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Abstrakt

Pohlavni reprodukce zajistuje Siteni témér vsech Zivocisnych druhl. Dvé morfologicky velmi odlisné
bunky, které se vyviji vyhradné u samce nebo samice, hraji roli pti vytvareni nového a geneticky
odlisného organismu. U savcll se tyto dvé haploidni bunky, spermie a vajicko, setkdvaji v samicim

reprodukénim traktu, interaguji a nakonec fuzuji, aby se staly jedinou diploidni burikou.

Na zakladé in vitro fertilizace byl tento proces dobre popsan, ale molekuldrni detaily, a predevsim
receptorové proteiny, zlstavaji predmétem védeckého zkoumdni. Charakterizace téchto
molekuldrnich mechanism, které jsou zasadni pro interakci membran spermie a vajicka vcéetné jejich
vazby a fuze, je tedy vyzvou novodobé reprodukéni biologie, jejiz vystupy maji zdsadni presah do

asistované reprodukce ve veterinarni praxi i humannim |ékarstvi, pfedevsim v asistované reprodukci.

Doposud byla prokazana nezastupitelnost proteind, Ucastnicich se primarni vazby a fuze spermie
s vajickem (1ZUMO1, CD9, JUNO) a u dalSich (CD46, tetraspaniny) byly objeveny funkce zcela nové, pro
reprodukéni proces viak nezbytné. Jednotlivé i komplexni interakce proteind a jejich receptort jsou
klicovym bodem pro pochopeni procesu oplozeni a jeho dil¢ich krokl. Vyfazenim funkce gen(l pro

jednotlivé proteiny se potvrzuje jejich nezastupitelnost pti adhezi ¢i fuzi.

Klicova slova:

Spermie, vajicko, IZUMO1, CD9, JUNO, ADAM, tetraspaninova sit, interakce gamet



Abstract

Sexual reproduction ensures spread of almost every animal species. Two morphologically very
different cells, which develop exclusively in males or females, play role in the formation of new and
genetically different organism. In mammals, these two haploid cells, the sperm and the egg, meet in
the female reproductive tract. After the interaction, they fuse and later become the diploid cell. Based
on in vitro fertilization, this process has been well described, but molecular details and especially

receptor proteins remain the subject of scientific research.

Determining the molecular mechanisms important for the sperm-egg membrane interaction, including
the binding and fusion, is a major challenge for current reproductive biology with a significant
importance on animal and human reproductive programmes. So far, many proteins have been selected
to be fusion candidates, some of them (1ZUMO1, CD9, JUNO) were proven to be essential, whereas
others were discovered to play an unsuspected new active role (CD46, tetraspanins). The individual
and complex proteins’ and receptors’ interactions are the key for understanding the fertilization
process and its sub-steps. Removing the gene function for individual proteins confirms their

irreplaceability in adhesion and fusion.
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Uvod

Po splynuti haploidnich gamet dochazi k vyvoji a ristu nového diploidniho organismu, jehoz
genom je sloZen z genetické informace obou rodi¢d. Tento pfenos genli na potomstvo je jednim

z existencnich divod( pohlavniho rozmnoZovani.

Tato bakalarska prace se v Uvodni ¢asti zabyva vyvojem a maturacnimi procesy, kterymi spermie
prochazi, jejich strukturou a pohybem. Pfed prvnim kontaktem spermie s vajickem dochazi k
maturacnim procestim (akrozomalni reakce, kapacitace), které méni fyziologii spermie, a jsou
nezbytné pro jeji dalsi interakce. U vajicka je popsana maturace a struktura, v€etné porovnani
struktury vaje¢nych oball rliznych Zivocisnych druhd. Prace se rovnéz vénuje procesiim, které
samotnému splynuti spermie a vajicka predchazeji. Jiz vzajemné rozpozndni gamet je
podstatnou soucasti oplozeni. V pfipadé mnoha vodnich ZivodichG svnéjsSim oplozenim
(obojzivelnici, ryby) vylu€uje tento krok mezidruhové oplozeni. Soucasné popisuje molekularni
reakce jako je chemotaxe ¢i termotaxe, usnadiujici atrakci gamet, nebo mechanismy zabranujici

polyspermii, tedy vniku vice spermii do vajicka.

Nejobsahlejsi ¢asti prace je popis struktury a funkce proteintd lokalizovanych na gametach. U
spermie se jedna o IZUMO1, ¢lena IgSF povazovaného za esencialni fuzni protein, nebo proteiny
z rodiny ADAM, které jsou nezbytné pro adhezi. Na vajicku je zdsadni pfitomnost JUNO a jeho
kooperace s CD9, hlavnim organizatorem tetraspaninové sité. Tetraspaniny také spolupracuji
s proteiny, jako jsou IgSF (1ZUMO1), integriny (aeB1), GPI kotvené proteiny (JUNO) nebo ve
spojeni tetraspanin-tetraspanin (CD9, CD81). Tetraspaninova sit se jako celek podili na adhezi a
fuzi gamet. Dale jsou popsany proteiny CD9 a CD81, které jsou lokalizované na obou gametach.

Jejich funkce se oviem béhem adheznich a fuznich proces lisi.

Zavérecna kapitola bakalarské prace je vénovana proteinovym interakénim sitim, které
zprostfedkovavaji interakci gamet. Vzajemné rozpoznani, prvni kontakt a adheze spermie a
vajicka jsou klicové okamziky, predchazejici fuzi membran pohlavnich bunék, jejichZ podstata je

naplni této bakalarské praci.



1 Samci a samici gamety
1.1. Spermie

Jiz od 17. stoleti byly spermie zajmem studia mnoha biologl. Anton van Leeuwenhoek se
domnival, Ze se jednd pouze o parazity v ejakulatu. Pozdéji objevil jejich nezbytnou funkci pfi
oplodnéni a zvetejnil, Ze se jedna o seminka, ktera jiz obsahuji malé embryo tzv. Homunculus,

které pak v matce, jakoZto vhodném prostfedi, dozrava a tim vznika novy jedinec [1].

Velmi podrobné a presnéjsi informace pak ziskali Oscar Hertwig a Herman Fol (1876), ktefi
prokazali vstup pouze jedné spermie do vajicka a nasledné spojeni jader. Pozorovani provadéli
na mofské jezovce, nejen kvlli jeji dobré dostupnosti a pohlavni zralosti, ale predevsim kvali

velké produkci vajicek [1].

