maitserakkudes on ndidatud, et RIC-8 interakteerub
otseselt Ga-gustduktiini ja Gojp’ga, vOimendades hTas2R16 (Human receptor for bitter
tastant salicin) signaali transduktsiooni (Fenech jt., 2009). RIC-8 imetajate homoloogi RIC8A
sarnast rolli signaalivdimendajana on nididatud Gog-seotud GPCR- vahendatud

signaaliiilekandes intaktsetes inimese 293T rakkudes (Nishimura jt., 2006).
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Joonis 1. Kanooniline ja mittekanooniline G-valkude poolt vahendatud signaalirada. A. Kanoonilises
signaalirajas aktiveeritakse heterotrimeerne G-valk ligandi seondumisel GPCR’ga retseptori GEF aktiivsuse
poolt. Ga GTP-aasset aktiivsust aktiveerivad GAP valgud. B. Mittekanoonilises singaalirajas aktiveeritakse
heterotrimeerne G-valk retseptor- sodltumatult. GDI valgud seonduvad Go-GDP’ga  ning a-subiihiku
aktiveerimist viib 14bi GEF aktiivsust omav RIC8. Gua GTP-aasset aktiivsust aktiveerivad GAP valgud.
Liithendid: GPCR, G-valk seotud retseptor; GEF, guaniini nukleotiidivahetusfaktor; GAP, GTPaasi aktiveeriv

valk; GDI, guaniini nukleotiidi dissotsiatsiooni inhibiitor (modifitseeritud Yu jt., 2006 jargi).

Retseptor-sdltumatu G-valkude vahendatud signalisatsiooni iilekande regulaatorid,
nagu nditeks imetajate valk LGN (G-protein signalling modulator 2) (Mochizuki jt., 1996) ja
selle paraloog AGS3 (Activator of G-protein signaling 3), talitlevad guaniini dissotsiatsiooni
inhibiitoritena (GDI), seondades GDP vormis oleva Go-subiihiku ning aktiveerides sellega
Gpy-vahendatud signaalililekande (joonis 1). Need valgud sisaldavad amino-terminuses
tetratrikopeptiid-kordusi (TPR), mis vahendavad valk-valk interaktsioone, ja karboksii-
terminuses G-valgu regulatoorseid (GPR) ehk GoLoco kordusi, mille vahendusel toimub
seondumine G-valkude a-subiihikuga (Peterson jt., 2000; Adhikari ja Sprang, 2003).

Kasutades rekombinantseid valke, on leitud, et Ric8A kataliilisib nukleotiidivahetust
Goi;-GDP-AGS3 kompleksist. Kusjuures Ric8A on voimeline seonduma nii Gaj;-GDP kui ka
AGS3-Gaj-GDP kompleksidega (joonis 2; Thomas jt., 2008). Ric8A vahendatud Goi;-
subiihiku guaniini nukleotiidi seondamistsiikkel toimub viie-astmelise mudeli jargi: 1) GTP
lisandumisel Ric8A-Goi; kompleksile moodustub Ga;j:-GTP ja vaba Ric8A (Joonis 2%); 2)
jargnevalt toimub GAP valgu seondumine ja GTP hiidroliiis, GAP valk eraldub, mille

tulemusena tekib Gai;-GDP (Joonis 2%): 3) Gai;-GDP kompleks seondab AGS3 vdi Ric8A
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(kui toimub seondumine Ric8A’ga, siis algab tsiikkel uuesti esimesest etapist; joonis 2°); 4)
vaba Ric8A seondub AGS3-Gai;-GDP kompleksiga (joonis 2*); 5) kolmikkompleks laguneb,
Ric8A Kataliiiisib GDP vabanemise ning moodustub uuesti Ric8A-Gaj; kompleks (Joonis 2°;
Thomas jt., 2008).

A:Ga*GDP:R Ga*GTP
GDPV\ Gp
R \/I ) YZ
4. R
A:Ga*GDP Gp:Ga*GTP
3.
j\‘ Ga*GDP A/(
A Pi Gp

3.

Joonis 2. Retseptor-soltumatu Ric8A vahendatud Ga;;- subiihiku guaniini nukleotiidi seondamise ja
hiidroliiiisi tsiikkel. Tsiiklis osalevad Gj; (Ga), Ric8A (R), AGS3 (A) ja GAP (Gp). Kineetiliselt po6rduvad

reaktsioonid on néidatud kahesuunalise noolega (modifitseeritud Thomas jt., 2008 jérgi).

RIC-8 seondumispartner RGS14 valk omab kahte Ga’ga seondumise domeeni: RGS
domeeni, mis kiirendab aktiveeritud Gaij- subiihikute GTP hiidroliiiisi ja GPR domééni, mis
moodustab kompleksi inaktiivsete Gaii/s- subiihikutega (Traver jt., 2000; Hollinger jt., 2001;
Vellano jt., 2011). RGS14 valgu puhul on nédidatud selle osalemine nii kanoonilises GPCR kui
ka mittekanoonilises G-valk vahendatud signaalirajas (Vellano jt, 2011). Agonisti
seondumisel GPCR retseptoriga dissotsieerub GPCR-Ga;-RGS14 kompleksist RGS14-Gai.
Seda protsessi aitab vahendada RIC8A, mis dissotsieerib aktiveeritud retseptorist Gaig
olemasolul RGS14 valgu, moodustub RIC8A — Ga;-GDP kompleks ning indutseeritakse Ga
nukleotiidivahetus (Vellano jt., 2011). Mittekanoonilises retseptor-soltumatus signaalirajas
moodustab RGS14 plasmamembraanis GPR motiivi vahendusel kompleksi Gaj-subiihikuga,
mille tunneb samuti dra RIC8A, mis dissotsieerib kompleksi ning indutseerib Ga-GDP
vahetuse (Vellano jt., 2011).
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1.2.2. RIC-8 roll rakujagunemises

Asiimmeetriline rakujagunemine on protsess, mis on vajalik erinevate rakutiitipide tekkeks.
Selle toimumiseks on vajalik raku saatust méidravate determinantide ebavordne jaotumine
tiitarrakkudesse. Need maéidrava tdhtsusega regulaatorvalgud otsustavad rakkude edasise
differentseerumise suuna. Mitoosi faasis olevas rakus médrab determinantide erineva jaotuse
titarrakkude vahel jagunemistasapinna ja mitoosikddvi korrektne paigutus (Hawkins ja
Garriga, 1998). GPR-1/2 ja Pins (Partner of Inscuteable) on valgud, mis sisaldavad
GPR/GoLoco motiivi ja reguleerivad retseptor-sdltumatut  G-valk  vahendatud
signaaliiilekannet astimmeetrilises rakujagunemises vastavalt C. elegans’i embriios ja D.
melanogaster’i neuroblastis (Schober jt., 1999; Afshar jt., 2004). Imetajates on kirjeldatud
mikrotuubuleid seondav valk NuMA (Nuclear Mitotic Apparatus Protein) ning sellega
seonduv LGN, mis moodustavad kompleksi Goi’ga (Woodard jt., 2010). Lisaks nendele
valkudele on astimmeetrilisel rakujagunemisel oluliseks regulaatoriks ka Ga’ga seonduv GEF
RIC-8.

RIC-8 ja GOA-1(Go,) osalemist tsentrosoomi vahendatud mitoosikddvi korrektse
orientatsiooni tagamisel ndidati esmakordselt C. elegans’i varajases embriiogeneesis (Miller
ja Rand, 2000). Couwenbergs jt. (2004) nditasid, et kui wild-type C. elegans’i 1-rakulise
embriio mitoosikddv omab astimmeetrilist morfoloogiat, siis ric-8 mutandis oli kéavi
korrektne positsioneerimine héiritud, mille tottu toimus siimmeetriline rakujagunemine
(Couwenbergs jt., 2004). C. elegans’i embriio esimesel rakujagunemisel on mitoosikdavi
paigutus anterioorse-posterioorse telje suhtes astimmeetriline (Afshar jt., 2004). Selline
asimmeetria on pohjustatud kadvipoolustele mdjuvatest erinevatest tdmbejoududest, kus
tugevam tdombejoud mdjub posterioorse pooluse suunas (Grill jt., 2001). On niidatud, et
kadviniitide tombejoud C. elegans’i embriios on PAR (partitioning-defective) valkude
kontrolli all (Grill jt., 2001) ning selle reguleerimises osalevad GOA-1 ning GPR-1/2 (Gotta
jt., 2003; Srinivasan jt., 2003). C. elegans’i ric-8 mutantsetel isenditel on mitoosikdavile
mojuvad tdombejoud vahenenud (Colombo jt., 2003; Couwenbergs., 2004; Afshar jt., 2004;
Afshar jt., 2005). Nematoodi RIC-8 interakteerub eelistatult just GDP vormis oleva GOA-1
valguga (Couwenbergs jt., 2004). Sellest jareldub, et RIC-8 osaleb kddvi positsioneerimises
muutes Ga aktiivsust. Valkude lokalisatsiooni madramisel selgus, et nii RIC-8 kui GOA-1
lokaliseeruvad raku korteksisse ja kéavi piirkonda, RIC-8 lisaks tsentraalkddvi ning GPR-1/2
tuumaiimbrisesse ja kromatiini iimbrusesse (Afshar jt., 2004; Couwenbergs jt., 2004). ric-8
mutantides ei ole vorrelduna wt nematoodidega GPR-1/2 astimmeetriliselt paigutunud ning

lisaks ka nende valkude tase oli nii anterioorses kui ka posterioorses korteksis vidhenenud. See
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nditab, et aktiivses vormis Go on vajalik GPR-1/2 astimmeetrilise paigutuse jaoks
(Couwenbergs jt., 2004).

Aidikakirbses Drosophila melanogaster on asiimmeetriline rakujagunemine tagatud
Par valkude, G-valkude ja GPR/GolLoco motiivi sisaldavate valkude poolt (Wodarz ja
Huttner, 2003). GPR/GoLoco motiivi vahendusel Ga;’ga seondub GPR-1/2 homoloog Pins
(Shaefer jt., 2001). Drosophila neuroblasti apikaalses rakukorteksis moodustavad
asimmetrilise rakujagunemise regulaatorvalgud kaks kompleksi: anterioorselt lokaliseeruv
Pins-Ga; ning posterioorses osas Baz-Par6-DaPKC (Bellaiche jt. 2001). RIC-8 interakteerub
Ga;-GDP’ga ja aktiveerib selle, samas kui GPy tagab Ga; ning Pins valkude paiknemise
apikaalses korteksis, kus need tagavad asiimmeetrilise kddvi moodustumise (Hampolez jt.,
2005; Wang jt., 2005). Jagunevas sensoorsetes eellasrakkudes (pl rakkudes) on RIC-8 vajalik
Pins, Baz ja Numb valkude asiimmeetriliseks lokalisatsiooniks ning mitoosikddvi korrektseks
orienteerimiseks (David jt., 2005). Pins valgu knock-out tagajirjel on ebakorrektne nii
determinantide jaotus rakus kui ka kddavi moodustumine (Yu jt., 2000; Schaefer jt., 2001).
Samuti on niidatud, et Go; tileekspressioon inhibeerib determinantide astimmeetrilist
paigutust ja pdhjustab mitoosikddvi ebakorrektset orientatsiooni (Schaefer jt., 2001).
Astimmeetrilisel rakujagunemisel reguleeritakse mitoosikddvi orientatsiooni antero-
posterioorse suuna ja epiteliaalse tasandi suhtes. D. melanogaster’i sensoorsetes
eellasrakkudes (pl rakkudes) on need kaks orientatsiooni kontrollitud kahe omavahel
vastanduva jou balansseerimisega, kus Frizzled (Fz) valgu aktiivsus orienteerib kdavi piki
antero-posterioorset telge ning RIC-8, Pins ning Ga;-soltuv aktiivsus orienteerib kdavi
paralleelseks epiteliaalse tasapinnaga (David jt., 2005). RIC-8 on vajalik ka Ga; ja GB13F
valkude kortikaalseks lokalisatsiooniks nii pl kui ka epiteliaalsetes rakkudes (David jt., 2005).

Imetaja mitootilises rakus reguleerivad tsentrosoomidele mdjuvaid mikrotuubulite
tombejoude GPR/GoLoco domiéni sisaldav LGN valk, LGN’i ja mikrotuubuleid seondav
valk NuMA ning Goj-subiihik. Need valgud moodustavad omavahel kompleksi Ga;j-LGN-
NuMA, mille suhtes omab olulist regulatoorset rolli imetajate RIC-8 ortoloog RIC8A
(Woodard jt., 2010). In vitro tunneb imetajate RIC8A &dra GDP vormis oleva Goj;, Mis on
moodustanud kompleksi kas LGN vdi AGS3 valguga. Vaatamata sellele, et GDP vormis olev
Gaj; on seotud GDI’ga, suudab RIC8A kompleksi dissotsieerida ning aktiveerida Goijs-
subithiku (Tall ja Gilman, 2005; Thomas jt., 2008). Mitoosis on LGN valgu amino-
terminaalne osa seotud NuMA valguga ja karboksii-terminaalne osa GDP-Go;’ga ning
trimolekulaarne kompleks on lokaliseerunud raku korteksisse. Seondumisel mikrotuubulitega
omab NuMA mikrotuubulite suhtes stabiliseerivat toimet, kuid secondumisel LGN’ga tema

stabiliseeriv toime kaob (Du jt., 2001; Kisurina-Evgenieva jt., 2004). Korteksis aktiveerib
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RIC8A Gaj, mille tulemusena vabanevad kompleksist nii GTP-Go; kui ka NUMA. Seega on
rakujagunemisel astraalsetele mikrotuubulitele mdjuvad joud reguleeritud NuMA diinaamilise
vabastamisega nende plasmamembraanile voi tsentrosoomile kinnitumise piirkonnas (Du jt.,
2001; Du ja Macara, 2004; Tall ja Gilman, 2005; Nipper jt 2007). RIC8A olulisust
mitoosikddvi positsioneerimisel on ndidatud ka imetaja HeLa ja MDCK rakukultuurides
(Woodard jt., 2010). Go;-LGN-NuMA kompleksi paigutumine kddvipooluste naabrusesse
raku korteksisse on RIC8A puudulikes rakkudes hairitud, mistdttu on mitooskddvi
orientatsioon ebakorrektne (Woodard jt., 2010). Lisaks on RIC8A puudulikes rakkudes
vorreldes kontrolliga vihenenud mitoosikddvi liikumine ja selle tottu pikenenud ka mitoosi

labimise aeg (Woodard jt., 2010).

1.2.3. RIC-8 kui molekulaarne tsaperon

RIC-8 omab rakus ka tSaperoni funktsiooni. C. elegans’i mutantide puhul on niidatud, et
RIC-8 hulga vihenemine kahandas mérgatavalt ka GPA-16 (Go;) valgu hulka, mis viitab RIC-
8 vodimalikule funktsioonile molekulaarse tSaperonina (Afshar jt., 2004). RIC-8 tSaperoni
funktsiooni on ndidatud ka dadikakarbses, kus G-valgu mRNA translatisoon oli soodustatud
RIC-8 poolt (Wang jt., 2005). Katsetes rakuvabade translatsioonisiisteemidega (kiiiiliku
retikulotsiitidi liisaat, nisuidu ekstrakt) on ndidatud, et RIC8A stimuleerib korrektse
konformatsiooniga ja funktsionaalsete Gaijg13 subiihikute produtseerimist (Chan jt., 2013).
Lisaks on ndidatud, et RIC8A osaleb otseselt posttranslatsioonilises Go subiihikute
pakkimises soodustades sellega G-valkude biosiinteesi (Gabay jt., 2011; Thomas jt., 2011
Chan jt., 2013).

