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e Spermie po svém vzniku ve varleti jsou nezralé a nepohyblivée—>
- zisk proteinl a cholesterolu produkovanych v nadvarleti (modifikace)

- zmény okolnich podminek (teplota, osmotické podminky, koncentrace iontd,
ejakulace, podminky v zenském reprodukcnim traktu - motilita

- ruzné chemické stimuly v prostredi — peptidy, proteiny, mastné kyseliny

- u savcul je zrejmé nejdulezitéjSim chemoatraktantem progesteron (kumularni
bunky)

- odorantovy receptor (OR) sprazeny s G proteinem — hOR17-4 — dulezita role u
lidskych spermii

- ne vSechny spermie budou reagovat na chemoatrakci (zfejmé variabilita v heterogenité
OR)- jeden z moznych mechanismu selekce



Dalsi krok dozravani se odehrava v déloze — fyziologické, biochemické a biofyzikalni
modifikace umoznujici oplozeni:

— série strukturalnich a metabolickych zmeén, kdy spermie ziskaji
schopnost interakce se ZP a akrozomalni reakce:

-zmény v koncentraci iontl (zejména Ca?*), reorganizace lipidd v membrané-
zvysena fluidita membrany, hyperpolarizaci membrany, intracelularnim pH,
fosforylaci proteint a koncentraci ROS

— aktivace hydrogenuhli¢itanem a vapnikem
- s membranou asociované faktory nutné pro vazbu k oocytu a k fertilizaci

- zmény v pohybu biciku- progresivni pohyb se meéni v razny
asymetricky pohyb biciku s vysokou amplitudou, stridajici se s obdobim témér
bez hybnosti - tato zména ma zrfejmeé spermiim pomoci v pohybu v zenském
reprodukénim traktu (prichod cervikdlnim hlenem, pruchod oviduktem,
penetrace kumulu oophoru)



* Po maturaci a kapacitaci se spermie navaze k ZP oocytu a
podstupuje
-akutni narust vapenatych iontU (pFechodné

receptorové potencialove kanaly), na procesu akrozomalni reakce a
interakci s oocytem se podili mnoho akrozomalnich molekul

Odhaleni vnitrni akrozomalni membrany spermie-interakce s ZP oocytu
béhem penetrace do oocytu

-plasmaticka membrana spermie fuzuje s akrosomalni membranou
(uvolnéni enzymatického obsahu) - natraveni ZP a uvolneni proteini
pokryvajicich vnitrni akrozomalni membranu - interakce s membranou
oocytu

e Zona pellucida obsahuje 3 proteiny interagujici se spermii : ZP1,
/P2 a ZP3 (mys)

* Exocytdza akrozomu je proces zasadni pro uspésnou fertilizaci

* Po kapacitaci a akrosomalni reakci spermie splyne dojde k fuzi s Human
plasmatickou membranou oocytu




e Transport spermii nadvarletem—zhruba 11 dn(

* Spermie se v nadvarleti pohybuji ruznym prostredim- setkavaji se s ruznymi
stimuly, ziskavaji ruzné proteiny a setkavaji se s ve vode rozpustnymi
casticemi s nizkou molekularni hmotnosti— regulace objemu bunky

* V proxim leti jsou vystaveny pusobeni enzymu a proteinum,
podilejicim se na modifikaci membrany (splynuti spermie s oocytem)
. dalsi modifikace membrany- aktivace dalsich

enzymu a proteinu asociovanych s transportem sterolu, které mohou
modifikovat membranu a umoznit prijem GPI vazanych proteinu

* Vice dist: se zvgéu&e koncentrace glukosidazy a proteazy, proteinu.
zapojenych do vazby k ZP a fuzi s oocytem, hlavniho maturacniho antigenu
C.DSkZ,I antimikrobialni aktivity a dekapacitacnich faktoru - preziti pre
ejakulaci



 Adherence proteinl k rdznym doménam (membrana nad akrozomem nebo
eqvatorialnim segmentem) zavisi na povaze proteinu, slozeni membrany a
prostredi, ve kterem se spermie nachazi. V pripadée kapacitujici spermie je mistem
reakce membrana akrosomu, v pripade akrozom reagované spermie je mistem
reakce ekvatorialni segment — umisténi pak muze urcovat roly pri vazbé na ZP
nebo membranu oocytu.