Modifikaci zarodecnych bunék se béhem spermatogeneze utvafi jednotlivé ¢asti spermie, viz
obrdzek €. 1. Dochazi k elongaci kulaté zarodecné buriky do typické podlouhlé struktury spermie
s pohyblivym bicikem. Z centrioly vyrasta dlouhy bicik na budouci posteriorni strané gamety.
Zdrojem jeho pohybu je svazek mikrotubulll uvnitf biciku tzv. axonema, tvofeny dvéma
centralnimi a deviti soustfednymi pary mikrotubul(. Zakladnim stavebnim proteinem je tubulin,
ktery Uzce kooperuje s dyneinem. Dynein, jakoZto ATPaza, pfeménuje chemickou energii na
mechanickou (pohyb vldaken mikrotubuld), cozZ se projevi jako ohybani bic¢iku a tedy samotny
pohyb spermie. Golgiho aparat uvolniuje vacky, které formuji tzv. akrozom na anteriorni strané.
Enzymy a cukry z Golgiho aparatu, pozdéji uvolnéné z akrozomu, se podili na akrozomalni reakci
(viz kapitola 1.2) a tedy na prlichodu vnéjsimi obaly vajicka [1]. BEhem elongace buriky se
specificky formuje také hlavicka obsahujici kondenzované haploidni jadro. Histony jsou béhem
spermatogeneze postupné nahrazeny protaminy, jejichz vazba na DNA md za nasledek vznik
nenabitého chromatinu, ktery je mozné kondenzovat az do objemu dvacetiny somatického
jadra. Tim lze nepfimo ovlivnit maly, hydrodynamicky tvar hlavicky [2]. Mitochondrie se
shromazduji ve stfedni c¢asti biciku, tzv. midpiece. Jedna se o strategické misto: mitochondrie
vytvari spirdly okolo axonemy, ze kterych efektivné dodavaji ATP dyneinu. Spermie savci
obsahuje 50 — 75 mitochondrii, zatimco vaji¢ko 10° az 108[3]. Jak bylo prokdzano u bykud, spermie
jsou usporadany do tfi spirdl, kazda z nich ma cca 24 - 25 otacek, coz odpovida jedné

mitochondrii na otacku [4].



Pohyb spermie je ovlivnén latkami produkovanymi samic¢im traktem. Smér je rozpozndn jednak
na zakladé teploty, kterou kapacitované spermie savcl rozpoznaji az s rozdilem 2°C, jedna se o
tzv. termotaxi [5], a také pomoci chemotaxe. Do suspenze spermii byla injikovana folikularni
tekutina a spermie pak zménily smér pohybu pravé k folikularni tekutiné [6]. ZaleZi zde také na
zralosti gamet. U vétsiny savcl je oocyt schopny oplozeni v druhém meiotickém déleni (viz
kapitola 2), v této fazi jiz oznaCovany jako vajicko, kdy vykazuje zmifovanou chemotaktickou
aktivitu. U jeZovky plsobi chemotakticky peptid RESACT, produkovany slizovym obalem, ktery
v nizkych koncentracich aktivuje syntézu dyneinu. Tim dojde ke zrychleni pohybu spermie a

smérovani ke zdroji, tedy k vajicku [7].
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Obrazek 1: Vyvoj spermie; Zdroj: [8]

Spermie savcl uvolnéné znadvarlat, ackoli schopné vyse popisované pohybu a plné
maturované, nejsou okamzité schopné flze s vajickem. NejdlleZitéjsi procesy probéhnou pravé
béhem jejich prdniku saméim, a predevsim samicim traktem. Ackoli se obecné uvadi, Ze pouze
nejrychlejsi spermie oplodni vaji¢ko, je nasnadé si pfipomenout, Ze se nejedna pouze o rychlost
pohybu gamety, ale predevsim o jeji fyziologickou zralost. Nejrychlejsi spermie tedy casto

neprojde potfebnymi procesy a neni mozné jeji splynuti s vajickem.

Veskeré tyto procesy jsou souhrnné oznacCovany jako kapacitace. Veskeré molekuldrni
mechanismy, ke kterym béhem kapacitace dochazi, nejsou doposud podrobné specifikovany.
Mezi nejdGleZitéjsi pat¥i hyperpolarizace membrany (vstup Ca?* a aktivace cAMP, ktery funguje
jako druhy posel a spousti proces kapacitace pomoci aktivace tyrozinovych kinaz); fosforylace
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proteinl, které pozdéji utvaFi receptory na povrchu nebo odstrariovani cholesterolu z
membrany, tim také dochdazi ke zméné lokace lipidovych raftl, které se pozdé&ji ucastni
akrozomalni reakce (viz niZe), na anteriorni stranu hlavicky spermie [9]. Kapacitovana spermie je
u savcll schopna proniknout vrstvou kumuldrnich bunék a predevsim zacit i dokondit
akrozomalni reakci jiz pred kontaktem s glykoproteinovym obalem vajicka, tzv. zona pellucida

(zP).

Nekapacitované spermie se pred vstupem do kréku vejcovodu vdiou na membrdnu
oviduktalnich bunék, toto spojeni je pak preruseno dosahnutim kapacitace [10]. Tim zfejmé
dochazi k prodlouzeni ¢asu, kdy mize dojit ke kapacitaci a nasledné AR a zaroven k prodlouZeni
doby, béhem které je mozné setkdni gamet v oviduktu. Dalsi funkci se jevi prevence polyspermie,

dochazi totiz k postupnému uvolnovani spermii.

Po vzajemném rozpoznani gamet a kapacitaci je dalsim kliCovym procesem pravé akrozomalini
reakce. Pouze spermie, které prosly akrozomalni reakci, jsou schopny proniknout do perivitelinni
oblasti vajic¢ka, a to diky fuzi akrozomalni a plazmatické membrany spermie. To ma za nasledek
exocytozu akrozomu a odhaleni proteinl na vnitfni membrané spermie, které se podileji na
navazani spermie na vajicko. BEhem exocytézi dochazi k uvolnéni proteolytickych enzymi a
proteasomu, které umozni proniknuti skrz obaly vajicka [11]. U savcl iniciuje exocytézu
akrozomu kontakt spermie na ZP, viz obrazek €. 2(B). Uvolnéné enzymy narusi strukturu ZP a

umozni pranik skrz ni k membrané vajicka, se kterou spermie fluzuje.

U moftskych jeZovek, kde se jedna o vnéjsi oplozeni, iniciuje AR jiz kontakt se slizovym obalem
vajicka, viz obrazek ¢. 2(A). Dochazi k vazbé membranovych proteinl spermie a komplexu cukri
ve slizovém obalu, k exocytdéze akrozomu, prlniku spermie slizovym obalem k vitelinni
membrané (VM) (viz kapitola 1.2) a vazbé akrozomdlniho proteinu bindinu na receptory vajicka.
Jedna se prisné o specifickou vazbu, ktera zamezuje mezidruhovému oplozeni. Ndsleduje adheze

a fuze spermie s bunéénou membranou vajicka [12].
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Obrazek 2: Exocytéza akrozomu (A) u jezovky (B) u mysi; Zdroj: [1]

Béhem AR tedy také dochazi krelokalizaci fazniho proteinu 1ZUMO1 (viz kapitola 3.1)
z membrany do ekvatorialni roviny hlavicky spermie, tedy do oblasti, kde pozdéji interaguje
s vazebnym partnerem na vajicku. Pohyb proteinu je zavisly na aktinovém cytoskeletu a serin
kindze Tssk (testis-specific serine kinase) [13]. Kindzy z rodiny Tssk jsou, jak je podle nazvu
patrné, produkovany témér vyhradné varlaty. Konkrétné kindzy Tssk 1, 2, 4 a 6 u mysi a Tssk 1,
2 a 6 u clovéka jsou detekovany na spermiich. Tssk 1 a 4, lokalizované jak na anteriorni strané
hlavicky, tak v bic¢iku, nejsou po dokonceni AR dale detekovatelné. Zatimco Tssk 2 a 6, po AR
stdle pritomné, jsou lokalizované pravé v oblasti hlavicky spermie, kde je zaroven vysoka
koncentrace aktinu, a pravdépodobné se nepfimo Ucastni i fuze membran. Dlikazem je fakt, Ze

u knock-out (KO) Tssk 6 spermii nedochazi k Zadouci relokalizaci IZUMO1, s ¢imZ Gzce souvisi

nemoznost fuze téchto spermii s vajicky [14].



