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Abstrakt

Zamgéteni na porozuméni mechanismil interakce mezi spermii a vajickem u savcu je
klicové pro porozuméni tajemstvi reprodukce a oplozeni. Analyza klicovych fazi téchto procest
zahrnuje studium chemickych signdlli a proteinti, které ovliviiuji vzdjemnou pftitazlivost
spermie a vajicka, a nasledné¢ umoziuji uspéSnou fuzi obou bunck. Cilem této prace je
analyzovat metody pouzivané ke studiu téchto interakci s diirazem na ucast proteind, jako jsou
tetraspaniny, fertiliny, MAIA a dalsi, které se na interakci ¢i fizi gamet podileji. Metody
pouzivané na studium interakce gamet zahrnuji obrazové techniky jako mikroskopii a
fluorescenéni znaceni, biochemické analyzy a nové i pokrocCilé metody jako je geneticka
manipulace. Zvoleni spravné metody pro identifikaci a charakterizaci proteint klicovych pro
interakci spermie a vajicka, je rozhodujici pro pochopeni molekularnich mechanismi za
procesem oplozeni. Tato prace se zaméfuje na prehled modernich metodik, které umoznuji
zkoumat slozité interakce mezi spermii a vajickem na molekuldrni Grovni, a to hlavné na
metody vyuzivajici se na pfipravu geneticky modifikovanych organismli anebo metody
blokujici vazbu mezi gametami. Studium interakce spermie a vajicka u savet je kli¢ové, protoze
rozSifuje nejen nase povédomi o reprodukéni biologii, ale také otevira perspektivy pro

potencialni 1écby neplodnosti a vylepSeni reprodukénich technologii.

Kli¢ova slova: spermie, oocyt, oplozeni, GMO, blokace vazby



Abstract

Focusing on understanding the mechanisms of sperm-egg interaction in mammals is crucial for
understanding the mysteries of reproduction and fertilization. The analysis of key phases of
these processes involves the study of chemical signals and proteins that influence the mutual
attraction of sperm and egg, and subsequently allow the successful fusion of these two cells.
This thesis aims to analyze the methods used to study these interactions, with an emphasis on
emphasizing the involvement of proteins such as tetraspanins, fertilins, MAIA, and others
playing a role in the interaction or fusion of gametes. Methods used to study gamete interaction
include imaging techniques such as microscopy and fluorescent labeling, biochemical analyses,
and more recently, advanced methods such as genetic manipulation. Choosing the right method
to identify and characterize the key proteins engaging in sperm-egg interaction is critical for
understanding the molecular mechanisms behind the fertilization process. This work focuses
on a review of modern methodologies that allow to investigation of the complex interactions
between sperm and egg at the molecular level, mainly methods used to prepare genetically
modified organisms or methods that block the binding between gametes. Studying sperm-egg
interactions in mammals is crucial because these findings expand our understanding of
reproductive biology and open perspectives for potential fertility treatments and improvements

in reproductive technologies.
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1 Uvod

Proces interakce je zasadnim krokem v prubéhu oplozeni, ktery predstavuje klicovy
okamzik spojeni dvou gamet a nasledny vznik nového jedince. Jedna se o slozity mechanismus,
ktery zahrnuje specifické proteiny, jejichz tloha pifi tomto procesu je nezastupitelnd. Mezi
dilezité proteiny zapojené do interakce spermie a vajicka spadaji tetraspaniny, protein MAIA,
Izumo a fertiliny, nazyvané t¢Z ADAM proteiny. Tyto proteiny hraji klicovou roli pfi
rozpoznavani a navazani spermie na povrch vajicka. CD9 a CDS81 jsou proteiny, které patii do
skupiny tetraspanintl, které se nachdzeji na povrchu oocytl a spermii a podileji se na formovani
proteinovych komplexti nezbytnych pro interakci gamet. Protein MAIA zajistuje stabilni
interakci mezi proteiny Izumo a Juno, coz je nezbytné pro fuzi gamet. ADAM proteiny jsou
enzymy, které maji kli¢ovou tllohu pfi adhezi a interakci gamet a nasledném umoznéni priniku

spermie do vajicka.

Dutlezitost téchto proteini v procesu oplozeni byla prokdzana diky metodam
pouzivanych pfti studiu interakce spermie a vajicka. Mezi hlavni metody pouzivané v soucasné
dobé patii molekularni genetika, biochemické analyzy a mikroskopické techniky. Molekularni
genetika umoziuje studium struktury a funkce gend zapojenych do interakce spermie a vajicka,
zatimco biochemické analyzy umoziuji detailni zkouméni proteinovych interakei.
Mikroskopické techniky pak umoziiuji vizualizaci samotného procesu oplozeni a interakce
gamet na bunécné Urovni. Tato bakalarskd prace diskutuje soucasnou problematiku studia
interakce spermie a vajicka u savct, s dirazem na metody o studiu gamet, a to hlavné za vyuziti
GMO (geneticky modifikovany organismus) a blokace vazby, které predstavuji ucinny néstroj
pro studium interakce spermie a vajicka. Porozuméni interakcim mezi proteiny spermie a
vajicka miiZze vést nejen k pochopeni mechanizmt ukryvajicich se za procesem oplozeni, ale
také k identifikaci novych terapeutickych cilii pro 1é€bu neplodnosti a vytvoreni inovativnich

metod asistované reprodukce.

Tato prace bude postavena na literarni reSerSi védeckych studii a pfistupti v oblasti
studia reprodukce savcl. V pribéhu této prace budou zkoumany nejen metody samotné, ale

také dosazené vysledky, pfinosy, omezeni a podnéty, které vedly ke studiu interakce gamet.



2 Prubeh interakce gamet

2.1 Gametogeneze

Lidské télo je tvoteno triliony somatickych bunék, které se procesem mitdzy déli na
identické dcefiné buiikky. Gamety se ale d€li jinym procesem, a to meidzou, jejimz vysledkem
je vznik ¢tyt dcefinych bunék, at’ uz spermie nebo oocytu, skrz redukéni déleni, za vysledku

vzniku haploidnich komplementarnich chromozomu v kazdé z gamet (Gottlieb et al., 2023). "

Oocyty vznikaji procesem oogeneze, ktery je zahdjen jiz v pribéhu vyvoje plodu.
Béhem oogeneze dochazi ke dvéma klicovym fazim, které propojuji stav primarniho oocytu s
formaci sekundarniho oocytu. Prvni fazi je faze riistu neboli proliferace, pfi které dochazi k
intenzivnimu mitotickému déleni primordidlnich germinalnich bunék (PGCs), a tim vznikaji
oogonie. Tato populace bun¢k pak prechazi do druhé faze, znamé jako faze zrani ¢i meioticka

faze.

V pribéhu faze zrani se primarni oocyty postupné transformuji na oocyty sekundarni,
znamé t€z jako dospé€lé oocyty. Béhem prvniho déleni meiotické faze dochdzi k redukci
chromozomového poctu, a tak vznikaji dvé bunécné jednotky, z nichZ jedna je sekundarni
oocyt. Tato bunécnd transformace piedstavuje klicovy meznik v procesu oogeneze, kdy se

primarni oocyt pfeménuje na strukturu pfipravenou na mozné oplozeni.