* Membrany i proteiny jsou modifikovany béhem pruchodu nadvarletem

(glykosyl transferazy, glykosidazy, proteazy) ruznych
regionU nadvarlete; dochazi k sekreci riznych makromolekul, které se vazi k
maturujici spermii, k sekreci nizkomolekularnich iontl a organickych osmolytd,
které jsou ﬂFijl’mény a reguluji objem bunky, udrzuji spermii v klidovém stavu
(nizky obsah Na+ iontu a vysoky obsah K + - toto iontové prostredi zaroven
pomaha drzet elektorstaticky navazané proteiny na povrchu spermie a podporuje
aktivitu mitochondrii



Motilita

* Schopnost motility ziskavaji spermie v nadvarleti, nicméné pohyblive
jsou az po smiseni se semennou plasmou; pozdéji v zenském
pohlavnim traktu je aktivovan hyperaktivni pohyb

* Hodnoti se: podil pohyblivych spermii, frekvence kmitani biciku,
plocha kterou zahrnuje kmit biciku, maximalni amplituda vinv

e CASA (computer-aided semen analyzer) — pohyb
hlavicky (kfivocCara a primocara rychlost, linearita
trajektorie, amplituda bocniho posunuti hlavy
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Na nativnim preparatu, pri fazovém kontrastu, vzdy 2 vzorky a 200 spermii

* Podil spermii rychle progresivnich (kategorie a): rychlost vyssi nez 25 um/s
 Podil spermii pomalu progresivnich (kategorie b) rychlost 5-25 um/s

* Podil spermii hybajicich se na misté (kategorie c)

* Podil spermii bez pohybu (kategorie d)

Dllezitost tréningu!
Norma:

Podil progresivnich spermii 230%
Celkovy podil motilnich spermii: 2 42%



* Axonema — struktura odpovedna za pohyb = viny Sifici se dozadu podél osy, aby
vytvorily dopredny hnaci tah
* 9 perifernich mirotubulovych dablett a dva centralni mikrotubuly, dyneinova

ramena vycnivaji z mikrotubulu A smérem k mikrotubulu B prilehlého dabletu -
aktivni posuv mikrotubult

e Sousedici mikrotubuly jsou k sobé pripojeny nexiny a k centralnim mikrotubulim
vybihaji obklopuijici radialni spojky
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— konverze chemické energie hydrolyzou ATP do mechanické energie pohybu

* vneéjsi dyneinova ramena jsou rozmisténa 24 nm od sebe podél mikrotubulu A a jsou k
nému prichyceny a drzeny v ATP nesensitivnhim stavu pomoci tfi peptidi (dyneinovy
dokovaci komplex)

- ovliviuji maximalni rychlost klouzani vnéjsich dvojic mikrotubul
* Vnitfni dyneinova ramena jsou rozmisténa po 96 nm

- ovliviuji tvar viny, reguluji symetrie uderu, poskytuji dodatec¢nou silu potrebnou k
udrzeni rychlosti

* Dyneinové rameno:
- centralni motorova Cast s vazebnymi misty pro 4 ATP a mikrotubuly

— na bazi dyneinového ramene, ATP nesensitivni vazba ramen k
mikrotubulim

— proteiny rtznych funkci ( vazba vapenatych iontd, struktury podobné
thioredoxinu, struktury s repeticemi bohatymi na leucin apod.)