1.2.4. RIC-8 ja rakkude migratsioon

RIC-8 osalemist rakkude migratsioonis on nédidatud nii hiire embriionaalsetes fibroblastides
(MEF) kui ka inimese rinnavdhi MDA-MB-231 rakkudes (Wang jt., 2011). Kasvufaktorid
indutseerivad rakkudes diinaamiliste struktuuride nagu dorsaalsete membraanikurdude (dorsal
ruffle) ja membraansete jitkete ehk lamellipoodide tekke (Krueger jt., 2003). Nende
moodustumise tagab aktiini tsiitoskeleti reorganiseerumine, mille tulemusena muutub
staatiline rakk motiilseks (Krueger jt., 2003). Kui normaalses rakus moodustusid
trombotsiiiitidest-périt ~ kasvufaktoriga  (PDGF) indutseerimisel peale dorsaalsete
membraanikurdude kadumist perifeersed membraansed jatked, siis Ric8A knock-out rakkudes

oli see tileminek margatavalt hilinenud (Wang jt., 2011). Samuti oli RIC8A knock-out MEF ja
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rinnavdhi MDA-MB-231 rakkude migratsioonivoime nii PDGF’ga kui ka epidermaalse
kasvufaktoriga (EGF) indutseerimisel puudulik (Wang jt., 2011). Kokkuvdtvalt leiti, et
RIC8A osalemine migratsioonis toimub jargmise skeemi jérgi: kasvufaktorite, nagu PDGF
tulemusena touseb RIC8A GEF aktiivsus. RIC8A reguleerib Gays translokatsiooni raku
korteksisse ning aktiveerib selle. Aktiveeritud Gayz reguleerib dorsaalsete membraanikurdude
tilemineku perifeerseteks lamellipoodideks, mille tulemusena saab rakk migreeruda (Wang jt.,
2011).

1.3. Spermatogenees imetajatel

Uldjoontes on erinevate imetajate spermatogenees ehk isassugurakkude areng viiga sarnane,
korgelt organiseeritud protsess, mille kompleksne endokriinne ning genoomne regulatsioon
on tagatud somaatiliste rakkude poolt. Spermatogeneesi 16ppeesmérgiks on mobiilsete ning
kompaktsete rakkude tootmine, mis on spetsialiseerunud ithinema munarakuga ning selle
viljastama. Spermide arenemine toimub testise parenhiiimi moodustavates véénilistes
seemnetorukestes, mille kdigus areneb vihese spetsialiseeritusega diploidsest spermatogoonist
korgelt spetsialiseerunud motiilne haploidne sperm (joonis 3). Spermatogenees hdlmab endas
paljunemist, kasvamist, kiipsemist ja transformatsiooni ehk spermiogeneesi. Spermatogeneesi
16ppedes liiguvad kiipsed spermid munandimanusesse ehk epididiimisesse, kus toimub nende
16plik  kiipsemine. Lisaks saavutatakse spermatogenecesis soo-spetsiifiline DNA
metiilatsioonimuster, mis tagab alleelspetsiifilise imprinditud geenide ekspressiooni
somaatilistes rakkudes (Wistuba jt., 2007).

Spermatogenees saab alguse primordiaalsetest idutee rakkudest (PGC), mis peale
migreerumist testistesse arenevad spermatogoonideks. PGC’d siinteesivad parakriinset
faktorit prostaglandiin D2, mis indutseerib embriionaalse emasgonaadi tugirakkude arengu
Sertoli rakkudeks (Adams ja McLaren, 2002). Spermatogenees saab alata vaid siis, kui
spermatogoonsed tlivirakud hakkavad diferentseeruma ning uute rakukloonide tootmiseks
mitootiliselt jagunema (Hess jt., 2006). Spermatogoone on kahte liiki: tiilip A ja tlilip B
spermatogoonid (joonis 3). Tiilip A spermatogoonid jaotatakse omakorda tiheda tsiitoplasma
ja suure ovaalse tuumaga diferentseerumata Al spermatogoonideks, mille iiheks tilesandeks
on enese taastootmine ja sellega spermatogoonsete tiivirakkude (SSC) populatsiooni
sdilitamine. Lisaks panevad nad aluse A2 spermatogoonidele, mis hakkavad diferentseeruma
ja arenevad esmalt tiilip B spermatogoonideks ning edasi primaarseteks spermatotsiiiitideks
(joonis 3). Primaarsed spermatotsiiiidid teevad 1dbi | meiootilise rakujagunemise, mille

tulemuseks on sekundaarsed spermatotsiiidid, mis omakorda ldbivad Il meiootilise
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jagunemise, mille tulemuse saadakse haploidse genoomiga spermatiidid (joonis 3).
Spermatiidid l&bivad transformatsiooni, kus nende DNA kondenseerub, viheneb tsiitoplasma
hulk, moodustub akrosoom ning toimub iimarate rakkude elongeerumine piklikeks. Selle
tulemusena arenevad spermatiididest kiipsed spermid, mis koosnevad pea- ja vaheosast ning
viburist (joonis 3). Spermide vabanemist Sertoli rakkudest seemnetorukese valendikku
nimetatakse spermiatsiooniks (de Rooij ja Russell, 2000).

Vadnilised seemnetorukesed sisaldavad endas tugi- ehk Sertoli rakke ning
spermatogeense epiteeli rakke (joonis 3). Sertoli rakud algavad laia alusega seemnetorukeste
basaalmembraanilt moodustades sellega seemnetorukeste hematotestikulaarse barjdiri ning
ulatuvad tsiitoplasmarikaste jitketega seemnetorukeste valendikuni (joonis 3). Lisaks
idurakkude arengut toetavale funktsioonile on neil tdhtis roll ka valjastpoolt seemnetorukesi
tulevate androgeensete signaalide vahendamisel arenevatele idurakkudele (Sharpe jt., 2003).
Erinevates arenguastmes spermatogeensed rakud asuvad kihiti tugirakkude vahel ning nende
areng toimub seemnetorukese perifeeriast valendiku suunas. Muutused seemnetorukeste
iduepiteeli kindlas paigas moodustavad spermatogeense epiteeli tsiikli, mis koosneb raku
arenguastmete spetsiifilisest kombinatsioonist ning niiteks inimesel koosneb kuuest
staadiumist (Hess ja Chen, 1992). Seemnetorukeste mitmekihilises sidekoelises seinas asuvad
peritubulaarsed rakud ning seemnetorukeste vahel asuvas veresoonterikkas intertubulaarses
sidekoes paiknevad interstitsiaal- ehk Leydigi rakud (joonis 3). Peritubulaarsed rakud on
miioidsed rakud, mis tekitavad seemnetorukestes peristaltika mille tagajérjel elongeerunud,
kuid mittemotiilsed spermid vabanevad Sertoli rakkudest ja liiguvad epididiimisesse (Bressler
ja Ross, 1972). Samuti vahendavad peritubulaarsed rakud Sertoli ja Leydigi rakkude vahelist
kommunikatsiooni. Leydigi rakud vastutavad androgeenide, prostaglandiinide, angiotensiini
ja oksiitotsiini siinteesi eest (Khanum ja Dufau, 1988; Einspanier ja Ivell, 1997; Svechnikov
jt., 2010). Lisaks paiknevad interstiitsiumis veel makrofaagid, limfotsiiiidid, nuumrakud ja

fibroblastid (Hussein jt., 2005).
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Joonis 3. Spermatogenees. Spermatogenees on protsess, mille tulemusena moodustuvad diploidsetest
spermatogoonidest haploidsed kiipsed isassugurakud ehk spermid. Seemnetorukeste epiteel koosneb Sertoli
rakkudest ja erinevates areguastmetes olevatest idurakkudest. Leydigi rakud ja veresooned asuvad
interstiitsiumis. Sertoli rakud kinnituvad basaalmembraanile, kuhu on kinnitunud ka spermatogoonid. Tiilip A
spermatogoonid jagunevad ja arenevad tlilip B spermatogoonideks, mis sisenevad meioosi profaasi ning
differentseeruvad primaarseteks spermatotsiiiitideks. Primaarsed spermatotsiiiidid ldbivad meioosi I jagunemise,
mille tulemusena saadakse haploidsed sekundaarsed spermatotsiiiidid. Meioosi II jagunemise tulemusena
saadakse spermatiidid, mis elongeeruvad ja vabanevad kiipsete spermidena seemnetorukeste luumenisse

(modifitseeritud Rato jt., 2012 jérgi).

Spermatogenees on reguleeritud mitmete geenide poolt ning mutatsioonid nendes
geenides vdivad pohjustada erinevates etappides kogu protsessi peatumise. Spermatogeneesi
peatumine nditeks spermatogooni staadiumis voib olla pShjustatud mutatsioonidest geenides,
mis kodeerivad membraanset retseptorit c-kit (Yoshinaga jt., 1991; Ohta jt., 2000) ning
vastavaid c-kit’i ligande- tiiviraku faktor (SCF) (Ohta jt., 2000) ning ERM (Ets-related
molecul) (Hess jt., 2006), mis on olulised spermatogoonide diferentseerumisel.
Spermatotsiiiitide meiootilises jagunemises méangib olulist rolli CDC25, mille puudumine
inimese testises voib esile kutsuda azoospermia (Luetjens jt., 2004). Spermatiidide arengus on
tahtis transkriptsioonifaktor CREM (CAMP response element modulator) ekspressioon
idurakkudes ja Sertoli rakkudes, mis on vahendatud folliikuleid stimuleeriva hormooni (FSH)
poolt (Weinbauer jt.,, 1998; Wistuba jt., 2002). Lisaks on niidatud, et varajases
spermatogeneesis on vajalikud DAZ ja DAZ-like geenide produktid (Dann jt., 2006).
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Muutused geeniekspressioonis voivad viia olukorrani, kus seemnetorukestes esinevad vaid
Sertoli rakud ning puuduvad idurakud (Jain ja Halder, 2012).

Spermatogenees on reguleeritud kompleksse endokriinse siisteemi poolt milles
osalevad aju, hiipotaalamus, hiipofiilis ja gonaadid. Gonadotropiini vabastava hormooni
(GnRH) sekretsiooniks hiipotaalamusest on vajalik ajus Kiss-1" neuronitest Kisspeptiini
vabanemine (Gottsch jt., 2004). GnRH stimulatsioonil hakatakse hiipofiiiisist sekreteerima
folliikuleid stimuleerivat hormooni (FSH) ja luteiniseerivat hormooni (LH). FSH omakorda
stimuleerib spermatogeneesi mdjudes Sertoli rakkudele (Simoni jt., 1997). FSH mdjutab
Sertoli rakkudes vidga paljusid signaaliradu, osaledes nditeks cAMP (cyclic AMP)-PKA
(protein kinase A), MAP kinaasi (mitogen-activated protein kinase), fosfatidiiiilinositool 3
kinaasi, fosfolipaas A2 ja kaltsiumi signaalirajas (Walker ja Cheng, 2005). LH indutseerib
Leydigi rakke tootma testosterooni, mis on isassoo kujunemisel tédhtsaim hormoon (Keeney
jt., 1990). Tostes LH sekretsiooni taset stimuleerib hiipofiiiis LH-retseptori (LHR) vahendusel
Leydigi rakke tootma testosterooni ning selle tagajérel kasvab spermide produktsioon. Lisaks
spermatogeneesi parakriinse modulaatori funktsioonile, reguleerib testosteroon organismis
paljude organite arengut ja talitlust. Androgeenid testosteroon ja DHT (dihiidrotestosteroon)
seonduvad androgeeni retseptori (AR) vahendusel Sertoli rakkudega initsieerides ning hoides
alal spermatogeneesi (Chang jt., 2004). On nididatud, et Sertoli rakkude AR knock-out hiirtel
toimub spermatogenees kuni esimese meiootilise jagunemiseni (Tsai jt., 2006), kuid
funktsionaalse AR’i puudumisel Leydigi rakkudes toimub hiirel spermatogeneesi arest
spermatiidi tasemel (Tsai jt., 2006). Androgeenide kiivitatud signaalid Sertoli rakkudes
aitavad neil sdilitada oma morfoloogiat, on vajalikud basaalmembraani arenguks ning tagavad
seemnetorukeste epiteeli terviklikkuse (Wang jt., 2006). Samuti on idurakkude arenguks
vajalikud testosterooni stimulatsioonil Sertoli rakkude poolt sekreteeritavad valgud ja
peptiidid (Wang jt., 2006).

Uheks spetsiifiliseks protsessiks spermatogeneesis on transitsiooni valkude (TP)
vahendatud histoonide véiljavahetamine protamiinidega ja sellega tdiendava DNA
kondenseerumise saavutamine. On ndidatud, et transitsiooni valkude puudumisel on DNA
transkriptsioon represseeritud, kromatiini kondenseerumine hdiritud ning esinevad DNA

katked, mille tagajarjeks on defektsed spermid ja steriilsus (Zhao jt., 2004).
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1.3.1. Spermiatsioon

Spermiatsiooniks nimetatakse kiipsete spermatiidide vabanemist Sertoli rakkudest
seemnetorukeste valendikku. Naiteks rotil algab spermiatsioon spermatogeneesi VII
staadiumis (vastab inimese II staadiumile), 10ppeb VIII staadiumis ning kestab ligikaudu 81,9
tundi (O’Donnell jt., 2011). Selle protsessi kdigus toimuvad ulatuslikud muutused spermatiidi
ehituses ning spermiatsioon loppeb spermatiidide tsiitoplasma fagotsiiteerimisega Sertoli
rakkude poolt ja nende vabanemisega seemnetorukeste luumenisse.

Spermiatsiooni kéigus toimuvad iimberkorraldused nii spermatiidi tuumas kui ka
tsiitoplasmas ning toimub Sertoli rakkude tsiitoplasma taandumine ja spermatiidi pikenemine.
Lisaks eemaldatakse Sertoli rakke ja spermatiide iihendavad ektoplasmaatilised
spetsialiseerituspiirkonnad (ES). ES piirkond on Sertoli rakkude plasmamembraani ldhedal
asuv modifikatsioon, mis limbritseb spermatiidi tuuma ja mille vahendusel on omavahel
tthenduses Sertoli rakk ja elongeeruv spermatiid (O’Donnell jt., 2011). ES koosneb Espin
valgu vahendusel heksagoonselt pakitud aktiinifilamentidest, mis on surutud Sertoli raku
membraani ja selle all oleva endoplasmaatilise retiikulumi (ER) vahele (Bartles jt., 1996). See
piitkond seondab mikrotuubuleid ja mootorvalke ning vahendab spermatiidi litkumist 14bi
Sertoli raku epiteeli (Guttman jt., 2000). Selleks, et saaks toimuda spermatiidide vabanemine
seemnetorukese luumenisse, toimub spermiatsiooni 10ppfaasis ES piirkondade eemaldamine
(Yan jt., 2008). Siiski on ndidatud, et peale ES piirkondade eraldamist ja enne spermatiidide
vabanemist luumenisse jddvad spermatiidid ja Sertoli rakk omavahel veel iihendusse
ligikaudu 22,5 tunniks (O’Donnell jt., 2011). On tdendeid, et peale ES adhesiooni piirkonna
eemaldamist jadb spermatiid ja Sertoli rakk omavahel seotuks integriinidel pdhinevate
tthenduste abil (Beardsley jt., 2006).