1.2. Vajicko

Ackoli maji obé pohlavni buriky rovnocenné haploidni jadro, samici gameta je na rozdil od
spermie velmi bohaté zdsobena cytoplazmatickym materidlem, obsahuje proteiny s vyZivujici
funkci (Zloutek), tRNA, mRNA, ribozomy, ale i morfogenni faktory a protektivni latky. To se
projevuje i na velikosti buriky, napfiklad vajicko morské jezovky je az 10 000krat vétsi nez

spermie [1], viz obrazek ¢. 3.

Vitelline envelope
Plasma membrane

Cortical granule

Mitochondrion

Obrazek 3: Struktura vajicka jezovky; Zdroj: [15]

Maturujici gameta je oznacovana jako oocyt az do faze meidzy, ve které je schopna oplozeni. U
vétsinu savc(, ale také u obojzZivelnik( a ryb, je tedy oznacovana jako vajicko ve druhé metafazi.
Vyjimku u savcll tvofi lisky a psi, jejichz vajicka jsou schopna oplozeni jiz v podobé primarniho
oocytu. Timto se lisi napfiklad od jeZovky, jejiz vajicka jsou schopna oplozeni az po dokonceni
meidzy [16] viz obrazek ¢. 4. Zajimavy je tedy i rozdil ve velikosti jader. Zatimco vaji¢ko jezovky
ma po dokonéeném meiotickém déleni jiz haploidni jadro, vajicko vétsiny savcl obsahuje pfi

splynuti se spermii stale diploidni jadro, aZ poté je dokoncena meidza.



Meiosis complete
Cnidarians

(e. g anemones)
Sea urchins

Obrazek 4: Maturace vajicka; Zdroj: [16]

Cytoplazma vajicka (obalujici jadro, mitochondrie aj.) je ohrani¢ena plazmatickou membranou,
kterd hraje dlleZitou roli pti fuzi gamet a regulaci transportu iont(l. Dalsi vrstvou s ochranou a
selekéni funkci je u savcl glykoproteinovy obal, tzv. ZP. Mezi plazmatickou membranou a ZP tak
vznika tzv. perivitelinni oblast. Vnéjsi obal pak tvofi souvisla vrstva kumularnich bunék (cumulus
oophorus) s ochrannou a vyzivujici funkci. Vnitfni vrstva kumularnich bunék, tésné priléhajici
k ZP, se nazyva corona radiata. VSechny uvedené vajecné obaly jsou zobrazeny na obrazku ¢islo

5.

U zmifiované jezovky, ale i jinych Zivocisnych druhd jako jsou ptéci, je ZP nahrazena VM (viz niZe).
Alternativou kumuldrnich bunék je u jeZovky slizovy obal, ktery ma ochrannou funkci a zaroven

se podili na atrakci spermii.

PLASMA MEMBRANE
[VITELLINE MEMBRAME)

Z0NA PELLUCIDA

PERIMVITELLINE SPACE

Obrazek 5: Struktura vajicka savct; Zdroj: [17]
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Bunécna membrana tedy uzavira cytoplazmaticky obsah vajicka, u savcl je rozdélena na dvé
oblasti: hladkd ¢ast pfimo obalujici metafazujici chromosomy, a druhd ¢ast, pokrytd mikroklky

(microvilli), kde dochazi ke kontaktu se spermii (viz niZe) [9].

Tenka vrstva cytoplazmatickych bunék tésné priléhajici k membrané tvofri tzv. cortex, ktera
obsahuje aktin. Béhem oplozeni aktin polymerizuje do dlouhych mikrofilament, ktera jsou
nezbytna pro dalsi diferenciaci buriky. Dale utvafi zmifiované mikroklky na povrchu vajicka, které
pomahaji pfi atrakci spermie (viz kapitola 2.2). Uvnitf cortex se vyskytuji kortikalni granula,
produkty Golgiho aparatu obsahujici proteolytické enzymy, podobna akrozomalnim enzymim u
spermie. Zatimco spermie jezovky ma jeden akrozmalni vacek, u vajicka nalezneme az 15 000

granul [1]. K uvolnéni kortikalnich granul dochazi béhem pomalého bloku polyspermie (viz niZe).

Kortikalni reakce, kterd je iniciovdna zvy$enim koncentrace Ca?*, ktery je zptisobeny naru$enim
vajecnych oball. Obrazek ¢. 6 zobrazuje schéma kortikalni reakce: v prostfedi bohatém na
vapnik fuzuji kortikalni granula s bunéénou membranou a vylucuji svllj obsah pomoci exocytdzy.
Uvolnéné serin protedzy Stépi proteiny vazajici VM (viz niZe) a bunéénou membranu mezi sebou,
mukopolysacharidy umoZiuji vstup vody pravé do oblasti mezi vitelinni a bunéénou membrdnou
a tim je od sebe oddaluji. Transoxidazy (naptf. OVOP) zpUsobuji ztvrdnuti VM a tvofi tzv.

fertilizacni obal [18] znemoznujici vazbu dalSich spermii.
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Obrazek 6: Schéma kortikalni reakce; Zdroj: [18]

Polyspermie, neboli vstup vice nez jedné spermie, ma skrz Zivocisnou fisSi odliSny efekt. Zatimco
u ptakd je polyspermie nepostradatelna pro ¢asny vyvoj embrya, u savcl je oplodnéni vajicka
vice neZ jednou spermii letalni [19]. Procesy zabranujici polyspermii jsou rozdéleny do rychlého

a pomalého bloku.

Zajimavy rozdil v ¢asovém rozmezi rychlého bloku polyspermie najdeme u motskych Zivocichd,
jako jsou jeZzovky, nebo u obojZivelnikd a savcl. Napfiklad u jmenované jezovky se jedna o vnéjsi
oplozeni: spermie jsou tedy uvolnéné v blizkosti vajicka [20], ¢imZ se snazi fyzicky omezit
kompetici spermii jednoho druhu a pfipadné zabranit moinému mezidruhovému oplozeni.
Spermie maji tedy oproti spermiim savcl mnohem snadnéjsi pfistup k vajicku a je zde vétsi
pravdépodobnost priniku vétsiho poctu spermii. Proto je nutné rychly blok co nejvice
zefektivnit, jednd se o pouhé vtefiny, kdy dochazi kvtoku sodnych iontl a depolarizaci
membrany, ¢imZ je zabranéno vazbé dalsi spermie na vajicko [20]. Pozitivni potencidl membrany

je pouze prechodny, dalsi - pomala blokace - probiha na zakladé uvedené kortikalni reakce.
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U savcl a Zivocich( s vnitfnim oplozenim dochazi k prvni selekci spermii jiz béhem jejich praniku
samic¢im traktem. Vyradi se tak nekapacitované ci jinak defektni spermie, které nebyly schopny
prekonat anatomické ¢i fyziologické filtry samiciho traktu [21]. Samice tim rovnéZ pfispivaji
k zabranéni polyspermii. Jiz pocet spermii, které se k vajicku skrz samici trakt dostavaji, je nizsi
nez u jezovky a jinych vodnich Zivocichla [21]. Rychla blokace u savcl neni zcela objasnéna,
depolarizace membrany nebyla u savcl detekovana. To se odrazi i v predpokladaném case

rychlého bloku, ktery je napf. u mysi cca 40 minut [20].

