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Abstrakt

K akrozomalni reakci (AR) spermie dochazi in vivo v reprodukénim traktu samice a tento d¢j je
nezbytnou prerekvizitou k tomu, aby spermie mohla oplodnit vajicko. AR umoziiuje spermii proniknout
obaly vajicka a splynout s nim. Spermie musi nejdiive projit procesem kapacitace a teprve poté muze
dojit k iniciaci AR a vyliti akrozomalniho obsahu. Co je induktorem AR neni stéale zcela jasné, dulezitou
roli hraji nejspiSe extracelularni obaly vajicka — zoma pellucida a kumularni bunky vylucujici
progesteron a jin¢ latky, u nichz byla prokazana schopnost AR iniciovat. V posledni dob¢ je pfedmétem
intenzivniho studia identifikace mista iniciace AR v ramci reprodukéniho traktu samice. Ukazalo se, Ze
u mysi podstoupi vétSina spermii AR v hornim isthmu. V ampule se pak nachazi jen malé mnozstvi
spermii a vSechny tyto spermie jsou schopné vajicko oplodnit. Behem AR dochézi k uvoliiovani
akrozomalniho obsahu do extracelularniho prostfedi. Nejdiive dochazi k uvolnéni rozpustné slozky
akrozomu a az poté je postupné uvolnéna akrozomalni matrix. Ped vylitim obsahu akrozomu musi dojit
pres receptory spfazené s G proteiny a receptory tyrosinkinazy k aktivaci fosfolipaz. Poté, co jsou
aktivovany i proteinkinazy, dochdzi k aktivaci kanalt na akrozomu i na plazmatické membrané spermie
auvolnéni Ca?*. Dale jsou aktivovany aktin-vazebné proteiny, dochazi k depolymeraci aktinu a kone¢né

fazi plazmatické membrany s vnéjsi akrozomalni membranou spermie.
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Abstract

The acrosome reaction (AR) of the sperm is a prerequisite for egg fertilization, which takes place in the
female reproductive tract. The AR allows sperm to penetrate extracellular egg coats and fuse with the
egg. At first, the sperm must undergo the process called capacitation, then AR is initiated and acrosomal
content is released. While it is not clear, what initiates the AR, it is probably the egg’s extracellular coats
— the zona pellucida and cumulus cells, secreting progesterone and some other substances, which can
initiate the AR. Lately, it was demonstrated, that in the mouse the most sperms undergo the AR in the
upper isthmus of the oviduct. Only a few sperms reach the ampulla, but all of them can fertilize eggs.
During the AR, the acrosomal content is released into the extracellular space. It was discovered, that the
release of acrosomal proteins is not synchronous, soluble components are released faster from the
acrosome than are acrosomal matrix proteins. Before the acrosomal release, G-coupled receptors and
tyrosine kinase receptors activate phospholipases. Protein kinases are also activated, which results in the
opening of Ca*" channels in the acrosome and sperm plasma membrane and the release of Ca**. The

increase of Ca*" leads to actin depolymerization, membrane fusion, and finally, acrosomal exocytosis.
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1. Uvod

Aby mohl vzniknout novy jedinec, musi dojit k oplozeni vajicka spermii. Samotnému splynuti gamet
pfedchazi na strané spermie nékolik podstatnych dé€ji, mezi néz patii kapacitace a nasledna AR
(Yanagimachi 1994). Thned po ejakulaci neni spermie schopnéd oplodnit vajicko, nejdiive musi dojit
k jeji kapacitaci. B€hem kapacitace dochdzi k maturaci spermie a jejim Cetnym piestavbam (Chang
1951; Austin 1951; Austin 1952). Zasadnimi zménami prochdzi béhem kapacitace plazmaticka
membrana spermie. Dochazi k redistribuci lipidovych raftti (van Gestel et al. 2005), zmén¢ usporadani
fosfolipidl a sniZeni cholesterolu v membrané (Nolan a Hammerstedt 1997; Flesch et al. 2001). Diky
tomu je membrana destabilizovana, coz umoziuje jeji fizi s akrozomalni membranou (Nolan
a Hammerstedt 1997). Vyrazné zmény se tykaji také cytoskeletu — predevs$im aktinovych vlaken, ktera

se podili na AR (Spungin et al. 1995).

Pouze kapacitované spermie mohou podstoupit AR (Fraser 1998). AR je dé&j, pti kterém dochazi k fuzi
vngjsi  akrozomalni membrany s plazmatickou membranou spermie, vytvotfeni hybridnich
membranovych vacki a uvolnéni obsahu akrozomu do okoli (Cardullo a Florman 1993). Piestoze byla
AR popsana jiz v padesatych letech minulého stoleti (Dan 1952), nejsou jednotlivé detaily tohoto jevu
a jejich mezidruhové rozdily jesté zcela prozkoumany a pochopeny. Teprve relativn€ nedavno doslo
k objasnéni roli nékterych proteinii obsazenych v akrozomu (Tardif et al. 2010; Isotani et al. 2017;
Hirose et al. 2020) a zpiisobu uvoliovani akrozomalniho obsahu (Kim et al. 2001b; Kim a Gerton 2003).
AR je dulezitou prerekvizitou oplozeni, protoze umozinuje proniknuti spermie skrz obaly vajicka
anasledné dochazi k samotnému splynuti gamet. Béhem AR dochazi k pfesunu nékterych proteint
spermie, které se podileji praveé na jeji fuzi s vajickem (Yoshida et al. 2010; Satouh et al. 2012). Pokud
tyto proteiny nejsou ve spermii piitomny, nebo spermie postradaji akrozom ¢i neprosly AR, dochazi
unich ke snizeni (Toshimori et al. 1998; Yoshinaga et al. 2001) nebo az k Gplné ztraté schopnosti
oplodnit vajicko (Kang-Decker et al. 2001; Inoue et al. 2005; Dam et al. 2007). To dokazuje, jak je AR

nezbytné nutna pro oplozeni.

Velkych pokrokil v poznani mista, kde dochazi k iniciaci AR, se dosahlo diky vytvofeni geneticky
modifikovanych mysi. Diky fluorescencnimu znaceni pomoci zeleného (GFP) a cervené¢ho (DsRed2)
fluorescencniho proteinu exprimovaného v akrozomu, respektive mitochondriich spermie (Hasuwa
et al. 2010), mohla byt pozorovana migrace spermii sami¢im reprodukénim traktem a zaroven jejich
akrozomalni status a otevfela se tak moznost pozorovat misto iniciace AR in vivo (La Spina et al. 2016;

Muro et al. 2016; Hino et al. 2016).

Studium AR a objasnéni, kde k AR dochazi a jak probiha, je podstatné nejen pro obecné porozuméni
tohoto dgje, ale také pro aplikaci téchto znalosti pfi asistované reprodukci, nebot v roce 2010 bylo

celosvétove 48,5 miliond part neplodnych (Mascarenhas et al. 2012).



2. Cile prace
V posledni dobé doslo v ramci vyzkumu akrozomalni reakce savei spermie k nékolika novym a zcela

zésadnim objeviim, které zménily pohled na tento d¢j. Cilem této bakalarské prace je tyto poznatky

shrnout a diskutovat v ramci jednoho uceleného textu. Tato prace se zamétuje predev§im na:

1) vyznam a mechanismus akrozomalni reakce sav¢i spermie

2) misto, kde k akrozomalni reakci sav¢i spermie dochazi



3. Stavba spermie

Spermie je specializovana samc¢i pohlavni bunka. Je to haploidni buiika, ktera se sklada z hlavicky

a bic¢iku, ktery tvoii vétSinu délky spermie.

3.1 Bicik

Bicik spermie je nutny pro pohyblivost (motilitu) spermie. Uvnitt bi¢iku se nachazi axonema. Jedna se
o cytoskeletalni strukturu tvofenou 2 centrdlnimi mikrotubuly, které jsou obklopené 9 dvojicemi
mikrotubulti (Fawcett 1975). Na dvojice mikrotubulti jsou navdzané ATPazy dyneiny, které zajist'uji
energii potfebnou pro pohyb, pficemz jsou na n¢ navazané ve formé vnéjsich a vnitinich dyneinovych

ramen (Inaba 2003).