Spermiatsioonil moodustuvad spermatiidide peaosa ja Sertoli rakkude vahele ES
vabadesse piirkondadesse ka tubulobulbaarsed kompleksid (TBC) (Russell, 1979). TBC’d
kujutavad endast spermatiidi perinukleaarse ala tslitoplasma viljasopistusi, mis
invagineeruvad Sertoli rakkude tsiitoplasmasse, moodustades pikliku, topelt membraaniga
tubulaarse struktuuri. Tuubul koosneb Sertoli raku plasmamembraanist, seda &ddristavatest
aktiinifilamentidest ja tihedalt selle vastas olevast spermatiidi plasmamembraanist (Vogl jt.,
1989). Tubulaarsest osast struktuuri tipu poole jddb bulbaarne osa, mida timbritseb Sertoli
raku ER ning klatriiniga kaetud TBC tipp (bristel-coated pit) (Young jt., 2009). TBC tipust
toimub vesiikulite moodustumine ja nende liitumine liisosoomidega (Russell, 1979). Need
vesiikulid sisaldavad endas Nektiin-2 ja Nektiin-3 molekule, liisosomaalseid markereid

(Guttman jt., 2004) ning varajase endosoomi antigeeni EEA-1 (Young jt., 2009). TBC’de
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vahendusel toimub spermatiidi tstitoplasma eemaldamine (Sprando ja Russell, 1987). Lisaks
on TBCde iiheks oluliseks funktsiooniks Sertoli rakkude ja spermatiidide vaheliste ES
piirkondade eemaldamine (Guttman jt., 2004).

Spermiatsiooni arenedes toimub mikrotuubulite vahendatud Sertoli raku apikaalse
tslitoplasma pikenemine, mis pohjustab spermatiidi liikkamise luumenisse (O’Donnell jt.,
2011). Roti puhul on VII faasi 1dpuks spermatiidi tsiitoplasma kondenseerunud ja ankurdatud
Sertoli raku epiteeli ning sellest hetkest alates nimetatakse seda tsiitoplasma sagaraks ning
hiljem jddkkehaks (Sprando ja Russell, 1987). Enne spermatiidide vabanemist luumenisse on
veel viikene osa Sertoli rakkude tsiitoplasmast seostunud spermatiidi peaosaga ning
spermatiidi vaheosaga jddb seotuks vaid vdhene osa tsiitoplasmast (O’Donnell jt., 2011).
Sellele jargneb Sertoli rakkude poolt reguleeritud spermatiidide vabanemine luumenisse, kust
alates nimetatakse neid kiipseteks spermideks ning sealt liiguvad nad peritubulaarsete rakkude
tekitatud joudude poolt edasi munandivorku (rete testis) ning jargnevalt munandimanusesse
ehk epididiimisesse (Russell jt., 1989). Peale spermatiidide vabanemist toimub mikrotuubulite
vahendusel jadkkehade transport Sertoli rakkude epiteeli alusele ja nende fagotsiitoos (Russell
jt., 1989).

Sertoli rakkudele mojuvad FSH ja androgeen on peamised spermiatsiooni
endokriinsed regulaatorid (O’Donnell jt., 2009). On nididatud, et androgeeni ja FSH
puudumine testistes pdhjustab spermiatsiooni nurjumise ja seda just ebadnnestunud Sertoli
rakkudest eraldumise néol (Beardsley ja O’Donnell, 2003; O’Donnell jt., 2009). Samuti on
ndidatud, et spermide vabanemisel Sertoli rakkudest méngib olulist rolli ka seriini ja treoniini

fosfortileerimine (Chapin jt., 2001).

1.4. Spermide epididiimaalne kiipsemine

Erinevalt madalamatest selgroogsetest saavad korgemate selgroogsete  spermid
funktsionaalselt kiipseks alles peale munandimanuse ehk epididiimise ldbimist.
Munandimanus jaotatakse anatoomilisteks osadeks, milleks on initsiaalsegment, peaosa
(caput), kehaosa (corpus) ja sabaosa (cauda) (Benoit, 1926). See on organ, kus toimub
spermide edasine, posttestikulaarne kiipsemine. Munandimanuse peamisteks funktsioonideks
on spermide transport ning nende motiilsuse ja viljastamisvoime saavutamiseks vajaliku
keskkonna loomine. Munandimanust timbritsevad silelihaskiud (Baumgarten jt., 1971), mille
riitmilised kokkutdmbed tagavad spermide transpordi ldbi luumeni (Talo jt., 1979; Jaakkola ja
Talo, 1982; Jaakkola, 1983). Munandimanuses saavutavad spermid vOime tunda éra,

seonduda ja seejdrel fuseeruda munarakku timbritseva zona pellucida’ga (Hinrichsen ja
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Blaquier, 1980; Saling, 1982) ning samuti voime ldbida akrosomaalreaktsioon (Lakoski jt.,
1988; Yeung jt., 1997). Lisaks toimub epididiimist l&bides spermidel tsiitoplasma tilgakese
migratsioon piki viburit, akrosoomi kuju muutus, muutused kromatiinis ning
plasmamembraanis (Bedford, 2004).

Spermidega toimuvad epididiimise erinevates osades spetsiifilised muutused, mis on
vahendatud erinevate valkude sekretsiooniga. Naiteks omandab sperm vajaliku progressiivse
litkkumisvoime sisenedes munandimanuse peapoolsesse ossa. Kuid selliste cAMP soltuvate
protsesside nagu hiiperaktivatsiooni, zona pellucida’ga seondumise ja akrosomaalreaktsiooni
kompetentsus saavutatakse alles munandimanuse sabaosas ning viimajuhas (vas deferens)
(Asquith jt., 2004; Aitken jt., 2007).

Spermide kapatsitatsioonil toimuv hiiperaktiveerumine on seotud epididiimaalsel
kiipsemisel toimuva tiirosiini fosforiileerimisega tiirosiini kinaaside poolt (Baker jt., 2006).
CAMP indutseerib juba epididiimise peaosas tiirosiini fosforiileerimist kiipsevate spermide
sabaosas ning alates epididiimise kehaosast lisaks ka spermide vaheosa fosforiileerimise (Lin
jt., 2006). Maksimaalne fosforiileerituse tase spermides saavutatakse epididiimise sabaosas,
kus spermid omandavad téieliku funktsionaalsuse ja hiiperaktiveerumise voime (Asquith jt.,
2004).

Zona pellucida (ZP) dratundmine ja sellega seondumine on sdltuv kapatsitatsioonist.
Kapatsiteerumata spermid ei ole suutelised ZP’d &ra tundma ja sellega seonduma. On teada, et
hiire spermid saavutavad ZP’ga seondumisvdime proksimaalses epididiimise kehaosas ja see
langeb ajaliselt kokku nende liikumispotentsiaali saavutamisega (Asquith jt., 2004).
Arvatakse, et ZP retseptorite Oige paigutus spermi pinnal, piirkonnas kus initsieeritakse
seondumine ZP’ga, on reguleeritud fosfortileeritud molekulaarsete tSaperonidega (Asquith jt.,
2004; Asquith jt., 2005).

1.5. Kapatsitatsioon

Selleks, et spermid muutuksid viljastamisvoimeliseks, peavad nad emassuguteedes ldbi
tegema mitmeid timberkorraldusi. Neid spermidega toimuvad iimberkorraldusi tdhistatakse
tildnimetusega kapatsitatsioon (Austin, 1951; Chang, 1951). Kapatsitatsiooni kdigus toimuvad
spermides biokeemilised ja fiisioloogilised muutused, mille tulemusena omandavad nad
munaraku  viljastatamisvoime. Kapatsitatsioonil toimub  kolesterooli eemaldamine
plasmamembraanist, Ca?* ja HCOs; ioonide sissevool rakku, plasmamembraani
hiiperpolarisatsioon, proteiini kinaaside aktiveerimine ja valkude fosforiileerimine, tsiiklilise

adenosiinmonofosfaadi (cAMP) taseme tous rakus ning spermide hiiperaktivatsioon (joonis 4;
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Ho ja Suarez, 2001; Galantino-Homer jt., 2004; Hernandez-Gonzalez jt., 2006; Arcelay jt.,
2008). Nende protsesside tagajirjel on sperm voimeline ldbima akrosomaalreaktsiooni (AR)
ning viljastama munaraku.

Spermide plasmamembraanis toimuvad migreerumisel 1dbi emassuguteede mitmed
muutused. Uks tdhtsamaid siindmusi kapatsitatsioonil on kolesterooli ja gliitserofosfolipiidide
eemaldamine membraanist, kus kolesterooli peamised seondajad on keskkonnas leiduv
albumiin (joonis 4) ja lipiidi transportvalk 1 (Feki jt., 2004; Hamdi jt., 2010).
Seemnevedelikus leiduv kolesterool on peamine kapatsitatsiooni inhibiitor (Cross, 1996).
Rakusisese HCOj' - ioonide tdus pdhjustab membraanseid fosfolipiide timberorganiseerivate
ensiiimide aktiveerumise, mille tulemusena on hdlbustatud kolesterooli sidumine viliste
aktseptorite poolt (joonis 4; Cross, 2004). Kolesterooli eemaldamise tulemusena kasvab
membraani viskoossus, mis on vajalik membraanide fusiooniks akrosomaalreaktsioonil
(Zarintash ja Cross, 1996). Samuti toimub membraanis oksiidatiivsete kahjustuste eest kaitsva
a-tokoferooli (vitamiin E) hulga vdhenemine (Feki jt., 2004). On ndidatud, et ainuiiksi
membraani viskoossusest ei piisa kapatsitatsiooni stimuleerimiseks, vaid vajalik on ka
kindlate lipiidsete mikrodoméénide moodustumine (Cross, 2003).

Rakusisese Ca®*- ioonide kontsentratsiooni tdus on iseloomulik nii kapatsitatsioonile
kui ka AR’le (joonis 4). Prostasoomid on eesnddrme poolt seemnevedelikku sekreteeritavad
kolesterooli rikkad ja kaltsiumit ladestavad vesiikulid (Palmerini jt., 1999). Need on
kapatsitatsiooniks vajamineva Ca®'- ioonide iiheks allikaks (Arienti jt., 1997).
Membraanilipiidid vastutavad ioonkanalite modifitseerimise eest, mis normaalsetes
tingimustes  sélilitavad elektrokeemilise tasakaalu. Niiteks stimuleerib Ca®*- ioonide
sissevoolu ning AR’i follikulaarvedelikus esinev ja cumulus’e rakkude poolt sekreteeritav
progesteroon (Kirkman-Brown jt., 2000; Harper jt., 2004). In vitro katsed on ndidanud, et
prostasoomide lisamine spermidele progesterooni juuresolekul stimuleerib AR’i (Palmerini
jt., 2003). Rakusisese Ca®* kontsentratsiooni tdusuga on seotud ka emakas esinev SABP
(Sialic acid-binding protein) valk. SABP on kaltsiumit siduv valk, mis seondub
kapatsiteerumata spermide peaosaga ning vahendab sellega Ca* sissevoolu rakku (Banerjee
ja Chowdhury, 1997).

Na*/ HCO3 kotransporteri vahendusel toimuva HCO3™- ioonide sissevoolu tagajirjel
touseb rakusisene pH ning plasmamembraan hiiperpolariseerub (joonis 4; Arnoult jt., 1999;
Demarco jt., 2003). Suurenenud pH tase rakus aktiveerib kaalium kanali SLO3 (ka Ksper),
mis pohjustab membraani depolarisatsiooni ning spermi-spetsiifiliste CatSper kaltsium
kanalite aktivatsiooni (Ren jt., 2001; Navarro jt., 2007).
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Uheks tidhtsaimaks posttranslatsiooniliseks modifikatsiooniks kapatsitatsioonil on
proteiinkinaas A (PKA) vahendusel toimuv tiirosiini fosforiileerimine (Baker jt., 2009). PKA
fosforiileerib mitmeid sihtmérkvalke, mis initsieerivad paljusid kapatsitatsiooniks vajalikke
signaaliradu (joonis 4). Ca**- ja HCOs- ioonide sissevool rakku kiivitab membraanis asuva
lahustuva adeniiliitiltsiiklaasi (sAC), mille tagajérjel tduseb rakusisene cAMP tase (joonis 4).
Hiire spermidel on nididatud, et inimese seemneplasmas esinev valk FPP (Fertilization
promoting peptide) stimuleerib G-valguga seotud retseptori vahendusel membraanset
adeniiltiiltsiiklaasi ja selle kaudu cAMP tootmist (Fraser ja Adeoya-Osiguwa, 1999; Adeoya-
Osiguwa ja Fraser, 2002). FPP mojutab kapatsiteerumata spermides positiivselt cAMP
tootmist, kuid kapatsiteerunud spermides negatiivselt. CAMP omakorda aktiveerib PKA
(joonis 4). PKA inhibiitorid blokeerivad valkude tiirosiini fosforiileerimise tousu ning sellega
ka kapatsitatsiooni (Leclerc jt., 1996). PKA fosforiileerib mitmete valkude seriini- ja
treoniinijddke ning samal ajal inhibeerib fosfataase. Mitmete kinaaside otsese voi kaudse
aktiveerimise tulemusena PKA poolt kasvab rakus ka kapatsitatsioonil vajalike valkude
tirosiinijadkide fosforiileerimine (Bajpai ja Doncel, 2003; Luconi jt., 2005). PKA
aktivatsioon pdohjustab niiteks spermi viburi 166gisageduse kasvu ning omab rolli
hiiperaktivatsiooni saavutamisel kapatsitatsioonil (Shahar jt., 2011). Samuti aktiveerib PKA
vilises akrosomaalses membraanis asuva Ca”’- kanali, mille kaudu padsevad akrosoomis
olevad Ca®* ioonid tsiitosooli (Spungin ja Breitbart, 1996).

Proteiini kinaas C’d (PKC) on seriin/treoniin kinaasid, mis osalevad raku
signalisatsioonil eelkdige Ca?*- ioone seondavate ligandide suhtes. PKC’de aktiveerimine on
Ca®*- soltuv protsess, mille tagajdrjel indutseeritakse AR (Breitbart jt., 1992). PKC’de
aktivaator fosfolipaas Cy (PLCy) on samuti Ca®*- sdltuv ensiiiim, mis aktiveeritakse
kapatsitatsioonil (Finkelstein jt., 2010). Spermi plasmamembraan sisaldab Ca®*- kanalit, mille
aktiveerib PKC (Spungin ja Breitbart, 1996).

Samuti osaleb kapatsitatsioonil ja AR’il fosfatidiiiilinositool-3-kinaas (PI3K), mis
vastutab fosfatidiiiilinositool-3,4,5-trifosfaadi (PIP3) siinteesi eest (joonis 4; Fisher jt., 1998;
Etkovitz jt., 2007). PI3K aktivaatoriks kapatsitatsioonil on PKA ning inhibiitoriks PKCa
(Etkovitz jt., 2007). On teada, et PI3K aktivatsioon pdhjustab ka aktiini poliimeriseerumist
(Etkovitz jt., 2007).