Pomala blokace (trvajici déle neZz 1 hodinu) je u savcl také zprostifedkovana kortikalni reakci,
latky uvolnéné z kortikalnich granul modifikuji proteinovou strukturu zona pellucida, kterd neni
naddle schopna navazat kontakt s receptory na spermii. Tim je biochemicky a v podstaté i

mechanicky (ztvrdnuti ZP, stejné jako VM) zabranéno priniku dalSich spermii.

Opakem je polyspermie u obojzivelnik(i nebo ptak, kterd je povaZovana za standardni soucast
oplozeni. U zebricek je vajicko penetrovano 4-388 spermiemi [19]. Spermie jsou v perivitelinni
oblasti shlukovany nejvice v oblasti germinalniho terciku, oviem jen jedna spermie respektive
jeji jddro fuzuje s jddrem vajicka. Polyspermie ma u ptakd vliv na ranou embryogenezi, pfi
praniku tii nebo méné spermii byla prokazana vysoka mortalita embryi [19]. Vysoky pocet
spermii poskytuje vyvijejici se zygoté potrebné latky (napt. fosfolipdazu C-zeta), u kterych se
predpoklada, Ze vyvolavaji okamZitou i dlouhodobou oscilaci Ca2* nezbytnou pro postup dalsich

bunécénych cykll béhem rané embryogeneze.

Ochrannou vrstvu vajicka jezovky misto ZP tvofi vrstva extracelularni matrix, VM, ktera hraje
dllezitou roli pti druhové specifickém oplozeni. Na VM je pfitomen glykoprotein EBR1 (egg
bindin receptor), ktery slouzi jako receptor pro akrozomalni protein — bindin [22]. Jedna se o
vysoce specifickou vazbu, kterd zabrafuje mezidruhovému oplozeni véetné blizce pfibuznych

druh.

Vajicko ptakd obsahuje na rozdil od savcl velké mnozZstvi Zloutku, pravé VM jej oddéluje od
okolniho prostredi a reguluje propustnost Zivin. Je tvorena tfemi vrstvami. Vnitini, oznacovanou
také jako perivitelinni, vrstvou pfimo obklopujici Zloutek, stfedni pojivovou vrstvou a vnéjsi
vrstvou, kterd oddéluje bilek. Slouzi tedy jako vrstva oddélujici Zloutek od bilku a zaroven jako
bariéra proti mikrobidlni infekci [23]. Vnitfni vrstva VM je ekvivalentem zmifnované ZP u savcl,
jednim z dikaz( je pfitomnost stejného stavebniho glykoproteinu ZP3 (viz niZe). Je produkovana

folikularnimi burikami, zatimco dalsi vrstvy se tvofi az pti zahdjeni cesty vajicka vejcovodem [24].
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Bunécnou membranu vajicka savcl obklopuje zmifiovana glykoproteinova vrstva ZP. Jedna se o
pomérneé Siroky (1-27 nm) kompaktni obal, ktery md jak ochrannou, tak selektivni funkci [25].
Stejné jako VM zajistuje ZP druhové specifické rozpoznani spermii, neni ovsem absolutni. ZP je
tvorena tfemi (u mysi) nebo ¢tyfmi (u ¢lovéka) glykoproteiny ZP1, ZP2, ZP3 a ZP4. Jedna se o
vysoce konzervované proteiny. Tvorba a sekrece se u rGznych druh lisi, napf. u mysi jsou ZP1 -

ZP3 syntetizovany pouze oocytem [25].

U modelu mysi je ZP3 primarni receptor, ktery vaZze kapacitovanou spermii a iniciuje AR.
Spermie, kterd prosla AR, se dale vaZe na ZP2, ten se Uc€astni fuze membran a po rozstépeni hraje
roli pfi zminovaném pomalém bloku polyspermie. ZP1 slouZi jako strukturni spoj glykoproteind,

udrzZuje stabilitu a integritu ZP [25].

U ¢lovéka je rozdilny jiz pocet glykoprotein(, ZP3 rovnéz vaze kapacitovanou spermii a zahajuje
AR, ale zaroven s nim plsobi i ZP1. ZP2 jako druhy receptor vaze spermii po AR, jeho funkce pfi
zabranéni polyspermii neni jasna. ZP4, ktery se u mysi vyskytuje pouze jako pseudogen Zp4, se
Ucastni vazby kapacitované spermie a indukuje exocytézu akrozomu [25]. Na povrchu spermie
se vyskytuji tisice ZP3 vazebnych latek, mezi nejzndméjsi ZP3 vazebné partnery patfi
multidoménové proteiny ze skupiny ADAM (viz kapitola 3.1). Zajimavy je také nazor, Ze k priniku

spermie do vajicka je dulezita i mechanicka sila spermie, tedy pohyb biciku [26].

Nejtésnéji priléhajici vrstva kumuldrnich bunék k ZP se nazyvad corona radiata. Je tvofena
folikularnimi bunkami a spojena s oocytem pomoci vodivych bunécnych spoji, umoziuje

prachod latek a malych molekul nezbytnych pro vyvoj oocytu.

U vajic¢ek savcll se vyskytuje vrstva kumuldrnich bunék tzv. cumulus oophorus, syntetizovana
ovarialnimi folikuly. M3 predevsim ochrannou funkci, ale také zprostfedkovava atrakci spermie
a produkuje progesteron, ktery indukuje AR [27]. U jeZovky je vnéjsi vrstva bunék tvorena tzv.
slizovym obalem. Je tvoren siti kratkych peptidd, produkovanou oocytem, jehoz primarni funkci

je atrakce (produkuji RESACT) a aktivace spermii (iniciace AR).
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2 Interagujici proteiny

2.1. Interagujici proteiny u spermie
1IZUMO1

IZUMOL1 je testikuldrni imunoglobulin typu 1 situovany na akrozomalni membrané patfici do
imunoglobulinové superrodiny (IgSF) [28].Je tvorfen 397 jednotkami se samostatnou
imunoglobulinovou doménou uprostred extracelularni smycky a lzumo doménou, kterou lze
dale rozdélit na N-termindlni a a-helikalni oblast dlleZitou pro vazbu gamet [29]. Izumo doména
tvofi pro svou jedine¢nost pojitko s dalsimi zastupci tzv. IZUMO family. Jedna se o IZUMO?2,

IZUMO3 a IZUMO4 detekované u mysi, ovsem s homologickymi sekvencemi u ¢lovéka [30].

