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Abstrakt

Fuze oocytu a spermie je kli¢ovym krokem oplodnéni a pfedstavuje vysoce regulovany proces,
béhem né¢hoZ dochazi ke splynuti dvou gamet a vzniku totipotentni zygoty. Cilem této bakalarské
prace je shrnout soucasné poznatky o molekuldrnich mechanismech, které tento proces u savct
umoznuji. Prace se zamétuje na jednotlivé faze fuze, véetné kapacitace, chemotaxe, vazby spermie
na zonu pellucidu, akrozomalni reakce, tvorby akrozomu, priniku spermie pres zona pellucida a
findlni fuze plazmatickych membran obou bunék.

Zvlastni pozornost je vénovana interakcim mezi klicovymi proteiny lokalizovanymi na
povrchu spermie (napi. [ZUMO1, SPACA6, SPESP1, TMEMY95) a jejich receptory v oolemné
oocytu, zejména proteinu JUNO, CD9 a integrintim. Detailn€ je popsana i interakce [ZUMO1—
JUNO jako zasadni par zajist'ujici rozpozndni a navazani spermie na oocyt. Zavérecnd ¢ast prace
struéné pojednava o poruchach fuze a jejich mozném klinickém vyznamu v souvislosti s nékterymi

formami lidské neplodnosti.

Kli¢ova slova: oocyt, spermie, fuze gamet, kapacitace, akrozomalni reakce, kontakt gamet,

oplozeni, zygota



Abstract

The fusion of the oocyte and sperm is a crucial step in fertilization and represents a highly
regulated process resulting in the formation of a totipotent zygote. The aim of this bachelor thesis
is to summarize current knowledge about the molecular mechanisms that enable this process in
mammals. The thesis focuses on individual stages of fusion, including capacitation, chemotaxis,
sperm binding to the zona pellucida, the acrosome reaction and acrosome formation, sperm
penetration through the zona pellucida, and the final fusion of the gamete plasma membranes.

Special attention is paid to the interactions between key sperm surface proteins (such as
IZUMO1, SPACA6, SPESP1, TMEMO95) and their receptors on the oocyte oolemma, particularly
JUNO, CD9Y, and integrins. The interaction between IZUMO1 and JUNO is described in detail as
a fundamental recognition and binding pair. The final part of the thesis briefly addresses fusion

defects and their potential clinical relevance in the context of human infertility.

Key words: oocyte, sperm, gamete fusion, capacitation, acrosomal reaction, gamete contact,

fertilization, zygote



Seznam zKratek

4HB.................... Ctyfsroubovicovy prutovy svazek (Four-helix bundle)

AR ..o, Akrozomalni reakce (Acrosomal reaction)

ASA......cove Antispermalni protilatky (Antisperm antibodies)

cAMP................. Cyklicky adenosinmonofosfat (Cyclic adenosine monophosphate)

ES...ocoiiis Ekvatoridlni segment (Equatorial segment)

FSH................... Folikuly stimulujici hormon (Follicle-stimulating hormone)

GABA.............. Kyselina gama-aminomaselnd (Gamma-aminobutyric acid)

GnRH................ Gonadoliberin (Gonadotropin-releasing hormone)

GPI............ glykosylfostatidylinositol (glycosylphosphatidylinositol)

Ig i, Imunoglobulinova doména (Immunoglobulin domain)

IHP .................... Vnitini hydrofobni oblast (Internal hydrophobic part)

LH......oocoeei. Luteniza¢ni hormon (Luteinizing hormone)

MMAF............... Vicecetné morfologické abnormality bic¢iku spermii (Multiple morphological
abnormalities of the sperm flagella)

PKA................. Proteinova kindza A (Protein kinase A)

SACY......cccce.. Rozpustna adenylatcyklaza (Soluble adenylyl cyclase)

SAR ..o spontanni AR (spontaneous AR)

Tssk6.................. Varleti  specifickd serin/threoninova proteinkindza 6  (7estis-specific

serine/threonine-protein kinase 6)

ZP ... Zona pellucida (Zona pellucida)
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1. Uvod

Oplozeni je zasadni biologicky proces, ktery zajistuje vznik nové diploidni bunky — zygoty —
a tim 1 pokracovani druhu. U savca je fuze spermie a oocytu vysoce specifickym a druhoveé
omezenym procesem, jenz vyzaduje pfitomnost konkrétnich proteind a signdlnich drah na obou
stranach. Samci spermie 1 sami¢i oocyt prochazi dynamickym vyvojem, aby dosahly schopnosti
fertilizace. Zatimco oocyt prochdzi meiotickou maturaci, spermie prochazi fadou funk¢nich zmeén,
jako je epididymalni maturace, kapacitace a akrozomalni reakce (AR).

Poté nastdva samotny proces oplozeni, ktery za¢ind vazbou spermie na zonu pellucidu (ZP)
a exocytozou akrozomu a konéi jejim prinikem do oocytu. Fluze gamet je zprostiedkovana
specifickymi proteiny na povrchu obou gamet. KliCové proteiny na spermii jsou [ZUMOI,
SPESP1, SPACA6 a TMEM95, zatimco na oocytu jsou pro tuto interakci nezbytné proteiny jako
JUNO, CD?9 a integriny.

Pochopeni téchto procest je zasadni pro diagnostiku a 1écbu neplodnosti, kterd piedstavuje
rostouci globalni problém. Poruchy fize gamet mohou mit riizné pfi€iny, od genetickych mutaci
v klicovych genech, ptes strukturalni a funkéni poruchy spermii, az po imunologické faktory.

Cilem této bakalarské prace je shrnout soucasné poznatky o molekuldrnich mechanismech,
které umoziuji uspesSnou fuzi oocytu a spermie u savcl a popsat poruchy, které tento proces mohou

ovlivnit.



2. Pohlavni buiiky a jejich maturace

Charakteristickym rysem pohlavniho rozmnoZzovani savcu je flize gamet. Samci produkuji
spermie a samice oocyty. Béhem fertilizace pronik4 haploidni spermie do haploidniho oocytu,

¢imz dochazi ke vzniku diploidni zygoty. Tento proces je zakladem pro vyvoj nového jedince.

2.1. Samici oocyt

2.1.1. Maturace oocytu

Oocyt je samici pohlavni buiika, ktera je klicova pro vznik nového jedince. Lidsky maturovany
oocyt predstavuje jednu z nejvétsich bunek v lidském téle, s primérem ptiblizné¢ 0,11-0,12 mm
(Cavilla et al. 2008).