Kapatsitatsiooni ~ kdigus  muutub  spermi  litkumismuster  slimmeetrilisest
astimmeetriliseks. Sellist {ileminekut nimetatakse hiiperaktivatsiooniks (Goodson jt., 2011).
Hiiperaktiveerunud liikumist iseloomustab asiimmeetriline viburi litkumine, mille tagajérjel
hakkab rakk kiiremini ja joulisemalt liikkuma voimaldades tema Il&bitungimise kiirpérja

rakkudest ja zona pellucida’st (Ho ja Suarez, 2001). Inimese ja hiire spermides on néidatud, et
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kapatsitatsiooni kdigus toimuv rakkude hiiperaktiveerumine on seotud akrosoomi piirkonda ja
spermi sabaossa lokaliseeruva fosfolipaas D (PLD) reguleeritava aktiini poliimeriseerumisega
(joonis 4; Itach jt., 2012). Aktiini poliimeriseerumine on protsess, kus globulaarse G-aktiini
monomeerid iihinevad omavahel, moodustades F-aktiini filamente (Virtanen jt., 1984). Ca**-
soltuv valk gelsoliin katkestab F-aktiini filamente ja seondub nende pluss otsaga. Filamentide
lagundamise drahoidmiseks seonduvad gelsoliiniga fosfoinositiidid, mille tulemusena saavad
aktiini monomeerid liituda ja moodustuda filamente (joonis 4). On ndidatud, et gelsoliin on
kapatsitatsioonil inaktiivses olekus, kuid tema aktivatsioon toimub PLCy vahendusel vahetult
enne AR’i (Finkelstein jt., 2010). Gelsoliini aktiivsus on inhibeeritud ka tema
fosforiileerimisel SRC kinaasi poolt (joonis 4; Finkelstein jt., 2010). Lisaks osaleb aktiini
poliimeriseerumisel ja AR’i indutseerimisel ka epidermaalse kasvufaktori retseptor (EGFR)
(joonis 4; Brener jt., 2003).
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Joonis 4. Kapatsitatsioon. Kolesterooli eemaldamine keskkonnas leiduva albumiini poolt ja rakusisene HCOj -
ja Ca* - ioonide tdus pdhjustab sAC ja PKA aktivatsiooni. PKA aktivatsioon p&hjustab SRC vahendatud
gelsoliini fosforiileerimist (inaktiveerimist). PKCa fosforiileerib (aktiveerib) PP1y2, mis defosforiileerimise
kaudu inhibeerib PI3K. Selle tulemusena tduseb PIPy, s tase ning aktiveeritakse PLD. PLD omakorda toodab
AP, mis pohjustab aktiini poliimeriseerumist. Liithendid: ALB, albumiin; cAMP, tsiikliline adenosiin
monofosfaat; DAG, diatsiililgliitserool; EGFR, epidermaalse kasvufaktori retseptor; PA, fosfatiidhape; PI3K,
fosfatidiiiilinositool-3-Kinaas; PIP,us), fosfatidiitilinositool-2,5-bisfosfaat, PIP345), fosfatidiiiilinositool-3,4,5-
trisfosfaat; PKA, proteiini kinaas A; PKCa, proteiini kinaas Ca; PLC, fosfolipaas C; PLD, fosfolipaas D; sAC,
lahustuv adeniiliidil tsiiklaas; PP1y2, proteiin fosfataas 1 y2; SRC, SRC tiirosiini kinaas (modifitseeritud Ickowicz
jt., 2012 jargi).
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Spermi joudmist ootsiiidini stimuleerivad kemoatraktantide poolt vahendatud
signaalid. Uheks selliseks signaaliks on follikulaarses vedelikus paiknev ANP peptiid (Atrial
natriuretic peptide) (Zamir jt., 1993). Spermi plasmamembraanis paikneb ANP retseptor, mis
ligandi seondamisel aktiveerib guaniiliiiiltsiiklaas-soltuva signaaliraja, mojutab spermi
liikumiskiirust ning toimib kemoatraktandina (Zamir jt., 1993; Anderson jt.,, 1995). On
ndidatud, et ka kiirpéarja rakud omavad stimuleerivat toimet spermi suhtes (Hong jt., 2004).
Kiirpéarja rakke hoiab peamiselt koos hiialuroonhape ning spermi plasmamembraanis asub
hiialuronidaasset aktiivsust omav PH-20 valk, mis tagab spermi ldabitungimise rakkudest (Lin

jt., 1994).

1.6. Akrosomaalreaktsioon (AR)

Vaid akrosomaalreaktsiooni 1dbi teinud spermid on voimelised 1dbi tungima zona pellucidast,
seonduma ootsiiiidi plasmamembraaniga ning sellega fuseeruma (Schuffner jt., 2002).
Akrosoom on anterioorselt spermi peaosas paiknev Golgi kompleksi derivaat, mis sisaldab
endas erinevaid hiidroliiiitilisi ja proteoliiiitilisi ensiiime. AR’i kdigus toimuv ensiilimide
vabanemine tagab spermi tungimise ootsiitidini ja haploidse genoomi transportimise
munarakku. Akrosomaalreaktsioon saab toimuda tingimusel, et eelnevalt on sperm ldbinud
kapatsitatsiooni (Arnoult jt., 1999). Kuid erinevalt kapatsitatsioonist on AR pddrdumatu
protsess (Mayorga jt., 2007).

Peamiseks AR’i tunnuseks on rakusisese kaltsiumi kontsentratsiooni kasv (Brewis jt.,
1996). AR’i toimumiseks on vajalik Ca?*- ioonide sissevool rakku, mis v3ib olla prit nii raku
sisesestest kui ka vilistest reservuaaridest. Akrosomaalseks eksotsiitoosiks on vajalik ka Ca®*-
ioonide véljavool akrosoomist (De Blas jt., 2002; De Blas jt., 2005). Kaltsiumi
kontsentratsiooni tous indutseerib vilise akrosomaalmembraani ja plasmamembraani
fuseerumise, mille tagajérjel toimub hiibriidsete membraansete vesiikulite teke ning
eksotsiitoos (Mayorga jt., 2007). F-aktiin takistab sekretoorsete graanulite fuseerumist
plasmamembraaniga ja eksotsiitoosi toimumist ning on ndidatud, et kapatsiteerunud
spermides toimub enne AR’1 kiire F-aktiini depoliimeriseerumine (Spungin jt., 1995).

AR on in vivo indutseeritud zona pellucida (ZP) gliikkoproteiinide poolt (Dong jt.,
2001; Bray jt., 2002; Chiu jt., 2008). ZP valgud on ligandiks spermi pea anterioorses 0sas
olevatele retseptoritele (Burks jt., 1995). On niidatud, et ZP indutseeritud Ca?®" taseme tdus
algab spermi sabaosast ja kulgeb peaosa suunas (Xia ja Ren, 2009). Peamine AR’i indutseeriv
gliikoproteiin on ZP3, seondudes spermi membraanis oleva retseptoriga ZRK (Zona receptor

kinase) (Burks jt., 1995). ZP3 signaaliiilekandes osaleb G-valk (Lee jt., 1992; Bastiaan jt.,
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1999), mida toetab fakt, et hiire spermidel toimub AR’i kdigus Gij1, G, valkude aktivatsioon
(Ward jt., 1994). ZP3 seondumine retseptoriga pShjustab adeniiliiiiltsiiklaasi aktiveerumise ja
cAMP taseme tdusu. Sellega kaasneb membraani depolarisatsioon, Na'/H™ transporteri
aktivatsioon ja rakusisese pH kasv ning pingest sdltuvate kaltsiumi kanalite (voltage operated
calcium channels) vahendusel rakusisese kaltsiumi ioonide kontsentratsiooni tous. Lisaks ZP3
valgule indutseerib inimesel AR’i ja rakusisese Ca®*- ioonide kontsentratsiooni kasvu ka ZP4
valk (Caballero-Campo jt., 2006; Chakravarty jt., 2008), mille indutseeritud signaaliiilekanne
ei ole vahendatud G; valgu poolt (Chakravarty jt., 2005; Chiu jt., 2008). Samuti indutseerib
inimese spermides G; valgust soltumatut AR’i cumulus’e rakkude poolt sekreteeritav
progesteroon (Tesarik jt., 1993; Meizel jt., 1997; Bronson jt., 1999). Progesterooni poolt
indutseeritud Ca®* sissevool inimese spermides toimub CatSper ioonkanali valkude
vahendusel (Lishko jt., 2011; Strunker jt., 2011). ZP3 ja progesteroon indutseerivad
kahefaasilise rakusisese kaltsiumi taseme tousu, millest esimene on seotud pingest sdltuvate
kaltsiumi kanalitega (Jimenez-Gonzalez jt., 2006) ja teine spermi pinnal asuvate SOC (store-
operated calcium) kanalitega (O’Toole jt., 2000). SOC kanalite aktiveerimine tagab AR’i
initsieerimiseks vajaliku rakusisese Ca*- ioonide kontsentratsiooni (O’Toole jt., 2000).
Peamiseks rakusiseseks Kaltsiumi reservuaariks on akrosoom ning akrosmaalsete
kaltsiumivarude ammendumisel aktiveeritakse plasmamembraanis asuvad SOC kanalid (De
Blas jt., 2002; Herrick jt., 2005), mis pohjustavad rakus kiire kaltsiumi taseme tdusu ja AR’i
kéivitamise (Mayorga jt., 2007).

1.7. Valgu translatsioon spermis

Kui traditsiooniliselt on kiipseid sperme peetud translatsiooniliselt inaktiivseteks, siis
niitidseks on tdendeid, et kapatsitatsiooni kéigus toimub rakus teatud valkude ekspressioon
(Gur ja Breitbart 2006). Mérgistatud aminohapete abil on néidatud, et kapatsitatsiooni kdigus
toimub de novo poliipeptiidide siintees inimese, hiire, veise ja roti spermides (Gur ja Breitbart
2006; Gur ja Breitbart 2008).

Arvatakse, et seda translatsiooni viib 14bi spermi vaheosas asuv mitokondriaalne
translatsioonisiisteem (joonis 5). Mitokondriaalsed 55S ribosoomid koosnevad viikesest 28S
ja suurest 39S subiihikust (O'Brien, 1971). Suur subiihik sisaldab 16S ja viike subiihik 12S
rRNAd (Sharma jt., 2003). Spermi poliisomaalsetes fraktsioonides on tuvastatud 12S rRNA
koos AKAP110 mRNAga ja see nditab 55S ribosoomide aktiivset osalust translatsioonis (Gur
ja Breitbart, 2006). Mitoribosoomide osalust kinnitab fakt, et valgu siintees on inhibeeritud

mitokondriaalse translatsiooni inhibiitorite D-klooramfenikooli (CP), tetratsiikliini ja
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gentamiitsiini poolt, kuid mitte tsiitoplasmaatilise translatsiooni inhibiitori tslikloheksimiidi
poolt (Gur ja Breitbart, 2006). Spermide CP to6tlus vihendab kapatsitatsioonil,
akrosomaalreaktsioonil ja viljastumisel osalevate valkude nagu proteiini kinaas C (PKC)
(Breitbart ja Naor, 1999), angiotensiin II titip I retseptor (AT1-R) (Gur jt., 1998),
epidermaalse kasvufaktori retseptor (EGFR) (Lax jt., 1994), progesterooni retseptor (PR)
(Meizel ja  Turner, 1991) ja CatSper (Ren jt, 2001) taset rakus.
Immuunofluorestsentsanaliiiisiga on ndidatud, et viljastumisel vajalikud retseptorid nagu
AT1-R ja PR paiknevad kapatsitatsiooni alguses spermi vaheosas, kuid kapatsitatsiooni
kaigus lokaliseeruvad need valgud ka teistesse spermi piirkondadesse (Gur ja Breitbart 2006).
Valgusiinteesi olulisust kapatsitatsioonil konetab ka fakt, et CP t66tlus vdhendab margatavalt
spermide motiilsust, AR toimumise taset, aktiini poliimeriseerumist ning in vitro viljastumise
taset (Gur ja Breitbart, 2006). Kasutades CP’d, identifitseerisid Zhao jt.,, 2009
kapatsitatsioonil 44 valku, mille tase oli CP to6tluse tagajarjel madalam kui CP to6tlemata
spermides ning bioinformaatilisel analiilisil tehti kindlaks, et nendest valkudest 26 osalevad
otseselt viljastumise protsessis (Zhao jt., 2009).

Katsetes spermidega on ndidatud, et transkriptsiooni inhibiitor aktinomiitsiin D ei
mdjuta valgusiinteesi, seega transleeritav mRNA on tdendoliselt rakus olemas juba varem
(Gur ja Breitbart, 2006). Varasemalt on teada, et imetajate kiipsed spermid sisaldavad
hulgaliselt mRNA’d (Miller jt., 1994; Kramer ja Krawetz, 1997; Miller jt., 1999; Richter jt.,
1999). Elektronmikroskoopia ja antikehade abil on kindlaks tehtud, et veise AT1-R, hiire
PKA-C’d ja CatSper mRNA’d lokaliseeruvad spermi mitokondritesse ning nende
aktiivsaitidesse viljaspool mitokondreid (Gur ja Breitbart, 2006). Samuti on teada, et
mitokondrid vajavad funktsioneerimiseks iile 700 tuumas kodeeritud valgu (Neupert, 1997).
Selleks, et saaks toimuda mitokondriaalne translatsioon, on vaja need tuumas siinteesitud
mRNA’d transportida mitokondritesse (joonis 5).

Mitokondriaalseid 55S ribosoome on leitud ka merisiiliku munarakus viljaspool
mitokondreid tsiitosoolis (Oka jt., 1999). Seega voib translatsioon mitoribosoomide abil
spermis toimuda ka mujal kui mitokondrites. Arvatakse, et translatsioon CP- tundlike
ribosoomide abil toimub kas mitokondris sees voi selle pinnale kinnitunud mitoribosoomides
(joonis 5; Gur ja Breitbart, 2008). Lisaks on ndidatud nii hiire kui inimese spermides 16S ja
12S rRNA molekulide lokaliseerumist rakutuumas, mis annab aluse oletusele, et translatsioon

55S ribosoomide vahendusel voib toimuda ka tuumas (Villegas jt., 2000; Villegas jt., 2002).
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Joonis 5. Voimalik translatsiooni mudel imetaja spermides. Imetajate spermides vdib toimuda tuumas
kodeeritud mRNA translatsioon mitokondriaalsete ribosoomide poolt kas tsiitoplasmas vi mitokondrites, peale

mida toimub valgu translokatsioon sihtpunkti (modifitseeritud Gur ja Breitbart, 2008 jargi).
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2. EKSPERIMENTAALNE OSA

2.1. Too eesmirgid

Antud magistrit6o eksperimentaalse t66 eesmarkideks olid:

1. Teha kindlaks RIC8A mRNA olemasolu ja suhteline tase kapatsiteerumata ja
kapatsiteerunud inimese spermides.

2. Maiidrata RIC8A valgu lokalisatsiooni piirkonnad inimese spermides kapatsitatsiooni
protsessis.

3. Iseloomustada RIC8A lokalisatsiooni ja ekspressiooni diinaamikat kapatsitatsiooni
protsessis.

4. Uurida RIC8A translatsiooni vdimalikku toimumist inimese spermides kapatsitatsiooni

protsessis.