IZUMO1-3 jsou transmembranové proteiny vyhradné produkované ve varlatech, zatimco
IZUMOA4 je rozpustny protein, produkovany jak ve varlatech, tak v jinych oblastech. Zastupci
skupiny IZUMO tvofi dimery Ci vétsi komplexy. Tvorba dimeru byla prokazana nejen u mysi, ale
také u kreckl a krys, coZ naznacuje, Ze je tato schopnost konzervovana pravé u hlodavcl. Tvorba
podileji na tvorbé rlznych komplexl. lzumo doména formuje mensi komplexy, pripadné
IZUMO1 dimery, zatimco transmembrdnova doména tvofi sloZitéjsi komplexy a mozné 1IZUMO1
polymery [30]. U IZUMO1, na spermii se vyskytujici jako monomer, bylo popsano jeho
seskupovani a prechodna dimerizace pfi navazani s JUNO (viz kapitola 2.2) [31]. Struktura
IZUMOL1 je mirné zménéna, N-doména je sloZena na vnitfni stranu a takto uzavieny dimer se

vaze na receptor na vajicku [31].

Jak bylo uvedeno v kapitole 1.2, béhem AR dochazi k relokalizaci 1IZUMO1 z membrany do
ekvatorialni roviny hlavicky spermie, na misto, kde dochazi ke kontaktu gamet. Bez uskute¢néni
tohoto presunu, spolecné sreorganizaci cytoskeletonu, nedosahuje 1ZUMO1 své funkce.
IZUMO1 KO spermie vykazuji normalni pohyblivost, dochdzi k AR, jsou schopné projit ZP, ale
poté jsou nahromadény v perivitelinni oblasti. P¥i pouzZiti vajicek bez ZP a spermii bez 1IZUMO1
nedojde k fuzi ani za podminek, kdy wild-type (WT) spermie dosahuji polyspermie. Na druhou
stranu spermie bez IZUMO1 pouzité pfi intra-cytoplazmatické inseminaci produkuji stejné
potomkl jako WT spermie. To naznacuje, Ze dalsi vyvoj jiz neni IZUMO1 ovlivnén [28]. IZUMO1
nebyla dosud pfifazena jasnd funkce, ale je nepostradatelny jak pfi adhezi, tak fuzi spermie a

vajicka. Na zakladé popisu struktury IZUMO1 uvedené vyse lze predpokladat, Ze absence
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IZUMO1 narusi organizaci nebo stabilitu proteinového komplexu na spermii, ktery je kli¢ovy pro

proces oplozeni.

Jako vazebny partner na vajicku byl dlouho povaZzovan CD9 [9], ale p¥i KO CD9 u vajicka je adheze
stale uskutecnovana [32]. Nejednd se tedy o vyhradniho vazebného partnera. Vazebnym
partnerem na vajicku je transmembranovy protein JUNO [32], jehoZ KO vede k nulové plodnosti,

stejné jako je tomu u IZUMO1 KO spermii [28].
ADAM family

Jedna se o multidoménové proteiny z tzv. rodiny ADAM cca 750 AK dlouhé, které obsahuji mimo
jiné disintegrinovou a metaloprotedzovou doménu (odtud zkratka ADAM ,,a disintegrin and
metalloprotease”), diky kterym jsou schopné adhezni nebo protedzové aktivity [33]. Ze 40
zastupcl je 15 produkovano varlaty [9] a pét z nich je detekovanych na maturovanych spermiich.

Jedna se o ADAM 2 (fertilin ), ADAM 3 (cyritestin), ADAM 5, ADAM 16 a ADAM 18 [34].

Mezi nejznaméjsi ADAM protein Ucastnici se interakce gamet patfi tzv fertilin. Jedna se o
heterodimer sloZzeny z ADAM1 a ADAM?2 oznacovanych také jako fertilin a a fertilin B [33].
Disintegrinové domény fertilinu a a B umoznuji zminovanou adhezni aktivitu, diky mozné vazbé

s integriny.

Integriny jsou membranové glykoproteiny tvofici heterodimery, které jsou sloZené
z podjednotek a a B. Jsou povaziovany za hlavni adhezni receptory pfi adhezi burky
k extraceluldrni matrix, ale i pfi adhezi bunék mezi sebou. Uskutecnuji kontakt bunék a zaroven
predavaji informaci o jeho uskutec¢néni. To je umoZnéno stavbou integrind, ktera je tvorena
dvéma extraceluldarnimi doménami s vazebnymi misty (za kazdou podjednotku jedna) a jednou
spole¢nou cytoplasmatickou doménou, kterd kooperuje s cytoskeletonem bunky. Rlzna
kombinace podjednotek vede k rozdilné preferenci ligandu a rizna konformace extracelularnich
domén se odrazi v jejich afinité [35]. U savcl je doposud zndmo 18 a a 8 B podjednotek tvoficich
24 heterodimertd — integrin(i [35]. Na vajicku se jedna o integrin asPi, ktery je povaZzovan za
adhezni receptor na jeho membrané [33]. U spermie byla potvrzena pfitomnost B; integrind s

podjednotkami as, 0 [36], které se podili na reorganizaci aktinového cytoskeletonu béhem AR.

U ADAM3 KO spermii se snizuje jejich schopnost navazani na ZP [34] a ADAM2 (fertilin B) KO
spermie nejsou schopny adheze [9], neni ale ovlivnéna fuzni kompetence téchto spermii.
To dokazuje, Ze ADAM proteiny svou funkci zprostfedkovavaji navazani gamet, nikoli fuzi. Stejné

tak vazba ADAM-integrin neni nezbytna pro fuzi, jak bylo plvodné mysleno. Vajicko mysi
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s knockoutovanou podjednotkou as (nebo deleci genll pro jiné doposud zndmé integriny) bylo
schopné fuze in vitro [37]. Integrin asB: je vSak na vajicku soucdsti tetraspaninové sité

organizované CD9 (viz niZe), ktery je vyznamnym receptorem na povrchu vajicka.
Cluster of differentiation

Cluster of differentiation (CD) nebo také diferenciacni skupina je oznaceni pro molekuly,
predevsim membrdnové glykoproteiny, nesouci stejné antigenni oznaceni. Lze je (a tim celou
bunku) detekovat jednou monoklonalni protilatkou. U ¢lovéka zndme 371 druht CD [38]. Mezi
nejznameéjsi zastupce patfi CD4 a CD8 prfitomné na T-lymfocytech. Pro nase téma jsou zasadni
typy CD9, CD46, CD81, které se ucastni signalizace, adheze i fuze bunék. Jsou soucasti vyznamné
rodiny tzv. tetraspnint (viz niZe), ktera se podili na stavbé proteinovych komplex( na spermii i

vajicku nezbytnych pro interakci gamet.