Takto propojené faze oogeneze zajistuji plynuly pfechod od primarniho oocytu k
sekundarnimu oocytu, pficemz kazda faze predstavuje dilezity krok smérem k vytvoireni
zralého oocytu, ktery je nasledné pfipraven k procesu oplozeni (Waters et al., 2022) *. Oocyty
dosdhnou plné aktiva¢ni schopnosti pouze ptred ovulaci, kdy opétovné vstoupi do meidzy. To
znamena, Ze oocyty jsou zastavené v profazi I v druhém meiotickém déleni a v pribéhu
ovula¢niho cyklu dochazi k obnoveni meidzy pomoci folikul stimulacniho hormonu
gonandotropinu a luteiniza¢niho hormonu, coz stimuluje rist a vyvoj folikull, a nasledné spusti
meiodzu az do faze metafaze II (Su et al., 2012). Coz se mize vyvijet dvéma sméry. Bud’ dochazi
k oplozeni vajicka, a dokonceni meidzy, nebo k oplozeni nedojde a oocyt zanikne a je vyloucen
beéhem menstrua¢niho cyklu. Po oplozeni nastavaji zmény, které vedou k rozvoji aktivacni
kompetence, coz umoziuje zralému oocytu vyvolat sekreci kortikdlnich granul a dokonceni

procesu meiozy. (Knobil and Neill’s Physiology of Reproduction, 2005) *.



Proces vzniku spermie se nazyva spermatogeneze, ktera probiha ve tfech krocich.
Nejdiive dojde k mitotickému pomnozeni spermatogonii, nasledn¢ se meiotickym délenim
z diploidnich bun€k stanou haploidni a dojde k rozdéleni, dokud nevznikne kulatd forma
spermatid. Finalni krok zahrnuje produkci spermatozoi, morfologicky zralych spermatickych
buné¢k, v procesu spermiogeneze (Suede et al.,2023) *. Na obrazku 1 je vidét rozdil vzniku
gamet. Spermatogenezi vznikaji 4 stejné gamety, kdezto pti oogenezi vznika jedna gameta a 3

polova teliska, coz jsou bunky, které vznikaji jako vedlejsi produkt pti déleni oocytu a obvykle

podléhaji apoptoze.
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2.2 Morfologie gamet

Samici pohlavni buiikou, ktera je také nejvétsi bunkou lidského téla, je oocyt, jehoz
stavbu mizeme vidét na obrazku 2. Oocyt je nositelem samici DNA a je nejvétsi buiikou téla.
Kumuldrni bunky, obklopujici oocyt, plni ochrannou roli, poskytuji vyzivu, signalizuji a
reguluji proces oplozeni (Turathum et al., 2007). Nejvnitingjsi vrstvou kumularnich bunék jsou
corona radiata, které jsou prevrstvené do glykoproteinového obalu vajicka, ktery se nazyva
zona pellucida (ZP), jez ma za Ukol pted oplozenim zajistit kontakt gamet a po oplozeni je jejim

ukolem blokovat polyspermii (Kfizanovska et al., 2002, Tagosz et al., 2021).

ZP obklopuje cytoplazmatickou membranu a skladd se ze tii ¢i Ctyf vazebnych
glykoproteinit ZP1, ZP2, ZP3 a ZP4. Kazdy z téchto proteinii ma svoji funkci. ZP1 propojuje
ZP2 a ZP3, ZP2 ma za funkci udrzet akrozomaln¢ zreagované spermie na zona pellucida, tvoti
sekundarni vazby spermie-vajicko a u mysi a dalSich zivocichti vyvolava akrozomalni reakci.
ZP3 umoznuje primarni vazbu spermii na vajicko a ZP4 vyvolavéa akrozomalni reakci (Jin et
al., 2011). ZP4 se vyskytuje u cloveka, prasat, krav ¢i u pst. U mys$i je ZP4 pseudogen, tudiz u
n¢j nedochazi k expresi (Tagosz et al., 2021). Pod ZP se nachazi oolema, neboli plazmaticka
membrana vajicka, a ma na svém povrchu proteiny, které se podileji na interakci a fuzi gamet
(Jiménez-Movilla, et al., 2021). Oolema je syntetizovana oocytem béhem rlstové faze, ¢imz je
oocytu poskytovana nejen ochrana mechanicka, ale i ochrana pted jiZ zminénou polyspermii.
Pod oolemou se nachazeji na membranu vazané receptory, které po proniknuti spermie do

oocytu méni vlastnosti ZP (Ktizanovska et al., 2002, Tagosz et al., 2021).

Obrazek 2: Stavba oocytu: 1 — cytoplasma, 2 - polarni télisko, 3 — zona pellucida, 4 —
perivitellinni prostor, 5 — kumularni/corondrni buiiky, Sipkou je oznacena oolema (Tagosz et

al., 2021).



Nové vzniklé spermie, jak ukazuje obrézek 3, se skladaji z hlavicky s jadrem
obsahujicim sam¢i DNA, akrozomového vacku a dalsich struktur. Akrozomovy vacek obsahuje
lytické enzymy a je kliCovy pro akrozomalni reakci. Hlavicka rovnéz obsahuje ekvatorialni
segment a v zadnim konci tohoto segmentu se nachazi postakrozomalni region (Toshimori et
al., 2003)*. Kréek slouzi jako spoj mezi hlavickou a bi¢ikem a obsahuje centriolu (Sadler et al.,
2011)*. Treti cast spermie je bicik, ktery spermii umoziiuje motilitu, kterou ziskavaji
v nadvarleti, lat. epididymis. Bi¢ik spermie se sklada ze tii ¢asti: stfedni Casti, kterda obsahuje
spiralovit¢ uspofadané mitochondrie pro produkci energie potiebné k pohybu, hlavni Casti a

koncové &asti (Fawcett, 1975) ™

L Akrozomalni Zepicka

Hlavigka |
| Postakrozemalni region
— = Kréek
F Stredni Zast
J
* Hlavni éast
Biglk 1 'l,
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Obrazek 3: stavba spermie (Fwacett 1975) *

2.3 Zmény na gametach pred oplozenim

2.3.1 Maturace, kapacitace a akrozomalni reakce spermii
Aby spermie byly schopny oplodnit vajicko, musi podstoupit nékolik zmén jak

v muzském, tak ale i v Zenském reprodukénim traktu. V muzském reprodukénim traktu se



spermie po spermatogenezi dostdvaji do nadvarlete, kde prochazi maturaci, ¢imz ziskavaji
schopnost motility a oplozeni vajicka. Tato maturace je kliCova, protoze bez ni nejsou spermie
schopné oplodnit vajicko (Sutton et al., 2008). Dalsi transformaci prochazeji béhem ejakulace,
kdy ptichazeji do kontaktu se semennou plazmou. Semenna plazma poskytuje spermiim vyzivu
a vytvaii pro né pfirozené prostiedi. Zaroven také asistuje v transportu spermii pies zensky
reprodukéni trakt a napomahd synchronizovat dalsi dilezité procesy, jako je kapacitace.
(Yanagimachi et al., 1994, Morgan et al., 2008). Kapacitace je série mnoha zmén, které¢ vedou
k tomu, aby spermie uspé$né prosla akrozomalni reakci a nasledné mohla oplodnit vajicko. Tato
faze zahrnuje komplexni transformace na bunééné, biochemické a fyziologické trovni, jak
muzeme vidét na obrazku 4. Béhem kapacitace dochazi ke snizeni koncentrace cholesterolu na
spermatické membrané, coz vede ke zvySeni fluidity a permeability plazmatické membrany
spermii. To vede k otevieni iontovych kanalii a zméné membranového potencialu. Vysledkem
toho je, ze se ionty vapniku a bikarbonatové ionty dostdvaji do spermie a aktivuji adenylat
cyklazu, kterd preméinuje adenosinmonofosfit (AMP) na cyklicky adenosinmonofosfat
(cAMP), ktery nasledn¢ aktivuje proteinkinazu A (PKA), jejiz aktivaci se aktivuje protein
tyrosin kindza (PTK), ktery bude aktivovat dal8i fadu proteint (Yanagimachi 1994, Bedford &
Cross, 1999).