Celkem se bicik sklada ze 4 ¢asti: z 1) krcku, ktery navazuje na hlavicku spermie, 2) stfedni ¢asti
obsahujici mitochondrie organizované do spiraly, které produkuji energii potfebnou pro pohyb spermie,
3) nejdelsi hlavni Casti a 4) koncové Casti, ktera obsahuje jen axonemu a zac¢ina tam, kde kon¢i vlaknity

obal obklopujici hlavni ¢ast bi¢iku (obr. 1) (Fawcett 1975).

Délka biciku se mezi jednotlivymi druhy savcd lisi, pficemz praveé ruznd délka biciku souvisi
s odlisnymi délkami spermii riznych druhti savcii, nebot velikost hlavicky je ptiblizn€ stejna (Cummins

a Woodall 1985).

Akrozomalni éepicka

Hlavicka =
| Postakrozomalni region
— = Kréek
b Stfedni éast
| Hlavni éast
Bigik 1 \

Koncova éast

Obr. 1: stavba spermie (Fawcett 1975), upraveno



3.2 Hlavicka

Tato prace se zaméfuje predev§im na hlavicku spermie, jako Cast spermie obsahujici
akrozom — organelu nutnou pro AR spermie, ktera je pfedmétem naSeho zajmu. Tvar hlavicky se mezi
jednotlivymi druhy savct li$i, mizeme rozlisit 4 typy hlavic¢ek: 1) ovalné (spermie kance, kralika),
2) kulaté (spermie lidi, primatd), 3) falciformni — tvar srpu (spermie vétSiny hlodavci) a 4) hlavicky

s velkym akrozomem (spermie morcat, veverky) (Dvorakova et al. 2005).

Hlavicka spermie je rozliSena na 3 ¢asti: akrozomalni ¢epicku, ekvatorialni segment a postakrozomalni
region (Fawcett 1975). V hlavicce se nachazi pouze dvé organely. Prvni je, jak jiz bylo uvedeno vyse,
akrozom, jehoz tlohou je pomoci spermii proniknout extracelularni obaly vajicka a umoznit tak splynuti
gamet. Druhou organelou, ktera je v hlavi¢ce spermie pfitomna, je jadro. Jadro je nositelem genetické

informace — DNA spermie.

3.2.1 Akrozom

Akrozom je organela, kterd se nachazi na anteriorni ¢asti hlavicky spermie. Vznik a vyvoj této organely
neni dosud zcela objasnény. Biogeneze akrozomu savci spermie se dé rozdelit na 4 faze: Golgi fazi, fazi
cepicky, akrozomadlni fazi a fazi maturace. V Golgi fazi nejdiive dochéazi ke vzniku idiosomu, coz je
struktura povaZovand za soucast Golgiho aparatu spermie. Uvniti idiosomu se nachazi nékolik
proakrozomalnich granuli, které poté splyvaji a vznika akrozomalni granule. V druhé fazi dochazi ke
zvétSovani a zploStovani této granule, vznika Cepicka, kterd se postupné zvétSuje. Pritom dochazi
k oddéleni idiosomu od akrozomalni granule a jeho uvolnéni do cytoplazmy. Béhem tieti, akrozomalni
faze, dochazi k orientaci spermatid a akrozomalni granule se pfeménuje na akrozom. Akrozom se poté
prodluzuje stejné jako jadro, které se navic jeSté zplostuje. Nakonec pii fazi maturace dochazi

k finalnimu dozrani spermie (Clermont a Leblond 1955).

Stale neni jasné, jestli je akrozom odvozeny z Golgiho aparatu, jak vyplyva z nékterych studii (Tang
et al. 1982; Moreno et al. 2000). Je mozné, Ze by akrozom mohl patfit mezi organely, které jsou ptibuzné
lyzozomu. V akrozomu byly totiz identifikovany lyzozomalni enzymy, jako je napt. kysela fosfataza
nebo aryl sulfataza (Allison a Hartree 1970). Tuto hypotézu také podporuje to, Ze akrozom je zpoc¢atku
odvozen od Golgiho aparatu (Clermont a Leblond 1955). V poslednich letech byly publikovany studie,
které hypotézu, Ze akrozom je organela pribuzna s lyzozomem potvrzuji. Proteomicka analyza
akrozomalni matrix a melanozomu, ktery patii mezi lyzozomy, ukéazala shodu ve 21 %. Je ale mozné,
ze je shodnych proteint vice, nebot’ pii této analyze byly porovnavany jen proteiny akrozomalni matrix

nikoliv v§echny proteiny akrozomu (Guyonnet et al. 2012).



V dalsi studii byl uml¢en gen spojeny s autofagii — Azg7, aby mohla byt zkoumana role autofagie
v biogenezi akrozomu. Mutantni mysi samci nebyli plodni, pfi¢emz jejich spermie mély nepravidelné
kulaté hlavicky. Chybé&jici Atg7 nemél vliv na €asnou, ale az na pozd¢jsi fazi biogeneze, kdy v Golgi
fazi nedoslo k fuzi proakrozomdlnich vac¢ka do jednoho akrozomalniho vacku. Po pfidani inhibitoru
autofagie (3-methyladeninu) nebo inhibitoru autolyzozomu (chlorochinu nebo NH4Cl) mély spermie
kulaté hlavicky a poskozené akrozomy, stejn€ jako spermie s mutaci v Atg7. Tyto vysledky podporuji
hypotézu, ze akrozom pochazi z autolyzozomu a Ze autofagie je dilezita pro biogenezi akrozomu (Wang
et al. 2014). Navic to, ze spermie s poSkozenymi akrozomy nejsou schopné oplozeni (Wang et al. 2014)
ukazuje na dulezitost akrozomu pii oplozeni. Dulezitost akrozomu podporuje i1 dalsi studie, kde byla
zkoumana role proteinu Hrb v utvafeni akrozomu. Ve spermiich s mutaci v Hrb také nedoslo k fuzi
proakrozomalnich vacki do jednoho akrozomalniho vacku. Tyto mutantni spermie mély kulaté hlavicky

a nebyly schopné oplozeni (Kang-Decker et al. 2001).

Akrozom je ohrani¢en akrozomalni membranou, kterd se dé€li na vnéjsi (OAM) a vnitini (IAM)
akrozomalni membranu, pfi¢emz vnéjsi obklopuje plazmatickou membranu (PM) a vnitini je v blizkosti
jadra spermie (obr. 2) (Buffone et al. 2008). Béhem AR dochazi k fuzi OAM s PM a uvolnéni obsahu
akrozomu (Cardullo a Florman 1993).

PM
0AM A
1AM Subakrozomalni
- vrstva
B
Jadernd ‘l}
membrana %
z
i

Postakrozomalni
vrstva

Obr. 2: detail hlavi¢ky spermie, PM — plazmatickd membrana, OAM — vnéjsi akrozomalni membrana,

IAM — vnitini akrozomalni membrana, N — jadro, A - akrozom (Longo et al. 1987), upraveno



Lumen akrozomu obsahuje 2 kompartmenty: akrozomalni matrix (AM) a rozpustnou slozku akrozomu,
kterd neni soucasti AM. Rozpustnou slozku akrozomu tvoii naptiklad hyaluroniddza nebo dipeptidyl

peptiddza (Hardy et al. 1991).

Mezi nejvice prostudované proteiny AM patii serinova proteaza acrosin. Nejdiive je syntetizovan
proacrosin (enzymaticky neaktivni forma acrosinu), ktery je proteolyticky St€pen na acrosin (Baba et al.
1989). Stale neni jasné, jestli je acrosin nezbytn¢ nutny pro penetraci spermie obaly vajicka, jak bylo
dfive Casto naznacovano. Baba et al. (1994) objevili, ze mysi homozygotni mutantni spermie s mutaci
genu pro acrosin jsou schopné proniknout obaly vaji¢ka a jsou plodné. Je ale mozné, Ze to je zptisobeno

tim, Ze v my$ich spermiich je acrosinu malo (Erickson a Martin 1974).

Stejné jako u mySich spermii, potkani spermie s mutaci v genu pro acrosin byly schopné proniknout
obalem vajicka: zona pellucida (ZP), pokud byla vajicka zbavena kumularnich bun¢k. Avsak u vajicek
s kumularnimi buiikami pronikaly mutantni spermie skrze ZP hiife nez spermie bez mutace (Isotani et al.
2017). Vzhledem k vyse uvedenému a k tomu, Ze potkani a mysi spermie bez acrosinu jsou plodné, bude

acrosin u potkant a mysi nejspiSe hrat roli v priniku spermie skrz kumularni bunky.