2.2. Materjal ja metoodika

2.2.1. Spermide ettevalmistus kapatsitatsiooniks

Anoniilimsetelt tervetelt meesdoonoritelt saadud virske ejakulaat lasti esmalt 15 minutit
toatemperatuuril vedelduda. Seejérel jaotati ejakulaat kolme gruppi: I spermid, mis ldksid
analiiiisimisele otse ejakulaadist; II spermid, millega tehti 1dbi swim-up metoodika; Il
spermid, mis ldksid peale swim-up’i in vitro kapatsiteerumisele. I rithma kuuluvad spermid
tsentrifuugiti toatemperatuuril 300 g juures 5 min. Seejérel pesti neid Whittens-HEPES (WH)
voi Ham’s F-10 so6tmes ja tsentrifuugiti uuesti. Edasi toimetati vastavalt peatiikkidele 2.2.2
ja 2.1.3 Riihm Il ja Il spermidele teostati nn. swim-up metoodika, et eraldada aktiivsed
spermid vdhemaktiivsetest spermidest, muudest keharakkudest ja seemnevedeliku
koagulaatidest. Selleks pipeteeriti 15 ml tuubi 1 ml vedeldatud ejakulaati, millele lisati
aeglaselt peale 1,2 ml eelsoendatud (37° C) Ham’s F-10 s6odet (168,8 mM NaCl; 19 mM
NaHCOs; 5 mM KCI; 1,4 mM Na,HPO,4; 0,8 mM MgSO,* 7H,0; 0,8 mM KH,PO,4; 0,4 mM
CaCly* 2H,0; 8 mM D-gliikoos. Samuti lisati s66tmesse 20 mM HEPES puhvrit. S66tme pH
7,4 korrigeerimiseks kasutati 1 M NaOH). Alternatiivina kasutati ka Whittens-HEPES s66det
(100 mM NaCl; 4,4 mM KCI; 1,2 mM KH2POy; 1,2 mM MgSOy; 5,4 mM gliikoos; 0,8 mM
Na-piiruvaat; 4,8 mM Na-laktaat; 20 mM HEPES; mQ vesi. S66tme pH korrigeeriti 7,2-7,4
kasutades 1 M NaOH). Klooramfenikooli (CP) t66tluse puhul lisati s66tmesse 10 mg/ml

CP’d. Jargnevalt asetati 15 ml tuub prooviga 45° nurga all 1 h 37° C juurde termostaatkappi
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(Incubator INP 500, Memmert). Peale swim-up protsessi eemaldati proovist ettevaatlikult 1
ml pealmisest kihist, mis sisaldas aktiivseid motiilseid sperme ning mida kasutati edasistes
kapatsitatsiooni protsessides. Spermide liikuvust enne ja parast Swim-up’i hinnati visuaalselt
valgusmikroskoobi Olympus CK2 (Olympus Corporation) abil. Nii rithm I kui ka rithm Il ja
Il spermid (peale swim-up’i) loendati kasutades hemotsiitomeetrit (Gorjacv camera model
851). Rakud fikseeriti eelnevalt 4% PFA’ga. Loendamiskambrisse pipeteeriti 10 pl sperme
ning loendati vihemalt 200 rakku. Spermide ligikaudne hulk 1 ml kohta arvutati vastavalt
valemile N*d*C, kus N on loetud rakkude keskmine arv hemotsiitomeetri tihe véikese ruudu
(pindala 0,0025 mm? ja ruumala 0,25 nl) kohta, d on lahjendusfaktor ja C hemotsiitomeetri
konstant (4*10°). Katsete tegemisel arvestati 2010 aastal WHO (World Health Organization)
poolt kehtestatud piirvdartusega, kus normaalseks loetakse rakkude arvu 15 miljonit/ml
(Cooper jt., 2010).

2.2.2. Spermide in vitro kapatsitatsioon

Swim-up metoodikaga eraldatud aktiivsetele spermidele (1 ml) lisati eelsoendatud (37° C) 1
ml Ham’s F-10 soddet ja seejdrel tsentrifuugiti rakke 300 g juures 5 min. Pohja
tsentrifuugitud rakkudele lisati 1,5 ml kapatsitatsioonisdodet [SO ml Ham’s F-10 sd6tmele
lisati 300 mg inimese seerumi albumiini (HSA, Bio-Pure Human Serum Albumin, Biological
Industries); 1,5 mg Na-piiruvaati; 0,18 ml 60% (v/v) Na-laktaati ning 100 mg NaHCO3) voi
Whittens HEPES s66tme puhul 30 mM NaHCO3, 10 mg/ml BSA (Sigma, rasvhapete vaba), 2
mM CaCly] ning inkubeeriti 3 h 37° C juures. Klooramfenikooliga proovile lisati
kapatsitatsioonisodtmesse 0,1 mg/ml CP’d ja inkubeeriti samuti 3 h 37°C juures. Spermide

hiiperaktiveerumist hinnati ka valgusmikroskoobiga Olympus CK2 (Olympus Corporation).

2.2.3. Spermide in vitro akrosomaalreaktsioon

Spermide kapatsitatsiooni edukuse hindamiseks kasutati in vitro akrosomaalreaktsiooni (AR).
Spermid, mis on eelnevalt ldbinud kapatsitatsiooni protsessi on vdimelised ldbima
adekvaatselt ka akrosomaalreaktsiooni. AR’i indutseerimiseks lisati spermidele Ca-ionofoori
A23187 (Sigma Aldrich, Sigma C7522) 16ppkontsentratsiooniga 10 uM ja inkubeeriti 30 min
37° C juures. Negatiivse kontrollina inkubeeriti rakke samadel tingimustel ilma Ca-
ionofoorita. Peale inkubeerimist lahjendati proovid 1:1 1x PBS’ga. Rakud fikseeriti 1,5 ml
Eppendorfi tuubis lisades 1:1 10% formaliini ning lasti 10 minutit toatemperatuuril

fikseeruda. Preparaatide tegemiseks kanti adhesiivsele alusklaasile (Thermo Scientific,
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Polysine® slides, Menzel-Gléser) 60 ul proovi, tommati katteklaasiga laiali ja lasti 30 minutit
toatemperatuuril kuivada. Preparaate sdilitati 4°C juures.

Akrosoomi intaktsuse hindamine toimus Coomassie’l pohineva Page Blue (Fermentas)
valke vérviva lahuse abil. Preparaate pesti 1x PBS’ga, seejarel lisati 200 pl Page Blue
virvilahust ja lasti seista 20 minutit. Uleliigse vérvi eemaldamiseks pesti klaasid 1x PBS’ga
ning seejdrel sulundati 50% gliitserool/PBS’ga ning kaeti katteklaasiga, mille servad pitseeriti

labipaistva kiitinelakiga.

2.2.4. Kvantitatiivne reaalaja PCR (QRT-PCR)

RIC8A mRNA suhtelise ekpressiooni taseme hindamiseks inimese spermides enne ja pérast

kapatsitatsiooni, viidi 1dbi gRT-PCR analiiiis.

2.2.4.1. Spermidest totaalse RNA eraldamine

Peatiikkides 2.2.1. ja 2.2.2. kirjeldatud viisil viidi 14bi aktiivsete spermide eraldamine Swim-
up meetodil ning in vitro kapatsitatsioon. Totaalse RNA eraldamiseks lisati rakkudele
(ligikaudu 10x10° rakku) nende liiiisimiseks ja homogeniseerimiseks 1 ml Trizol reagenti
(TRIzol®Reagent, Life Technologies). Selleks, et toimuks tédielik nukleoproteiin komplekside
lagunemine inkubeeriti homogeniseeritud proove 30 minutit toatemperatuuril. Faasi
separatsiooniks lisati 1 ml Trizol reagendi kohta 0,2 ml kloroformi ja inkubeeriti 3 min
toatemperatuuril. Seejdrel tsentrifuugiti proove 12000 g juures 15 minutit. Moodustunud
faasidest kanti koige pealmine, RNA’d sisaldav vesifaas uude 1,5 ml Eppendorfi tuubi.
Totaalse RNA sadestamiseks lisati 8 g RNaasi vaba gliikogeeni (Invitrogen) ning 0,5 ml
100% isopropanooli. Sadestamisel inkubeeriti proove esmalt 10 minutit toatemperatuuril ning
seejarel 10 minutit jadl. Jargnevalt tsentrifuugiti proove 12000 g juures 10 minutit ning
eemaldati supernatant. Pohja tsentrifuugitud RNA pesti 1 ml 75% etanooliga 20 sekundit ning
kuivatati ohu kédes 10 minutit. RNA sade resuspendeeriti 20 pl dietiiiilpiirokarbonaadiga
(DEPC) - toodeldud mQ’s. Eraldatud totaalse RNA proovidele teostati RNA sisalduse
madramiseks analliis NanoDrop 8000 spektrofotomeetriga (Thermo  Scientific).
Kapatsiteerumata swim-up proovis oli RNA sisaldus 214 ng/ul (260/280 = 1,67) ja
kapatsiteerunud proovis 232,7 ng/ul (260/280 = 1,71).
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2.2.4.2. cDNA siintees

Spermidest eraldatud totaalse RNA proovidest voeti cDNA siinteesiks 8 ul (1,712 pg
kapatsiteerumata spermide puhul ja 1,8616 pg kapatsiteerunud spermide puhul). Sellele lisati
0,5 ul 100 uM oligo(dT)17 (TAG Copenhagen A/S) praimereid, 1 ul 100 mM dNTP mix’i ja
0,5 ul DEPC — mQ’d. Seejérel denatureeriti proove 65° C juures 5 minutit ning hoiti 1 minut
jadl. cDNA siinteesiks valmistati cDNA siinteesi segu, mis sisaldas 4 pl 5x RT puhvrit, 2 pl
50 mM MgCly, 2 ul 0,1 M DTT (ditiotreitool) (Invitrogen), 1 ul rRNasin ribonukleaasi
inhibiitorit (40 U/ul) (Promega) ning 1 pl SuperScript” III RT (200 U/ul) (Invitrogen)
revertaasi. ¢cDNA siinteesi segu lisati eelnevalt valmistatud RNA/praimerite segule ja
poordtranskriptsiooni toimumiseks inkubeeriti proove 50 minutit 50° C juures. Reaktsiooni
termineerimiseks hoiti proove 5 minutit 85° C juures ning jahutati jdil. Proove séilitati -20° C

juures.

2.2.4.3. Kvantitatiivne reaalaja PCR (QRT-PCR)

Kapatsiteerumata ja kapatsiteerunud proovidest siinteesitud cDNA’ga viidi 1dbi qRT-PCR,

kus kasutati jargnevaid praimereid:

Ric_h_RT F5-GTGTCT GGATGT TCTCCTCACC-3’
R5 -GCTACACTCTCCTTCAGCCTGT-3"
HPRT F5-GACTTTGCTTTCCTTGGTCAGG -3’

R 5’- AGTCTGGCTTATATCCAACACTTCG- 3’
gRT-PCR analiitisiks kasutati StepOnePlus Real-Time PCR System masinat (Applied
Biosystems) ja StepOne Software v2.0 tarkvara. Reaktsioon viidi 1&dbi 10 pl mahus, kus 1 pl
cDNA proovile lisati 2 pl HOT FirePol®EvaGreen qPCR Mix Plus segu (1,5 mM MgCl,,
HOT FIREPoI® DNA Poliimeraas, dNTP-d, 5x EvaGreen® qPCR puhver, EvaGreen®“virv ja
ROX virv) (Solis BioDyne), 2,8 ul kumbagi praimerit ja mQ vett. Iga proov kanti PCR
plaadile kolmekordse kordusena. Kogu katset viidi 14bi kahes korduses.
RIC8A ekspressioonitaseme hindamiseks arvutati suhe referentsgeeni HPRT
(hiipoksantiin guaniin fosforibosiilil transferaas) suhtes. Kasutati jargmist qRT-PCR
programmi:

95° C 12 minutt
95 C 15 selundit 40 teiiklit
60° C 1 minut
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RIC8A mRNA ekspressiooni suhtelise taseme arvutamiseks kasutati AACt meetodit (Pfaffl jt.,
2001). Kapatsiteerumata ja kapatsiteerunud spermide RIC8A mRNA tasemete erinevuse
statistilise olulisuse méadramiseks teostati Student’s T-test kasutades Microsoft Exceli
(Microsoft Corporation) funktsiooni TTEST.

2.2.5. Immuunotsiitokeemiline analiits

Immuunotsiitokeemilisse analiilisi vOeti spermid vastavalt peatiikkides 2.2.1 - 2.2.2 toodud
metoodikale. Enne adhesiivsetele alusklaasidele (Thermo Scientific, Polysine® slides,
Menzel-Glaser) kandmist lahjendati rakke 1:1 1x PBS’s, alusklaasile kanti 30 pl lahjendatud
rakke, millele lisati fikseerimiseks 30 pl 4% PFA/PBS, tommati katteklaasiga laiali ja lasti 30
minutit toatemperatuuril kuivada. Preparaate siilitati 4° C juures.

Immuunotsiitokeemilise analiiiisi jaoks permeabiliseeriti preparaate 0,01% Triton X-
100/PBS lahusega 3x 5 minutit ja seejérel 10 minutit 0,1% Triton X-100/PBS lahuses. Sellele
jargnes pesu 1x PBS’ga 3x 5 minutit. Antikeha ebaspetsiifilise seondumise viltimiseks
inkubeeriti preparaate 1% veise seerumi albumiini (BSA, Sigma-Aldrich)/ PBS lahusega, mis
sisaldas 5% kitseseerumit toatemperatuuril niiskuskambris 1 h. Seejarel inkubeeriti preparaate
kitilikus valmistatud anti-RIC8A (Proteintech Group) poliiklonaalse antikehaga, mis oli
lahjendatud 1:70 1% BSA/PBS’is. Kapatsitatsiooni kontrollimiseks kasutati teise primaarse
antikehana hiires valmistatud anti-angiotensiin II tiiip 1 retseptori vastast monoklonaalset
antikeha (Abcam PLC) lahjendatuna 1:15 1% BSA/PBS’is. Preparaate inkubeeriti primaarse
antikehaga {ile66 4° C juures niiskuskambris. Kdikidel negatiivsetel kontrollidel oli primaarne
antikeha asendatud 1% BSA/PBS lahusega. Enne sekundaarse antikeha lisamist pesti
preparaate 1xPBT’ga (1xPBS, millele oli lisatud 20% Tween 20 detergenti) 3x10 minutit.
Sekundaarsete antikehadena kasutati anti-RIC8 puhul Alexa fluor 555 konjugeeritud kiiiiliku
IgG vastast kitses tehtud antikeha (Invitrogen) lahjendusega 1:800 1% BSA/PBS’is ja anti-
angiotensiin II tiitip 1 retseptori puhul Alexa fluor 555 konjugeeritud hiire IgG vastast kitses
tehtud antikeha (Invitrogen) lahjendusega 1:800 1% BSA/PBS’is. Preparaate inkubeeriti
sekundaarse antikehaga 1 h toatemperatuuril pimendatud niiskuskambris. Jargnevalt teostati
pesu 1x PBT’ga 3x10 minutit. Tuumade visualiseerimiseks vérviti preparaate 3 minutit DAPI
(4,6-diamidino-2-feniiiilindool, Sigma Aldrich) lahusega 1:1000 1x PBS’is. Uleliigne DAPI
lahus pesti maha 1x PBS’ga 2x 5 minutit ning lisaks veel ka mQ veega. Fluorestsentsi
sdilitamiseks sulundati  preparaadid Fluoroshield (Fluoroshield™,  Sigma-Aldrich)
sulundusvedelikuga ning seejirel kaeti katteklaasiga, mille servad pitseeriti ldbipaistva

kiitinelakiga.
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RICS8A valgu lokalisatsiooni diinaamika mééramisel kapatsitatsiooni protsessis teostati
riihmadevaheliste erinevuste statistilise olulisuse madramiseks Microsoft Exceli (Microsoft

Corporation) programmis Single Factor ANOVA analiiis.

2.2.6. Western blot valguanaliiiis

RICS8A valgu tuvastamiseks inimese spermides viidi 1dabi Western blot valguanaliiiis. Spermid
toodeldi vastavalt peatiikkides 2.2.1-2.2.2 toodud metoodikale. Proovide ettevalmistamisel
tsentrifuugiti spermid 15 minutit 1500 g juures 1,5 ml Eppendorfi tuubi pdhja, eemaldati
supernatant ja pesti 1x PBS’ga. Seejirel kaaluti pohjas olevad rakud ja rakkude liiiisimiseks
lisati kaalu jargi 2x SDS/puhver liitisilahust (50 mg — 1 ml). Et véltida valkude degradatsiooni
ja denaturatsiooni hoiti proove jdél. Peale liitisipuhvri lisamist sonikeeriti proove 10 minutit
sonikaatoriga (Diagenode). Proovid sdilitati -20° C juures.