Primordialni zarode¢né bunky, prekurzory oocytti, béhem raného embryonalniho vyvoje
migruji ze zloutkového vacku do vyvijejicich se gonad. Zde pod vlivem riznych faktori, jako jsou
faktor kmenovych bunék (SCF), GDF-9 (Hammadeh et al. 2004; Hayashi et al. 1999)a rtistového
faktoru betal, diferencuji na oogonie (Picton et al. 1998). Ty se zde mitoticky d€li a nasledn¢
vstupuji do meidzy I a davaji vznik primarnim oocytlim, které se zastavi v profazi I a zGstavaji
v tomto stavu az do puberty (Sanchez a Smitz 2012). V puberté dochazi k rozpadu zarodecnych
vacku po stimulaci gonadoliberinem (gnRH) (Kanter et al. 2004), folikuly stimulaénim hormonem
(FSH) (Zhao et al. 2020), luteinizaénim hormonem (LH) (Park et al. 2004) a estrogenem (Guo et
al. 2004) a oocyt dokoncuje meidzu I a dé€li se na haploidni sekundarni oocyt a prvni polarni
télisko. Béhem ovulace je rekrutovano nékolik primarnich oocytti a obvykle je nasledné ovulovan
pouze jeden a zbytek zanikne v procesu zvaném atrézie (Shilo et al. 2022). Sekundérni oocyt poté
vstupuje do meidzy Il a zastavi se v metafazi 11, kterd je regulovdna pomoci maturaci podporujiciho
faktoru (MPF) (Wu et al. 1997) a ve kter¢ setrvava az do oplozeni. Pokud je oocyt oplozen, dokonc¢i
meidzu II a dojde k vydé€leni druhého polového téliska a vzniku zygoty. (Clift a Schuh 2013)

2.1.2.  Kumularni bunky a zona pellucida

Zona pellucida je glykoproteinova vrstva, kterd se nachazi na povrchu savéiho oocytu. Ma
klicovou roli v procesu oplozeni a raném embryonalnim vyvoji. ZP je slozena z néckolika
glykoproteinti — ZP1, ZP2, ZP3 a ZP4 —, jejichz zastoupeni se li§i v zavislosti na zivo¢isném druhu.
Naptiklad u €loveka jsou pfitomny vSechny Ctyfi typy glykoproteinti ZP1-ZP4, zatimco u mysi se
vyskytuji pouze ZP1-ZP3. (Obr.1) (Wassarman a Litscher 2024).



ZP se podili na indukci AR, prevenci polyspermie a ochrané ¢asné¢ho embrya. Také je zapojena
do komunikace mezi oocytem a okolnimi granul6znimi buiikami ve vyvijejicim se folikulu (Joone

etal. 2017).

Obr. 1:Mysi oocyt inkubovany v pritomnosti volné plovoucich spermii. Na obrazku jsou spermie
navazané na zonu pellucidu. (Prevzato z Wassarman et al.,2024)

Kazdy z glykoproteinii ZP hraje dilezitou roli v procesu fertilizace. ZP1 zajistuje crosslinking
(zesitovani) ZP2 a ZP3. ZP3 se podili na vazb& spermie na oocyt se uplatiiuje ZP3 a ZP2 poméaha
nasledné AR (Mao a Yang 2013).

Vysledky experimentti s knockout (/) mySmi, ze proteiny ZP2 a ZP3 je nezbytné pro spravnou
tvorbu ZP béhem oogeneze. Absence kteréhokoli z téchto proteinti vede u samic k neplodnosti
(Wassarman a Litscher 2024). Zatimco mysi 1 lidské proteiny ZP2, ZP3 a ZP jsou monomery,
protein ZP1 tvofi dimer spojeny disulfidickym mustkem (Greve a Wassarman 1985; K. Nishimura
et al. 2019). Na jejich N-konci se nachdzi signalni sekvence o délce piiblizné
20-30 aminokyselin, kterd sméfuje do sekre¢ni drahy. KliCovou strukturou je tsek tvofeny
piiblizn¢ 270 aminokyselinami, které se nazyvaji ZP doména (ZPD), oznacovana také jako ZP
modul. Tato doména se sklada ze dvou poddomén ZP-N a ZP-C, kter¢ jsou spojeny ohebnou oblasti
o délce ptiblizn€ 25 aminokyselin. Soucasti ZPD proteinu je také vnitini hydrofobni oblast (IHP),
ktera hraje roli v regulaci polymerizace ZP proteini. Na C-konci se nachazi propeptidové oblast,

ktera zajiStuje spravnou sekreci proteinu (Wassarman a Litscher 2024).



Kumularni bunky jsou definovany jako skupina tzce spojenych granuloznich buné¢k, které
obklopuji oocyt. Plni specializované role, pfenaseji signaly ve vajecniku a podporuji rist a zrani
oocytli béhem pozdéjsich fazi vyvoje folikult. Jejich funkce je zavisld na mezerovych spojich,
které se mezi nimi tvofi. (Z. Huang a Wells 2010).

Kumulérni buiiky, které jsou v pfimém kontaktu s oocytem, tvofi kumularni komplex. Ten
ovliviluje genovou expresi a proteosyntézu v oocytu. Dulezitou roli maji (kumularni bunky) v
regulaci hladiny vapniku uvniti oocytu, jelikoz zvysenim koncentrace Ca>" v oocytu podporuji
jeho maturaci (Turathum et al. 2021). Tyto bunky navic chrani oocyt pied oxidativnim stresem
prostiednictvim produkce antioxidantd, jaké je naptiklad glutathion. Tim pfispivaji k ochrané
oocytu a snizuji riziko apoptozy (Tatemoto et al. 2000).

Kumularni bunky dale zvySuji fertilizatni kapacitu a mobilitu spermii prostfednictvim
produkce prostaglandini E1 (PGE1) a E2 (PGE2) a proteinu pentraxin 3 (PTX3). V neposledni
fad¢ také produkuji progesteron, ktery je klicovym induktorem AR. Progesteron se nésledné vaze
na receptor NYD-SPS, ktery se nachazi na kumuléarnich buiikdch a spousti mobilizaci Ca** coz
vede k zahajeni AR. Progesteron také indukuje hyperaktivaci spermii, ktera je klicova pro jejich
schopnost oplodnit oocyt (Turathum et al. 2021).

2.2. Samcdi spermie

Sam¢i pohlavni bunky, spermie, vznikaji procesem spermatogeneze ze spermatogonii
v semenotvornych kandlcich varlat (Neto et al. 2016). Hlavicka spermie obsahuje
deoxyribonukleovou kyselinu (DNA) ve formé chromozomt, jejichz pocet je haploidni. Na horni
casti hlavicky spermie se nachdzi akrozom, ktery obsahuje proteolytické enzymy Akrozin,
serinova proteaza 21 (PRSS21) (Foster a Gerton 2016) a Hyaluronidazu (Kim et al. 2005). K jejich
uvolnéni dochazi béhem AR, kterd umoziuje spermiim proniknout do oocytu.

Mitochondrie ve stiedni ¢éasti spermie poskytuji energii nezbytnou pro jeji pohyb, ktery je
zajiStovan bi¢ikem (Roldan 2019). Podél horni ¢asti varlat je umisténo nadvarle, provazcovita
struktura, ve které spermie dozravaji, ziskavaji pohyblivost a nasledné jsou zde uloZeny (H.
Nishimura a L’Hernault 2017).

Epitel a lumen nadvarlete zajiStuje idealni prostfedi pro maturaci spermii. Dochédzi u nich
k povrchovym zméndm, jako je ztrata n€kterych fosfolipidii a zaroven nabyti jinych fosfolipidi
a steroll v plazmatické membrané. Naptiklad vyvazani mnozstvi cholesterolu a zvySeni mnozstvi

fosfatidylcholinu u kance v plazmatické membrané zvySuje jeji fluiditu (Gervasi a Visconti 2017).



Béhem maturace dochézi ke zpevnéni jednotlivych struktur spermie, jako je jadro a bicik. Tyto
zmeény zajiStuje tvorba disulfidické S-S vazby, ktera je také zéasadni pro ziskani motility
v nadvarleti. Pro ziskdni plné schopnosti fertilizace oocytu musi spermie projit dalSimi

matura¢nimi zménami v sami¢im pohlavnim traktu (Weigel Mufioz et al. 2024).