Oproti tomu spermie kieCkd s mutaci acrosinu byly neplodné. Tyto spermie ale byly schopné podstoupit
AR stejné jako spermie bez mutace. Zaroven bylo zjisténo, ze mutantni spermie jsou schopné projit skrz
kumularni buiiky vajicka, ptes ZP ov§em neprosly a pokud byla ZP odstranéna, mutantni spermie byly
schopné vaji¢ko oplodnit. Zda se tedy, Ze se acrosin u kieckt nepodili na penetraci kumularnich bunék,
ani na iniciaci AR, ale Ze je podstatny pro prinik spermie skrz ZP (Hirose et al. 2020). Role acrosinu

pii oplozeni se tedy pravdépodobné mezi jednotlivymi druhy lisi.

Dalsim akrozomalnim proteinem je zonadhesin, ktery byl poprvé izolovan z membran prase¢i spermie
s tim, ze se jedna o protein, ktery se vaze druhové specificky na ZP (Hardy a Garberss 1994; 1995).
Role zonadhesinu v druhové specifické vazbé spermie na ZP byla dokazana i v dalsi studii. Mysi
spermie postradajici zonadhesin vykazovaly ztratu mezidruhové specifity ve vazbé na ZP. Tyto spermie
byly stale plodné, ale ve srovnani s wild-type (WT) spermiemi se vazaly na praseci a krali¢i ZP

mnohonasobné vice (Tardif et al. 2010).

V AM se nachazi i dal$i proteiny jako napft. sp56 (Kim et al. 2001a), ktery byl ptivodné popsan jako
protein, ktery se nachazi na PM spermie a je schopny vazat ZP3 glykoprotein (Bleil a Wassarman 1990;
Cheng et al. 1994).



3.2.2 Aktin

V cytoplazmé v hlavicce spermie se nachazi také cytoskelet, jehoz soucasti jsou aktinova vlakna.

Aktinovy cytoskelet se vyznamné podili na AR.

Ve spermatogennich bunkach se aktinova filamenta nachazi v subakrozomalni vrstvé (Vogl 1990)
(obr. 2), ale v pribéhu spermatogeneze se lokalizace aktinu méni, pfi¢emz jeho redistribuce je druhoveé
specificka (Fouquet a Kann 1992). K pfesunu aktinu dochazi i béhem AR. Naptiklad ve spermiich
morcat je F-aktin (filamentarni aktin) lokalizovan v akrozomalni oblasti a po AR dochazi k jeho piesunu

do ekvatoridlniho segmentu a postakrozomalni vrstvy (obr. 2) (Moreno-Fierros et al. 1992).

Polymerace a depolymerace aktinu hraje roli jak pii kapacitaci, tak pii AR (Spungin et al. 1995; Brener
et al. 2003), ptiCemz ve spermiich byly objeveny aktin-vazebné proteiny, které polymeraci
a depolymeraci aktinu reguluji (Howes et al. 2001; Cabello-Agiieros et al. 2003). Dulezitost aktinu v AR
dokazuje i to, Ze pii pouziti cytochalasinu D (inhibitoru polymerace aktinu) dochazi k inhibici AR

(Brener et al. 2003).

F-aktin pfitomny v kortikalni oblasti hlavicky spermie mezi jeji PM a OAM funguje jako bariéra, ktera
zabranuje fizi PM a OAM, nebot’ je na tyto dvé membrany navazan a teprve az poté, co dojde pfi iniciaci
AR k jeho depolymeraci, mize dojit k fizi téchto membran. Aktin také slouzi jako opora pro proteiny,
napt. pro fosfolipazu C (PLC y) (Spungin et al. 1995), ktera se se podili na fizeni AR (vice v kapitole
Mechanismus fizeni AR). Vyznam aktinového cytoskeletu v AR potvrzuje vyzkum provedeny na
spermiich morcat. Ten ukazal, ze béhem AR dochazi pomoci aktinovych siti k pfesunu proteinu
calmodulinu z ekvatorialniho segmentu do postakrozomalniho regionu (Moreno-Fierros et al. 1992).
Calmodulin se podili na fizeni AR, nebot’ pii pouziti antagonistd calmodulinu dochdzi k inhibici
indukované AR, a naopak po pfidani calmodulinu dochéazi k vyruseni tohoto inhibi¢niho efektu

(Bendahmane et al. 2001).

4. Kapacitace

Aby byly spermie schopné vazby a fuze s vajickem, musi v sami¢im reproduk¢nim traktu projit
maturacnim procesem zvanym kapacitace. Tento proces zahrnuje fadu biochemickych a fyziologickych

zmén (Chang 1951; Austin 1951; Austin 1952).

Plazmatickd membrana spermie je diky vysokému obsahu cholesterolu velice malo fluidni, coz
umoziuje jeji kompartmentalizaci (Travis et al. 2001). van Gestel et al. (2005) potvrdili existenci
lipidovych raftii v PM spermie a ukazali, Ze béhem kapacitace dochazi k jejich redistribuci a koncentraci
v apikalni casti hlavicky. Béhem kapacitace dochazi celkové k pfestavbé PM spermie, ptivodné
asymetrické usporadani fosfolipidi se méni na symetrické a také dochazi ke sniZzeni mnoZzstvi

cholesterolu v membrané (Nolan a Hammerstedt 1997).



Dtlezitou roli pii oplozeni, konkrétné pii kapacitaci spermie, hraji HCO; ionty (Suzuki et al. 1994; Shi
a Roldan 1995a). Diky HCO;s™ dochéazi k redistribuci cholesterolu do apikdlni ¢asti hlavicky spermie
a poté v pfitomnosti akceptoru cholesterolu (napft. albuminu) dochazi k vyvazéani cholesterolu ze spermii
(Flesch et al. 2001). Diky vSem témto zménam je membrana destabilizovana a pii AR miize dojit k jeji
fuzi s OAM (Nolan a Hammerstedt 1997). HCO;™ také stimuluje enzym rozpustnou adenylatcyklazu,
dochézi ke zvyseni intracelularni koncentrace cAMP (Chen et al. 2000). Rozpustna adenylatcyklaza
hraje dtlezitou roli i v motilité spermii, nebot’ spermie s mutaci v tomto enzymu nejsou schopné

oplozeni praveé kvuli poskozeni jejich motility (Esposito et al. 2004).

Pti kapacitaci dochazi k hyperpolarizaci PM (Zeng et al. 1995). Nekapacitované spermie maji
depolarizovanou PM, pii kapacitaci dochazi k jeji hyperpolarizaci. Hyperpolarizace PM ovliviiuje
vapnikové kanaly, které jsou aktivovany nizkym napétim. Diky tomu dochézi ke zméné inaktivovanych
kanalt do stavu, kdy jsou uzaviené a jsou pfipraveny k otevieni po kontaktu s vajickem (Arnoult et al.
1996; Arnoult et al. 1999). Spermie, které neprosly kapacitaci maji tyto kanaly v inaktivnim stavu,

nemuize tedy dojit k pfedcasné AR (Arnoult et al. 1999).

Dutlezitou roli pfi oplozeni hraji vapnikové ionty (Iwamatsu a Chang 1971). Zména koncentrace
intracelularniho Ca*" je potieba jak pro kapacitaci spermie, tak pro AR (Fraser a McDermott 1992).
Diky Ca*" mize béhem AR dojit ke kone¢né fuzi OAM s PM spermie, nebot’ dochazi k depolymeraci
F-aktinu, ktery fazi brani (Spungin et al. 1995). Ca*" jsou také zodpovédné za zmé&nu pohyblivosti
spermii — tzv. hyperaktivaci (Ho et al. 2002). Na fizeni hyperaktivace spermie se podili CatSper 1-4
kandly, které se nachazeji na hlavni ¢asti biciku a jsou ovladané napétim (Kirichok et al. 2006; Qi et al.
2007). Tyto kanaly jsou pro hyperaktivaci spermie diilezité, nebot’ u spermii mysich samci nesoucich
mutaci v CatSper 1-4 nedochazi k vyvolani hyperaktivace a tito samci jsou neplodni (Quill et al. 2003;

Jin et al. 2007; Qi et al. 2007).