Velmi zajimavy je fakt, Ze se CD9 nachazi nejen na vajicku, ale rovnéz na spermii. Pfitomnost CD9
v maturovanych spermiich prokdzal Ito a kol. (2010), ¢imzZ prolomili nazor, Zze CD9, podilejici se
na adhezi a fuzi, je sekretovan pouze vajickem. CD9 detekovali na vnitfni strané akrozomalni
membrany, viz obrazek ¢. 7. Na obrazku je také zndzornéno uvolnéni proteinu béhem AR [39].
Ackoli se tedy pritomnost CD9 na spermii potvrdila, nepotvrdila se jeho adhezni ¢i fuzni funkce.
CD9 KO spermie jsou i nadale schopné fuze [39]. Jednou z potencialnich funkci CD9 na spermii
je organizace jinych proteind, neni ovsem zndma jeho vazba s jinymi proteiny, napf. integriny
(jako vazba CD9 a agPi na vajicku), nebo pfima kooperace CD9 na spermii s CD9 na vajicku

usnadnujici fazi [39].

S CcD9
perm

Egg CD9
SP ? 41"

A . QOocyte
Sperm Microvilli Exocytosis
(testicular and epididymal) On zona pellucida In perivitelline space

Obrazek 7: Lokalizace CD9 na spermii; Zdroj:[39]

Membranovy proteinovy kofaktor CD46 chrani somatické buriky pred negativhim plsobenim
komplementu. U hlodavcl je produkovan pouze varlaty, zatimco u ¢lovéka je exprimovan na
membrané riznych druhi jadernych bunék. U spermii je situovan na vnitini strané akrozomalni
membrany, nikoli vSak na povrchu a nemiZe tak neutralizovat pripadné Skodlivé latky
komplementu jako u somatickych bunék. Naptiklad u mysice neni exprimovan vlbec a spermie

tak vyuzivaji membranové kofaktory CD55 a CD59 [40], které se jako komplex podili na ochrané
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bunky. ProtoZe nebyla potvrzena ochrannda funkce CD46, byl pred objevenim 1ZUMO1
povazovan za primarni flzni protein na spermii pravé CD46 (oba lokalizované na akrozomalni
membrané), byla také prokazana jeho vazba s B;integriny i tetraspaniny. BEhem AR dochazi k
odhaleni CD46 na povrch (v tomto okamzZiku mize pUsobit jako ochranna slozka spermie [41]) a
relokalizaci (stejné jako u IZUMO1) [36]. Jeho mozind kooperace s proteiny na spermii tak
naznacuje pfipadnou interakci s proteiny na vajicku (napf. s CD9). Deficitem CD46 vSak neni

ovlivnéna fertilita [41].

Stejny pohyb béhem AR jako CD46 vykazuje integrinova podjednotka (3,1, jejichz kooperace je
potvrzena jak na somatickych burkach, tak na spermii [36]. Podjednotky B jsou Uzce spojeny
s vazbou aktinu, proto kooperace CD46 a 3; ovliviiuje usporaddani aktinového cytoskeletu béhem
AR [36]. Spermie CD46 deficitni mysi dosahuji vyssiho stupné spontanni AR, nez WT jedinci. To
naznacuje, Ze se CD46 podili na stabilizaci akrozomalni membrany [41]. Jak jiz bylo uvedeno,
akrozomalni reakce, ktera zahrnuje prestavbu cytoskeletonu a relokalizaci protein(, je nezbytna
pro dalsi interakci spermie. CD46, ktery se na procesech AR podili, je tedy vhodné povaZovat za

protein nepfimo se Uéastnici adheznich a fuznich okamzika.

CD81 je spojen svyskytem na vajicku, byla ovsem prokdzana jeho pfitomnost na spermii.
Konkrétné u spermie byka byl detekovan na bunécné membrané v apikalni ¢asti hlavicky, po
probéhnuti AR jiz nikoli [42]. Pfedpoklada se, Ze pfitomnost CD81 a CD9 na spermii je soucasti
organizacni struktury proteinl na membrané spermie. NeuUcastni se vsak fuznich procesq,

protoze CD81 KO spermie mysi jsou schopné fuze, stejné jako CD9 KO spermie [43].
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2.2. Interaguijici proteiny u vajicka
JUNO

Jedna se o GPI kotveny, folatovy receptor 4 nebo také JUNO, pojmenovany po fimské bohyni
plodnosti a manZelstvi. Nevaze ovsem kyselinu listovou a jeji derivaty, jak by se podle nazvu a
podobné struktury s folatovymi receptroy 1 a 2 ocekavalo. Struktura mysiho JUNO
(popsana podle vykrystalizované mutantni N73D ektodomény JUNO) je tvorena dvéma
dlouhymi Sroubovicemi (a3, a4), které jsou obklopené péti kratkymi Sroubovicemi (al, a2 a a5-
a7), dale ji tvofi dvouvlaknové antiparalelni B-listy (B2 a B3), dvouvldknové paralelni B-listy (B4
a B7) a smisené tfi vldknové B-listy (B1, B5 a B6), viz obrazek €. 7 [29]. Na obrazku jsou zaroven
znazornény flexibilni oblasti 1 -3 a Trp62. Pravé tryptofan je konzervovana jednotka JUNO, ktera
hraje duleZitou roli ve vazbé JUNO-IZUMOL1 (viz kapitola 2.1). Oblasti 1-3 se podle vyzkumu také
Ucastni vazby IZUMOL1 a diky mozné variabilité maji vyznam v druhové specifické vazbé.

Namisto foldtu vaze JUNO tedy IZUMO1, jak bylo uvedeno vyse, JUNO méni konformaci IZUMO1
a umozZiuje jeho navdzdni na vajicko. Jejich interakce je nezbytnd pro oplozeni vajicka. To
potvrzuje skutecnost, Ze JUNO KO vajicka jsou infertilni i po odstranéni ZP [32]. Na druhou stranu
po 40 minutach od navazani spermie neni JUNO na vajicku dale detekovatelny, to znamena jesté

pred dokoncéenim fuze membran.

b Flaxibla
region 2

Obrazek 8: Struktura JUNO; Zdroj: [29]
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Pomérné novou informaci je, Ze se JUNO podili na blokaci polyspermie a to vyvazanim hlavniho
vazebného proteinu na vajicku do vacka, které samy interaguji se spermiemi a znemoznuji tak
jejich vazbu na vajicko [20] , viz obrazek ¢. 10, fig. 2. Jak jiz bylo zminéno, JUNO neni na
oplozeném vajicku detekovatelny po 30-40 minutach, coZz odpovidd uvadénému casu rychlé

blokace.