2.2.1. Kapacitace

Kapacitace je maturacni proces, béhem kterého spermie ziskava schopnost oplodnit oocyt.
Kapacitace probihd v sami¢im pohlavnim traktu a d4 se rozdélit na rychlé a pomalé déje. Tyto
procesy jsou regulovany bikarbondtem (HCO?®), rozpustnou adenylatcykldzou (SACY)
a cyklickym adenosinmonofosfatem (cAMP) (Salicioni et al. 2007) a centralné jsou regulovany
protein kinazou A (Protein kinase A, PKA) (Morgan et al. 2008).

Prvnim krokem kapacitace spermii je vyvazani cholesterolu z plazmatické membrany, které je
zprostiedkovano albuminem piitomnym v sami¢im reprodukénim traktu. Tim dochdzi ke zvySeni
jeji fluidity a permeability membrany spermie. Nasledné dochézi k piilivu iontd Ca?*, které jsou
nezbytné pro cely proces kapacitace (Langlais a Roberts 1985).

Mezi rychlé dé&je patii aktivace progresivni motility spermii. K tomu dochézi, jakmile se
spermie dostane do samiciho pohlavniho traktu. U ¢loveka se tak déje v predni ¢asti vaginy pobliz
délozniho hrdla (Suarez a Pacey 2006), kde je piitomny bikarbonat a Ca". Tyto ionty stimuluji
SACY, coz vede ke zvyseni hladiny cAMP a nasledné¢ k aktivaci PKA.

Pomalé déje zahrnuji zmény ve vzorci pohybu spermii, znamé jako hyperaktivace, a ziskani
schopnosti podstoupit AR. Ke spusténi AR dochdzi prostfednictvim stimulace fyziologickych
agonistll jako je ZP (Salicioni et al. 2007).

Dal$im dualezitym pomalym dé&jem je fosforylace tyrosinu, ktera je regulovdna cAMP-
dependentni protein kindzou (Visconti et al. 1995). Probiha jednim ze tii mechanismti.

Proteinkindza tyrosinu je stimulovana pfimou fosforylaci pomoci PKA nebo enzymatickou
kaskadou, ktera zahrnuje fosforylaci pomoci PKA. Alternativnim mechanismem je inhibice
Tyrosinfosfatazy pfimou fosforylaci pomoci PKA ¢i enzymatickou kaskadou, ktera zahrnuje
fosforylaci pomoci PKA. Posledni moznosti je, Ze se cilové proteiny stavaji substraty pro aktivitu
proteinkindzy tyrosinu po fosforylaci na serinovych nebo threoninovych zbytcich pomoci PKA
(Visconti et al. 2002). Transmembranovy piitok HCO* je rovnéz spojen se zvySenim
intracelularniho pH (Zeng et al. 1996), coz aktivuje aktivuje kanal CatSper. Ten zajist'uje tok Ca>"
iont do biciku a tim ptispiva k aktivaci kapacitace (Lishko a Kirichok 2010).
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Hyperaktivace ptedstavuje typ motility spermii, kterou spermie ziska ve vejcovodech. Je
charakterizovdna asymetrickymi kmity bi¢iku s vysokou amplitudou, které spermiim umoznuji
proniknout spermii do zény pellucidy (Suarez a Pacey 2006).

Proces kapacitace spermii je ovlivnén rtiznymi molekulami a proteiny. Klicovou roli hraji
naptiklad steroidni hormony, jako je progesteron a estrogen, které se nachazeji ve vejcovodné
a folikularni tekutin€ (Luconi et al. 2004; Ded et al. 2013). Kapacitaci podporuji také reaktivni
formy kysliku, coz naznacuje, Ze je kapacitace oxida¢ni proces (de Lamirande a Gagnon 1993).

Zajimaveé je, ze n¢které molekuly funguji druhové zavislym zpiisobem. Ptikladem je kyselina
c-aminomaselnd (GABA), kterd u ¢lovéka (Calogero et al. 1996), beranii (de las Heras et al. 1997)
a potkani (Jin et al. 2009) piisobi jako induktor AR a hyperaktivace spermii, zatimco u kiecki

pusobi jako supresor (Kon et al. 2014).

2.2.2. Chemotaxe

Po dokonceni kapacitace se spermie, které se nachdzi ve vejcovodech, musi orientovat
a pohybovat se smérem k oocytu. Tento pohyb se nazyva chemotaxe (Perez-Cerezales et al. 2015).
Béhem chemotaxe se spermie fidi koncentraénim gradientem molekul, tzv. chemoatraktantt, které
se nachazi ve vejcovodné a folikularni tekutiné a jsou produkovany kumuldrnimi bunikami
a maturovanym oocytem (Oliveira et al. 1999; Sun et al. 2005). Mezi nejdulezitéjsi
chemoatraktanty u ¢lovéka patii progesteron (Villanueva-Diaz et al. 1995), kyselina hyaluronova
(Sliwa 1999).

Progesteron hraje kli¢ovou roli ve spusSténi chemotaxe spermie, a to aktivaci vapnikového
kandlu Catsper. Ten se nachdzi v bi¢iku spermie a je aktivovan progesteronem (Ren et al. 2001;
Lishko et al. 2011). Tato aktivace ma za nésledek vtok vapnikovych ionti do spermie, coz vede
ke spusténi chemotaxe (Striinker et al. 2011).

V otézce role progesteronu v chemotaxi spermii se védecké nazory riizni. Studie z roku 1999
naznacuje, ze se progesteron nepodili na chemotaxi spermii (Jaiswal et al. 1999). Tomu vSak
odporuje nov¢jsi studie, ve které byl progesteron identifikovan jako jeden z hlavnich
chemoatraktantli spermii (Oren-Benaroya et al. 2008).

Bylo popsano, Ze progesteronem indukovana chemotaxe lidskych spermii je zprosttedkovana
proteinkinazovymi drahami zavislymi na cAMP a cyklicky guanosinmonofosfat cGMP (Teves et

al. 2009). Chemotaxe je moznd pouze u spermii s intaktnim akrozomem. Z toho vyplyva, ze jsou



spermie schopné chemotaxe pouze pokud u nich jesté neprobéhla AR. Také bylo popsano, Ze jsou
schopny reagovat i na velmi nizké koncentrace progesteronu (Guidobaldi et al. 2017).

Je zajimavé Ze sav¢i spermie obsahuji mnoho pachovych receptorti (Vanderhaeghen et al.
1993). U lidi se na chemotaxi podili naptiklad lidsky ¢ichovy receptor 17-4 (hOR17-4), jez je
receptorem pro Bourgeonal, aromaticky aldehyd pouZivany v parfumerii, (Spehr et al. 2003).

Aktivace receptoru hOR17-4, spousti signalni kaskadu, ktera aktivuje membranove asociované
adenylylcyklazy (mAC) (Spehr et al. 2003). To vede ke zvyseni koncentrace Ca’>" a cAMP

v hlavicce spermie, coz je nezbyté pro spusténi chemotaktického pohybu.

2.2.3. Akrozomalni reakce

Aby mohlo dojit k fertilizaci, musi spermie projit ptes ZP oocytu. Klicovym mechanismem
pro tento proces je AR, exocytoticky proces, ktery je zahajen po dokonceni kapacitace (Florman a
First 1988).