- variabilita ve strukture a funkci téchto jednotek



— 7 polypeptidu, pevné navdzan na svazek
mikrotubuld, leSeni pro enzymy modulujici aktivitu dyneinu, senzor napéti i
deformace axonemy se zpétnou vazbou rameni dyneinu

-struktury tvaru T, priléhaji k vnitfnim dyneinovym ramenim a
jsou ukotveny na mikrotubulech A, sméruji k centralnimu paru mikrotubuld

nejsou nezbytné pro pohyb; mechanicky
a chemicky prevodnik signalu-fizeni velikosti a tvaru pohybu biciku, modifikace
pohybu v zavislosti na konkrétnim signalu; reguluji velocitu klouzani; ovliviuji
pohyb ve dvou nebo trech dimenzich a plochu kmitani biciku



— zasadni vyznam pro pohyb, globularni proteiny (50-55 kDa,
heterodimery (jeden a a jeden 3 FetezecY

* Podélné spojeni tubulinu vytvari protofilamenta (a lateralni spojeni 13. a
11. protofilamenta tvori mikrotubuly A a B)

* VnejsSi dabletové mikrotubuly jsou vazany nexiny (pravdepodobne v
souvislosti s dyneinovym regulacnim komplexem)

— obklopuje axonema, denzni vlakna (proteinova vlakna
bohata na cystein, serin a prolin, vysoky stupen premosténi zinek
dependentnimi disulfidy); kazdy dablet je asociovan s vnéjsSim denznim
vlaknem; zajisténi elasticity a zrejmeé i urcita role v regulaci motility

-tvorena  tremi  longitudinalnimi  sloupci  pfichycenymi  k
mikrotubulovym dabletum, které probihaji podél hlavni ¢asti bi¢iku—>toto
usporadani a dvojita sulfidova vazba mezi I|;)roteiny umoznuji ovlivihovat
pohyb (rovinu i tvar plochy ve které se bicik pohybuje)

~-opora a leseni pro enzymy_ ktere reguluji a modifikuji aktivitu
dyneinu, senzor tlaku, mechanicka zpétna vazba pro dyneinova ramena



Proteiny nachazejici se ve fibrozni pochve:

* Rhophilin — protein lokalizovany na vnéjsim povrchu denznich vlaken, vaze se na
néj ropporin, protein specificky pro spermie, prichyceny k vnitrni strané fibrozni
pochvy,

* Enzymy asociované s glykolyzou: glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenaza-S,
hexokinaza HK-1-S, glutathion S transferaza

—naléhaji tésné a spiralovité na fibrézni pochvu
-odolnost proti hypotonickym podminkam a schopnost vyuzivat laktat



* Schopnost motility ziskdna béhem prichodu nadvarletem, ale projevi se az po
smiseni se semennou plasmou

: cukry semenné plasmy — — udrzi spermie v pohybu
po hodiny

* Pro motilitu je duleZita zejména (i kdyz oxidativni fosforylace v
mitochondriich je pro produkci ATP ucinné;jsi) —
- specificky pro spermie, 90% produkce ATP

(hydrogenuhlicitan) — v semenné plasmé, aktivuje mnoho funkci
spermie, mimo jiné i iniciaci motility-zvysuje intracelularni pH, stimuluje
respiracni aktivitu, zesiluje otevieni napétim rizené kanaly pro Ca%*a aktivuji
atypickou adenylyl cykldzu - zvyseni koncentrace Ca?* a cAMP—- stimulace
pohybu
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* Pri kapacitaci spermii dochazi k rychlému naristu bunééného cAMP a
k efluxu cholesterolu z plazmatické embrany - zvyseni koncentrace
hydrogenuhlicitanovych a vapenatych iontu —>aktivace
adenylylcyklazy - produkce dalsich cAMP z ATP -

a iniciace akrozomalni reakce

Viz video normalni vs hyperaktivovany pohyb
 What hyperactive sperm looks like - Curious (science.org.au)



https://www.science.org.au/curious/video/hyperactive-sperm

Stimulace pohybu v zenském pohlavim traktu

Mnoho chemickych i fyzikalnich stimult - \g\\ N 92)]