1. Sperm-egg recognition -lzumo binding

B\ f egg
€EE écrusnme-reacud

sperm
lzumo sperm
2. Sperm-egg fusion 3, Male and female pronuclei after fusion
: . .I, .- o . ]
AR
1 \
. 4@ Neutralisation of ®
_ % subsequent sperm '
§" by Juno-expressing
N",“'Ilcusof - - vesicles
fertilizing sperm ~
.- fertilized egg

Obrazek 8: Vyvazani JUNO z vajicka; Zdroj: [20]

Tetraspaninova sit

U savcl zname az 40 zastupcl tetraspanind, jejich typicka struktura je tvofena malou a velkou
extracelularni smyckou a jednou intraceluldrni smyckou. Velkd extraceluldrni smycka je
rozdélena na dvé Casti: konstantni (oranZovou) ¢ast obsahujici a helixy a variabilni (modrou) ¢ast
s riznymi proteinovymi interakcemi, viz obrazek ¢. 7 [44]. Transmembranové domény 1,3 a 4
obsahuji polarni aminokyseliny (Asn, Glu, GIn) [44]. Tetraspaniny prochazi membranou a jsou
povaZovany za organizatory transmembranovych a cytoplazmatickych proteint. Spolupracuiji ale
i s dalSimi proteiny jako jsou IgSF (IZUMO1), integriny (asB1), GPl kotvené proteiny (JUNO) nebo
také ve spojeni tetraspanin-tetraspanin (CD9, CD81). Veskeré tyto interakce tetraspanini mezi
sebou nebo s jinymi proteiny tvofi tzv. tetraspaninovou sit, kterd vykonava funkci, ke které je

jinak nutna nékolikanasobna intramolekuldrni interakce [9].
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Nékteré tetraspaniny jsou exprimovany témér ve viech bunécénych typech, napf. CD81, ale
existuji také zastupci, ktefi se exprimuji pouze na urcitych bunécnych typech, jako je CD151 na
epitelidlnich, endotelidlnich a fibroblastickych burikdch nebo uzce specifikovany CD37 na

lymfoidnich burikach [44].

Obrazek 10: Struktura tetraspaninu; Zdroj: [44]

CD9, ktery je produkovan samotnym oocytem [45] [46], patfi do rodiny tetraspanind a je
povaZovdan za hlavniho organizatora tetraspaninové sité na vajicku. Najdeme jej na povrchu
oolemy bohatém na mikroklky, na jejiz struktuie se podili. Mikroklky z CD9 KO vajicka jsou
v porovnani s mikroklky z WT vajicka kratsi, tenci a vyskytuji se v mensi hustoté [47]. Jak jiz bylo
uvedeno, kontakt gamet probiha pravé v oblasti bohaté na mikroklky. CD9 se pak nachazi i na
jinych somatickych bunkach [9], kde se podili na rlznych procesech (adheze, proliferace,
diferenciace), ale negativné ovliviiuje fuzi [48]. Napfriklad fuze monocytl ve vicejaderné bunky

vvvvvv

vytvari komplex [9].

CD9 se potvrdil jako moZny vazebny partner pro IZUMO1, ale zaroven kooperuje na vajicku s
JUNO, jejichZ spolecnd interakce je nutna pro adhezi a fuzi gamet [28]. RovnéZ kooperuje

s integrinem ogPB1, nejednd se o ovsem o tak zasadni spolupraci jako v predchozim pripadé.
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Vajicka bez agPi jsou totiz na rozdil od JUNO deficitnich vajicek naddle schopna fuze [37].

Zajimava je moznost interakce CD9-CD9 nebo CD9-CD81 (viz niZe).

PFi in vitro pokusu o splynuti WT spermii a CD9 deficitnich vajicek mysi byla prokazana velmi
nizka fertilita vajicka. Spermie sice pronikly skrz ZP, ale z(staly nahromadény v perivitelinni
oblasti a nebyly schopny splynuti s oolemou [45]. Po intra-cytoplazmatické injekci WT spermii
do deficitnich vajicek vSak dochazi k standardnimu vyvoji vajicka a pozdéji zygoty [28]. CD9
interaguje béhem adheze gamet a zaroven je soudasti sité proteinl spole¢né kooperujicich pfi

fazi.

CD81 je strukturné a v nékterych funkcich podobny CD9, s nimz sdili funkci ve fuzi gamet. Na
rozdil od CD9 je CD81 u mysi produkovan predevsim kumuldrnimi burikami vajicka a je situovan
na vnitrni strané ZP, viz obrazek ¢. 11. V pfipadé exprese na jedné somatické burice se CD9 a
CD81 formuji v komplex. Zatimco u vaji¢ka, se tvorba komplexu uz kvali rGznému plvodu
nepredpoklada. Jejich interakce s jinymi proteiny probihaji soucasné, nikoli vsak spole¢nym
pri¢inénim [45]. To vSak neznamen3, Ze je vyloucena jejich spoluprace. Jesté pred oplozenim
dochazi k uvolnéni CD9 do perivitelinni oblasti a k transportu CD9 vackd na spermii, ktery je
zprostiedkovan pravé CD81. V okamiziku priniku spermie do perivitelinni oblasti, jsou CD9 i
CD81 lokalizovany ve formé exozom{ na spermii [45] (viz obrdzek ¢. 11) a Gcastni se fuze

membran spermie a vajicka.

CD81 KO vajicka, co se moznosti oplozeni tyce, nejsou tolik diskriminovany jako CD9 KO. Pomér
snizeni fertility in vitro oplozenych CD81:CD9 deficitnich vajicek cini 40:95 [49]. Nepfitomnost
CD81 je cCastecné nahraditelnd dodatecnou expresi CD9, nikoli vSak naopak [45]. Ke sniZeni
neplodnosti az o 40 % CD81 deficitnich mysi pfispiva fakt, Ze spermie, které pronikly do
perivitelinni oblasti, neprosly AR a nejsou tedy schopny fuze s vajickem [45]. Nepfitomnosti
CD81 je zfejmé narusen i prlibéh AR. Pfi kombinaci CD81 KO a CD9 KO je oplozeni témér
nemozné, protoZe vice nez 95% vajicek neni schopnych fluze [49]. OdrazZi se zde fakt, Ze jsou
tetraspaniny organizatory proteinovych komplext a jejich nepfitomnost narusuje celkovou

strukturu proteind buriky, ktera pak neni schopna fuze.
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Sperm

. CD81-localized area
. CD9-localized area

Obrazek 11: Lokalizace CD9 a CD81 na vajicku; Zdroj: [45]
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3 Interakce proteint

Akrozomalni reakce (viz kapitola 1) je nezbytny proces, ménici fyziologii buriky a lokalizaci
proteinli, kterym spermie pred Uspésnym oplozenim prochazi. Na stabilizaci akrozomalni
membrany a reorganizaci cytoskeletonu se podili CD46 (spolecné s B; integriny) [41], ktery je
zaroven béhem AR relokalizovan (stejné jako 1IZUMO1). CD46 se tak nepfimo ucastni adheznich
a fuznich procesl, ale uvaZzuje se o jeho mozné kooperaci s CD9 (byla prokazana u HelLA bunék
[50]) a pfipadném pfimém pulsobeni béhem fuznich procesi. Prvni kontakt gamet je
zprostfedkovany proteiny zrodiny ADAM se ZP3 (stavebni glykoprotein ZP), integriny a
pfipadnymi ADAM receptory. Je doprovazen, ptipadné nahrazen, a nasledovan kooperaci dalSich
proteind a jejich komplex. Napf. ADAM 2 KO spermie nejsou schopny adheze, neni oviem
ovlivnéna jejich fuzni kompetence (dochazi k fuzi s vajicky bez ZP). Stejné jako u vajicek bez
integrinu aePs, které jsou nadale schopna flze [37]. To potvrzuje, Ze se nejednd o esencidlni fuzni

proteiny.