Béhem AR dochazi uvolnéni hydrolytickych enzymi z akrozomu spermie nezbytnych pro
proniknuti pies ZP oocytu. Zaroven dochdzi k vystaveni vazebnych proteinti na povrchu hlavicky
spermie, které nasledn€ umozni jeji vazbu na oocyt. AR probihd v akrozomu, specializovaném
vacku v predni ¢asti hlavicky spermie (Florman et al. 2008). Je rozd€len na dvé ¢asti: ekvatorialni
(Equatorial segment, ES) a anteriorni segment (Saeki et al. 2005). AR je u ¢lovéka a mysi
spousténa dvéma fyziologickymi spoustéci (Simons a Fauci 2018): proteinem ZP3 a
progesteronem (Harper et al. 2006). Vazba téchto molekul na pfisluSné receptory vede k fuzi
akrozomalni membrany s plazmatickou membrédnou hlavicky spermie, coz zpusobi vyliti
enzymatického obsahu akrozomu, jeZ pomaha spermiim proniknout pies ZP a umoznuje tak prinik
spermie pies ZP (Saeki et al. 2005).

Pribéh AR je zavisly na vapnikovych iontech. Kli¢ovym krokem je vazba proteinu ZP3
a progesteronu na receptory sprazené s G proteiny (GPCR) a R, coz vede ke stimulaci Ca?* kanalu
a naslednému vtoku Ca** do hlavi¢ky spermie (Simons a Fauci 2018).

Ke zvyseni hladiny Ca”** v hlaviéce spermie dochazi nékolika zpiisoby. Jednou moznosti je
zvyseni pH prostfednictvim aktivace GPCR, které vede k otevieni Ca®>" kanald (Arnoult et al.
1996). Dalsi moznost je aktivaci fosfolipazy C, ktera hydrolyzuje fosfatidylinositol-4,5-bisfosfat
(PIP2) na inositol 1,4,5-trifosfat (IPs) a diacylglycerol (DAG) (Walensky a Snyder 1995), coz
vede k uvolnéni Ca** z intracelularnich zasob a aktivaci proteinkindzy C (Breitbart et al. 1992;

Spungin a Breitbart 1996).
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Po zvySeni koncentrace Ca®" uvnitf spermie se aktivuje enzym adenylatcyklaza katalyzujici
pfeménu adenosintrifosfatu (ATP) na cAMP. Nasledné dochézi k aktivaci PKA, ktera fosforyluje
fadu intracelularnich proteinti (Lefievre et al. 2002).

Aby se spermie dostala k ovulovanému oocytu, musi nejprve projit pies kumularni bunky,
které oocyt obklopuji (Obr. 2) (Primakoff a Myles 2002). Pro tento prichod spermie vyuziva
hyaluroniddzu 5, kterd se nachazi na plazmatické 1 akrozomalni membrané spermie (Seol et al.
2022). Hlavnim enzymem, nachézejicim se v akrozomu je Akrozin — serinova protedza, pritomna
v akrozomu v neaktivni formé zvané proakrozin. Ddle se v akrozomu nachdzi i varleti specificka
serinova protedza 5 (TESPS), ktera ma stejnou funkci jako Akrozin (Kawano et al. 2010).

Po Gspésném priniku spermie pies ZP dochazi k fiizi membran spermie a oocytu. Tento proces
je zprostiedkovan interakci proteinu [IZUMOI1 spermie a jeho receptoru JUNO na plazmatické
membrané oocytu. Béhem AR dochdzi k relokalizaci IZUMOI1 z akrozomu do ES hlavicky
spermie (Satouh et al. 2012). Vazba [IZUMO1 a JUNO spusti flizi membran spermie a oocytu a je

nezbytnou fazi celého procesu fertilizace (Bianchi et al. 2014).



Obr. 2: Faze priniku spermie a oplozeni oocytu

A — Prinik spermie pres kumuldarni bunky
B —1) Vazba na ZP

2) Akrozomalni reakce

3)Prunik pres zona pellucida
C— 1) Vazba na oolemu

2)Fuze oocytu a spermie

(Prevzato a upraveno z Primakoff a Myles, 2025)

3. Proces oplozeni

Oplozeni je proces, ktery je velmi uzce Casov€ ohranicen, jelikoZ oocyt ma fertiliza¢ni kapacitu
pouze 24 hodin. Aby mohlo dojit k oplozeni oocytu, musi spermie projit kapacitaci, nasledné AR,
projit pfes ZP a navézat se na oolemu oocytu. Kazdy z té€chto krokt, od kapacitace po navazani na
oolemu, je pro uspésné oplozeni zédsadni. Tyto procesy piedstavuji komplexni kaskadu
molekularnich a biochemickych uddlosti, jejichZ pfesna regulace je klicova pro zajisténi fuze
gamet a nasledného vzniku zygoty.

3.1. Akrozomalni reakce a vazba spermie na zona pellucida

AR miuze byt indukovand, ke které dochazi po navdzani spermie na oocyt, nebo spontanni, ke
které dojde predCasng, tedy jesté pied navazanim spermie na ZP. Vyzkumy ukazaly, ze pokud je
pfitomno vétsi mnozstvi spermii, u kterych probchla spontdnni AR, sniZzuje se jejich celkova
fertilizacni kapacita (Wiser et al. 2014). Bylo také zjiSténo, Ze polymerizace aktinu, ktera je fizena

dvéma odlisnymi cestami: jednou zavislou na Ca?'/kalmodulin-dependentni protein kinaze II
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(CaMKII) a druhou zavislou na fosfolipdze D (PLD), snizuje pravdépodobnost spontanni AR
(spontaneous AR, sAR). Déje se to béhem kapacitace spermii, kdy je aktin ve filament6zni formé,
znamé jako F-aktin, a pfi polymerizaci zacne tvofit sit’ v hlavicce spermie. Tato sit’ funguje jako
fyzikalné-mechanickd bariéra, kterd brani predcasné interakci mezi vn&j$i akrozomalni
a prekryvajici plazmatickou membranou, a tim inhibuje sAR. Aktin se po navazani na ZP znovu
depolymerizuje, aby mohlo dojit k AR (Shabtay a Breitbart 2016).

Proteiny a oligosacharidy na povrchu spermie, které se vazou na ZP3 glykoprotein ZP oocytu,
se u rtiznych druhti li$i. Naptiklad u mysi se na této vazb¢ podili enzym B1,4-galaktosyltransferaza
(Macek et al. 1991). U prasat hraji kliCovou roli proteiny spermadhesin AQN-3 (AQN-3),
akrozomalni protein P47 (P47) a fertilin beta (van Gestel et al. 2007). U ¢lovéka se na této vazbé
podili mnoho dosud malo prozkoumanych proteini mezi které patfi naptfiklad B1,4-
galaktosyltransferaza (Thall et al. 1995) a Zonadhesin (Hickox et al. 2001).

3.2. Exocytoza akrozomu

Poté co dojde k navazani spermie na ZP3 oocytu, plazmatickd membrana spermie fuzuje
s akrozomalni membranou, coz ma za nasledek exocytdzu akrozomalniho vacku. Tento proces je
zavisly na vysokych hladinach Ca*" (De La Vega-Beltran et al. 2012). Na fizi membrén se také
podili SNARE proteiny jako syntaxin a synaptobrevin (Ramalho-Santos et al. 2000). Ty jsou pod
kontrolou malé GTPazy Rab3A (Michaut et al. 2000). Po fuzi je na povrchu spermie vystavena
vnitini akrozomalni membrana, kterd, prostiednictvim enzym na svém povrchu, zajisStuje druhé
navazani na ZP2 (T. T. Huang a Yanagimachi 1985).