K* Alburmin- COx Adenylit Cal*
cholesterol cykliza
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Hyperpolanzace ?
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|

Obrazek 4 — zobrazeni prubéhu kapacitace spermie, AC — adenylat cyklaza, AMP — adenosin
monofosfat, cAMP — cyklicky adenosin monofosfit, PAK — proteinkindza A, PTK — protein tyrozin
kindza, PTP — fosfotyrozin fosfataza (upraveno podle Scott F. Gilberts, 2003).
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Aktivace téchto drah pfindsi vyznamné zmény v pohybu biciku spermii, coz se nazyva
hyperaktivace. Je dokdzano, ze nedoslo-li k procesu kapacitace, tak spermie mohou mit
zpomaleny pohyb ve srovnani s témi, které touto fazi prosly. To mlize vyrazné omezit jejich
schopnost dosdhnout k vajicku a tim 1 jejich moznost ho oplodnit (Yanagimachi, 1994; Bedford
& Cross, 1999). Dalsi zmény nastdvaji na proteinové urovni, kdy dochédzi k uvolnéni a
relokalizaci proteinli na plazmatické membrané anebo také ke zménam nékterych povrchovych
sacharidovych struktur glykoproteint a glykolipidii. Po kapacitaci mé spermie na svém povrchu
proteiny (receptory), které mohou rozpoznat glykoproteiny ZP, ptesnéji ZP3. Pravdépodobné
dochazi k interakci spermii spiSe se sacharidovymi strukturami na ZP, nez s jejimi samotnymi
proteiny (Avilés et al., 2004). V disledku této interakce nastava spusténi akrozomalni reakce,
k rozboteni aktinovych siti kortikdlniho cytoskeletu spermie, fuzi vnéjsi akrozomové
membrany (OAM) s plazmatickou membranou (PM) a naslednému uvolnéni obsahu akrozomu
(Spungin et al. 1995). Uvolnéné akrozomalni enzymy, nejznamé&jSim z nichz je akrosin,
rozvoliuji matrix ZP, a to vede k vytvofeni cesty pro spermii k oolemé vajicka. Pfedpokladalo
se, ze akrosin hraje roli 1 ve fuzi s oolemou, ale bylo prokazano, ze i kdyz je akrosin esencialni
k penetraci ZP, neni klicovy pro akrozomalni reakci, ani pro fizi spermie s oocytem (Vajner,

L. et al., 2010, Hirose et al., 2020) *.

Obecné se predpoklada, Ze akrozomalni reakce spermii je spusténa kontaktem spermie
se ZP. V ptedeslych studiich interakce spermie s oocytem u mysi byl kumulus pfed inseminaci
odstranén, aby se usnadnilo zkoumani interakci spermie se ZP. Pfi pouZiti spermii transgennich
mys$i, které umozZnily detekci poc¢atku akrozomalni reakce pomoci fluorescencni mikroskopie,
bylo zjisténo, ze spermie, které zacaly akorozomalni reakci pted dosaZzenim ZP, byly schopny
do ZP proniknout a splynout s plazmatickou membranou oocytu. Skutecné vétSina
oplodnujicich spermii podstoupila akrozomalni reakci pfed dosazenim ZP oocytl uzavienych
v kumulu, alespon tedy v in vitro podminkach. Incidence oplozeni oocytl bez kumulu in vitro
se zvySila pfitomnosti oocytli s kumularnimi buiikami, coz poukazuje na dilezitou roli
kumulérnich bun€k a jejich matrix pii pfirozeném oplozeni (Jin et al., 2011). U jinych druha
savcl, jako jsou lidé, prasata ¢i byci, je akrozomalni reakce indukovana vazbou na ZP3 s jejimi
receptory na spermatické membrané. Tato vazba vede k tomu, Ze se oteviou vapenaté kanalky,
aby se zvysila koncentrace vapniku ve spermii (Scott F. Gilberts, 2003)*. Vazebna doména ZP2
spermii je nezbytnd pro rozpoznani spermii a vajicka u savcl a naslednou penetraci. Je také
povazovana za primarni ochranu proti polyspermii u savci. Bylo zjisténo, za vytvoreni GMO,

Ze ovasticin, coz je proteolyticky enzym kortikalnich granul, je uvolnén, kdyz dojde k vazbé



spermie na ZP2. Ovasticin nésledné $tépi ZP2, aby nemohlo dojit k tomu, Ze se dalsi spermie
navaze na ZP. Experimenty u mys$i, které nemély ovastacin prokézaly, ze bez nich je ZP2 po
oplozeni v celku a neni rozstépena (Vogt et al., 2019). Obrazek 5 odkazuje na interakci spermie

se ZP (A) a na akrozomalni reakci (B).
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Obrazek 5: Pritbeh akrozomalni reakce u mysi, IAM — vnitini akrozomova membrana, OAM — vnéejsi

akrozomovd membrdna (upraveo podle Avella & Dean, 2011).

2.4 Studium vazby gamet

Vazba gamet, jez je pfedmétem mnoha studii, které vyuZzivaji rGzné piistupy pro
studium interakce gamet a dilezitost proteind, které se oplozeni ucastni, se zjistila nékolika
zpisoby. Jednou z nejéastéji vyuzivanych metod je priprava geneticky modifikovanych
organismu. Tato technika je casto vyuzivana v oblasti genového inZenyrstvi, kdy dochézi ke
zménam genetického materidlu organismi. Jedna se hlavné o modely, kterych geny byly
eliminované (knock-out modely), anebo mély zavedené jiné geny, anebo jejich geny byly
preskupené (Griffiths et al., 2000) *.

Ptiprava KO (knock-out) organismu predstavuje metodu, kterd selektivné vypina neboli
deaktivuje konkrétni gen v genomu zkoumaného organismu. Diky této metodé ziskavame
pochopeni o funkci tohoto vypnutého genu, protoze ¢asto mizeme odvodit jeho tlohu pouze
z pozorovan¢ho fenotypu. Tato technika miize byt provedena skrz razné metody, jako je
CRISPR-Cas9 ¢i alternativni sesttih (Griffiths et al., 2000) *. Jedna z velkych vyhod metody

KO je ta, ze ndm umoznuje studovat funkci specifického genu in vivo. Tato technika vyzaduje



maximalni pfesnost, protoze ztrata i jenom jednoho genu nemusi 100 % ukazat, jaky ma efekt

na organismus (Innoue et al., 2005).

Metoda mikroinjekce je povazovana za nejbéznéjsi metodu pro pfipravu transgenniho
GMO. Jeji princip spociva v tom, Ze genovy produkt je vstiikovan do jednobunécného zarodku,
ktery mize byt u mysi ziskan velmi snadno a ve velkém mnozstvi. Oplozena vajicka, ziskana z
ovarialné stimulovanych samic, jsou pfipravena k in vitro maturaci a oplozeni. Cizorodda DNA
je injikovana do prvojadra, obvykle do samciho prvojadra. Ptiblizn¢ 25 % myS$i zdédi
injikovanou DNA. Zygoty jsou implantovany do vejcovodu recipientni matky s celkovou
uspésnosti kolem 5 %. Metoda ma nevyhody, jako je ndhodna integrace DNA, pozi¢ni efekt a

pouze 50 % pravdépodobnost exprese transgenu (Brinster et al., 1985).

Ke studiu vazby se také vyuzivaji metody blokace vazby pomoci protilatky nebo
peptidt, které jsou bud’ komeréné dostupné nebo specificky ptfipravené vuci specifickym

proteiniim, které se inkubuji bud’ s vajickem nebo se spermii a nasledné se sleduje jejich vazba.