V hlavickach savcich spermii dochazi pti kapacitaci k polymeraci aktinu (Spungin et al. 1995; Brener
et al. 2003). Polymerace aktinu je nezbytnou prerekvizitou AR, nebot’ plisobenim inhibitoru polymerace
aktinu — cytochalasinu D na spermie dochazi k zablokovani AR a sniZeni plodnosti spermii (Brener et al.
2003), jak jiz bylo zminéno vySe. Mohlo by to byt nejspise tim, ze aktin poté nemiiZe slouzit jako opora

pro proteiny, které se podili na fizeni AR.

5. Akrozomalni reakce

Akrozomalni reakce je dgj, pti kterém dochazi k zhrouceni aktinovych siti kortikalniho cytoskeletu
spermie, fuzi OAM s PM (Spungin et al. 1995) a naslednému uvolnéni obsahu akrozomu (Cardullo
a Florman 1993). Diky tomuto d&ji mize spermie pfekonat extracelularni obaly vaji¢ka a navazat se na
jeho PM. Z tohoto diivodu je AR nezbytnou prerekvizitou pro fuzi vajicka a spermie. Béhem AR navic

dochazi k pfemisténi klicovych proteinti spermie, které se podileji na vazbé a fuzi gamet, z akrozomalni



membrany do mista kontaktu membran spermie a vajicka (vice v podkapitole 5.3 Relokace klicovych
proteint). To, Ze je AR podstatna pro oplozeni, dokazuje i fakt, Ze spermie, které postradaji akrozom

nebo neprosly AR nejsou oplozeni schopné (Kang-Decker et al. 2001; Dam et al. 2007).

5.1 Iniciace akrozomalni reakce

5.1.1 Induktory AR
AR je d¢j indukovany z vnéjsiho prostiedi, pricemz stale neni jasné, co presné je induktorem AR. Mezi
nejvice diskutované induktory AR patii ZP a kumularni bunky, které vytvari extracelularni obaly okolo

PM vajicka. Je ale také mozné, Ze se na iniciaci AR podileji i n¢které alternativni faktory.

Ke spusténi AR in vitro mize dojit i spontanné¢ v médiu, do kterého nebyl pfidan zadny induktor
(Mortimer et al. 1989), jedna se o tzv. spontanni akrozomalni reakci. Spermie, které podstoupi spontanni
AR jsou dale schopné oplozeni (Naito et al. 1992). Protein CD-46, ktery se nachazi na IAM spermie,
ovliviiyje spontanni AR. Ve srovnani s WT spermiemi, mnohem vice spermii bez CD-46 podstoupilo
spontanni AR. Také bylo ukazano, ze tyto mutantni spermie jsou schopné oplozeni (Inoue et al. 2003).
Navic béhem AR dochazi k piesunu proteinu CD-46 z akrozomu do ekvatorialniho segmentu, coz by

mohlo znamenat jeho roli ve fizi spermie a vaji¢ka (Frolikova et al. 2016).

5.1.1.1 Zona pellucida

Zona pellucida je extracelularni obal, ktery obklopuje vajicko savct. Mezi jednotlivymi druhy savct se
ZP 1i8i v poctu glykoproteind, ze kterych se sklada. Mysi ZP se sklada ze 3 glykoproteinti: ZP1, ZP2

a ZP3 (Bleil a Wassarman 1980b). Oproti tomu potkani, kiecci a lidska ZP se sklada ze 4 glykoproteint:
ZP1,7ZP2, 7ZP3 a ZP4 (Lefi¢vre et al. 2004; Hoodbhoy et al. 2005; Izquierdo-Rico et al. 2009).

Obecné bylo piijimano, ze k AR dochazi po kontaktu kapacitované spermie se ZP. U mysi je za induktor
AR povazovan ZP3 glykoprotein (Bleil a Wassarman 1980a; Bleil a Wassarman 1983). O-vazané
oligosacharidy na ZP3 slouzi nejspise jako misto, kam se spermie vaze. Polypeptidovy fetézec ZP3 hraje
roli v zahajeni AR, nebot’ proteolyzou fetézce nedochazi k indukci AR, ale funkce ZP3 pro navazani

spermie zdstava zachovana (Florman et al. 1984; Florman a Wassarman 1985).

Zkoumana byla i iniciace AR lidskych spermii, pti¢emz bylo zjisténo, ze AR je u lidi indukovana po
vazbé¢ spermie na ZP (Cross et al. 1988). Oproti mysi ZP, lidska ZP se sklada ze 4 glykoproteini: ZP1,
ZP2,7ZP3 a ZP4 (Lefievre et al. 2004). Oba glykoproteiny ZP3 i ZP4 jsou schopné indukovat AR. Kdyz
byly deglykosylovany (zbaveny N- i O-vazanych oligosacharidi), doslo v porovnani s glykosylovanymi
ZP3 a ZP4 k poklesu indukce AR stejné, jako kdyZ byly zbaveny jen N-vazanych oligosacharidi. Oproti
tomu, kdyz byly ZP3 a ZP4 zbaveny jen O-vazanych oligosacharidii, nebyl rozdil v iniciaci AR
vyznamny. Tyto vysledky ukazuji, Ze v iniciaci AR lidské spermie jsou zapojené spiSe N-vazané

oligosacharidy, zatimco O-vazané oligosacharidy se na indukci AR u lidi nejspiSe nepodili (Chiu et al.



2008), coz je rozdilné oproti mysi ZP. ZP3 a ZP4 nejsou jediné glykoproteiny lidské ZP schopné iniciace
AR, také glykoprotein ZP1 je schopny indukovat AR (Ganguly et al. 2010).

Hypotézu, Ze k zahajeni AR dochazi po kontaktu spermie se ZP podporuje studie ukazujici, ze PH-20
protein, ktery se nachazi na PM mysi a lidské spermie, ma hyaluronidazovou aktivitu a umoziuje
spermii s intaktnim akrozomem proniknout skrz kumularni bunky, jejichz extracelularni matrix
obsahuje kyselinu hyaluronovou. Kdyz byla na PH-20 navazana protilatka, doslo k zablokovani priniku
spermie skrz kumularni bunky (Lin et al. 1994). Oproti tomu dalsi studie ukazala, Ze mysi spermie bez
proteinu PH-20 jsou plodné. U téchto spermii pouze dochdzelo k poklesu poctu oplozenych vajicek
oproti kontrole, coz bylo nejspise zpiisobeno zpozdénim v priniku skrz kumularni buiiky. Navic byl
objeven dalsi protein s hyaluronidazovou aktivitou, ktery je béhem AR uvoliiovan z akrozomu, coz
znamena, Ze PH-20 neni jediny protein s hyaluronidazovou aktivitou nachéazejici se v mys$i spermii, jak
bylo dfive tvrzeno (Baba et al. 2002). Tyto vysledky sice nevyvraceji to, Ze k AR dochézi na ZP, ale
ukazuji, ze protein PH-20 nebude nezbytné nutny k oplozeni vajicka, alespon co se tyka mysi. OvSem
to, ze u mutantnich spermii bez PH-20 doslo k poklesu miry oplozeni, dokazuje, Ze tento protein

usnadiiuje pruchod skrz kumularni bunky.

K zamysleni stoji fakt, ze v nékterych in vitro studiich, které se zabyvaly objasnénim role ZP jako
mozného induktoru AR a které tuto jeji funkci potvrdily, byla pouzita vajicka zbavena kumularnich
bun¢k (Bleil a Wassarman 1980a; Florman a Storey 1982; Bleil a Wassarman 1983). Je mozné, Ze tato
skute¢nost mohla negativné ovlivnit ziskané vysledky a in vivo se kumularni buiiky na iniciaci AR

vyznamnou merou podileji.