3.3. Priinik spermie ZP

Vazba spermie na ZP3 indukuje AR. Béhem AR dochazi ke splynuti plasmatické membrany
spermie s vnéjsi akrozomalni membranou, vezikulaci a nasledné fyzické ztraté obou téchto
membran. V diisledku tohoto odstranéni membran jsou pak ztracena i ZP3 vazebnd mista, ktera se
nachdzela na plasmatické membrané piekryvajici akrozomalni ¢epicku. To umozni sekundarni
vazbu spermie na protein ZP2 , zprostiedkovanou receptory lokalizovanymi na jeji vnitini
akrozomalni membrang (Kerr et al. 2002). Kli¢ovym enzymem podilejicimi se na této sekundarni
vazb¢ u mysi a u ¢loveéka je Akrozin (Morton 1975; Howes et al. 2001; Furlong et al. 2005).

Na sekundérni vazbé na ZP2 se u mysi podili dal§i proteiny vnitini akrosomalni membrany

jako je naptiklad IAM38 (Y. Yu et al. 2006). Dale je to protein MC41, ktery se nachazi
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v kortikalnim regionu akrozomu u mysi a tvoii vazbu s akrosomalni 75kDa serinovou protedzou
a podili se na sekundarni vazb¢é spermie na ZP2 (Tanii et al. 2001).

Po sekundarni vazbé na ZP2 se spermie pomoci enzymil zacne pfipravovat na prinik ZP (Kim
et al. 2008). U mysi se na enzymatickém Stépeni a priniku spermie ptes ZP podili hyaluronidaza
SPAMI1 (Kimura et al. 2009) a Akrozin (Hua et al. 2023). U akrozin-deficientnich spermii u mysi
bylo zjisté€no, Ze penetraci ZP zajist'uji 1 jiné serinové protedzy, jako je TESPS5 (Honda et al. 2002).

Stépeni ZP umozni mechanicky primik spermie pies ZP. A¢koliv je pohyb biéiku pii priniku
pfes ZP dulezity, neni dostacujici pro penetraci (Green 1987). K Usp&€$né penetraci je proto
nezbytna i enzymatickd degradace glykoproteini ZP, kterou zajist'uji proteazy spermie (Saldivar-
Hernéndez et al. 2015). Po priniku ZP se spermie dostane do kontaktu s plazmatickou membranou
oocytu, oolemou. Tento kontakt je zprostiedkovan interakci mezi specifickymi proteiny na
povrchu spermie a receptory na oolemé (Kaji a Kudo 2004). Samotné fize je iniciovana v ES
spermie, ktery obsahuje fuzni proteiny (Wolkowicz et al. 2008). Cely proces probiha
v perivitelinnim prostoru, coz je oblast mezi ZP a oolemou (Hassa et al. 2014).

Spermie nasledné vstupuje do cytoplazmy oocytu. KliCovou roli pfi vstupu spermie do
cytoplasmy oocytu hraje interakce mezi akrosomalnim proteinem [ZUMOI]1 a jeho receptorem
JUNO na oolem¢. Pied navazanim na JUNO je [ZUMOI1 v monomernim stavu. Po navazani dojde
ke zvySeni pravdépodobnosti dimerizace, tedy spojeni dvou monomernich jednotek IZUMO.
Tento proces je spoustén proteinovou disulfidickou izomerazou (Inoue et al. 2015). Bylo téz
zjisténo, Ze fragment IZUMOI1PPF je dllezité funkéni misto a jeho blokace monoklonalnimi
protilatkami vyrazn€ inhibuje fuzi (Inoue et al. 2013). Pro finalni fizi je nutna tvorba fizniho poru.
K tomu muize dojit jednim ze dvou mechanismil. Pfimou fuzi, kdy jsou k sobé ob¢ flhzujici
membrany pfiblizeny za pomoci fuznich proteinti a vzajemnou vazbou téchto proteinti a tvorbou
proteinovych komplexi dojde ke slou¢eni membran, nebo hemifiizi, kdy dochazi k postupnému
spojovani jednotlivych vrstev membrany (Chernomordik a Kozlov 2005) v procesu fuze.

4. Klicové proteiny zapojené do fuze spermie a oocytu

Fuze spermie a oocytu predstavuje klicovy proces pohlavniho rozmnozovani savct, ktery je
nezbytny pro vznik zygoty. Je umoznén diky specifickym molekuldrnim interakcim mezi proteiny
na povrchu obou pohlavnich bunék.

Na povrchu spermie se nachazeji tyto proteiny: IZUMOI1 (Inoue et al. 2005), SPACA6
(Barbaux et al. 2020), TMEM95 (Lamas-Toranzo et al. 2020a), FIMP (Fujihara et al. 2020) a SOF1
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(Noda et al. 2020) a DCST1 a DCST2, které se podileji na fizi spermie a oocytu tim, ze reguluji
stabilitu SPACA6 (Inoue et al. 2021). Mezi hlavni proteiny nachazejici se na membrané oocytu
patii CD 9 (Miyado et al. 2000), receptor JUNO (Bianchi et al. 2014), protein CD81 (Rubinstein
et al. 20006).

4.1. Proteiny spermie

4.1.1. IZUMOI

IZUMOL1 je transmembranovy protein z rodiny imunoglobulint (IgSF), ktery se na povrchu
spermie objevuje az po dokonceni AR. Jeho struktura obsahuje extraceluldrni doménu s jednou
imunoglobulinovou (Ig) doménu v N-terminalni oblasti (Ellerman et al. 2009). Detailnéjsi analyza
ukazala Ze se protein sklada ze CtyiSroubovicového prutovitého svazku (4HB) na N-konci a Ig-
like domény, pficemz dva antiparalelni B-prameny (B1 a B2) funguji jako kloub mezi témito
doménami Spermie po AR Ize na zdklad¢ vzoru distribuce proteinu IZUMOI1 rozdélit do tii
kategorii: s vyskytem v oblasti akrozomalni Cepicky, v ES, nebo po celé. Béhem AR dochazi k
relokaci proteinu IZUMOI1 z ptedni ¢asti hlavicky spermie do ES a postakrozomalni oblasti.
Spermie po AR lze na zakladé vzoru vyskytu IZUMOI rozdélit do tii hlavnich typl: s vyskytem
v oblasti akrozomalni ¢epicky, v ES nebo po celé hlavicce. Tato relokace je kliova, protoze fuze
spermie s oocytem za¢ind pravé v oblasti ES (Inoue et al. 2011).