2.4.1 Vazba na zona pellucida

Metody blokace vazby byly vyuZity pfi studiu interakce mezi spermii a ZP. Peptid, ktery
by mohl ovlivnit vazbu na ZP je podle studie Naz (2000), peptid YLP(12), ktery specificky
rozpoznava komplementarni molekuly na oocytech, ptesnéji rozpoznava ZP3, coz naznacuje,
ze peptid YLP(12) je dtlezity pro uspéSnou vazbu k ZP3. Protilatky k YLP(12) inhibuji vazbu
spermie-vajicko jak u mysi, tak ale 1 u lidi. Peptid se nachazi v akrozomovém kompartmentu,
junkénim kompartmentu a v bi¢iku spermii (Naz et al., 2000). Pro vazbu spermii je také dilezity
biofunkéni protein SPAM 1, ktery plni svou funkci prostfednictvim dvou domén, které jsou
umistény na N-koncové (hyaluronidazové) doméné a na C-koncové doméné (tato doména je
pro vazbu na ZP) proteinu. Tento protein byl identifikovan u né€kolika skupin savci, véetné
clovéka. Pfi oplozeni hraje klicovou roli, nejen pii priniku spermie skrz vrstvu bunék
obklopujicich vajicko, ale také se podili na adhezi s vajickem a na akrozomalni exocytoze.
V roce 2003 bylo navic zji§téno, Ze tento protein ma vyznamnou ulohu ve zrani spermii,

zejména u lidi (Evans et al., 2003).

2.4.2 Flze gamet

Jakmile spermie projde akrozomalni reakci, tak dojde k odkryti vnitini akrozomalni

membrany spermie, coz vede k odkryti proteind, které hraji roli pfi interakci a fuzi gamet.



Na spermiich i vajickach jsou pfitomny rizné proteiny, véetné¢ Izumol, Juno (ktery je
specificky pouze pro vajicka), CD9, CD81, fertilind, integrinu a6f1 a proteinu MAIA. Tento
posledn¢ jmenovany protein MAIA navic vytvari pevné spojeni mezi proteiny Izumo a Juno,
coz je klicové pro specifickou fizi gamet (Vondrakova et al., 2022). Graficka prezentace na

obrazku 6 naznacuje ptedpokladané interakce mezi spermii a oocytem.
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Obrazek 6. Prvky mechanismu adheze a fize spermie a vajicka. Izumo, protein pritomny na povrchu
spermii, miize vytvaret spojeni s tetraspaniny oocytu, konkrétné s CD9 a/mebo CD8I, a tim
zprostiedkovavat adhezi a fuzi. V siti tetraspaninit na povrchu oocytu mohou CD9 a CD81 vzdjemné
interagovat a take se vazat na integriny. Proces adheze spermii k oocytu je usnadnovan interakci mezi
integriny na povrchu oocytu, napriklad a6f1, a dezintegriny na spermiich, jako je fertilin . Endogenni
proteiny obalu retrovirii (ERV) exprimované na oocytu mohou interagovat s neidentifikovanou slozkou
cytoplazmatické membrany spermii a zprostredkovavat tak fuzi. Integriny a tetraspaniny mohou
ovliviiovat polymerizaci aktinu (F-aktinu) v kiife oocytu prostiednictvim signalnich drah, které zahrnuji

nekolik proteinkinaz (PK), coz vede k vytvoreni oplozovaciho kuzele (upraveno podle (Sutovsky, 2009).

Pro fuzi gamet je kliCovy transmembranovy glykoprotein Izumol, ktery je potfebny pro
splynuti oocytu a spermie (Inoue et al. 2005). Obsahuje N-koncovou cast a jednu doménu

imunoglobulinu. Je exprimovan pouze ve varlatech (Tanihara et al. 2014). V prib¢hu
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akrozomalni reakce se protein Izumol piesouva z vnéjsi a vnitini akrozomalni membrany, do
ekvatorialniho segmentu (Satouh et al 2012). Na jeho dtlezitost piisli v roce 2005 Inoue et al.,
kdy vytvorili Izumo KO mySi za pouziti konstruktu, ktery nahradil exony 2-10 genem
rezistentnim na aneomicin (neor) (Inoue et al. 2001, Inoue et al., 2005). To probéhlo pomoci
cileného vektoru postaveného na pMulti-ND, ktery obsahoval neor jako pozitivni selekéni
znacku a toxin A fetézce diftérie jako negativni selek¢ni znaCku. Bunécné linie byly injikovany
do blastocyst inbredni mysi C57BL/6, coz vedlo k narozeni samct chimérnich mysi. Tyto mysi
byly nésledné zkiizeny s C57BL/6 k ziskani heterozygotnich mutanti. Mysi pouzité ve studii
byly potomky kiizeni mezi generacemi F1 a/nebo F2 (Inoue et al., 2005). Vysledkem bylo, ze
samci se narodili sterilni. Spermie, které protein Izumol postradaji, jsou sice schopné
penetrovat ZP, ale nejsou schopné fuze s oocytem, coz poukazalo na to, ze [zumo je esencidlni

pro fuzi gamet.

K Izumo1 neodmyslitelné patfii Juno, coZ je receptor zminéného transmembranového
proteinu. Juno se vSak na rozdil od spermie nachdzi na oocytu a je esencidlni pro oplozeni u
savcl (Chalbi et al., 2014). Vyzkum Bianchi et al. (2014), ktery vyuzil Juno deficientnich
transgennich mysi, vylepSeného zeleného fluorescencniho proteinu EGFP a kontrolnich vajicek
probihal tak, Ze byla provedena in vitro fertilizace (IVF) a intracytoplazmaticka injekce spermie
(ICSI). Oplodnéni a aktivace vajicka byly hodnoceny pomoci barveni DNA spermii a
chromozomul vajicek, pfi¢emZz akrozom zreagované spermie byly identifikovany pomoci
mySiho zeleného fluorescen¢niho proteinu EGFP. Pti analyze exprese Juno byla pouzita
imunofluorescence a pfi kvantifikaci oplozeni se pocitaly dekondenzované hlavicky spermii
nebo se hodnotil pocet pronuklet. Tento vyzkum vSak ukdzal, Ze cilem interakce mezi Izumol
a Juno neni fuze gamet, ale spiSe adhezivni funkce béhem oplozeni. Je to tim, ze Juno se
uvoliiuje z oolemy a jde do perivitelinni oblasti oocytu. Juno je pro oocyt kli¢ovy a ma Sirokou
Skalu funkci, v€etné inhibice polyspermie. Je také dokdzano, Ze oocyty, které jsou neoplozené
maji velmi vysoké hladiny tohoto proteinu (Bianchi et al., 2014). Stejn€ jako u samci a
nepfitomnosti [zumo1 proteinu ma na reprodukci stejny dopad i nepfitomnost Juno u samic. Pfi
nepfitomnosti ¢i poruse tohoto proteinu dochazi k tomu, Ze samice jsou neplodné (Chalbi et al.,

2014).
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Neplodnost také ovliviiuji tetraspaniny, hloub&ji budeme rozebirat tetraspanin CD9 a
CD81. CDY, znamy také jako Tspan 29, je protein, ktery se spole¢né s [zumo1 a Juno podili na
fizi gamet (Klinovska et al., 2014). Tetraspinova rodina se obecné skladd ze Ctyf
transmembranovych domén, které delimituji malou extracelularni smy¢ku, znadmou jako SEL
nebo EC1, velkou extracelularni smycku, ktera je znama pod nazvem LEL nebo EC2, a také

maji kratké intracelularni C a N koncové zbytky (Yoshida et al., 2014).
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Obrazek 6: Struktura CD9 tetraspaninu. CCG — cystein-cystein-glycinovy zbytek, C-cysteinovy
zbytek (upraveno podle Yoshida et al., 2014).