5.1.1.2 Kumularni buniky

Zkoumana byla i role kumularnich bunék v oplozeni. Kdyz byly kumularni buiiky odstranény z mySich
vajicek, doslo k poklesu miry jejich oplodnéni (Cross a Brinster 1970; Miyamoto a Chang 1972). In vitro
témet 50 % spermii, které podstoupily AR pred kontaktem se ZP, bylo schopnych ZP ispésné projit. Na
rozdil od toho jen 2 % spermii s nedotCenymi akrozomy pied kontaktem se ZP ji Gspésné pronikly.
Vétsina (77 %) spermii kapacitovanych in vivo, které byly pozorovany v kumularnich bunkach,
podstoupily AR, pfi¢emz nebyly pozorovany zadné spermie, které by se vazaly na ZP a m¢ly intaktni
akrozom (Jin et al. 2011). Z téchto udaju vyplyva, Ze spermie, které podstoupi AR pied kontaktem se
7P, maji vétsi Sanci skrz ni projit, a to plati jak v in vitro, tak v in vivo podminkach. Oproti tomu u kieckd
(Miyamoto a Chang 1972) a kraliki (Fraser et al. 1971; Chang et al. 1971) rozdil v mife oplozeni
u vajicek s kumularnimi bunikami a bez nich pozorovan nebyl. I v dalsi studii bylo pozorovano, ze
u kieckti nedochazi k AR na kumularnich bunkach, ale na ZP (Yudin et al. 1988). Mohlo by to tedy
znamenat, Ze role kumularnich bun€k bude nejspise druhové specificka a také, ze ZP nemusi byt u vSech

druhti spoustééem AR.

10



Objeveni a popsani proteinu NYD-SP8 také podpoftilo nazor, Ze kumularni butiky spousti AR. Tento
protein se nachazi na PM na hlavicce lidské a mySi spermie, kde je upevnén pomoci GPI
(glykofosfatidylinositolové) kotvy. NYD-SP8 se vaze na kumularni buiiky, pfi¢emz po jeho navazani
dochazi v kumularnich bufikach ke zvySeni koncentrace Ca** a uvolnéni progesteronu (Yin et al. 2009),
ktery je schopny indukovat AR. Bylo ukdzano, ze kumularni buiiky a progesteron zvysily pocet spermi,
které podstoupily AR v porovnéni s kontrolnim vzorkem. Progesteron byl navic schopny tento pocet
znovu navysit poté, co doslo k jeho snizeni pii pouziti protilatky proti NYD-SP8 (Yin et al. 2009).
Z toho vyplyva, Ze na zahajeni AR u mysi by se mohly podilet pravé kumularni buriky a ne ZP.

Jak jiz bylo zminéno v odstavci vyse, kumularni bunky produkuji progesteron (Chian et al. 1999; Teves
et al. 2006; Oren-Benaroya et al. 2008; Guidobaldi et al. 2008), ktery je schopny indukovat AR (Osman
et al. 1989; Roldan et al. 1994; Shi a Roldan 1995b). Béhem iniciace AR dochazi diky progesteronu ke
zvySeni koncentrace Ca®" v hlaviGce spermie, coZ je potieba k zahajeni AR (Thomas a Meizel 1988;
Meizel et al. 1997). Progesteron totiz aktivuje Ca*" kanaly, jako napiiklad CatSper kandly, které
zprostiedkovavaji influx Ca®" (Striinker et al. 2011). Déle se na PM spermii nachazi receptory pro
progesteron, pfiCemz pii navazani protilatky na tyto receptory dochdzi k inhibici AR indukované

progesteronem (Sabeur et al. 1996; Cheng et al. 1998; Luconi et al. 2004).

Kumularni bunky vylucuji progesteron, ptfi¢emz okolo nich dochazi ke vzniku gradientu progesteronu
(Teves et al. 2006). Nejvétsi koncentrace progesteronu je tedy v okoli vajicka a dale od vajicka se jeho
koncentrace snizuje. Pti nizké koncentraci progesteronu dochazi ke zvyseni aktivity tyrosinovych kinaz
a indukci motility spermie. Poté co dochazi ke zvySovani koncentrace progesteronu, dochazi
k hyperaktivaci a indukci AR spermie (Sagare-Patil et al. 2012). Z toho vyplyv4, Ze gradient
progesteronu hraje dtlezitou roli v oplozeni, nebot’ jeho rizné koncentrace vyvolavaji a reguluji aktivitu

nékolika procest odehravajicich se ve spermii véetné AR.

V tivahu pfichazi i to, ze AR muze spoustét vice faktord. AR indukuje také napt. kyselina y-
aminomaselna (GABA). Navic bylo ukadzano, Ze soucasnym pisobenim GABA a progesteronu
podstoupilo AR vice spermii (cca 55 %) v porovnani s plisobenim GABA (cca 40 %) a progesteronu

(cca 30 %) samostatné (Shi et al. 1997).

Kumulérni buiiky vylucuji i jiné latky kromé progesteronu. Mezi né patii napt. lysofosfatidylcholin
(LPC) a lysofosfatidova kyselina (LPA), pficemz tyto latky jsou schopné indukovat AR (Garbi et al.
2000; Gomez-Torres et al. 2015). Je tedy mozné, Ze se na indukci AR podili vice latek vylucovanych

kumularnimi bunkami.
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5.1.1.3 Alternativni induktory AR

Je také mozné, Ze induktorem AR nemusi byt ani ZP ani kumulérni bunky, ale miize se jednat o
alternativni faktory. Jednim z nich by mohlo byt naptiklad extracelularni ATP (Foresta et al. 1992).
V déloze potkand pii estralnim cyklu sice ke zménam jeho koncentrace nedochazi, ale béhem fije
dochazi v tekutiné ve vejcovodech k vyznamnému zvySeni koncentrace ATP, coz staci k indukci AR

(Torres-Fuentes et al. 2015).

5.1.2 Misto iniciace akrozomalni reakce in vivo

Hasuwa et al. (2010) vytvofili transgenni mys$i linii, pfiCemz spermie téchto mys$i obsahuji zeleny
fluorescencni protein (GFP), ktery je exprimovan uvniti akrozomu, a ¢erveny fluorescencni protein
(DsRed2), ktery je exprimovan v mitochondriich v kréku spermie. Diky GFP miiZe byt pozorovano, zda
ma spermie intaktni akrozom nebo zda spermie podstoupila AR, coz se projevi pravé ztratou GFP.
DsRed2 slouzi k tomu, aby mohla byt spermie pozorovana i poté, co dojde k AR, tedy poté, co dochézi
ke ztraté zeleného signalu. Vytvoreni této mysi linie ovlivnilo zdsadnim zpiisobem zkouméani AR

a otevielo otazku, v jakém misté reprodukéniho traktu samice k AR in vivo dochézi.

Pomoci fluorescen¢niho znaceni popsaného vyse mohly byt pozorovany zivé ejakulované mysi spermie
pohybujici se v samicim reprodukénim traktu, protoze fluorescencni signal mohl byt zaznamenavan
i skrz sténu vejcovodu. Diky tomu mohlo byt zkoumano, jak dochazi k migraci spermii a oplozeni

in vivo v sami¢im reprodukénim traktu (obr. 3).

Lower Isthmus

ir..
Upper

Uterus Isthmus

Obr. 3: Casti vejcovodu zleva: déloha (uterus), uterotubélni spoj (uterotubal junction) modte, spodni
(lower) isthmus ¢ervené, stiedni (middle) isthmus zluté, horni (upper) isthmus zeleng, ampula

(ampulla) fialové, vaje¢nik (ovary) (La Spina et al. 2016)
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1,5 hodiny po pafeni se nejvice spermii nachazelo v uterotubalnim spoji a spodnim a stfednim isthmu,
pficemz u vétSiny (95-97 %) spermii v téchto oblastech reprodukéniho traktu nedoslo k AR. Po
4 hodinach od doby pareni se do horniho isthmu a ampuly dostalo jen malé mnozstvi spermii. V hornim
isthmu proslo AR 38 % spermii a v ampule prosly AR téméft vSechny spermie, jen u 5 % spermii k AR
nedoslo. Nékteré spermie se béhem migrace vejcovodem vazaly na epitel jak uterotubalniho spoje, tak
isthmu. Udaje z této studie naznaduji, ze k AR mysi spermie dochézi nejspise jiz v hornim isthmu. Dale
bylo pozorovano, ze 7 hodin po pareni doslo k oplozeni vétsiny (90 %) vajicek, ve srovnani s mnozstvim

oplozenych vajicek (40 %) po 4 hodinach po pafeni (La Spina et al. 2016).