Valkude eraldamiseks viidi 1dbi SDS-PAGE geelelektroforees, kus kasutati 4%
koguvat- ja 10% lahutavat poliiakriiiilamiidgeeli. Geelid valmistati tabelis 1 toodud skeemi

alusel.

Tabel 1. Poliiakriiiilamiidgeeli valmistamine.

Materjalid 10% 4%

30% akriitilamiid 1,33 ml 333 ul

1,5 M Tris/Tric pH 8,8 (1/4) 1 ml |pH 6,8 (1/8) 312 pul
10% SDS (0,1 %) 40 pl (0,1 %) 25 ul
Milli-Q vesi 1,63 ml 1.83ml

NAPS (Na-persulfaat) |40 ul (1:100) 25 ul (1:100)
TEMED 4 ul (1:1000) 2,5 ul (1:1000)
Kokku 4 ml 2,5 ml

Geelile kanti 15 pl proovi ja elektroforees toimus 1 h 120 V juures masinaga PowerPac Basic
(Bio-Rad). Valkude pikkusmarkerit (PageRuler™ Prestained Protein Ladder, Thermo
Scientific) lisati 5 ul ja jooksupuhvrina kasutati 1x SDSRB puhvrit (25 mM Tris, 192 mM
gliitsiin, 0.1% SDS).

Valgud kanti seejirel geelilt iile nitrotselluloos membraanile (Immobilon™ Transfer
Membranes, Millipore). Ulekanne toimus 1 h 60 mA juures masinaga PowerPac Basic (Bio-
Rad). Peale valkude iilekandumist membraanile blokeeriti membraan TBS(Tris Buffered
Saline) lahusega, mis sisaldas 10% NFDM’i (Non-Fat Dry Milk) ja inkubeeriti 1 h
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toatemperatuuril. Blokeerimise jérgselt pesti membraani TBS puhvris 2x5 minutit. Seejdrel
inkubeeriti membraani hiires valmistatud RIC8A vastase (Abcam PLC) monoklonaalse
antikehaga lahjendatuna 1:800 1% NFDM/ TBS lahuses iile66 4° C juures. Referentsina
kasutati tsentrosoomide markerit hiires valmistatud gamma tubuliini vastast monoklonaalset
antikeha (Abcam PLC) lahjendusega 1:5000 1% NFDM/TBS lahuses, millega inkubeeriti
membraani samuti {iledd 4° C juures. Peale inkubeerimist primaarse antikehaga pesti
membraani TBS lahusega 4x 5 minutit. Seejdrel lisati aluselise fosfataasiga konjugeeritud
hobuses valmistatud hiire 1gG vastane sekundaarne antikeha (Vector laboratories)
lahjendusega 1:1000 1% NFDM/TBS lahuses ja inkubeeriti 1 h toatemperatuuril. Peale
inkubeerimist pesti membraani uuesti TBS lahusega 4x5 minutit. Tulemuse visualiseerimiseks
loputati membraani aluselise fosfataasi puhvri (100 mM NaCl; 5 mM MgCl,; 100 mM Tris
pH 9,5; mQ vesi), NBT (Nitro Blue Tetrazolium) 50 mg/ml ja BCIP (5-bromo-4-chloro-3-
indolyl phosphate) 50 mg/ml substraadi lahuses. Sobiva virvusreaktsiooni ilmumisel
reaktsioon 10petati hoides membraani 5 minutit mQ vees. Western blot’i tulemuse
visualiseerimiseks digitaliseeriti see kasutades skannerit (Epson Perfection V700 Photo,

Epson). Valgu hulga kvantifitseerimiseks kasutati arvutiprogrammi ImageJ.

2.2.7. Rakkude immuunotsiitokeemiline mirgistamine ja libivoolu tsiitofluoromeetriline

(FAC) analiiiis

Labivoolu tsiitofluoromeetriliseks analiiiisiks teostati spermide swim-up ja kapatsitatsioon
sarnaselt kirjeldatule peatiikkides 2.2.1 ja 2.2.2 Ainsaks erinevuseks oli swim-up ’i 1abiviimine
kapatsitatsioonisddtmes, peale mida inkubeeriti sperme kapatsitatsioonisodtmes veel 2 h 37°
C juures. Kapatsiteerumata (otse ejakulaadist vilja pestud spermid) ja kapatsiteerunud
spermidega proovid tsentrifuugiti 380 g juures 5 minutit, eemaldati supernatant ning fikseeriti
2% PFA/PBS lahusega 15 minutit toatemperatuuril. Seejdrel toodeldi rakke veel gliitsiin (2
mg/ml)/PBS lahusega toatemperatuuril 15 minutit. Fikseeritud spermidele teostati 1,5 ml
Eppendorfi tuubis immuunotsiitokeemiline RIC8A valgu mairgistamine. Kdikides allpool
loetletud etappides kasutati spermide segamiseks Thermomixerit (Eppendorf), mis oli seatud
minimaalse rotatsiooni peale 300 rpm. Etappidevahelised tsentrifuugimised teostati 380 g
juures 5 minutit (Centrifuge 5417C, Eppendorf). Peale fikseerimist pesti rakke 1x PBS’ga 2x
5 minutit. Spermid permeabiliseeriti jddl 10 minutit kasutades 0,1% Triton X-100/PBS lahust.
Seejarel teostati pesu 1xPBS’ga 2x5 minutit. Antikeha ebaspetsiifilise seondumise valtimiseks
inkubeeriti 1 h toatemperatuuril rakke 1% veise seerumi albumiini (BSA, Sigma-Aldrich, A-

4503)/PBS lahusega, mis sisaldas 5% kitse seerumit. RIC8A maérgistamiseks inkubeeriti
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proove kiiiilikus valmistatud anti-RIC8A (Proteintech Group) poliiklonaalse antikehaga
(lahjendus 1:70) 1% BSA/PBS’is iile66 4° C juures. Enne sekundaarse antikeha lisamist pesti
proove 1x PBS’ga 2x10 minutit. Sekundaarse antikehana kasutati Alexa fluor 488
konjugeeritud kiiiiliku IgG vastast kitses tehtud antikeha lahjendatuna 1:800 1% BSA/PBS’is
(Invitrogen). Proove inkubeeriti sekundaarse antikehaga 1 h toatemperatuuril. Jargnevalt
teostati pesu 1x PBS’ga 2x 10 minutit. Tuumade visualiseerimiseks vérviti preparaate 5
minutit DAPI (4,6-diamidino-2-feniiiilindool, Sigma Aldrich) lahusega 1:1000 1x PBS’is.
Enne FAC analiiiisi pesti veel proove 1x PBS’ga 2x 5 minutit ning rakud voeti iiles 300 pul 1x
PBS’s. FAC analiiiis teostati tehniku poolt kasutades rakusorterit BD FACSAria.

2.2.8. Mikroskoopia ja pilditootlus

Immuunotsiitokeemilise analiilisi preparaatide pildistamiseks kasutati Olympus DP71
digitaalse kaameraga varustatud fluorestsents- ja faaskontrastmikroskoopi Olympus BX51
(Olympus Corporation). Samuti kasutati RIC8A lokalisatsiooni tdpsemaks médramiseks ja
pildistamiseks skaneerivat konfokaalmikroskoopi Olympus FluoView 1000 (Olympus
Corporation) ja selle pilditootlustarkvara Olympus FluoView FV1000 Ver.3.0 Viewer’it
(Olympus Corporation). Lisaks kasutati piltide jéreltootlemiseks ja rakkude lugemiseks

programmi Adobe Photoshop Cs4 (Adobe Systems Inc.).
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2.3. Tulemused

2.3.1. Geeni RIC8BA mRNA suhteline ekspressiooni tase inimese spermides

RICBA mRNA ekspressiooni iseloomustamiseks inimese spermides kasutati gRT-PCR
analiitisi. Peatiikkides 2.2.1 ja 2.2.2 kirjeldatud metoodikat kasutades eraldati aktiivsed
spermid (~40 miljonit rakku/ml) ja teostati in vitro kapatsitatsioon. Nii kapatsiteerumata kui
ka Kkapatsiteerunud spermidest valmistati RIC8A cDNA proovid, millega teostati
kvantitatiivne reaalaja PCR (metoodika kisitletud peatiikis 2.2.4). Geeni RICBA mRNA
suhtelise ekspressiooni taseme hindamiseks arvutati suhe referentsgeeni HPRT  suhtes
kasutades AACt meetodit (Pfaffl, 2001). Katsete tulemusena selgus, et RICBA mRNA on
ekspresseeritud nii kapatsiteerumata aktiivsetes kui ka kapatsiteerunud inimese spermides.
Statistiliselt olulist erinevust (P=0,8) RICBA mRNA ekpressiooni osas kapatsiteerunud ja

kapatsiteerumata spermidel ei esinenud (joonis 6).

1,22
1,2

0,6 -

Suhteline mRNA tase

0,2 -

Kap (-) Kap (+)

Joonis 6. RIC8A mRNA suhteline ekpressiooni tase inimese spermides enne ja pérast kapatsitatsiooni.
RIC8A mRNA taseme kalkuleerimiseks on kasutatud AACt meetodit ning referentsgeenina HPRT. Lithendid:

Kap(-), kapatsiteerumata aktiivsed spermid; Kap(+), kapatsiteerunud spermid.

2.3.2. Valgu RICB8A lokalisatsioon ja ekspressioon inimese spermides

2.3.2.1. RIC8A immunotsiitokeemiline analiiiis

RIC8A valgu lokalisatsiooni ja ekspressiooni méddramiseks inimese spermides viidi 1dbi

immuunotsiitokeemiline analiitis. Spermide in vitro kapatsitatsiooniks kasutati varasemalt
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kirjanduses néidatule tuginedes nii Whittens-HEPES (WH) (Escoffier jt., 2012) kui ka Ham’s
F-10 sootmel (Laflamme jt., 2005) pohinevat kapatsitatsioonisdodet. Spermid jaotati
gruppidesse vastavalt peatiikis 2.2.1 toodud siisteemile. I riihma moodustasid otse ejakulaadist
parit spermid, II rithma swim-up meetodi ldbinud spermid, III riihma kapatsitatsiooni protsessi
lébi teinud spermid. Nii Ham’s F-10 kui ka WH s66tme puhul oli mérgatav erinevus RIC8A
lokalisatsiooni ja taseme osas otse ejakulaadist périnevate spermide ja kapatsitatsiooni
protsessi labinud spermide vahel (joonis 7). Ejakulaadist valja pestud spermidel (I rithm) oli
RIC8A lokaliseerunud peamiselt spermi ekvatoriaalses segmendis (joonis 7A). See on
piirkond, mis paikneb spermi peaosas akrosoomi taga, paiknedes rongana timber rakutuuma
ning omades erilist tdhtsust spermi ja munaraku fuseerumisel (Fujihara jt., 2010). Lisaks
ekvatoriaalsele segmendile detekteeriti osadel I riithma spermidel mdnevorra ndrgem RIC8A
ekspressioon ka spermi mitokondreid sisaldavas vaheosas (joonis 7A). WH s66tme puhul oli 1
riihma spermides RIC8A ekspressioon, ehkki samades piirkondades kui Ham’s F-10 puhul,

vaevu margatav (joonis 7G).

Joonis 7. RIC8A lokalisatsioon inimese spermide in vitro kapatsitatsioonil. (A-F) Spermid t66deldud Ham’s
F-10 (H-F10) so6tmes. (G, H) Spermid t66deldud Whittens-HEPES s66tmes (WH). RIC8A on visualiseeritud
RIC8A antikehadega (rRIC8- rabbit anti human RIC8A AB; mRIC8 — mouse anti human RIC8A AB) ja
AlexaFluor® 555 mirgistatud sekundaarse antikehaga (punane). Tuumad on visualiseeritud DAPI’ga (sinine).
(A) Virskes ejakulaadis (Ejak) on RIC8A lokaliseerunud peamiselt spermi ekvatoriaalsesse segmenti. (B, C, D,
H) Swim-up’i (Sw-up) lédbinud aktiivsetes spermides ja kapatsitatsiooni 1dbinud spermides on RIC8A tidheldatav
mérkimisvéirselt ka spermi vaheosas. (E) Klooramfenikooliga téddeldud spermides (Kap+/CP) RIC8A
lokalisatsioon ja tase oluliselt ei muutunud. (F) Negatiivne kontroll (N), kus on kasutatud ainult sekundaarset

antikeha. Liihendid: ekv, ekvatoriaalne segment; mp, vaheosa. Mddtkava: 10 um.
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Kapatsitatsiooni jargselt tousis RIC8A tase III riithma spermide vaheosas mirgatavalt
nii WH kui Ham’s F-10 so6ddet kasutades (joonis 7C, D ja H). Sarnast RIC8A
lokalisatsioonimustrit tdheldati ka II riihma spermides (joonis 7B). Nii II kui III riihma
spermidel sdilis ka ekvatoriaalses segmendis RIC8A ekspressioon (joonis 7B ja C), ehkki
osadel spermidel ei olnud selles piirkonnas RIC8A detekteeritav (joonis 7H). Lisaks tidheldati
moningatel II ja III rithma spermidel ndrka RIC8A fluorestsentssignaali ka spermi sabaosas
(joonis 8D ja F).

Kuna varasemalt oli kirjanduses niidatud, et inimese spermide in vitro kapatsitatsiooni
kdigus toimub hormooni retseptori angiotensiin II tiilip I retseptori (AT1-R) translatsioon
(Gur ja Breitbart, 2006; Gur ja Breitbart 2008), siis see andis vOimaluse kasutada
kapatsitatsiooni hindamiseks anti-AT1-R vastast primaarset antikeha. Sarnaselt Gur ja
Breitbarti (2006 ja 2008) t6os Kirjeldatule tdusis kapatsitatsiooni kdigus AT1-R valgu
ekspressioon mairgatavalt vorrelduna kapatsiteerumata spermidega (joonis 8A ja B).
Kapatsiteerunud spermides oli AT1-R ekspresseerunud tugevamalt spermi vaheosas
mitokondrite piirkonnas ning samuti akrosoomis, vihemal méairal ka spermi sabaosas (joonis
8B). Kuna RIC8A lokalisatsiooni katsed toimusid samadel tingimustel paralleelselt AT1-R

katsetega, siis vOib Oelda, et in vitro kapatsitatsiooni protsess kulges edukalt.

Joonis 8. Angiotensiin II tiiiip I retseptori (AT1-R) lokalisatsioon inimese spermides. AT1-R on
visualiseeritud anti-angiotensiin II tiiip 1 retseptori vastase monoklonaalse antikeha ja AlexaFluor® 555
margistatud sekundaarse antikehaga (punane). Tuumad on visualiseeritud DAPI’ga (sinine). (A) AT1-R
lokalisatsioon kapatsiteerumata (Kap-) spermides. (B) AT1-R ekspressiooni mérgatav kasv kapatsiteerunud

spermides (Kap+). Lithendid: akr, akrosoom; mp, spermi vaheosa; t, spermi sabaosa. Mdotkava: 10 um.

Immuunotsiitokeemiliste katsete tulemused nditasid, et RIC8A tase voOib
kapatsitatsiooni kdigus muutuda. Selle kontrollimiseks otsustati uurida kas RIC8 valgu
translatsioon voib toimuda mitokondriaalsete 55S ribosoomide vahendusel. Mitokondriaalse

translatsiooni masinavargi inhibiitori D-klooramfenikooli (Gur ja Breitbart, 2006) lisamine
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kapatsitatsiooniso6tmesse markimisvéarseid erinevusi RIC8A ekspressiooni osas esile ei
kutsunud (joonis 7E).