 Chemotaxe —progesteron, estrogen, ANP

(atrial natriuretic peptid), chemicky
gradient

* Haptotaxe

* Termotaxe-teplotni rozdil mezi isthmem a =
mistem oplozenije az 2°C “

* Rheotaxe —odmyti bakterii, dalsich bunék a _ 3 - o
vy _ , o . , A: spermie vstupuji do cervikalniho hlenu na zevnim Cipkt
bunécnych ulomku z ejakulatu, selekce na g S .
B: interakce s endosalpingealnim epitelem vejcovodu

zaklade motility C: hyperaktivovany pohyb ve vejcovodu
D: oocyt v kumulu

Human female reproductive tract illustrating stages of
gamete... | Download Scientific Diagram (researchgate.net)



https://www.researchgate.net/figure/Human-female-reproductive-tract-illustrating-stages-of-gamete-transport-A-Sperm_fig1_7496330

Thermotaxis (cell migrate towards
positive temp. gradient (~35°C-38°C)

Chemotaxis (cell migrate

Cervix (2-3¢cm)

Vagina (7-8 cm)

Sperm swimming in the female reproductive tract (beezbiotech.com)



https://beezbiotech.com/knowledge/f/sperm-swimming-in-the-female-reproductive-tract

Mitochondrie spermii

Mitochondria

* vyznamna role pro schopnost oplozeni oocytu, zdroj ATP . 9 Q-
pro primarni homeostazu a castecne pro pohyb <2
* Oxidacni fosforylace

* proces generovani ATP a funkcni dynamika nejsou plné objasneny

* Ca’*-hlavni regulator oxidacni fosforylace; primarni metabolicky mediator
pro produkci NAD, regulace enzymatické aktivity pyruvatdehydrogenazy,
isocytratdehydrogenazy a a-ketoglutaratdehydrogenazy, produkce ATP
(posforylace ADP), podili se na apoptdze (spusténi proapoptickych signall)

* Vyznamné generatory ROS (spermie jsou extrémneé nachylné k oxidacnimu
stresu-maly objem cytoplasmy, nizka antioxidacni aktivita, vysoky obsah
polynenasycenych mastnych kyselin v membranach)

The Sperm Mitochondrion: Organelle of Many Functions (selectbreeders.com)



https://info.selectbreeders.com/blog/the-sperm-mitochondrion-organelle-of-many-functions

Fyziologicka a patologicka funkce
mitochondrii spermii

ROS - dulezita role ve fyziologii spermii

- spoustéce procesu oplodnéni (hyperaktivace,
akrozomalni reakce a vazba spermie na oocyt)
mitochondrialni dysfunkce—> nerovnovaha
mezi produkci ROS a antioxidacni kapacitou -
oxidacni stres - poskozeni struktur spermii,
peroxidace lipidU plazmatické membrany a
poskozeni DNA - ztrata biologickych funkci
spermii

-reparace struktur spermii neni mozna- chybi
cytoplazmatickeé reparacni enzymy
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* Mitochondrialni prostredi je bohaté na kyslik a elektrony - redukce
kysliku na vodu(konecny produkt oxidacni fosforylace)

* Nékteré elektrony unikaji procesu oxidacni fosforylace a vazi se na
molekularni kyslik ->superoxidovy anion - reakcni kaskada generujici
dalsi ROS (peroxid vodiku, hydroxylovy radikal)

* Asi 2% metabolitovaného kysliku se méni na superoxidovy anion

* ROS jsou zahrnuty do spusténi mnoha funkcnich procesu- kapacitace,
akrozomalni reakce, interakce se ZP

e Antioxidacni mechanismus- ( )-dismutace
dvou molekul superoxidového aniontu na kyslik a peroxid vodiku



* Problematika oxidacniho stresu je Siroce diskutovana, dalsimi zdroji
ROS jsou kulaté bunky- leukocyty i vyvojové prekursory spermii

* Byla popsana souvislost mezi neplodnosti a poskozenymi
mitochondriemi, nicméné spermie s vysokym mitochondrialni
membranovym potencialem byly detekovany i ve spermatu plodnych
muzU

* Byla také popsana korelace mezi nizsim BR (blastulation rate-podil
tvorby blastocyst) a zvysenym oxidacnim stresem v ejakulatu

* K poskozeni mitochondrii dochazi i béhem kryokonzervace spermii,
coZz muze mit za nasledek posSkozeni DNA spermii, snizeni motility
apod- vyuziti antioxidnatu jako pridavkt do média?