Pohyb mySich spermii reprodukénim traktem samice byl zkouman i v dalsi studii. V hornim isthmu bylo
po AR 71 % spermii (Muro et al. 2016). To souhlasi s pfedchozi studii v tom, Ze k AR dochazi nejspise
v hornim isthmu. 4 hodiny po pafeni se v ampule se 4 vajicky nachézely jen 3 spermie, pficemz kazda
spermie oplodnila jedno vajicko. 6 hodin po patfeni bylo pozorovano 9 samic. Celkem z 87 vajic¢ek bylo
pomoci 72 spermii oplodnéno 72 vajicek s tim, Ze se v ampule nenachdzely Zadné volné se pohybujici
spermie (Muro et al. 2016). To dokazuje, Ze vSechny spermie nachézejici se v ampule byly schopné

oplodnit vajicko a zadné se tam nevyskytovaly navic.

I v dalsi studii byl pozorovan pohyb spermii vejcovodem stejné jako v pfedchozich dvou, ale navic bylo
také zkoumano chovani spermie v ampule. Kdyz se spermie, kterd jiz podstoupila AR, dostala
k oplozenému vajicku, prosla kumuldrnimi buitkami k ZP, kde se ptichytila. Nasledné ale doSlo k jejimu
odpoutani, iniku z kumularnich buné€k a postupné migraci k dalSimu oplozenému vajicku, kde se toto
chovani opakovalo. Poté, co spermie dorazila k neoplozenému vajicku, doslo k jeho oplozeni (obr. 4).
Také bylo pozorovano, ze spermie jsou schopné oplodnit vajicko s kumularnimi butikami jesté 4 hodiny

poté, co podstoupi AR (Hino et al. 2016).

Obr. 4: A: 2 oplozena (zluté Sipky) a 1 neoplozené vajicko (bilé Sipka) v ampule, B: schéma pohybu
spermie (Hino et al. 2016)
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Vsechny tyto 3 studie (La Spina et al. 2016; Muro et al. 2016; Hino et al. 2016) ukazuji, Ze v porovnani
s oplozenim vajicek in vitro, kdy jsou vajicka oplozena pfiblizn€ v ramci 1 hodiny (Baba et al. 1994),
oplozeni vajicek in vivo trva déle. Je to zptisobené nejspise tim, Ze se spermie prichytdvaji na epitel stén

isthmu (Suarez 1987), jak bylo i v téchto studiich ukazano.

Prichytavanim spermii na stény vejcovodu, konkrétné na epitel v oblasti isthmu, dochazi ke vzniku
tzv. oviduktalniho rezervoaru spermii (Suarez 2008). Rezervoar muze slouzit jako ochrana pred
oplozenim vajicka vice spermiemi (polyspermii), nebot’ k uvoliovani spermii z rezervoaru dochazi
postupné (Suarez 2008). Dokazuje to také to, Ze kdyz bylo do ampuly prasat uméle vlozeno velké
mnozstvi kapacitovanych spermii, doslo ke zvyseni vyskytu polyspermie (Hunter 1973). Dalsi funkce
rezervoaru je nejspise v tom, Ze udrzuje spermie, které jsou prichycené na epitel, zivotaschopné a dale
schopné oplozeni, a tim dochazi k synchronizaci mezi ovulaci a kapacitaci spermie (Timothy Smith
a Yanagimachi 1990; Pollard et al. 1991). Uvolnéni spermii z rezervoaru mize byt zplisobeno zménami,
kterymi spermie prochazi v ramci kapacitace (Ignotz et al. 2001). Pti kapacitaci dochazi k hyperaktivaci,
pricemz bylo objeveno, Ze praveé hyperaktivované spermie se byly schopné odvazat od epitelu vejcovodi
(Demott a Suarez 1992). To potvrzuje i to, Ze mutantni spermie bez CatSper kanall, které se podileji na
hyperaktivaci, nejsou schopné z oviduktalniho rezervoaru vycestovat, tyto spermie ziistdvaji navazané

na epitelu (Ho et al. 2009).

5.2 Uvolnovani akrozomalni matrix

Akrozom se sklada ze 2 biochemickych kompartmentti: AM a rozpustné slozky akrozomu (Hardy et al.
1991). Krom¢ téchto biochemickych kompartmentt, je akrozom rozdélen na nékolik domén
i morfologicky (Olson a Winfrey 1985; 1994). Napft. u kieckd se nachazi 2 matrixové domény, které
jsou oznacené jako M1 a M2, lisici se elektronovou hustotou. Tyto domény jsou v kontaktu s OAM
(Yanagimachi a Noda 1970; Olson et al. 1988). U morcat jsou morfologické domény tfi — M1, M2, M3
(Olson et al. 1987; Westbrook-Case et al. 1994), pfi¢emz napt. v M1 doméné se nachazi protein AM67,
homolog mysiho sp56 proteinu (Foster et al. 1997), a v M3 doméné je AMS50 protein (Westbrook-Case

et al. 1994). Tyto domény by se mohly podilet na postupném uvoliiovani akrozomalniho obsahu.

Pfi pozorovani, jak dochazi k uvoliiovani obsahu akrozomu, bylo zaznamenano, Ze nejdfive dochazi
k uvolnéni rozpustné slozky akrozomu (jako napt. CRISP-2), zatimco proteiny AM byly uvolnény az
pozdé¢ji od indukce AR s tim, Ze protein AM67 byl ze spermie uvolnén diive nez protein AMS50. To
znamena, ze nedochazi k uvolnéni veskerého obsahu akrozomu najednou, ale akrozomalni obsah je
uvolnovan postupné, spermie prochazi prechodnymi stadii, nez dojde ke kompletnimu vyliti obsahu

akrozomu (Kim et al. 2001b).
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V dalsi studii bylo sledovani postupného uvoliiovani obsahu akrozomu umoznéno diky GFP a proteinu
sp56 (Kim a Gerton 2003). Jak jiz je uvedeno vyse, za lokalizaci sp56 byla ptivodné povazovana PM
spermie (Bleil a Wassarman 1990), ale nakonec bylo objeveno, Ze se tento protein nachazi v AM (Kim
et al. 2001a). To vedlo k pfehodnoceni role AM v AR. Pomoci GFP, ktery byl fizen proacrosinovym
promotorem, a vazby spermie na kulicky s navdzanymi anti-sp56 protilatkami, byla identifikovana
4 riznd stadia spermie. Nejdiive dochazelo k postupnému vazani spermii s GFP na kulicky s anti-sp56,
poté ke ztrat¢ GFP, a nakonec se spermie ptestaly vazat na kuli¢ky, coz znacilo uvolnéni veskerého
akrozomalniho obsahu (Kim a Gerton 2003). Déle bylo zkoumano, jaka je role jednotlivych latek
v médiu pro kapacitaci ve vztahu k AR. Kdyz jednotlivé vynechali HCOs', glukézu nebo BSA, doslo ke
ztraté GFP stejné jako k nému doslo v kompletnim médiu a spermie prosly vSemi stadii, doslo ke
spontanni AR. Oproti tomu, kdyZ pfi inkubaci spermii v médiu chybély vapenaté ionty, GFP uvolnén
nebyl, spermie zistaly v prvnim stadiu. Z toho vyplyva, Ze kapacitace, a predevSim vapenaté ionty,
reguluji uvolnéni akrozomalnich proteint pti spontanni AR. Na zaklad¢ téchto vysledkt byl navrhnut
model AR — model akrozomalni exocytdzy, ktery predpoklada, ze jiz béhem kapacitace spermie dochazi
k dokovani OAM s PM, pti¢emz kdyz dojde k prekroceni uré¢ité prahové hodnoty signali pro exocytozu,
podstoupi spermie spontanni AR. Pokud je ovSem spermie v pfitomnosti vajicka a navaze se na ZP,
dochazi ke zrychleni flze membran a postupnému vyliti akrozomalniho obsahu. Tento model
akrozomalni exocytozy predpoklada, ze spontanni AR je pfirozeny d€j, spermie pred iniciaci AR nemusi
mit intaktni akrozom, a ze ZP spiSe zrychluje akrozomalni exocytozu, béhem které dochazi
k postupnému uvoliiovani obsahu akrozomu, nez ze by ji indukovala, nebot’ uz béhem kapacitace

dochazi k postupnému zahajeni exocytozy (Kim a Gerton 2003).