Lokalizace proteinu [IZUMO1 se mutize liSit v zavislosti na druhu. Naptiklad u mysich spermii
je IZUMOI1 pivodné lokalizovan na vnitini i vnéjs$i akrozomalni membrané (Satouh et al. 2012),
zatimco u skotu se nachazi na rozhrani mezi hlavni ¢asti a ES akrozomalni oblasti (Fukuda et al.
2016). Relokalizace IZUMOI1 je podminéna aktinovym cytoskeletem a aktivitou serinové kindzy
(Tssk6) (Sosnik et al. 2009). Pro optimalni pribéh oplozeni je nezbytny i protein GLIPR1L1, jehoz
absence narusSuje prubéh akrozomalni exocytozy a brani relokaci proteinu [ZUMO1 (Gaikwad et
al. 2019). Po piesunu do ES se [ZUMOI véze na svij receptor JUNO, glykosylfosfatidylinositol
(GPI) vazebny protein na membrané oocytu, v perivitelinnim prostoru (Pacak et al. 2023).
Experimentalni data potvrdila zdsadni vyznam IZUMOI1 pro fuzi. Bylo zji$téno, ze spermie, které
neobsahuji protein [IZUMOI, sice dokédzou projit ZP, ale hromadi se v perevitelinnim prostoru,

protoze bez tohoto proteinu nejsou schopny fiizovat s oolemou oocytu (Inoue et al. 2005).
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4.1.2. SPESPI
Protein SPESP1 se nachazi v ES hlavicky spermie (Wolkowicz et al. 2008). U spermii, které
protein SPESP1 postradaji dochdzi k vyznamnému naruSeni struktury ES. Tento defekt ma za
nasledek nespravné rozlozeni fiznich proteint, jako jsou ¢lenové rodiny ADAM a antigen MNO.
Ztrata SPESP1 tak ovliviiuje nejen mnozstvi, ale i lokalizaci téchto klicovych proteint, ¢imz
znemoziuje fizi spermie s oocytem. Z tohoto diivodu je ptritomnost SPESP1 nezbytna pro vznik

plné funkéni a fuze schopné spermie (Fujihara et al. 2010).

4.1.3. SPACA6

SPACAG je protein, ktery se strukturné podoba lidskému proteinu IZUMOI, s ektodoménou
slozenou ze CtyiSroubovicového svazku a imunoglobulinové domény, spojenych flexibilni oblasti
(Vance et al. 2022). Tento protein je exprimovan v lidskych spermiich a po AR zlstava lokalizovan
v ES. U mysi, kterym chybi gen pro Spaca6 byla zjisténa neplodnost. Jejich spermie se sice
dostanou do perivitelinniho prostoru, ale k fizi s oocytem nedochazi. Byla provedena studie, ktera
zkoumala vliv proteinu SPACA6 na relokalizaci proteinu IZUMO1 béhem AR. Ackoli je
dynamicky pohyb I[ZUMO1 u mysi povazovan za kli¢ovy pro fizi gamet, ukazalo se, Ze absence
SPACAG6 neovliviiuje jeho lokalizaci ani naslednou relokalizaci. Pfesna role SPACAG tak zlstava

nejasna (Barbaux et al. 2020).

4.1.4. TMEP95

TMEMOS je transmembranovy protein, ktery se po AR piesouva do ES spermie (Hernandez-
Falco et al. 2022). Nachézi se u né€kolika sav¢ich druhti, véetné hlodavcet, prasat, skotu a primati,
1 ¢lovéka (Noda et al. 2020). Dlouhou dobu nebylo jasné, jakou roli hraje TMEM95 pfii fuzi
membran. Neddvné studie ale naznacuji, Ze by se na oocytu mohl nachazet jeho dosud
neidentifikovany receptor. Je pravdépodobné, Ze se vazba tohoto receptoru na TMEMOS piimo
podili na fizi spermie a oocytu (Tang et al. 2022). Spermie, kterym TMEMO95 chybi se
morfologicky nijak neli$i a vykazuji normalni motilitu. Dokonce jsou schopné projit ZP a navazat
se na oolemu. Jakmile v8ak dojde k navdzani, nedochazi k fizi s membranou oocytu ani k praniku

do ooplazmy oocytu (Lamas-Toranzo et al. 2020; Tang et al. 2022).
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4.2. Proteiny oocytu

4.2.1. JUNO

Protein JUNO je klicovy receptor na povrchu oocytu, ktery hraje nezastupitelnou roli v procesu
fuze se spermii. Patfi mezi GPI vazebné proteiny, které, jak bylo zjisténo, funguji jako receptory
pro vazbu spermie (Alfieri et al. 2003). JUNO se vaze na protein [ZUMO1 na povrchu spermie,
coz je zasadni pro uspésné oplodnéni. JUNO deficientni oocyty nejsou schopné fize se spermiemi.
Po tspésné fertilizaci je navic JUNO vyloucen z oolemy do extracelularnich vackl ¢imz se acinné
piedchazi vzniku polyspermie (Bianchi et al. 2014). Interakce mezi JUNO a IZUMOI je velmi
komplexni. Hlavni vazebnou oblasti na proteinu [IZUMOI je centralni beta-hairpin oblast (betal-
beta2). JUNO interaguje s [ZUMOI1 zejména oblasti loop 1 (L1), kde je kritickym prvkem motiv
Gly80-Leu81. Cely komplex je navic stabilizovan interakcemi dvou tryptofanti, konkrétné Trp148
z 1ZUMOI a Trp62 z JUNO (Ohto et al. 2016).

4.2.2. CD9

Protein CD9 je membranovy protein oocytu, ktery mé klicovou roli ve fuzi spermie a oocytu.
Jeho vyznam byl objeven u mysi, u kterych jeho absence vedla k neschopnosti fiize, ackoliv nebyla
naruSena vazba spermie na oocyt (Miyado et al. 2000). CD9 se nachazi v mikrovili bohatém
regionu oolemy (Frolikova et al. 2023). Tato specializovand oblast usnadiiuje nejen vazbu spermie,
ale 1 naslednou fuzi. Lokalni koncentrace proteini CD9 zde posiluje interakci mezi proteiny
IZUMO a JUNO (Chalbi et al. 2014).To naznacuje, ze k vazbé spermie a oocytu nedochazi
nahodné, ale je omezena pouze na ur€ité ¢asti oolemy (Ravaux et al. 2018; Frolikova et al. 2023).
Pii kontaktu se spermii oocyt reaguje aktivaci tetraspaninu CD9, coz vede k vytvofeni
prodlouzenych mikrovilli s obsahem aktinu, které zvétSuji celkovou plochu kontaktu se spermii
(Jégou et al. 2011). CD9 je zodpovédny za tvorbu mikrovilli na povrchu oocytu (Runge et al.
2007). Nasledné déje fizené aktinem pietvareji kortikalni aktinovou vrstvu oocytu a umoziuji
fyzické zaclenéni hlavicky spermie do membrany oocytu (Satouh et al. 2012). Nové studie navic
ukdzala, Zze CD9 hraje kli¢ovou roli v aktivaci proteinu PTK2B. Ten se shromazd'uje v misté
kontaktu se spermii, kde pomahé v ptestavbé aktinového cytoskeletu a usnadnuje tak fuzi (Wang

etal. 2017).
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4.2.3. Integriny

Integriny tvoii rozsdhlou skupinu receptorii slozenych z alfa a beta podjednotek, které
zprostfedkovavaji mezibunéné interakce (Campbell a Humphries 2011). Na oocytech bylo
detekovano 9 o- a 7 P-podjednotek integrini, zatimco na spermiich bylo zjisténo
5 a- a 3 B-podjednotky. Na povrchu oolemy jsou integriny lokalizovany spole¢né s tetraspaniny,
jako jsou CD9, CD81 a CD151, se kterymi interaguji. Na spermiich tvoii integrinové podjednotky
heterodimery, které se vyskytuji v riznych castech hlavicky spermie a maji funkci v nékolika
fazich zivota spermie, od jejiho zrani, aktivaci, pfes interakci s epitelem samiciho reprodukéniho
traktu, az po kontakt s oocytem. Vyznamnou roli integrind pii fizi naznacuje jejich relokalizace
do ES béhem AR, podobné¢ jako u proteinti nezbytnych pro fizi, jako je IZUMOI1. Merc et al.
V prehledovém ¢lanku z roku 2021 spekuluji, Ze integriny nefunguji jako primarni fuzni receptory,
ale spiSe hraji neptimou roli. Mohou slouzit jako sekundarni receptory pro IZUMO1, potencialni
vazebni partnefi proteinu SPACA6 na spermii nebo se podile na fuzi prosttednictvim interakci s
tetraspaniny. Tato hypotéza vSak zatim neni zcela objasnéna (Merc et al. 2021).