Samuti viidi spermides 1dbi  akrosomaalreaktsioon (AR). Selle in-vitro
indutseerimiseks inkubeeriti kapatsitatsiooni 1dbi teinud rakke Ca-ionofoori A23187
juuresolekul (Liu ja Baker, 1998). Reaktsiooni kontrollimiseks vérviti rakke Coomassie’l
pOhineva Page Blue vérviga, mis vérvib intaktse akrosoomi puhul selles sisalduvad valgud,
kuid vérvumine puudub akrosomaalse eksotsiitoosi ldbi teinud rakkudes. Kuna
kapatsiteerumata spermid ei ole vdimelised labima AR’1, siis Ca-ionofoori poolt indutseeritud
AR’i toimumine on spermide eduka kapatsitatsiooni ldbimise indikaatoriks. Kuigi Page
Blue’ga virvimise meetod ei osutunud just parimaks meetodiks AR’i hindamisel, oli
akrosoomaalsete valkude vidrvumine enamikes Ca-ionofooriga todtlemata spermides ja

varvumise puudumine Ca-ionofooriga toddeldud spermides siiski tuvastatav.

2.3.2.2. Valgu RICS8A lokalisatsiooni diinaamika spermide kapatsitatsiooni protsessis

Kuna RIC8A valgu lokalisatsiooni analiiiisil taheldati margatavaid erinevusi nii rithma siseselt
kui rithm I ja rithm III spermide vahel (joonis 7), siis uuriti RIC8A valgu lokalisatsiooni
diinaamikat kapatsitatsiooni  protsessis tdpsemalt kasutades immuunotsiitokeemilise
reaktsiooni 1abinud spermide (rithm I-1IT) loendamist vastavalt margisele. Kokku tehti kolm
erinevat katset samadel tingimustel, kus loendati spermides RIC8A lokalisatsioonipiirkonnad
ning arvutati protsentuaalselt vélja nende sagedused populatsioonis.

Analiiiisi pohjal jaotati rakud RIC8A lokalisatsiooni piirkondade jérgi nelja erinevasse
rihma: 1) RIC8A lokaliseerus vaid ekvatoriaalses segmendis (joonis 9B, D, F) 2) RIC8A
paiknes lisaks ekvatoriaalsele segmendile ka spermi vaheosas (joonis 9B, D, F) 3) RIC8A
lokaliseerus ainult vaheosas 4) RIC8A ekpressioon ei olnud detekteeritav (joonis 9B, kollane
nooleots). Kolme katse tulemusena selgus, et RIC8A valgu lokalisatsiooni piirkondade
sageduste proportsioonid ning diinaamika olid k&igil katsetel sarnased (tabel 2). Kuigi osadel
spermidel oli immuunreaktsioon tdheldatav ka norgalt spermi sabaosas (joonis 9D, F), jéeti
see lokalisatsiooni piirkond edasisest analiiiisist vdlja, kuna see tulemus ei olnud siisteemselt

reprodutseeruv ja osutus pigem ebaspetsiifiliseks.
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Tabel 2. RIC8A lokalisatsiooni piirkondade protsentuaalsed sagedused kapatsiteerumata ja kapatsiteerunud

inimese spermides.

_ Loetud rakke Ekv Ekv + vah (s) Vah Varvumata
7:_ Katse Il 327 69,1 % 16,5 % 3,4% 11,0%
= Katse Il 806 54,5 % 31,6 % 3,8% 10,0 %
- Standardviga 7,3% 7,6 % 0,2% 0,5%
= Katse | 560 38,2% 44,5 % 5,4 % 12,0 %
E Katse Il 327 50,8 % 33,9% 3,7% 11,6 %
‘E Katse lll 510 50,6 % 42,0% 3,3% 4,1%

Standardviga 4,2 % 3,2% 0,6 % 2,6 %
= Katse | 50 10,0 % 84,0 % 4,0 % 2,0%
E Katse Il 294 22,4 % 63,6 % 10,9 % 3,1%
E’ Katse Ill 585 20,9 % 72,3% 4,1% 2,7%
Standardviga 3,9% 5,9% 2,3% 0,3%
P - vaartus 0,0036 0,0036| 0,4857 0,0460

Liihendid: Ekv, ekvatoriaalne segment; Ekv + vah (s), ekvatoriaalne segment koos vahe- ja sabaosaga; Vah,
vaheosa.

Analiiiisi tulemustena selgus, et 62% | rithma spermidest lokaliseerus RIC8A vaid
ekvatoriaalsesse segmenti (joonis 9A ja B). Peaaegu neljandikul (24 %) selle rithma
spermidest lokaliseerus RIC8A nii ekvatoriaalsesse segmenti kui ka vaheossa (joonis 9A ja
B). Suhteliselt vidikese osa (4%) moodustasid spermid, kus oli RIC8A tdheldatav vaid
vaheosas. Koikidest loendatud spermidest moodustasid varvumata rakud 10% (joonis 9A ja
B).

Kapatsiteerumata II rithma spermides lokaliseerus RIC8A 47% loetletud rakkudest
ekvatoriaalsesse segmenti (joonis 9C ja D). Vorreldes I rithma spermidega oli mdnevdrra
tousnud (P=0.1) selliste rakkude osakaal, kus RIC8A lokaliseerus nii vaheosas kui
ekvatoriaalses segmendis, moodustades kdikidest loetud rakkudest 28% (joonis 9C ja D).
Viérvumata (8%) ja ainult spermi vaheosas (4%) RIC8 lokalisatsiooni signaali andnud
spermide hulk oluliselt I rithmast ei erinenud (joonis 9C).

Kapatsitatsiooni protsessi labinud III rithma spermides oli vorreldes | ja 1l grupi
spermidega oluliselt (P<0.01) kasvanud selliste rakkude osakaal, kus RIC8A lokaliseerus
vaheossa ja ekvatoriaalsesse segmenti, moodustades 69% kogu spermide hulgast (joonis 9E ja
F). Proportsionaalselt oluliselt (P<0.01) vdhem oli populatsioonis sperme, kus RIC8A
lokaliseerus vaid ekvatoriaalsesse segmenti (21%) (joonis 9E ja F). Statistiliselt mitte olulisel
(P=0.4) maaral oli mdnevorra kasvanud spermide osakaal (7%), kus RIC8A ekspressioon oli
detekteeritav vaid vaheosas ning vorreldes 1 (P<0.01) ja II rithma (P=0.06) spermidega oli
vahenenud ka viarvumata rakkude (3%) hulk (joonis 9A, C, E).
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A Riihm 1
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H Ekv+ vaheosa
Vaheosa
Varvumata

Joonis 9. Valgu RIC8A lokalisatsiooni piirkondade sagedus ja diinaamika spermides in vitro
kapatsitatsiooni protsessi kiigus. (A, C, E) RIC8A peamiste lokalisatsiooni piirkondade esinemissagedused
protsentides vastavate riihmade (I-III) spermides. (B, D, F) RIC8A (punane) immuunotsiitoloogiline analiilis
erinevas kapatsitatsiooni jérgus (B-I riihm, D-II rithm, F-III riihm) olevatele spermidele. DAPI (sinine)
vérvusreaktsiooni kasutati DNA visualiseerimiseks. Kollane nooleots tdhistab spermi, millel RIC8A signaal ei
ole detekteeritav. Lithendid: Ekv, ekvatoriaalsegment; Mp, vaheosa; Kap(-), kapatsiteerumata spermid; Kap (+),
kapatsiteerunud spermid; Sw-up, aktiivsed spermid, mis on lédbinud swim-up to6tluse; T, spermi sabaosa.

Moétskaala 10 pm.
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Kokkuvotvalt antud analiiiisi tulemused néitasid, et spermide kapatsitatsioonil toimub
RIC8A valgu lokalisatsioonis ja ekspressiooni tasemes statistiliselt (tabel 2) olulised
muutused. Spermide kapatsitatsiooni kéigus lokaliseerub RIC8A lisaks ekvatoriaalsele
segmendile ka spermi vaheosas, erinevalt mittekapatsiteerunud spermidest, kus RIC8A
paikneb peamiselt ekvaatori piirkonnas. Lisaks lokalisatsiooni erinevustele néitasid
immuunotsiitokeemilised eksperimendid veenvalt ka RIC8A wvalgu taseme muutusi

kapatsitatsiooni kdigus.
2.3.3. Valgu RICB8A kontsentratsiooni kvantitatiivne analiiiis kapatsitatsiooni protsessis

Kapatsiteerumata ja kapatsiteerunud spermide fluorestsentssignaali vordlemisel selgus, et
kapatsiteerumisel signaal tugevnes ja see andis aluse hiipoteesile, et kapatsiteerumise kdigus
toimub spermides RIC8A valgu translatsioon. Selleks, et tdpsemalt méddratleda RIC8A
valgukoguse muutust kapatsitatsioonil, viidi jérgnevalt 1dbi nii kvantitatiivne Western blot

valguanaliitis kui ka FAC analiiiis.
2.3.3.1. Western blot valguanaliiiis

RIC8A valgu ekspressiooni analiiiisiks kasutati Whittens-HEPES s66tmes kapatsitatsiteeritud
sperme. Kapatsiteerumata I riihma ja kapatsiteerunud III riihma spermidest saadud materjali
vordlemisel Western blot analiiiisiga selgus, et I rithma spermides oli vorreldes III rithma
spermidega RIC8A valgu tase méargatavalt (~3,8 korda) tdusnud (joonis 10). Lisaks tdheldati,
et RIC8A spetsiifiline mérgis (~59 kDa) paiknes I rithma spermides mdnevorra madalamal
kui IIT rithma oma (joonis 10). Antikeha spetsiifilisuse kontrollimiseks kasutati negatiivse
kontrollina Ric8”" hiire embiironaalsete tiivirakkude liisaati ning positiivse kontrollina inimese
HeLa kasvajarakkude liisaati. Ootusparaselt puudus Ric8” ES rakkudes RIC8A ekspressioon
ning Hela rakkudes tuvastati band suurusega ~59 kDa (joonis 10). Lisaks hinnati liisaatide
valkmaterjali hulka, kasutades kontrollina spermides teadaolevalt ekspresseeritavat y-tubuliini

vastast monoklonaalset antikeha, mis detekteerib valku suurusega ~48 kDa (joonis 10).
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Joonis 10. Kapatsiteerumata ja kapatsiteerunud spermide Western blot valguanaliiiis. Ulemisel real on
nididatud RIC8A ekspressioon vastavates rakuliisaatides. I riihma (Kap-) spermides on RIC8A kontsentratsioon
méirgatavalt madalam kui IIT rithma (Kap+) spermides. Alumisel real on liisaatide valgukoguste hindamiseks
detekteeritud y-tubuliini ekspressioon. Liithendid: Kap(+), kapatsiteerunud spermid; Kap(-), kapatsiteerumata

spermid; ES-, Ric8”" embriionaalsed tiivirakud.
2.3.3.2. Liabivoolu tsiitofluoromeetriline (FAC) analiiiis

Western blotile tulemustele tdiendavalt hinnati kapatsitatsiooni kédigus toimuva RIC8A valgu
taseme tousu FAC analiilisiga. Kapatsiteerumata (I rithm) ja kapatsiteerunud spermide (III
rithm) fluorestsentsisignaali vordlemiseks loeti FAC analiilisil kokku 20000 stindmust. I
rithmast valiti 20000 siindmusest analiitisiks vélja 47,1% ehk 9413 siindmust (joonis 11A)
ning kapatsiteerunud proovist 57,8% ehk 11555 (joonis 11C). Proovide fluorestsentsisignaali
vordlemisel leiti III riithma spermide populatsiooni dot plot graafikul piirkond, kus esines
populatsioon, mis puudus I rithma proovis (joonis 11B ja D). Kapatsiteerumata proovis
moodustas see piirkond analiiiisiks valitud siindmustest 1,1% ehk 108 siindmust, kuid
kapatsiteerunud proovis 2,4% ehk 275 siindmust (joonis 11B ja D). Seega FAC analiiiisi
tulemustest jdreldus, et kapatsitatsiooni kdigus tduseb inimese spermides RIC8A valgu hulk

ligikaudu 1,3%.
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Joonis 11. Kapatsiteerumata ja kapatsiteerunud spermide FAC analiiiis. (A) Kapatsiteerumata spermide

forward- ja side scatter dot plot graafik. (B) Kapatsiteerumata spermide fluorestsentsi dot plot graafik. (C)

Kapatsiteerunud spermide forward- ja side scatter dot plot graafik. (D) Kapatsiteerunud spermide fluorestsentsi

dot plot graafik. Punaselt on maérgistatud forward- ja side scatter graafikult analiiiisiks valitud populatsioon.

Siniselt on mérgistatud fluorestsentsi vordluseks valitud populatsioon. Liihendid: P1, forward- ja side scatter dot

plot graafikult analiiiisiks valitud rakkude populatsioon; P2, fluorestsents dot plot graafikult vordlemiseks valitud

rakkude populatsioon. Lithendid: Kap (-), kapatsiteerumata spermid; Kap (+), kapatsiteerunud spermid.
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2.4. Arutelu

G valkude GEF RIC-8 valk omab olulist rolli mitmetes bioloogilistes ja fiisioloogilistes
solmprotsessides nagu raku signalisatsioon, migratsioon, adhesioon ja rakkude jagunemine.
Enamus teadmisi RIC-8 funktsiooni kohta parinevad katsetest lihtsamate mudelorganismidega
nagu C. elegans’s ja dddikakdrbes. Ehkki loomariigis konserveerunud RIC-8 omab ilmselt
sarnaseid funktsioone ka imetajates, on siiski RIC-8 roll imetajates paljuski teadmata.
Varasemalt on niidatud, et Ric8” vdlja lillitamine on hiire embriiotele letaalne, pohjustades
mitmeid varase arengu héireid (Tdnissoo jt., 2010). Lisaks on uuritud RIC8 funktsiooni
imetajate ndrvisiisteemis (Tonissoo, 2003; Fenech jt., 2009, Vellano jt., 2010; Ma jt., 2012)
ning raku jagunemises (Hampoelz jt., 2005; Wang jt., 2005; Woodard jt., 2010). Kuna RIC-8
struktuur sisaldab spetsiifilisi armadillo motiive, mis on omased valkudele, millel on mitmeid
interaktsioonipartnereid (Figueroa jt., 2009), siis vdib RIC8-I olla veel mitmeid avastamata
funktsioone.

Antud magistritoo eesmirgiks oli uurida RIC8A vdimalikku rolli inimese spermide
kiipsemisel. Varasemalt oli teada, et hiire spermatogeneesis on Ric8 ekspresseeritud nii
arenevates seemnerakkudes kui Leydigi rakkudes (Pert, 2012). Lisaks on niidatud, et isaste
VasaCreRic8'%“'° hiirte (Ric8 on neil vilja liilitatud spetsiifiliselt idurakkudes) ristamisel
wild type emastega saadud jarglastel esinesid mitmed arenguanomaaliad (Pert 2012; Sillaste,
2012). Tuginedes neile teadmistele keskenduti antud uurimustdos tdpsemalt inimese spermide
uurimisele kapatsitatsiooni protsessis.

Kiipsed inimese spermid sisaldavad hulgaliselt erinevaid mRNA molekule (Ostermeier
jt., 2002). Nende seas on tuvastatud ka selliseid, mis kodeerivad viljastumiseks ja
embriionaalseks arenguks vajalikke valke (Ostermeier jt., 2002). Selleks, et uurida kas ka
RICBA mRNA esineb inimese kiipsetes spermides, teostati qRT-PCR analiilis. Selgus, et
RIC8A mRNA ekspresseerub sarnaselt nii kapatsiteerunud kui ka kapatsiteerumata spermides
ning selle tase kapatsitatsiooni kéigus statistiliselt olulisel mééral ei muutu. Kuna kiipsetes
spermides on DNA protamiinide ja histoonide abil tihedalt kokku pakitud, on stabiilne RIC8A
mRNA tase kapatsitatsioonil kooskolas faktiga, et kiipsetes spermides transkriptsiooni ei
toimu (Grunewald jt., 2005).