5.3 Relokace kli¢ovych proteinii

Béhem AR dochazi k relokaci klicovych proteint i€astnicich se vazby a fuze spermie na vajicko do
oblasti ekvatorialniho segmentu, ktery je prvnim mistem kontaktu membran spermie a vajicka a ktery

se stava fizogennim az po AR (Bedford et al. 1979; Takano et al. 1993).

Jednim z proteind, k jehoZ premisténi dochazi, je protein Izumo, ktery je nutny pro fuzi vajicka
a spermie (Inoue et al. 2005). Izumo protein je béhem AR pfemistén z akrozomalni cepicky, konkrétné
z vnéjsi a vnitini akrozomalni membrany, do oblasti ekvatoridlniho segmentu (Satouh et al. 2012).
Dutlezitost Izumo proteinu dokazuje to, Ze samci bez [zumo proteinu jsou neplodni, nebot’ jejich spermie,
které tento protein postradaji, nejsou schopné fuze s vajickem (Inoue et al. 2005). U nékterych hlodavca
byla dokonce popsana souvislost mezi mirou jejich promiskuitniho chovani a pfemisténim Izumo

proteinu béhem spontanni AR (Sebkova et al. 2014).
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Izumo neni jediny protein nutny pro fizi gamet. Nové diky prilomové technologii CRISPR-Cas9, ktera
umoznuje editovani genomu, byly v mysich spermiich identifikovany 3 proteiny — SOF1, TMEM95
a SPACAG, které jsou také dilezité pro fuzi spermie s vajickem. Samci, jejichz mutantni spermie tyto
proteiny postradaji, jsou neplodni, protoZe tyto spermie nejsou schopné splynout s PM vajicka. Objeventi
téchto proteind spolu s CRIPSR-Cas9 technologii mlize vyznamnym zptsobem pfispét k celkovému

pochopeni molekuldrniho mechanismu fize gamet (Noda et al. 2020).

Dalsim proteinem, ktery je béhem AR ptfemistén do PM v ekvatoridlnim segmentu, je ekvatorin
(Yoshida et al. 2010). Ekvatorin je dilezity protein zapojeny do fuze spermie a vajicka, protoze pii
pouziti protilatek proti tomuto proteinu dochédzi ke snizeni miry oplozeni, pfi¢emz tyto protilatky
neovlivnily ani motilitu spermie, ani jeji vazbu a prinik skrz ZP (Toshimori et al. 1998). Pouziti
protilatky proti ekvatorinu navic snizilo miru oplodnéni i v in vivo podminkach, kdy byly protilatky

vstiiknuty ptimo do ampuly vejcovodu (Yoshinaga et al. 2001).

Mezi dalsi proteiny patii i protein podobny lyzozymu (sperm lyzozyme-like protein) SLLP, ktery se
podili nejspise na adhezi spermie na vajicko a jejich fuzi. SLLP; se nachézi v anteriorni ¢asti akrozomu

a po AR dochazi k jeho premisténi také do ekvatoridlniho segmentu spermie (Herrero et al. 2005).

6. Mechanismus rizeni AR

Po kontaktu spermie se ZP3 dochazi k depolarizaci membrany spermie, coz vede pies dalsi medidtory

az ke zvySeni pH (Florman et al. 1989), zvySeni koncentrace Ca®" a AR (Arnoult et al. 1996a).

ZP aktivuje receptory spfazené s G proteiny, které se ucastni AR (Endo et al. 1987; 1988; Franken et al.
1996), pricemz tyto G proteiny jsou poté schopné aktivovat fosfolipazu C (PLC B1) (Lee et al. 1992).
Také tyrosinova fosforylace hraje roli pfi AR, coz bylo dokdzano na receptoru pro epidermalni ristovy
faktor (EGF), ktery se nachazi v apikalni ¢asti hlavicky spermie tura domaciho a navazanim EGF na
tento receptor dojde k indukci AR prostfednictvim aktivace tyrosinkinazy. To bylo dokazano pomoci
inhibitoru tyrosinkinazy, pfi jeho pouziti totiz doslo k inhibici AR indukované EGF (Lax et al. 1994).
Lokalizace receptoru pro EGF v akrozomalni oblasti spermie a jeho zvysena fosforylace po inkubaci
s EGF byla prokézana i v dalsi studii (Naz a Ahmad 1992). Navazanim EGF na receptor spermie dojde
také k pfesunu PLC y do PM, pficemz F-aktin slouZi jako podpora PLC y. ZvySenim koncentrace Ca*"
dojde pomoci PLC y k rozstépeni membranovych fosfolipida (Spungin et al. 1995). Jednim z produktii
Stépeni je diacylglycerol (DAG), ktery 1) usnadnuje fiizi membran (Siegel et al. 1989) a 2) aktivuje
proteinkinazu C (PKC), ktera se dale podili na regulaci AR (De Jonge et al. 1991b; Breitbart et al. 1992)
tim, Ze aktivuje vapnikové kanaly, které se nachazi na PM, pfi¢emz se jedna o kanaly zavislé na napéti
(Spungin a Breitbart 1996). Druhym produktem S$tépeni je inositoltrisfosfat (IPs). Receptor pro IP;
(IPsR) byl u spermie lokalizovan na akrozomalni ¢epicce, pricemz jeho lokalizace je pfizptsobena tvaru

akrozomu jednotlivych druhf. Navéazanim IP; na tento receptor dochazi nejspiSe k uvolnéni Ca®*
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z akrozomu (Walensky a Snyder 1995). K uvolnéni Ca®" z akrozomu dochazi i po pfidani cAMP,
pficemz toto uvolnéni bylo castecné inhibovano pomoci inhibitoru (H89) cAMP-dependentni
proteinkinazy A (PKA). To naznacuje, Ze tento kandl je zavisly na cAMP nebo se také mtze jednat
o kandl zavisly na fosforylaci PKA (Spungin a Breitbart 1996), ktera se také ucastni AR (De Jonge et al.
1991a; Lefievre et al. 2002) stejné¢ jako adenylatcyklaza (De Jonge et al. 1991a; Leclerc a Kopf 1995).
Také bylo objeveno, ze pii AR dochazi k aktivaci kanalt ovladanych intracelularni zasobou vépniku
(store-operated channel SOC). Konkrétng ZP3 glykoprotein zptsobi influx Ca?* v mysi spermii, ke
kterému dojde prave diky aktivaci SOC (O’Toole et al. 2000).

Akrozom i PM spermie obsahuji také vapnikové pumpy, které pumpuji Ca*" pry¢ z cytoplazmy
(Spungin a Breitbart 1996). Pfi pouziti inhibitoru Ca*" pump endoplazmatického retikula (thapsigarginu)
(Thastrup et al. 1990), doslo k inhibici pumpy na akrozomu (Spungin a Breitbart 1996). Navic bylo
ukézéano, Ze v lidské spermii je thapsigargin schopny zvysit koncentraci Ca*" (Blackmore 1993) a také
indukovat AR (Meizel a Turner 1993). Tudiz, kdyZz je Ca** pumpa na akrozomu inhibovana
thapsigarginem a ten je zarovenl schopny indukovat AR, vyplyva ztoho, Ze akrozom slouzi jako
zasobarna vapniku, kterad je poté pii AR vyuzita (Spungin a Breitbart 1996). To, ze akrozom nejspise
slouzi jako zasobarna vapniku dokazuje i to, Ze se na OAM nachazi [Ps;R a Ze po navazani IP; dochazi
k uvolnéni Ca*" z akrozomu (Walensky a Snyder 1995). Po uvolnéni Ca*" dochazi k fuzi OAM s PM
spermie, aby poté mohlo dojit k uvolnéni akrozomalniho obsahu (Cardullo a Florman 1993). Faze je
zavisla na Ca®, ob& membrany musi byt kapacitované a navic pfed samotnou fuzi dochazi

k depolymeraci F-aktinu (Spungin et al. 1995).
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Souhrnné schéma mechanismu AR (obr. 5): Zona pellucida (ZP) se véze na receptor sprazeny
s G proteiny (R), ktery je schopny aktivovat PLC B1, a na receptor tyrosinkinazy (TK), ktery aktivuje
PLC y. Aktivované fosfolipazy poté produkuji inositoltrisfosfat (IP3) a diacylglycerol (DAG), pficemz
IP; se véaze na sviij receptor (IPsR) a dochazi k uvolnéni Ca?* z akrozomu, na ¢emz se podili i cAMP
a cAMP-dependentni PKA. DAG aktivuje proteinkazu C (PKC), ktera aktivuje Ca?" kandly na PM
spermie a dochazi k uvolnéni Ca?*. Dale dochazi k aktivaci kanali ovladanych intracelularni zdsobou
vapniku (SOC). Po zvyseni koncentrace Ca*" dochazi k aktivaci aktin-vazebnych proteinti, dochazi
k depolymeraci F-aktinu a fuzi plazmatické membrany (PM) spermie s vnéjsi akrozomélni membranou