CD9 byl nalezen jak na plazmatické membrané oocytli a spermii, tak i ve vezikulach
v perivitellinovém prostoru oocytti a embryi u skotu a dalsich savct jako jsou mysi, prasata i
clovek. Bylo vSak zjiSténo, Ze lokalizace tetraspanint je druhové specifickd, a Ze dochazi
k jejich pteskupeni béhem akrozomalni reakce (Jankovicova et al., 2019). Za vytvoteni GMO
a pouziti KO metody, stejné¢ jako u Izumol, bylo pomoci elektronové mikroskopie a
immunobarveni zji§téno, ze pokud dojde k poklesu nebo absenci CD9, tak vysledkem bude
deformace mikrovili a spermie se nebude schopna navézat se na vaji¢ko (Zytkiewicz, 2010).
Ve studii Chen et al. (1999) byly protilatky vyuzity k studiu interakce mezi vajickem a spermii.
Vajicka byla zbavena ZP a jadra byla zbarvena barvivem Hoechst, nasledné¢ byla oSetfena

monoklondlnimi protilatkami (mAbs). Spermie, odebrané od samcii, byly kapacitovany a poté
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spole¢n¢ inkubovany s vajicky. Primérny pocet spermii vdzanych na jedno vajicko byl
stanoven pomoci mikroskopie s fAzovym kontrastem, zatimco pocet dekondenzovanych jader
spermii obarvenych barvivem Hoechst uvnitt vajicek byl analyzovan za ucelem stanoveni
pramérného poctu spermii, které splynuly s jednim vajickem, coz vedlo k tomu, Ze monokloalni
protilatka (mAb) blokovala vazbu a také fuzi spermii na vajicka. Jako kontrola byla pouzita
protilatka proti integrinu a6 a antivirova protilatka, které neblokovaly tuto vazbu ani fuzi a
spermie tedy vajicko oplodnily. Vyzkum také ukazal, ze mAb anti-CD9 (JF9) vykazuje
inhibi¢ni u€inky na spojeni kuli¢ek potazenych fertilinem B s vajicky. Bez ohledu na to, zda
byly kulicky pokryté ptfirozenym fertilinem B ziskanym z lyzatu spermii z caput epididymis
(hlava nadvarlete), nebo rekombinantnim proteinem obsahujicim dezintegrinovou doménu
fertilinu B, JF9 branil vazbé. Funkci blokujici mAb anti-a6 (GoH3), podobné inhibovala vazbu
jak intaktniho fertilinu P, tak rekombinantniho konstruktu fertilinu [ obsahujiciho
dezintegrinovou doménu. JF9 (protilatka proti CD9) nebranil vazbé kulicek potazenych anti-
a6 mAb nebo fragmentu §t€peného lamininu E8 v piitomnosti Mn?*. Dilezité je, ze JF9
nezménil povrchovou expresi integrinu a6, nezamaskoval epitopy protilaitky GoH3, ani

neaktivoval vazbu kuli¢ek potaZenych lamininem E8 v ptitomnosti Ca®" (Chen et al., 1999).

Schopnost navazani spermie na vajicko také ovliviiuje CD81 protein, ktery patii do
stejné rodiny tetraspanini jako protein CD9 a rovnéz se Ucastni interakce a flize membran.
Stejné¢ jako CD9, 1 CDS81 se nachazi na membrané¢ oocytu. Tetraspaniny vytvareji
tetraspaninové sité, kde se nachazeji 1 dalsi proteiny, jako naptiklad integriny, nejznaméjsSim je
integrin a6B1 (Jégou et al., 2011). Timto zplisobem ptispivaji ke stabilizaci membran a zajist'uji
interakce s ostatnimi proteiny. V ramci membrany vytvareji cis interakce nebo pii interakci
mezi buitkami mohou vytvéfet trans interakce (Jankovicova et al., 2020). KdyZz dojde ke KO
pouze u CD8I1, tak dojde pouze k mirnému snizeni plodnosti. Kdyz vSak ale dojde
k takzvanému CD9/CDS81 dvojitému KO, tak budou sav¢i samice kompletné neplodné, coz
dokazuje to, Ze jak CD9, tak CD81 maji komplementarni funkce k fuzi oocyt-spermie, coz
znamena, ze jsou pro oplozeni nezbytné a vzijemné se nemohou zastoupit (Rubinstein, et al.,
2006). Defekty plodnosti je ale mozné caste¢né zachranit u mysi, které nemaji CD9 po
mikroinjekci CD81 mRNA. Nicmén¢, pohled na tyto vysledky je jaksi kontroverzni a stale
zanechdva nejasny obraz na to, jak jsou na sobé CD9 a CD81 vzijemné zavislé (Kaji et al.,
2002). Na rozdil od mysich spermii, u lidi je patrna vyhradné zména lokace pouze u proteinu

CD9, protein CD81 se neptfemist’uje (Frolikova et al., 2018).
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DalSimy dulezitymi proteiny, které hraji roli pfi adhezi jsou proteiny fertilin a a fertilin
. Tyto proteiny patii do rodiny proteinti nazyvané ADAM, které jsou pievazné exprimovany
ve varlatech a hraji roli pfi interakci a adhezi gamet, coz vede k fizi spermii s oolemou. ADAM
proteiny jsou kotvené na povrchu bunééné membrany obsahujici dezintegrin a
metaloprotedzovou doménu. Skupina ADAM proteint se rozd€luje do ¢tyf domén: proteolyzni,
adhezni, fizni a intracelularni signalni doména. Diky fizni doméné se piedpoklada, ze hraji
klic¢ovou roli béhem fize pohlavnich bunck (Sha et al., 2018). Fertilin B, nazyvany také jako
ADAM2, hraje roli u mysi, kde jeho nedostatek vede k inhibici vazani spermie na sténu oocytu.
Pfi interakci gamet jsou zapojeny nejen vyse zminéné proteiny, ale i ADAM 1, 2 a 3. U mysi
je ADAM3 nezbytny pro proces fertilizace. Na rozdil od mysi je u lidskych spermii ADAM1
nefunk¢ni, a proto je hlavni Gloha této domény pfisouzena dezintegrované doméné proteinu
ADAM?2. V piipadé mysi s deleci ADAM2 bylo prokazéano, ze nejen brani prezentaci ¢lena
proteinové rodiny ADAMI, ale také zptisobuje u mysi infertilitu (Cho et al., 1998). Tato studie
poukazuje na kli¢ovou roli proteini v procesu oplozeni. Dal§im z téchto proteinl je protein
SPACAG®, ktery stejné€ jako Izumo1 je exprimovan lidskymi spermiemi a po akrozomalni reakci
zUstava na ekvatoridlnim segmentu a hraje roli v lidském oplozeni. Sam¢i pohlavni buiiky, které
tento protein nemaji, jsou sterilni a jejich spermie prokazuji nahromadéni v previtelinnim
prostoru, ale nejsou schopny fuze s oocytem (Noda et al., 2020). Navzdory podobnosti
fenotypt, kterd byla zplisobena Spaca 6 a [zumo1 KO, nejsou redundantni a esencidlni relokace
Izumol neni ovlivnéna nedostatkem Spaca 6. Pro lokalizaci SPACA6 v mysich a lidskych
spermiich byly vytvoreny protilatky proti mysim i lidskym proteinim SPACA®6. Protilatka proti
mySimu proteinu poskytla nespecifické signaly pii Western Blot analyze a imunofluorescenci
na transfekovanych i netransfekovanych bunikach, coz bylo potvrzeno u kontrolnich spermii a
spermii s vyjmutym Spaca6 genomem. Protilatka proti lidskému proteinu se vSak ukazala jako
specifickd v transfekovanych buiikdch COS-7, kde rozpoznala lidskou formu SPACA6. U
lidskych spermii odhalila Western blot analyza proteinovy prouzek o velikosti 36 kDa
odpovidajici lidskému SPACA6. Imunofluorescence prokdzala lokalizaci SPACA6 na
membrané hlavi¢ky spermie u akrozomalniho vacku v intaktni spermii, coz bylo potvrzeno
kolokalizaci s FITC-konjugovanym lektinem Pisum sativum Agglutinin (PSA). SPACAG6 byl
nalezen také v ekvatoridlni oblasti, na kr¢ku a uprostied spermie. Po akrozomalni reakci
SPACAG6 pietrvaval v ekvatoridlnim segmentu, zeslabl ve stfedni Casti a zmizel z
akrozomalniho vacku a krc¢ku. Negativni kontroly naznaCovaly urcité nespecifické barveni.
Podobné¢ jako IZUMOL1 se zda, ze SPACAG6 je akrozomalni membranovy protein, ktery neni