Jak ukazuji studie s IZUMO1 deficitnimi spermiemi mysi, IZUMO1 je doposud jediny protein
spermie charakterizovany jako primarni receptor, bez néhoz k fuzi spermie s vajickem u savcl
nedochazi [28]. Dlouhou dobu byl za jeho vazebného partnera na povrchu vajicka povazovdn
CD9, hlavni organizator tetraspaninové sité (viz kapitola 2.2). Jak bylo uvedeno vyse, CD9 se
vyskytuje i na spermii. Vazba CD9 se samotnym CD9 pravdépodobné muiZe usnadnit fuzi gamet.
Ovsem pfi neptitomnost CD9 na spermii nedochazi k poklesu plodnosti [39] a zdroven u CD9 KO
vajicek stdle dochazi k vazbé spermie. Je tedy ocividné, Ze CD9 neni vyhradnim vazebnym
partnerem pro 1IZUMO1 [32]. Stejné jako u CD9 KO spermii, dochazi u CD81 KO spermii nadale
k fuzi [43], stejné tak v pfipadé KO obou protein(i [49]. U CD81 KO vajicek je fertilita sniZzena.
Ackoli CD9 a CD81 na vajicku netvofi komplex, jejich kooperace je nezbytna a souvisi s interakci
CD9 a 1ZUMOL1. Jak jiz bylo uvedeno, nepfitomnost CD81 totiZ snizuje plodnost o 40% [49].
Kombinace CD9 KO a CD81 KO vede kinfertilité vajicka [9]. KO téchto tetraspanini
pravdépodobné vede k naruseni organizace sité protein( na vajicku, ktera je pro adhezi a

nasledovnou fuzi nezbytna.

GPI kotvené proteiny jsou zdsadni pro fuzni proces, v pfipadé jejich odstranéni, geneticky Ci
enzymaticky, je vajicko neplodné. Jednim z nich je pravé JUNO, ktery je povazovan za hlavniho
vazebného partnera pro [ZUMO1 [32]. Vazba I[ZUMO1-JUNO je zprostfedkovana
tetraspaninovou siti na vajicku, na které se zjevné podili CD9 a CD81. Vlastnosti CD9 a CD81

deficitnich vajicek jsou popsany vyse. Kooperaci JUNO a IZUMOL1 je umoznéna adheze gamet,
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ktera bezpodminecné predchazi samotné fuzi. Tento fakt potvrzuje, Ze JUNO deficitni vajicka
nejsou schopna fuze ani s WT partnerskymi gametami. Vazba JUNO-IZUMOL1 je konzervovana u

vSech savcl véetné ¢lovéka [32].

Zajimava je in vitro fertilizace vajicka krecka zlatého, kterému byla odstranéna ZP, spermii jinych
druhd, kterd prosla AR. Vajicko prekvapivé snadno fluzuje se spermii ¢lovéka, prasete ¢i mysi.
IZUMO1 ¢lovéka tedy muZe interagovat s JUNO kiecka zlatého, jehoZ proteinova sekvence je
260 % totoznd s JUNO clovéka. To potvrzuje moznou fuzi téchto gamet [51]. Po in vitro
pozorovani JUNO ¢lovéka a JUNO mysi (presnéji jejich imobilizovanych jednotek) vSak dochazi
primarné k vazbé 1IZUMO1 ¢lovéka pravé s JUNO clovéka [51]. To odrazi fakt, Ze vazba 1IZUMO1-

JUNO hraje roli pfi mezidruhovém rozpoznani a fuzi gamet.

Pfes vSechna uvedena fakta jsou JUNO-IZUMO1 povaZovany za esencidlni vazebné partnery,
nikoli vSak za primarni fusogenni proteiny. Béhem fuze se membrany dvou bunék spoji, coz
umoznuje cytoplazmatickému obsahu promichat se a vytvofit syncytium. JUNO a 1ZUMO1
neindukuji vznik syncytii, na rozdil od EEF-1 (u Caenorhabditis elegans) nebo syncytin( (u savci)

[32].

Dasledkem popisovanych nékolikandsobnych interakci je fuze spermie a vajicka, primarné tedy
fuze bunécénych membran. Stejné jako u jinych fuznich udalosti, napf. fuze virovych bunék a
intracelularnich vacka, je fuze membran dvoustupnovy proces. Adheze a vazba membran je
nasledovana fyzickym spojenim plazmatickych membranovych lipida [11]. Fuzované bunky
mohou dale prochazet dramatickymi zménami v signalizaci nebo dalSim chovani. Béhem
oplozeni vsak naradZzime na bariéru, kterd tomu zabranuje. U somatickych bunék jsou fuzované
bunky casto kompetentni a tvori syncytia, ktera se vyskytuji naptiklad ve svalech. Gamety ke
tvorbé syncitii vyuZivaji specifické proteiny, napf. syncitiny u savcl, které jejich vznik

indukuji[32].
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Zaver

Cilem této bakalarské prace bylo shrnuti nejdilezitéjSich procest interakce gamet
predchazejicich jejich samotné fuzi. Uvodni &ast tvori zdkladni fakta o spermii, jejim vyvoji a
struktufe. Nedilnou soucasti této kapitoly jsou maturacni procesy (kapacitace, akrozomalni
reakce) podilejici se na zméné fyziologie bunky, kterd je nezbytnda pro dalsi interakci spermie.
Soucasné je zde popsana maturace a stavba jednotlivych obal( vajicka. Jako priklad byly vyuZity
predevsim modely mysi a jeZzovky, které patfi k Zivoc¢isSnym zastupclim s rozlisSnou strukturou

vajicka a v soucasnosti k nej¢astéji studovanym organismuim.

Nejvice diskutovanym tématem reprodukcni biologie je existence a interakce adheznich a
fuznich protein jakozZ i proteint Ucastnicich se obou uvedenych momentd. Ve druhé kapitole
této bakalarské prace jsou shrnuty pravé nejvyznamnéjsi proteiny, které se na adhezi a fuzi
podili. Jako zastupci interagujicich protein( na spermii byly v této kapitole obsazeny 1IZUMO1,
jako zastupce IgSF, a zastupci CD (CD9, CD46, CD81) podilejici se na organizaci proteinovych
interakcnich siti. Mezi proteiny zastoupené na vajicku jsou zde zafazeny JUNO a tetraspaniny
(CD9, CD81). Pravé tetraspaninova sit, popisovand v kapitole 2.2, zprostfedkovava a organizuje
mnohondsobné kooperace transmembranovych proteinll mezi sebou nebo s dalsimi
tetraspaniny. ProtoZe se nejedna pouze o popisované interakce proteinll ve treti kapitole, ale
desitky jednotlivych interakci az po tvorbu zmifovanych tetraspaninovych siti, neni mozné
specifikovat adhezi a fuzi jako jedinou klicovou spolupraci. Vazba JUNO a IZUMOL1 se sice jevi do
urcité miry jako esencidlni kli¢ k oplozeni, avsak tento kli¢ neni jediny a snaha nalézt protein,
ktery ma vyhradni fuzni funkci je stdle aktudlni. Toto téma je tudiz nadale pfedmétem dalSich

laboratornich vyzkuma na molekularni Grovni.
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