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e Spermie po svém vzniku ve varleti jsou nezralé a nepohyblivé—> — v nadvarleti
(optimalni prostredi je tvoreno sekrety epitelidlnich bunék) - zisk riznych molekul proteint a
cholesterolu (modifikace) + zmény okolnich podminek (teplota, osmotické podminky, koncentrace

iontU, ejakulace, podminky v Zzenském reprodukénim traktu -
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Dalsi krok dozravani se odehrava v deloze — fyziologicke, biochemicke a biofyzikalni
modifikace umoznujici oplozeni:

. ce — serie strukturalnich a metabolickych zmen, kdy spermie ziskaji
schopnost interakce se ZP a akrozomalni reakce:

-zmeny v koncer , ), reorganizace lipidav
membranezvysena fluidita membrany, hyperpolarizaci membrany, intracelularnim
pH, fosforylaci proteinu a koncentraci ROS

. - , \ aza — aktivace hydrogenuhlicCitanem a vapnatymi
ionty - s membranou asociované faktory nutné pro vazbu k oocytu a k fertilizaci —

-zmeny v pohybu biciku- progresivni pohyb se meni v razny
asyémetrick{/ pohyb biciku s vysokou amplitudou, stridajici se s obdobim témér bez
hybnosti - tato zména ma zrejme spermiim pomoci v pohybu v zenském
reprodukcénim traktu (prichod cervikdlnim hlenem, prichod oviduktem, penetrace
kumulu oophoru)



Schematické znazornéni
signalnich drah zapojenych do

regulace hyperaktivace spermii

savcu.

Progresivni motilita je
regulovana nizkou drovni
aktivity drahy AC/cAMP/PKA,
zatimco hyperaktivovana
motilita je indukovana, kdyz je
druha draha aktivovana na
mnohem vysSi Uroven,

v kombinaci s aktivaci drahy
kalmodulin kindzy (CaMK)

Bicarbonate

Hypermotility

https://rep.bioscientifica.com/view/journals/rep/157/5/REP-18-0541.xml
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e Po maturaci a kapacitaci se spermie navaze k ZP oocytu a podstupuje
akrozomalni reakci -akutni narast vapenatych iontl (prechodné
receptorové potencialové kanaly), na procesu a
interakci s oocytem se podili mnoho akrozomalnich molekul

-k akrozomalni reakci muze dochazet i predcasné (pred setkanim s
oocytem)-spontanni akrozomova reakce- spermie disponuje nekolika
ochrannymi mechanismy

-odhaleni vnitrni akrozomalni membrany spermie - interakce s ZP oocytu

béhem penetrace do oocytu -plasmatickd membrana spermie fuzuje s A
akrosomalni membranou (uvolnéni enzymatického obsahu) - natraveni
ZP a uvolnéni proteint pokryvajicich vnitrni akrozomalni membranu -
interakce s membranou oocytu
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e Zona pellucida obsahuje 3 proteiny interaguijici se spermii
(mys), receptory k témto proteinlim se nachazi v PM spermii

e Exocytdza akrozomd je proces zdsadni pro uspésnou fertilizaci Human

e Po kapacitaci a akrosomalni reakci spermie dojde k fuzi s plasmatickou
membranou oocytu



Vaturace v hadvarleti

e Transport spermii nadvarletem —zhruba 11 dn(

e Spermie se v nadvarleti pohybuji riznym prostredim-
setkavaji se s rGznymi stimuly, ziskavaji rizné proteiny a
setkavaji se s ve vodé rozpustnymi casticemi s nizkou
molekularni hmotnosti— regulace objemu burky

Apical bleb / Epididymosomes

Principal cell
Initial segment

Basal cell

e \/ proximalnim nadvarleti jsou vystaveny plUsobeni
enzymu a proteinlm, podilejicim se na modifikaci
membrany (splynuti spermie s oocytem)

Narrow cell

Clear cell

e stredni region nadvarlete- dalSi modifikace membrany-
aktivace dalSich enzym( a proteint asociovanych s
transportem sterold, které mohou modifikovat membranu
a umoznit pfijem GPI vazanych protein(

Dendritic cel

Microvilli

e Vice distalné se zvySuje koncentrace glukosidazy a
protedzy, proteinl zapojenych do vazby k ZP a fuzi s
oocytem, hlavniho maturacniho antigenu CD52,

antlmlkrObla,Inll akt|V|ty a dEkapaCitaéniCh fa ktorﬁ 9 g;c)t(;)ssé/_/gv(\)/(\;vlv-\;grgontiersin.org/fiIes/ArticIes/341053/fendo-O9-OOOS9—HTIVIL/image_m/fendo—09—
preziti pred ejakulaci