vystaven na membrané spermie pied dokoncenim akrozomalni reakce (Barbaux et al., 2020).
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Spermie SPACA6 KO vykazovaly sam¢i sterilitu a nedokazaly oplodnit kumulus-intaktni
oocyty pii IVF oplozeni. Zatimco kontrolni spermie tspé$né oplodnily vice nez 98 % oocytt,
ze spermii Spaca6 KO nevzniklo zadné embryo. Piestoze pronikly do ZP, nemohly KO spermie
interagovat s plazmatickou membranou oocytu. Fuzni testy odhalily, Zze spermie Spaca6 KO
pfilnuly k povrchu oocytu, ale jen ziidkakdy splynuly. V oocytech bez ZP dosahly kontrolni
spermie 96% miry oplozeni, zatimco spermie Spaca6 KO neoplodnily Zadné vajicko. Studie
Noda et al. (2020) poukazuje na klicovou roli Spaca6 pii fuzi spermie s oocytem béhem

oplozeni.

V roce 2022 byl objeven protein MAIA, ktery se ukazal jako dalsi kli€¢ovy protein, ktery
hraje roli pfi fuzi gamet. Tento dosud nezndmy ligand MAIA pochdzi z nadrodiny
imunoglobulinti. MAIA je pfitomny na lidské oolema a hraje klicovou roli pii adhezi a fazi
spermie a vajicka. MAIA vytvaii stabilni interakci se zndmym komplexem Izumo1l/Juno, coz
usnadiiuje specifické splynuti gamet. Slozitd povaha izotypu MAIA naznacuje potencialni

skryty mechanismus pohlavniho vybéru, ktery podporuje genetickou kompatibilitu

Pti této studii byly ovarialni buiiky ¢inského kiecka (CHO) transfekovany plazmidy
nesoucimi lidské FcRL3, neboli MAIA a JUNO a spole¢né kultivovany s kapacitovanymi
lidskymi spermiemi, coz vedlo k jejich pfilnavosti a charakteristickym oscilacim hlavicky.
Dvojité transfekované buitky CHO vykazovaly expresi membranové vazanych MAIA a JUNO,
pfi¢emz jadra spermii byla pohlcena v cytoplazmé, coZ naznacuje moznou fuzi bunék. Spermie
inkubované s kotransfekovanymi buiikami lidskych embryonalnich ledvin (HEK) 293T,
vykazovaly rizné vzorce tlukotu ocasku, kvantifikované pomoci umélé inteligence. VétSina
spermii inkubovanych s kotransfekovanymi bunikami vykazovala sttedni amplitudu tlukotu, coz
naznacuje ptiznivé podminky pro potencialni fuzi. Bunky HEK kotransfekované MAIA, JUNO
a plazmidem kodujicim GFP znaceny farnesylovany Kirsten rat sarcoma virovy onkogenovy
homolog (K-Ras) vykazovaly zvySenou vazbu spermii a prokdzaly schopnost spermii fuzovat
s témito builkami. Pfedinkubace lidskych spermii se syntetickym peptidem cAMWNEDc
snizila vazbu spermii na kotransfekované bunky HEK. Korelacni svételna a elektronova
mikroskopie odhalila expozici hlavicky spermie cytoplazmé kotransfekovanych bunék, coz
svéd¢i o membranové fuzi. Inhibice FcRL3 pomoci kratké interferujici RNA (siRNA) vedla ke
snizeni fuze spermii s B lymfocyty exprimujicimi FcRL3. Krom¢é toho se rozpustna
extracelularni doména proteinu FcRL3 vézala na Izumol, coz naznacuje jeji zapojeni do fuze

spermii s vajicky (Vondrakova et al., 2022).
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3 Zavér

Studium interakce spermie a vajicka je zasadni pro pochopeni procesu oplozeni. Cilem
bakalaiské prace bylo diskutovat riizné metody studia interakce mezi spermii a vajickem u
savcl. K dispozici jsou rizné experimentalni techniky, které umoziuji sledovat a identifikovat
kli¢ové momenty interakce spermie a vajicka na molekularni rovni. Mezi tyto techniky patii
mikroskopie, biochemické analyzy a genetické metody. Jednou z nejvice vyuzivanych metod
je priprava geneticky modifikovanych organismi (GMO), zejména KO modeld, které poskytuji
in vivo pohled na interakci spermie a vajicka a jsou nezbytné pro hlubsi studium reprodukénich

procest. Kromé ptipravy GMO se pouziva také sledovani interakce pomoci blokaci vazby.

Béhem této prace jsme se zaméfili na analyzu téchto metod pouzivanych ke studiu
interakci, se zvlastnim dirazem na i€ast proteini jako jsou CD9, CD81, fertiliny, MAIA, JUNO
a [zumo. Tyto proteiny hraji kli¢ovou roli v procesu oplozeni a jsou dlilezité pro interakci mezi
spermii a vajickem. CD9 a CDS81 jsou tetraspaniny, které se podileji na tvorbé tzv.
tetraspaninovych siti na povrchu gamet, coz usnadnuje jejich vzajemné rozpoznani. Fertiliny
jsou proteiny obsahujici disulfidické mistky, které se podileji na fizi plazmatickych membran
gamet. MAIA je membrénovy protein vajicka, ktery je klicovy pro adhezi spermie a vajicka.
JUNO je receptor na povrchu vajicka, ktery se vaze na spermie, zatimco Izumo je protein na

povrchu spermie, ktery se vaze na JUNO a je esencidlni pro fiizi gamet.

Vysledky téchto studii maji Siroké implikace v oblasti reprodukéni mediciny a biologie.
Porozuméni molekuldrnim mechanismiim interakce spermie a vajicka mize vést k vyvoji
novych terapeutickych pfistupti k 1écbe neplodnosti a k dalSimu poznani zakladnich
biologickych procesti tykajicich se rozmnozovani u savcl. Diikladné pochopeni téchto procesit
je klicoveé nejen pro zlepSeni 1écby neplodnosti, ale také pro posileni naSich znalosti v

reprodukéni biologii a vyvoji novych technologii v této oblasti.

16



5 Reference

Avilés, M., José, M., José, P., Castells, M. T., De Juan, J., Romeu, A., & Ballesta, J. (2004).
Carbohydrate analysis of the zona pellucida and cortical granules of human oocytes by means
of ultrastructural cytochemistry. Human Reproduction, 19(8), 1842-1855. DOI:
10.1093/humrep/deh311

Barbaux, S., Chalbi, M., Dybal, E., Do Cruzeiro, M., Vaiman, D., Wolf, J., & Ziyyat, A.
(2020). Sperm SPACAG6 protein is required for mammalian Sperm-Egg Adhesion/Fusion.
Scientific Reports, 10(1), 1-15

Bianchi, E., Doe, B., Goulding, D., & Wléright, G. J. (2014). Juno is the egg [zumo receptor
and is essential for mammalian fertilization. Nature, 508(7497), 483-487. DOL:
10.1038/nature13203

Bianchi, E., Wright, G. J.,. Izumo meets Juno. Cell Cycle. 2014, 13(13), 2019- 2020. DOI:
10.4161/cc.29461. ISSN 1538-4101

Brinster, R. L., Chen, H. Y., Trumbauer, M. E., Yagle, M. K., & Palmiter, R. D. (1985).
Factors affecting the efficiency of introducing foreign DNA into mice by microinjecting eggs.

Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America, 82(13),
4438-42

Chalbi, M., Barraud-Lange, V., Ravaux, B., Howan, K., Rodriguez, N., Soule, P., Ndzoudi,
A., Boucheix, C., Rubinstein, E., Wolf, J. P., Ziyyat, A., Perez, E., Pincet, F., & Gourier, C.
(2014). Binding of sperm protein Izumo1 and its egg receptor Juno drives Cd9 accumulation in
the intercellular contact area prior to fusion during mammalian fertilization. Development,
141(19), 3732-3739. DOI: 10.1242/dev.111534>>), 14028-33.

Chang, K., Qian, J., Jjang M., Liu, Yi-Hsin, Wu, C., Chen, Chi-Dar, et al. (2002). Effective
generation of transgenic pigs and mice by linker based sperm-mediated gene transfer. BMC
Biotechnology, 13, 1-13.

Chen, M. S., Tung, K. S., Coonrod, S. A., Takahashi, Y., Bigler, D., Chang, A., Yamashita,
Y., Kincade, P. W., Herr, J. C., & White, J. M. (1999). Role of the integrin-associated protein
CD?9 in binding between sperm ADAM 2 and the egg integrin a6f1: Implications for murine
fertilization. Proceedings of the National Academy of Sciences, 96(21), 11830-11835. DOI:
10.1073/pnas.96.21.11830

Cho, Ch., O'DELL BUNCH, D., FAURE, J.. GOULDING, E.H. M. EDDY, E. PRIMAKOFF,
P. And G. MYLES, D. Fertilization Defects in Sperm from Mice Lacking Fertilin B. Science.
1998, 281(5384), 1857-1859. DOI: 10.1126/science.281.5384.1857

Dean, W, Santos, F., Stojkovic, M., Zakhartchenko, V., Walter, J., Wolf, E., Rejk, W. (2001).
Conservation of methylation reprogramming in mammalian development: aberrant
reprogramming in cloned embryos. Proc Natl Acad Sci USA, 98, 13734-13738.

Evans, E. A., Zhang H. Anda Martin-Deleon, P.. SPAM1 (PH-20) protein and mRNA
expression in the epididymides of humans and macaques: utilizing laser microdissection/RT-
PCR. Reproductive Biology and Endocrinology. 2003, 1(1), 54-65. DOI: 10.1186/1477-7827-
1-54. ISSN 14777827.

17


https://doi.org/10.1242/dev.111534

*Fawcett, Don W., 1975. The mammalian spermatozoon. Developmental Biology [online].
44(2), 394-436. ISSN 00121606. DOI: 10.1016/0012-1606(75)90411-X

Fecondo, J. V., Kent, S. B., & Boyd, A. W. (1991). Inhibition of intercellular adhesion
molecule 1-dependent biological activities by a synthetic peptide analog. Proceedings of the
National Academy of Sciences, 88(7), 2879-2882. DOI: 10.1073/pnas.88.7.2879

Frolikova, M., Manaskova-Postlerova, P., Cerny, J., et al. CD9 and CDS81 Interactions and
Their Structural Modelling in Sperm Prior to Fertilization. International Journal of Molecular
Sciences. 2018, 19(4). DOI: 10.3390/ijms19041236. ISSN 1422-0067.

*Gilbert, S. F., Developmental Biology, 7th edition, Sinauer Associates inc (2003), ISBN-10
0878932585, pages 150-180

Gottlieb, Sf., Tupper, C., Kerndt, Cc., Tegay, Dh. Genetics, Nondisjunction. 2023 Aug 14. In:
StatPearls [Internet]. Treasure Island (FL): StatPearls Publishing; 2023 Jan—. PMID: 29489267.

*Griffiths, Aj., Miller, Jh., Suzuki, Dt., Lewontin, Wc., Gelbart, Wm. (2000). An Introduction
to Genetic Analysis (7th ed.). New York: W. H. Freeman. pages 37-390

Hirose, M., Honda, A., Fulka, H., Matoba, S., Tomishima, T., Mochida, K., Hasegawa, A.,
Nagashima, K., Inoue, K., Ohtsuka, M., Baba, T., Yanagimachi, R., & Ogura, A. (2020).
Acrosin is essential for sperm penetration through the zona pellucida in hamsters. Proceedings
of the National Academy of Sciences, 117(5), 2513-2518. DOI: 10.1073/pnas.1917595117

Inoue, N., Fukui, A., Nomura, M., Matsumoto, M., Toyoshima, K., Seya, T. A Novel Chicken
Membrane-Associated Complement Regulatory Protein: Molecular Cloning and Functional
Characterizationl. J Immunol 1 January 2001; 166 (1): 424-431. DOI: 10.1038/nature03362.
PMID: 15759005

Jaenisch R. Germ line integration and Mendelian transmission of the exogenous Moloney
leukemia virus. Proc Natl Acad Sci U S A. 1976 Apr;73(4):1260-4. DOI:
10.1073/pnas.73.4.1260. PMID: 1063407; PMCID: PMC430242.

Jankovicova, J., Secova, P., Manaskova-Postlerova, P., Simonik, O., Frolikova, M., DOI:
10.1016/j.ijbiomac.2018.11.161

Jankovifova, J., Neuerovd, Z., Secovd, P. et al. Tetraspanins in mammalian reproduction:
spermatozoa, oocytes and embryos. Med Microbiol Immunol 209, 407-425 (2020). DOLI:
10.1007/s00430-020-00676-0

Jégou, A., Ziyyat, A., Perez, E., Wolf, J. P., Pincet, F., & Gourier, C. (2011). CD9 tetraspanin
generates fusion competent sites on the egg membrane for mammalian fertilization.
Proceedings of the National Academy of Sciences, 108(27), 10946-10951. DOI:
10.1073/pnas.1017400108

Jiménez-Movilla, M., Hamze, J. G., & Romar, R. (2021). Oolemma Receptors in Mammalian
Molecular Fertilization: Function and New Methods of Study. Frontiers in Cell and
Developmental Biology, 9. DOI: 10.3389/fcell.2021.662032

18


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK21766/?term=knockout
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK21766/?term=knockout
javascript:;

Jin, M., Fujiwara, E., Kakiuchi, Y., Okabe, M., Satouh, Y., Baba, S. A., Chiba, K., & Hirohashi,
N. (2011). Most fertilizing mouse spermatozoa begin their acrosome reaction before contact
with the zona pellucida during in vitro fertilization. Proceedings of the National Academy of
Sciences, 108(12), 4892-4896. DOI: 10.1073/pnas.1018202108

Jury, J. A., Frayne, J., Hall, L.. The human fertilin a gene is non-functional: implications for
its proposed role in fertilization. Biochemical Journal. 1997, 321(3), 577-581. DOL:
10.1042/bj3210577. ISSN 0264-6021.

Kaji, K., Oda, S., Miyazaki, S., & Kudo, A. (2002). Infertility of CD9-Deficient Mouse Eggs
Is Reversed by Mouse CD9, Human CD9, or Mouse CD81; Polyadenylated mRNA Injection

Developed for Molecular Analysis of Sperm—Egg Fusion. Developmental Biology, 247(2),
327-334. DOI: 10.1006/dbi0.2002.0694

Klinovska, K., Sebkova N., Dvorakova-Hortova, K.. Sperm-Egg Fusion: A Molecular Enigma
of Mammalian Reproduction. International Journal of Molecular Sciences. 2014, 15(6), 10652-
10668. DOI: 10.3390/ijms150610652. ISSN 1422- 0067.

*Knobil and Neill's Physiology of Reproduction. 2006. Academic press, 2006. Pages 55-77,
ISBN 978-0-12-515400-0.