Piestoze se vi, ze se CD9 podili na fizi, a bylo zkoumano, zda s nim spolupracuje i integrin
a6B1 na oocytu. Vyzkum ukazal, Ze je oocyt i bez tohoto integrinu stale schopen fize a ze s CD9
nespolupracuje (Miller et al. 2000). Naopak, integrin a6Blna membrané spermii se u mysi
prokazatelné podili na fuzi s oocytem (Barraud-Lange et al. 2007).

Bylo zjisténo, Ze podjednotka PB1 se béhem AR piesouva z apikalni ¢asti ES, kde se pak
rozSiti na cely ES a nésledné pokryva celou hlavicku spermie (Frolikova et al. 2016). Aby se
ovétila nezbytnost integrinu B1 pro fertilizaci, byly provedeny experimenty, s mySmi, u kterych
byl gen Itgbl cilené inaktivovan jak v oocytech, tak ve spermiich. Inaktivace genu Itgb1 u oocytt
byla kompletni, zatimco u spermii doslo pouze k ¢aste¢nému potlaceni exprese Bl integrinu, kde
bylo zachovéno pfiblizné 15 % jeho plvodni hladiny. I pfes tuto neuplnou deleci u spermii,
vysledek pokusu s inaktivaci genu Itgb1l u obou gamet byl v podstaté stejny jako jeho caste¢na
inaktivace pouze ve spermiich. To vedlo k zavéru, Ze integrinova podjednotka B1 na povrchu
oocytu neni pro fertilizaci u my$i nezbytna, zatimco integrin 1 na spermii hraje kli¢ovou roli pro
uspésnou adhezi a fuzi gamet. Data naznacuji, ze spermie s cCastecné potlaCenou expresi 1
integrinu byly vaZzn¢ omezeny v jejich schopnosti oplodnit oocyty in vitro, pfi¢emZ mnoho spermii
zlstalo nahromadéno v perivitelinnim prostoru, coz indikuje neschopnost normalné fuzovat

s oolemmou (Barraud-Lange et al. 2020).
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5. Poruchy fuze

Proces fuze gamet je kritickym krokem v reprodukci, a jeho naruSeni mize vést k poruchdm
plodnosti. Navzdory pokroku v technikach asistované reprodukce zlistava neplodnost zpisobena
poruchami fuze gamet vyznamnym klinickym problémem. Tyto poruchy mohou vyplyvat
z nékolika pfic¢in. Jednou z nich jsou mutace v genech kddujicich klicové fuzni proteiny nebo
strukturni abnormality gamet. Dale se na vzniku téchto poruch mohou podilet imunologické
faktory, jako je naptiklad pfitomnost antispermalnich protilatek. Tyto protilatky narusuji normalni
interakce mezi spermii a oocytem, ¢imz zasadné ovliviiuji proces oplozeni.

5.1. Genetické pri¢iny poruch fize

Proteiny IZUMO1 a JUNO hraji v procesu flize nezastupitelnou roli, a proto jejich absence ¢i
mutace v genech, které je koduji, mohou byt pficinou reprodukénich obtizi. 1ZUMOI,
transmembranovy protein pfitomny na povrchu akrozomaln¢ zreagované spermie, je nezbytny pro
vazbu spermie na oocyt. Bylo popsano, Ze ackoli absence [ZUMO1 u mysi neovliviiuje morfologii
ani motilitu spermii, nedochazi k nasledné fuzi. Toto zjisténi ukazuje, Ze naruseni funkce IZUMO1
muze vést ke vzniku neplodnosti u samcii zptisobené selhdnim fize gamet (Inoue et al. 2005).

JUNO, receptor na povrchu oocytu, ktery interaguje s [ZUMO1 spermie, je kli¢ovy pro fuzi
gamet. Jeho zédsadni role byla potvrzena na knock-out mySich modelech, u kterych absence JUNO
vedla k Uplné sterilité samic, jelikoz oocyty nebyly schopny fize se spermiemi (Bianchi et al.
2014). To naznacuje, ze defekty ve funkci JUNO mohou byt pfi¢inou neplodnosti u samic
zpusobené poruchou fuze gamet.

Také vyzkum u lidi potvrzuje vyznam [ZUMO1 a JUNO v etiologii poruch plodnosti. Mutace
v genu [IZUMOIR byla spojena s opakovanym selhanim fertilizace béhem cykll in vitro fertilizace
IVFE. To potvrzuje studie (Yu et al. 2018), ktera identifikovala ¢tyfi vzacné polymorfismy, vetné
dvou missense mutaci (rs76779571 a rs61742524) u pacientek s opakovanym fertilizaénim
selhanim. U fertilnich kontrol tyto mutace nebyly detekovany. Tyto mutace by mohly ovlivnit
vazebnou schopnost JUNO nebo jejiho zakotveni v membrané, coz miize branit spravné interakci
s [ZUMOI. Dale byla identifikovana mutace ¢.510T>G (p.His170GIn) v IZUMOIR, ktera
narusuje konformaci GPI kotvy JUNO, ¢imZ pravdépodobné znemoZiluje spravné navazani
[ZUMOI. Tato zjisténi ukazuji, Ze 1 izolované bodové mutace mohou zabranit oplozeni, coz

zduraziuje dilezitost genetického screeningu u pacientek s idiopatickou neplodnosti.
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Kromé¢ proteinti [ZUMOT1 a JUNO hraji v procesu fize gamet klicovou roli 1 dalsi molekuly,
jejichz dysfunkce muize vést k porucham plodnosti. CD9 je €len tetraspaninové rodiny a je hojné
exprimovan na microvilli oolemy. Je povazovan za klicovy faktor fiize, protoze umoziuje
reorganizaci membrany oocytu a usnadnuje kontakt a naslednou fuzi se spermii. Funk¢éni vyznam
CD9 byl jednozna¢né prokdzadn na mySich modelech, u kterych knock-out CD9 vedl k uplné
neplodnosti samic. Tyto oocyty byly morfologicky normdlni a spermie se na né vazaly, ale
nedochézelo k fuzi (Miyado et al. 2000). Pomoci elektronové mikroskopie u CD97/" oocytl byla
pozorovana narusend tvorba membranovych microvilli, kterd pravdépodobné znesnadnuje fyzicky
kontakt se spermii nezbytny pro fizi (Miyado et al. 2000).