(OAM).
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Obr. 5: souhrnné schéma mechanismu AR (Breitbart 2002)

18



7. Zavér

Akrozomalni reakce je dulezitou soucasti oplozeni. Spermie musi podstoupit AR, aby mohlo dojit
k vyliti akrozomalniho obsahu, priniku spermie skrz obaly vajicka a fuzi vajicka a spermie. Spermie,
které nemaji akrozom nebo neprosly AR, nejsou oplozeni schopné, coz potvrzuje AR jako nezbytnou
soucast oplozeni. Dulezitost AR také spoCiva vtom, Ze béhem ni dochdzi ve spermii k relokaci
nékterych proteinil, naptiklad Izumo a ekvatorinu, do ekvatoridlniho segmentu, které se poté podileji na

fuzi spermie s vajickem.

Akrozom je nezbytnou soucasti spermie, avSak jeho biogeneze neni stale zcela jasnd. Je mozné, ze
akrozom pochazi z Golgiho aparatu, ale nejnovéjsi studie naznacuji, ze akrozom by mohl patfit mezi
organely, které jsou piibuzné lyzozomu. Diky zkoumani role genu spojeného s autofagii — A¢g7, bylo

objeveno, ze akrozom pochazi nejspise z autolyzozomu a ze autofagie je soucasti jeho biogeneze.

Nezbytnou prerekvizitou pro AR je kapacitace, pti které dochazi mimo jiné ke zménam v PM spermie,
snizeni obsahu cholesterolu a zméné usporadani fosfolipidi,, coZz umozni jeji fuzi. Béhem kapacitace
dochazi k hyperaktivaci spermii, zméné motility spermii, kterd umoziiuje jejich vycestovani
z oviduktalniho rezervoaru. Ten vznika pfichytavdnim spermii na epitel stén vejcovodu. Oviduktalni
rezervodr spermii slouzi jako ochrana pted polyspermii a také udrzuje spermie, které jsou prichycené na

epitelialni bunky stén oviduktu, dale schopné oplozeni.

Stale neni jasné, co je induktorem AR. K iniciaci AR spermie mize dojit in vitro i spontanné bez ptidani
induktorti, jedna se o tzv. spontanni AR, pfiCemz tyto spermie jsou schopné oplozeni. Dale bylo

objeveno, ze spontanni AR ovliviiuje protein CD-46, ktery se nachazi na IAM.

Nejvice diskutovanym induktorem AR je zona pellucida, uw mysi je to konkrétné¢ ZP3 glykoprotein
a u lidské ZP, ktera se oproti mysi sklada ze 4 glykoproteind, je AR schopny indukovat ZP3, ZP4 ale
také ZP1 glykoprotein. V nekterych studiich, kde byl zkouman vliv ZP na indukci AR, bylo ovSem
pracovano s vajicky, ktera byla zbavena kumularnich bunék. Tim padem mohl byt vliv kumularnich
buné¢k na iniciaci AR opomenuty. V dalSich studiich ovS§em byla zkoumana i role kumularnich bunék
v indukci AR, pficemZ u mysi vétSina spermii v kumularnich butikach vajicka podstoupila AR. Tento
nazor, ze by kumularni buriky mohly spoustét AR, byl podpofen i objevenim proteinu NYD-SPS, ktery
se nachazi na hlavicce spermie a ktery se vaze na kumularni buniky. Diky tomu dochézi k uvolnéni
progesteronu, ktery stimuluje AR. V sami¢im reprodukénim traktu vznika gradient progesteronu,
pficemz v blizkosti kumularnich bunék je ho nejvice a dale od vajicka se jeho koncentrace snizuje. Pti
nizké koncentraci progesteronu dochazi mimo jiné k indukci motility a pii vy$Sich koncentracich
dochazi k hyperaktivaci a indukci AR spermie. Kumularni buiiky vylucuji i jiné latky, jako napt. LPC
a LPA, kter¢ jsou schopné indukovat AR.
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U kieckt se v§ak vliv kumularnich bun¢k na iniciaci AR neprokazal. Je tedy mozné a zlistava to otazkou,
zda zahajeni AR je u vSech savci stejné, nebo jestli se jedna o druhovée specificky proces. Také je mozné,
ze AR nemusi indukovat ZP nebo latky vylucované kumuldrnimi builkami, ale Ze AR muze byt

iniciovana alternativnimi faktory, jako je ATP. Také se miize jednat o kombinaci vice téchto faktort.

V posledni dob¢ doslo diky novym studiim k objasnéni, kde v ramci reproduk¢niho traktu mysi samice
k AR dochazi. Tato pozorovani byla umoznéna vytvorenim transgenni mysi linie, jejichz spermie
obsahovali GFP exprimovany v akrozomu a DsRed2 exprimovany v mitochondriich v kr¢ku. Bylo
pozorovano, ze vétSina spermii prosla AR v hornim isthmu a v ampule se nachéazelo jen velmi malé

mnozstvi spermii, pficemz v§echny byly schopné oplodnit vajicka.

akrozomu byl, Ze k nému dochazi najednou a ze existuji jen 2 stavy spermie — spermie s intaktnim
akrozomem, u které k AR nedoslo a poté spermie, co uz AR prosla. Bylo ale objeveno, ze uvoliiovani

akrozomalniho obsahu je postupné a ze spermie prochazi alespon 4 stadii.

Obsah akrozomu je tvofen rozpustnou slozkou a AM. Soucasti AM je protedza acrosin, jejiz role pii
oplozeni je druhové specificka. U mysi se nejspise vyznamné nepodili na pruniku obaly vajicka. Oproti
tomu ale u kieck hraje roli v penetraci skrz ZP a u potkan skrz kumularni buniky. Soucasti

akrozomalniho obsahu je také zonadhesin, ktery se vaze druhoveé specificky na ZP.

I kdyz bylo objeveno jiz nékolik proteind, které se ucastni AR, pfesny mechanismus vcetné jeho
regulace zlstava nejasny. Podstatnou roli v AR vsak hraje aktin. Slouzi jako opora pro ostatni proteiny,
a navic také jako bariéra, kterd zabratiuje fuzi PM a OAM, dokud nedojde ke zvySeni Ca®"

a depolymeraci F-aktinu.

Spermie se na vajicko vaze nejspise pies receptory spiazené s G proteiny a pies receptory tyrosinkinazy,
nasledn¢ dochazi k aktivaci fosfolipaz, které produkuji IP; a DAG. Navazanim IP3; na svijj receptor
dochazi k uvolnéni Ca** z akrozomu, pfi¢emz se na tom podili i cAMP s cAMP-dependentni PKA. DAG
aktivuje proteinkinazu C, dochézi k aktivaci kanald v PM spermie a uvolnéni Ca?*. K dalsimu influxu
Ca’" dojde po aktivaci kanalt ovladanych intracelularni zdsobou vapniku. Diky zvySené koncentraci

Ca*" dochazi k depolymeraci F-aktinu a nasleduje kone¢na fuze PM s OAM.

Ptestoze doslo k né€kolika novym objeviim, jako napf. kde v reprodukénim traktu dochazi k AR, nebo
také k objasnéni uvoliiovani obsahu akrozomu, stale neni jasné, co je tim induktorem AR. Jedna se
o ZP glykoproteiny nebo o progesteron ¢i jiné latky vylu¢ované kumuldrnimi buiikami? Anebo AR
spousti néco Uplné jiného? Tyto otazky spolu s detailnéjSim prostudovanim biogeneze akrozomu

a mechanismu AR véetné jeho regulace zustavaji oteviené pro dalsi studie.
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