K¥iZzanovska K., Ulcova-Gallova Z., Bouse V., Svéabek L., Rokyta P., Suchd R. Rokyta Z.
2002. ,,Analyza zona pellucida lidskych oocytl a embryi v programu asistované reprodukce".
Ceska gynekologie (4) : 197-202.

Morgan, D. J., Weisenhaus, M., Shum, S., Su, T., Zheng, R., Zhang, C., Shokat, K. M., Hille,
B., Babcock, D. F., & McKnight, G. S. (2008). Tissue-specific PKA inhibition using a chemical
genetic approach and its application to studies on sperm capacitation. Proceedings of the
National Academy of Sciences, 105(52), 20740-20745. Doi: 10.1073/pnas.0810971105

Naz RK, Zhu X, Kadam AL. Identification of human sperm peptide sequence involved in egg
binding for immunocontraception. Biol Reprod. 2000 Feb;62(2):318-24. DOI:
10.1095/biolreprod62.2.318. PMID: 10642568.

Noda, T., Lu, Y., Fujihara, Y., Oura, S., Koyano, T., Kobayashi, S., Matzuk, M. M., & Tkawa,
M. (2020). Sperm proteins SOF1, TMEM95, and SPACAG6 are required for sperm—oocyte
fusion in mice. Proceedings of the National Academy of Sciences, 117(21), 11493-11502. DOLI:
10.1073/pnas.1922650117

Ovalle, S., Gutiérrez-Lopez, M. D., Olmo, N., Turnay, J., Lizarbe, M. A., Majano, P., Molina-
Jiménez, F., Lopez-Cabrera, M., Yafiez-Mo6, M., Sanchez-Madrid, F., & Cabaiias, C. (2007).
The tetraspanin CD9 inhibits the proliferation and tumorigenicity of human colon carcinoma
cells. International Journal of Cancer, 121(10), 2140-2152. DOI: 10.1002/ijc.22902

Rubinstein, E., Ziyyat, A., Prenant, M., Wrobel, E., Wolf, J., Levy, S., Le Naour, F., &
Boucheix, C. (2006). Reduced fertility of female mice lacking CD81. Developmental Biology,
290(2), 351-358. DOI: 10.1016/j.ydbi0.2005.11.031

*Sadler, T., Sinha W. And M.D. Langmanova lé¢karska embryologie : Ucebnice pro studenty
1¢katstvi a oborll vSeobecna sestra a porodni asistentka. 1. Ceské vydani. Praha : Grada, 2011.

19



Satouh, Y., Inoue, N., Ikawa, M., & Okabe, M. (2012). Visualization of the moment of mouse
sperm—egg fusion and dynamic localization of IZUMOI1. Journal of Cell Science, 125(21),
4985-4990. DOI: 10.1242/jcs.100867

Sha, W., Xu, X., Ji, Y., Mei, B., Qiu, P., Ji, H,, Li, P, Li, L., & Liu, W. (2017). Sperm-egg
fusion disorder in a Chinese male patient was associated with a rare ADAM20 variant.
Oncotarget, 9(2), 2086-2091. DOI: 10.18632/oncotarget.23331

Spungin, B., Margalit, 1., & Breitbart, H. (1995). Sperm exocytosis reconstructed in a cell-free
system: Evidence for the involvement of phospholipase C and actin filaments in membrane
fusion. Journal of Cell Science, 108(6), 2525-2535. DOI: 10.1242/jcs.108.6.2525

Su, Y., Sun, F., Handel, M. A., Schimenti, J. C., & Eppig, J. J. (2012). Meiosis arrest female 1
(MARFT1) has nuage-like function in mamm DOI: 10.1073/pnas.1216904109

*Suede, Sh.., Malik, A., Sapra, A. Histology, Spermatogenesis. 2023 Mar 6. In: StatPearls
[Internet]. Treasure Island (FL): StatPearls Publishing; 2023 Jan— PMID: 31985935.

Sutovsky P. Sperm-egg adhesion and fusion in mammals. Expert Rev Mol Med. 2009 Apr
1;11:el11. DOI: 10.1017/S1462399409001045. PMID: 19335925

Sutton, K. A., Jungnickel, M. K., & Florman, H. M. (2008). A polycystin-1 controls
postcopulatory reproductive selection in mice. Proceedings of the National Academy of
Sciences, 105(25), 8661-8666. DOI: 10.1073/pnas.0800603105

Tanihara, F., Nakai, M. Men, N. T., Kato, N., Kaneko, H., Noguchi, J., Otoi, T., Kikuchi, K.
Roles of the zona pellucida and functional exposure of the sperm-egg fusion factor ‘IZUMO’
during in vitro fertilization in pigs. Animal Science Journal. 2014, 85, 395-404. DOI:
10.1111/asj.12164. ISSN 1740-0929

Targosz, A., Przystatka, P., Wiaderkiewicz, R. et al. Semantic segmentation of human oocyte
images using deep neural networks. BioMed Eng OnLine 20, 40 (2021). DOI: 10.1186/s12938-
021-00864-w

*Toshimori K, Ito C. Formation and organization of the mammalian sperm head. Arch Histol
Cytol. 2003 Dec;66(5):383-96. DOI: 10.1679/aohc.66.383. PMID: 15018141.

Tumova, L., Zigo, M., Sutovsky, P., Sedmikova, M., & Postlerova, P. (2020). Ligands and
Receptors Involved in the Sperm-Zona Pellucida Interactions in Mammals. Cells, 10(1), 133.
Doi: 10.3390/cells1001013Turathum B., Sroyraya M. Protein Profile Involved in Mammalian
Oocyte Maturation, Fertilization and Early Embryogenesis (Pre-Implantation) Cell Dev.
Biol. 2017;6:2. DOI: 10.4172/2168-9296.1000189.

Vacquier, Vd. Evolution of gamete recognition proteins. Science. 1998 Sep
25;281(5385):1995-8. DOI: 10.1126/science.281.5385.1995. PMID: 9748153.

*Vajner, L., Uhlik, J., Konrddova, V. Lékarska histologie. 1, Cytologie a obecna histologie.
1. vydéani. Praha: Karolinum, 2010.

Vogt, E., Tokuhiro, K., Guo, M., Dale, R., Yang, G., Shin, S., Movilla, M. J., Shroff, H., &
Dean, J. (2019). Anchoring cortical granules in the cortex ensures trafficking to the plasma
membrane for post-fertilization exocytosis. Nature Communications, 10(1), 1-13.
DOI:10.1038/s41467-019-10171-7

Vondrakova, J., Frolikova, M., Ded, L., Cerny, J., Postlerova, P., Palenikova, V., Simonik, O.,
Nahacka, Z., Basus, K., Valaskova, E., Machan, R., Pacey, A., Holubcova, Z., Koubek, P.,

20


https://doi.org/10.1242/jcs.100867
https://doi.org/10.1242/jcs.108.6.2525
https://doi.org/10.1038/s41467-019-10171-7

Ezrova, Z., Park, S., Liu, R., Partha, R., Clark, N., . . . Komrskova, K. (2022). MAIA, Fc
receptor—like 3, supersedes JUNO as [IZUMO 1 receptor during human fertilization. Science
Advances. DOI: abn0047

*Waters, M., Tadi, P. Genetics, Female Gametogenesis. 2022 Nov 4. In: StatPearls [Internet].
Treasure Island (FL): StatPearls Publishing; 2023 Jan—. PMID: 32310377.

Yanagimachi, R. (1994) in Physiology of Reproduction (Knobil, E., and Neill, J. D., eds) Vol.
1, pp. 189-318, Raven Press, Ltd., New York

Zylkiewicz, E., Nowakowska, J., & Maleszewski, M. (2010). Decrease in CD9 content and
reorganization of microvilli may contribute to the oolemma block to sperm penetration during
fertilization of mouse oocyte. Zygote, 18(3), 195-201. DOI: 10.1017/S0967199409990189

21