Spermatozoa



e Adherence proteint k rGznym doménam (membrana nad akrozomem nebo
egvatorialnim segmentem) zavisi na povaze proteind, slozeni membrany a

v pripadeé kapacitujici spermie je mistem reakce membrana
akrosomu, v pripadé akrozom reagované spermie je mistem reakce ekvatorialni segment;
umisténi pak muze urcovat roli pri vazbé na ZP nebo membranu oocytu.

e Membrany i proteiny jsou modifikovany béhem prichodu nadvarletem

aktivitou (glykosyl transferazy, glykosidazy, proteazy...) riznych regionu
nadvarlete; dochazi k sekreci riznych makromolekul, které se vazi k maturujici spermii, k
sekreci nizkomolekularnich iontt a organickych osmolytu, které jsou pfijimany 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 pohyblivé jsou az po
smiseni se semennou plasmou; pozdéji v zenském pohlavnim traktu je
aktivovan hyperaktivni pohyb

* Hodnoti se: podil pohyblivych spermii (progresivni, rychlé, progresivni pomalé,
neprogresivni, bez pohybu) a pomoci pocitacové analyzy navic frekvence
kmitani biCiku, plocha kterou zahrnuje kmit biciku, maximalni amplituda viny

* CASA (computer-aided semen analyzer) — pohyb hlavicky
(krivoCara a primocara rychlost, linearita )

* trajektorie, amplituda bocniho posunuti hlavy




Pfimodara rychlost
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Na nativnim preparatu, pri fazovém kontrastu, vzdy 2 vzorky a 200 spermii

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

e Podil spermii hybajicich se na misté (kategorie c)

e Podil spermii bez pohybu (kategorie d)

Dulezitost tréningu!
Norma:

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



e Axonema — struktura odpoveédna za pohyb = viny Sifici se dozadu podél osy, aby vytvorily
dopredny hnaci tah

e 9 perifernich dvojic mikrotubult a dva centrdlni mikrotubuly, dyneinova ramena vyCnivaji
z mikrotubulu A smérem k mikrotubulu B prilehlého dabletu - aktivni posuv mikrotubul(

e Sousedici mikrotubuly jsou k sobé pripojeny nexiny a k centralnim mikrotubulim vybihaji
obklopuijici radialni spojky
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Dynein Motor Domain

e Dynein — konverze chemické energie hydrolyzou ATP do

mechanické energie pohybu - E—
Requtes e * 4 gy

. vn,eHS| dyneinova ramena jsou rozmistena 24 nm od sebe e
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Centrosome:
CEP135,DZIP1
Other participators:

lehky retézec — proteiny ruznych funkci ( vazba eyt W8
vapenatych iontd, struktury podobné thioredoxinu, strukturys = =
repeticemi bohatymi na leucin apod.)
https://www.frontiersin.org/files/Articles/1034951/fgene-13-

- variabilita ve strukture a funkci téchto jednotek 1034951-HTML/image. m/fgene-13-1034951-g002 jpg



. — 7 polypeptidu, pevné navazan na svazek mikrotubulg,
leSeni pro enzymy modulujici aktivitu dyneinu, senzor napéti ¢i deformace axonemy se
zpétnou vazbou rameni dyneinu

. - struktury tvaru T, priléhaji k vnitfnim dyneinovym ramenidm a jsou
ukotveny na mikrotubulech A, sméruji k centralnimu paru mikrotubulG

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



— zasadni vyznam pro pohyb, globularni proteiny (50-55 kDa, heterodimery (jeden a a
jeden B retézec)

e Podélné spojeni tubulint vytvari protofilamenta (a lateralni spojeni 13. a 11. protofilamenta tvori
mikrotubuly A a B)

* Vnéjsi dabletové mikrotubuly jsou vazany nexiny (pravdépodobné v souvislosti s dyneinovym
regulaénim komplexem)

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

-tvofena tfemi longitudinalnimi sloupci pfichycenymi k mikrotubulovym dabletim, které
probihaji podél hlavni Casti biCiku - toto usporadani a dvojita sulfidova vazba mezi protelny
umoznuji ovlivhovat pohyb (rovinu i tvar plochy ve které se bicik pohybuje)

-opora a leseni pro enzymy které reguluji a modifikuji aktivitu dyneind, senzor tlaku,
mechanicka zpétna vazba pro dyneinova ramena



Proteiny nachazejici se ve fibrozni pochve:

. — protein lokalizovany na vnéjsim
povrchu denznich vlaken, vaze se na néj
ropporin, protein specificky pro spermie,
prichyceny k vnitfni strané fibrézni pochvy

e 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



e Schopnost motilityje ziskana béhem prichodu nadvarletem, ale projevi se
az po smiseni se semennou plasmou

e zdroje ATP: cukry semenné plasmy — — udrzi spermie v
pohybu po hodiny
* Pro motilitu je dulezitd zejména (i kdyz oxidativni fosforylace v

mitochondriich je pro produkci ATP ucinnéjsi) —
- specificky pro spermie, 90% produkce ATP

. — v semenné plasmée, aktivuje
mnoho funkci spermie, mimo jiné i iniciaci motility-zvysuje intracelularni
pH, stimuluje respiracni aktivitu, zesiluje otevreni napétim rizené kanaly
pro Ca2+a aktivuji atypickou adenylyl cyklazu— zvyseni koncentrace Ca2+ a
cAMP- stimulace pohybu



Inhibitory fosfodiesterazy (NcAMP) v 1éCivech stimuluji motilitu
spermii

Vyuziti v IVF-teophylin
cAMP stimuluji PKA (protein kinaza A)

Pro pohyb je nasledné zasadni slozeni PKA a AKAP (A kinase
anchoring protein)

Regulacni podjednotky PKA byly nalezeny na fibrozni pochveé i na
vneéjsich denznich vlaknech ne vsak v mikrotubulech- hraje roli v

klouzani fibrézni pochvy po pfiléhajicich vnéjsich denznich vlaknech



* Pfi kapacitaci spermii dochazi k rychlému nartstu bunééného cAMP a k efluxu
cholesterolu z plazmatické embrany - zvyseni koncentrace hydrogenuhli¢itanovych a

vapenatych iontu - aktivace adenylylcyklazy - produkce dalSich cAMP z ATP -
a iniciace akrozomalni reakce

* Viz video normalni vs hyperaktivovany pohyb



Stimulace pohybu v zenském pohlavim traktu

Mnoho chemickych i fyzikdlnich stimuld -

e Chemotaxe — pohyb stimulovany
chemoatraktantem; progesteron, estrogen, ANP (atrial
natriuretic peptid), chemicky gradient

e Haptotaxe -bunky se pohybuji ve sméru gradientu
molekul

e Termotaxe- pohyb v reakci na teplotni rozdil (mezi
isthmem a mistem oplozeni je az 2°C)

e Rheotaxe —odmyti bakterii, dalSich bunék a
bunécnych ulomku z ejakulatu, selekce na zakladé
motility-pohyb proti proudu

A: spermie vstupuji do cervikdlniho hlenu na zevnim Cipk
B: interakce s endosalpingealnim epitelem vejcovodu

C: hyperaktivovany pohyb ve vejcovodu

D: oocyt v kumulu

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




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

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




Mitochondrie spermii

Mitochondria

4

e vyznamna role pro schopnost oplozeni oocytu, zdroj ATP

pro primarni homeostazu a ¢astecné pro pohyb

e Oxidacni fosforylace
e proces generovani ATP a funkéni dynamika nejsou plné objasnény

e Ca2+ -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 apoptoze
(spusténi proapoptickych signall)

e \/yznamne generatory ROS (spermie jsou extrémné nachylné k oxidacnimu stresu-maly
objem cytoplasmy, nizka antioxidacni aktivita, vysoky obsah polynenasycenych mastnych
kyselin v membranach)

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



Fyziologicka a patologicka funkce mitochondrii spermii

l ‘
ROS - dllezita role ve fyziologii spermii ,
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e Mitochondrialni prostredi je bohaté na kyslik a elektrony - redukce kysliku na
vodu(konecény produkt oxidacni fosforylace)

e Nékteré elektrony unikaji procesu oxidacni fosforylace a vazi se na molekularni kyslik
—>superoxidovy anion - reak¢ni kaskada generuijici dalSi ROS (peroxid vodiku, hydroxylovy
radikal)

e Asi 2% metabolitovaného kysliku se méni na superoxidovy anion

e ROS jsou zahrnuty do spusténi mnoha funkénich procesu- kapacitace, akrozomalni
reakce, interakce se ZP

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



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

e 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

e K poskozeni mitochondrii dochazi i béhem kryokonzervace spermii, coz muze mit za
nasledek poskozeni DNA spermii, snizeni motility apod- vyuziti antioxidnatU jako pridavkd
do média?