U c¢lovéka dosud nebyly identifikovany patogenni mutace v genu pro CD9, které by byly piimo
spojeny s poruchami fuze gamet. Nicmén¢, nékteré studie naznacuji, ze hladina exprese CD9
v oocytech miize kolisat s vékem zeny nebo kvalitou oocytd, coz mize ovliviiovat jejich
fertilizacni potencial (Runge et al. 2007).

Krom¢ defekti fiznich proteinii mohou reprodukéni problémy vyplyvat i z narusené struktury
ZP. Mutace v genech kodujicich proteiny ZP, konkrétné¢ ZP1, ZP2 a ZP3, mohou zasadnim
zpusobem narusit strukturu této extracelularni matrix obklopujici oocyt a znemoznit tim spravnou
vazbu spermie a naslednou fuzi. Studie identifikovala nové patogenni varianty v téchto genech
u sedmi pacientek ze Sesti rodin s idiopatickou neplodnosti (Zhou et al. 2019). U postizenych zen
byly pozorovany fenotypy jako syndrom prazdného folikulu (empty follicle syndrome), oocytarni
degenerace a opakované selhani oplodnéni pifi IVF. Funk¢ni studie provedend na bunécnych
modelech také ukézala, Ze tyto mutace vyrazné snizuji expresi, sekreci a interakci ZP proteinti, coz
vede k defektni tvorbé nebo oslabeni ZP (Yang et al. 2021). Tyto poznatky podtrhuji vyznam genti
ZP1-ZP3 pro spravné oplozeni a ukazuji, Ze i poruchy extracelularni slozky oocytu mohou mit za
nasledek sterilitu.

5.2. Strukturalni a funkéni poruchy spermii

Strukturalni a funk¢ni defekty spermii pfedstavuji vyznamny etiologicky faktor muzské
neplodnosti, zejména prostfednictvim mechanisml narusujicich fuzi gamet. Bylo identifikovano
nékolik klicovych genetickych pficin spojenych s teratozoospermii. Makrozoospermie,
charakterizovana pfitomnosti abnormalné¢ velkych spermii, je spojena s homozygotnimi mutacemi
v genu AURKC. Tato asociace miize mit evolu¢ni vyznam diky potencialni selekéni vyhodé

heterozygotd. Globozoospermie, vyznacujici se kulatymi spermiemi bez akrozomu, je spojena
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s mutacemi nebo delecemi v genech DPY19L2 a SPATA16, které jsou kritické pro spravnou
tvorbu akrozomu (Coutton et al. 2015).

Jednim z nejlépe popsanych genetickych syndromt spojenych s defektem biciku je primarni
ciliarni dyskineze, u niz mutace v genech kodujicich proteiny vnitiniho nebo vnéj$iho dyneinového
raménka zplsobuji nepohyblivost bi¢iku. U pacientll s t€émito mutacemi je €asto pozorovana
kompletni imobilita nebo vyrazné sniZzend progresivni motilita spermii, coZ prakticky znemoziuje
transport spermii k oocytu (Ben Khelifa et al. 2014). Ptikladem je mutace v genu DNAHI,
koédujicim vnitini dyneinové raménko, ktera byla identifikovana u pacientli s viceCetnymi
morfologickymi abnormalitami bi¢iku spermii (MMAF). MMAF je forma t&€zkeé teratozoospermie
charakterizovand kratkymi, zkroucenymi nebo chyb¢jicimi biCiky (Jiang et al. 2021). Tyto
strukturdlni defekty nejen ze znemoziuji spermii dosazeni oocytu, ale mohou také narusit proces
kapacitace a AR, kter¢ jsou nezbytné pro uspéSnou fertilizaci.

5.3. Imunologické prifiny poruch fiize gamet

Imunitni reakce predstavuji dal$i mozny mechanismus naruSeni fuze gamet, kdy dochazi
k tvorbé protilatek proti vlastnim nebo cizim gametam. Tyto protilatky mohou interferovat
s riznymi fazemi fertiliza¢niho procesu, véetné fize membran oocytu a spermie.

U muzii predstavuje tvorba antispermdalnich protilditek (antisperm antibodies, ASA)
autoimunitni reakci, kterd vzniké v disledku naruseni imunologické tolerance ve varlatech. K této
poruSe muze dojit v disledku traumatu, infekce nebo také pifi poskozeni hemato-testikularni
bariéry. ASA se pak mohou nachazet v semenné plazmé nebo byt pfimo navazané na povrchu
spermii.

U Zen piedstavuje produkce ASA aloimunitni reakci, pfi niZ imunitni systém rozpoznava
spermie jako cizorod¢ antigeny. K tvorbé téchto protilatek dochazi v dusledku expozice
spermiovym antigeniim, jez se dostavaji do kontaktu s imunitnim systémem Zeny. ASA jsou
produkovany v rdmci Zenského reprodukéniho traktu a nachazeji se naptiklad v krevni plazmé,
cervikalnim hlenu, folikularni tekutin€ ¢i vagindlnim sekretu. MoZnosti 1é¢by zahrnuji
imunosupresivni terapii kortikosteroidy a intrauterinni inseminaci (Restrepo a Cardona-Maya
2013).

Experimentalni studie prokazaly, ze n¢které ASA mohou piimo interferovat s funkci fuznich
proteinil a tim narusSovat proces oplozeni. U mysi byla detekovana protilatka OBF 13, ktera se vaze

na protein [ZUMO1 na povrchu spermie a allostericky blokuje jeho interakei s receptorem JUNO
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na oocytu, ¢imz zcela znemoznuje fertilizaci (Lu et al. 2025). Podobny mechanismus byl
pozorovan i u ¢lov€ka, kde monoklonalni protilatka proti JUNO v in vitro podminkach blokuje
fazi gamet, aniz by ovlivnila ptedchozi faze vazby spermie na oocyt (Bianchi et al. 2014). Tyto
poznatky zdlraznuji vyznam imunologickych faktort v etiologii poruch fize gamet a souvisejici
neplodnosti.

6. Zavér

Proces fize oocytu a spermie je klicovym momentem oplodnéni, ktery navazuje na komplexni
sekvenci molekularnich a bunéénych udalosti. Mezi tyto udalosti patii maturace gamet, kapacitace
spermie, chemotaxe, interakce se zonou pellucidou a akrozomalni reakce.

Fuze plazmatickych membran gamet je zprostiedkovana specifickymi proteinovymi
interakcemi. Na povrchu spermie hraji zasadni roli proteiny jako [IZUMO1, SPACA6, SPESP1
a TMEMOS5, zatimco na povrchu oocytu jsou klicové JUNO, CD9 a integriny. Vzajemné
rozpoznani a vazba téchto proteinti predstavuje zakladni krok pro spojeni obou gamet.

Poruchy v procesu fuze mohou byt vyznamnym, avSak stile podcefiovanym, faktorem muzské
1 zenské neplodnosti. Pies pokroky ve vyzkumu ziistavaji nékteré aspekty ne zcela objasnéné. Mezi
né patii zejména pfesné mechanismy interakci proteinii béhem fuze a vazba spermie na zonu
pellucidu. Ac¢koli byly identifikovany kandidatni molekuly, jako jsou B1,4-galaktosyltransferaza
a Zonadhesin, jednoznacny receptorovy systém pro vazbu na proteiny ZP2 a ZP3 u ¢lovéka dosud

nebyl spolehlivé potvrzen.
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