RIC8A wvalgu lokalisatsiooni médramiseks kapatsiteerumata ja kapatsiteerunud
inimese spermides 14bi viidud immuunotsiitokeemiline analiiiis nditas, et nii otse ejakulaadist
périt kapatsiteerumata kui ka kapatsiteerunud spermides lokaliseerub RIC8A valk raku
ekvatoriaalsesse segmenti. Ekvatoriaalne segment on akrosoomi iiks osadest, mis kulgeb

rongana limber spermi peaosa. Jdddes spermis intaktseks ka peale akrosomaalreaktsiooni
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toimumist, omab ekvatoriaalne segment viljastumisel funktsionaalselt olulist tdhtsust
(Fujihara jt., 2010). Kuna akrosomaalreaktsiooni kdigus toimub plasmamembraani ja vélimise
akrosomaalse membraani fuseerumine ja eksotsiitoos, siis jidb peale akrosomaalreaktsiooni
spermi peaosa katma sisemine akrosomaalne membraan ja seda lmbritsev ekvatoriaalne
segment. Just selles piirkonnas initsieeritakse viljastumisel fuseerumine munarakuga ning
spermi tuumaiimbrise lagundamine (Fujihara jt., 2010). Ekvatoriaalses segmendis
lokaliseeruvate valkude kohta palju teada ei ole. Varasemalt on kirjeldatud nii inimese kui ka
hiire spermide ekvatoriaalses segmendis ja ka postekvatoriaalses piirkonnas spermi ja
munaraku fuseerumiseks vajalikku valku 1ZUMO21 (Inoue jt., 2005). Lisaks on inimese
spermide ekvatoriaalses segmendis tuvastatud valk ESP (equatorial segment protein)
(Wolkowicz jt., 2003) ja hiire spermides valk SPESP1 (sperm equatorial segment protein 1)
(Fujihara jt.,, 2010), mis tagavad eduka viljastumise. Kuna enamik teadaolevaid
ekvatoriaalsesse segmenti lokaliseerunud valke omavad tdhtsat rolli spermi ja munaraku
fuseerumisel, siis vOib oletada, et ka valk RIC8A omab rolli selles protsessis.

Emassuguteedes  toimuva  kapatsitatsiooni  tulemusena  saavutab  sperm
viljastamisvdime. Uks olulisemaid siindmusi, mis pdhjustab erinevate signaaliradade
aktiveerumise Kkapatsitatsioonil on Ca®*- ioonide sissevool rakku. Ca**- ioonide edasine
progresseeruv sissevool rakku kdivitab spermides akrosomaalreaktsiooni. RIC8A taseme tous
kapatsitatsioonil ning selle paiknemine ekvatoriaalses segmendis voib viidata tema osalusele
akrosomaalreaktsiooni indutseerimisel. Varasemalt on teada, et ZP3 valgu seondumine spermi
membraanis asuva retseptoriga ZRK (Zona receptor kinase) (Burks jt., 1995) indutseerib
spermides akrosomaalreaktsiooni ning see on tundlik pertussis toksiinile (Lee jt., 1992;
Bastiaan jt., 1999). Seega on ZP3 valgu poolt akrosomaalreaktsiooni indutseerimine G — valk
soltuv protsess ja antud signaalirajas vOib olulist rolli mingida ka guaniini
nukleotiidivahetusfaktor, mis on vodimeline pikendama ja vdimendama G-valgu poolt
vahendatud signaali (Tall jt., 2003; Fenech jt., 2009).

Lisaks ekvatoriaalsele segmendile tuvastati immuunotsiitokeemilisel analiiiisil RIC8A
valgu lokaliseerumine ka spermi vaheossa. Spermi vaheosa on piirkond, kus asuvad
mitokondrid, mis varustavad motiilset rakku ATP’ga. Uheks oluliseks muutuseks
kapatsitatsiooni protsessis oli RIC8A ekspressioonimustri muutus spermi vaheosas. Nimelt
kasvas kapatsiteerumise kdigus margatavalt selliste spermide osakaal, kus RIC8A lokaliseerus
lisaks ekvatoriaalsele segmendile ka vaheossa. Samuti oli kapatsitatsiooni kéigus
markimisvaérselt todusnud RIC8A wvalgu fluorestsentsisignaal. Sellist RIC8A valgu
lokalisatsiooni- ja ekspressioonimustrit voib seletada tema rakusisese {imberjaotumise voi

stinteesi ehk translatsiooniga. Nii immuunotsiitokeemilise analiiiisi, Western blot kui ka FAC
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analiiiisi tulemused viitavad RIC8A valgusiinteesi toimumisele inimese spermides. See ei
viélista muidugi voimalust, et paralleelselt toimub ka valgu rakusisene imberjaotumine.

Traditsiooniliselt on sperme peetud translatsiooniliselt inaktiivseteks, kuid on ka
tdendeid, mis liikkavad selle viite iimber. Néiteks on Zhao jt., (2009) on ndidanud, et hiire
spermides tduseb kapatsitatsiooni kdigus 44 valgu tase, millest 26 osalevad spermi ja
munaraku ithinemisel (Zhao jt., 2009). Samuti toimub spermides kapatsitatsiooni kiigus
hormooniretseptori angiotensiin II tiiip I retseptori (AT1-R) translatsioon (Gur ja Breitbart,
2006; Gur ja Breitbart 2008). Kasutades AT1-R vastast antikeha, dnnestus ka meil edukalt
ndidata, et kapatsitatsioonil toimub AT1-R valgu translatsioon. Translatsiooni eest vastutavate
ribosoomide uurimisel avastati, et spermides peaaegu puuduvad tsiitoplasmaatilised 28S
rRNA molekulid, kuid esinevad 18S rRNA molekulid (Gur ja Breitbart, 2006; Cappallo-
Obermann jt., 2011). Kuid tsiitoplasmaatilisi ribosoome peetakse oma monosomaalse oleku
tottu spermides funktsionaalselt inaktiivseteks (Gur ja Breitbart, 2006; Cappallo-Obermann
jt., 2011). Siiski on spermide ribosomaalsete fraktsioonide uurimisel leitud poliisomaalsetes
fraktsioonides 12S rRNA molekule ning arvatakse, et valgu translatsiooni viivad spermis lébi
mitokondriaalsed 55S ribosoomid (Gur ja Breitbart, 2006). Seega voib RIC8A
lokaliseerumine mitokondrite piirkonda spermi vaheossa tuleneda tema translatsioonist selles
piirkonnas. Mitokondriaalsete ribosoomide osalust translatsioonil nditab ka see, et AT1-R
valgu siintees on mojutatud mitokondriaalse ja mitte tsiitoplasmaatiliste translatsiooni
inhibiitorite poolt (Gur ja Breitbart, 2006). Selleks, et uurida 55S ribosoomide osalust RIC8A
valgu siinteesil, kasutasime mitokondriaalsete ribosoomide spetsiifilist inhibiitorit D-
klooramfenikooli (CP), mis peaks peatama kapatsitatsiooni kdigus toimuva valgusiinteesi.
Normaalsetel tingimustel kapatsiteerunud spermide ja CP juuresolekul kapatsiteerunud
spermide vordlusel ei ilmnenud RIC8A ega ka AT1-R valgu koguse muutus sellisel méairal
nagu seda on ndidanud Gur ja Breitbart (2006) AT1-R valgu puhul. Valgusiinteesi uurimisel
spermis CP abil on leitud ka valke, mille tase tduseb kapatsitatsioonil vaatamata to6tlusest
CP’ga (Zhao jt., 2009), kuid AT1-R valgu puhul on néidatud selle inhibeerivat toimet (Gur ja
Breitbart, 2006). Sellest voib jareldada, et meie poolt 14bi viidud spermide CP to6tlus ei olnud
tdielikult dnnestunud kas mittefunktsionaalse CP voi teiste teadmata pdhjuste tottu.

Toetudes kirjandusele, kasutasime spermide kapatsiteerimisel kahte erinevat s6ddet:
Whittens-HEPES (Escoffier jt., 2012) ja Ham’s F-10 so6det (Laflamme jt., 2005). Whittens-
HEPES soodet kasutatakse iildjuhul hiire spermide kapatsiteerimiseks ning Ham’s F-10
s00det peamiselt inimese spermide puhul. Molema s66tmega kapatsiteerimisel olid RICSA
lokalisatsioonipiirkonnad sarnased, ehkki esines moningaid erinevusi signaali tugevuse osas.

Vahe RIC8A ekspressiooni osas spermide vaheosas otse e¢jakulaadist péarit kapatsiteerumata ja
49



kapatsiteerunud spermide vahel oli Whittens-HEPES s66tme puhul mérgatavalt ilmekam.
Selle pdhjuseks vaib olla sddtmete koostise erinevus ja ka moningane erinevus koostisosade
kontsentratsioonis.

RIC8A valgu detekteerimiseks kasutati kahte erinevat antikeha: hiires valmistatud
RIC8A vastast monoklonaalset antikeha ja kiililikus valmistatud RIC8A vastast
poliiklonaalset antikeha. Mdlemad antikehad detekteerisid immuunotsiitokeemilisel analiitisil
RIC8A valgu spermi vaheosas, kuigi monoklonaalne antikeha mérgatavalt norgemalt. Selle
pohjuseks voib olla antikehade voime éra tunda erinevaid RIC8A valgul olevaid antigeenseid
epitoope. Kuigi immuunotsiitokeemilisel analiiiisil detekteeris poliiklonaalne antikeha RIC8A
valku paremini, siis teadmata pohjustel tundis Western blot valguanaliiiisil denatureerunud
RIC8A valku dra vaid monoklonaalne antikeha.

Lisaks voib antikehade erinevat seondumist pdhjustada RIC8A valgu konformatsiooni
muutus, mille tulemusena muutub epitoobi dratuntavus. Western blot valguanaliiisil tdheldati
kapatsiteerunud spermide puhul RIC8A valguriba mdnevorra kdrgemal kui kapatsiteerumata
spermide puhul. Seega voib kapatsitatsioonil suureneda RIC8A valgu molekulmass. Kuna
RIC8A sisaldab mitmeid seriini, treoniini ja tiirosiini jiéke, siis on teada, et rakkudes toimub
fosforiileerimise ndol ka posttranslatsiooniline RIC8A valgu modifitseerimine (Yang jt.,
2007). Seega voib RIC8A fosforiileerimise tagajérjel toimuva valgu konformatsioonilise
muutuse tottu tunda antikeha erinevalt dra antigeenseid epitoope. Kuna on teada, et spermide
kapatsitatsioonil toimub valkude fosforiileerimine (Signorelli jt., 2012), siis on vdimalik, et
protsessi kdigus toimub ka RIC8A valgu fosforiileerimine.

Kokkuvotvalt antud magistritoos nédidatud tulemused viitavad RIC8A tdhtsale
funktsioonile inimese spermide kiipsemisel. Kapatsitatsiooni protsessi kdigus transleeritud
valgud on olulised spermide motiilsuse tagamisel, metabolismis, signalisatsiooni
reguleerimisel ja viljastumisel ning muutused nende valkude osas vdivad olla viljatuse
pOhjuseks (Zhao jt., 2009). Millistes protsessides RIC8A spermide kiipsemisel tdpsemalt
osaleb on jargmine viljakutse tulevaste uuringute jaoks. RIC8A vdib ka
reproduktiivmeditsiinilises kasitluses olla huvipakkuv valk. Seni teadaolevalt on ndidatud, et
idiopaatilise azoospermia, kriiptozoospermia ja azoospermia patsientide testise biopsiast parit
materjalis on RIC8A ekspressiooni tase madalam kui kontroll indiviididel (NextBio
DiseaseAtlas; Ellis jt., 2007). Kuna inimese normaalses ejakulaadis on suur osa sperme kas
morfoloogiliselt voi funktsionaalselt defektsed (Cooper jt., 2010), siis tuleks edaspidi kaasata
uuringutesse rohkem doonoreid ja votta arvesse ka need spermid, mis antud t66s sSwim-up'’i
jargselt eemale jdid. Lisaks oleks huvitav uurida RIC8A vdimalikke muutusi viljatutel

meesdoonoritel.
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KOKKUVOTE

Kéesoleva magistritoo eesmairgiks oli uurida guaniini nukleotiidivahetusfaktori RIC8A
ekspressiooni ja lokalisatsiooni inimese spermides kapatsitatsiooni protsessis ning lisaks vélja
selgitada, kas kapatsitatsiooni kdigus voib toimuda RIC8A valgu translatsioon. Selle raames
viidi kapatsiteerumata ja kapatsiteerunud inimese spermide liisaadis oleva RICBA mRNA
suhtelise taseme méadramiseks 14bi kvantitatiivne reaalaja PCR. RIC8A rakulise
lokalisatsiooni ja ekspressiooni méddramiseks enne ja peale spermide kapatsiteerumist kasutati
immuunotsiitokeemilist meetodit. Translatsiooni  vdimaliku toimumise  uurimiseks
kapatsitatsiooni protsessis viidi RIC8A valgukoguse kvantitatiivseks méadramiseks 1dbi
western blot ning labivoolu tsiitofluoromeetriline (FAC) analiiis.

Katsete tulemustest tehti kokkuvotvalt jargmised jareldused:

1) RICBA mRNA on ekspresseeritud nii kapatsiteerumata kui ka kapatsiteerunud inimese
spermides ning selle suhteline tase neis statistiliselt olulisel maéral ei erine.

2) RIC8A valk lokaliseerub kapatsiteerumata spermides eelkdige spermi ekvatoriaalsesse
segmenti.

3) Kapatsitatsiooni kdigus lokaliseerub RIC8A valk lisaks ekvatoriaalsele segmendile ka
spermi vaheosas.

4) Kapatsitatsiooni kdigus RIC8A valgu tase suureneb.

51



SUMMARY

Localization and expression of guanine nucleotide exchange factor RIC8A in human

sperm cells in capacitation process

Fred Viaartnou

RIC-8 is a guanine exchange factor for G-proteins and in organisms it has important role in
important biological and physological processes like cell signalling, cell migration, adhesion,
cell division, early development, development of nervous system and is also functioning as a
molecular chaperon. Most of the conducted studies has been made with C. elegans and D.
melanogaster, but less is known about the role of mammalian homologue of RIC-8.

The aim of this study was to investigate the possible role of RIC8A, the human
homologue of RIC-8, in maturation of human sperm cells. The final maturation of sperm cells
takes place in female genital tract, where sperm cells undergo complex process termed
capacitation. As a result of capacitation sperm cells aquire hyperacivated motility and are
fully competent to fertilize the oocyte. The main goal of this study was to determine the
localization and expression pattern of RIC8A in uncapacitated and capacitated sperm cells
and to scrutinize the possibility of translation of RIC8A protein in capacitation process.

To investigate the occurence of RICBA mRNA in human sperm cells, gRT-PCR
analysis was performed. The results of qRT-PCR revealed that the mRNA of RIC8A is
expressed in both, the uncapacitated and capacitated human sperm cells and there is no
considerable difference in the amount of RICBA mMRNA between these two groups.
Immunocytochemical analysis revealed that in uncapacitated sperm cells RIC8A is mainly
localized to the equatorial segment of the cell and in capacitation process it localizes in
additon to the equatorial segment also to the sperm midpeace. To investigate the possible
translation of RIC8A protein in capacitation process, western blot and FAC (Fluorescence-
activated cell ) analyses were performed. Both methods confirmed the possibility that during

capacitation takes place the translation of RIC8A protein.
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