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Akrozomalni reakce spermii

Souhrn

Bakalarska prace je sepsana formou literarni reserse, ktera se zabyva akrozomalni
reakci spermii. Akrozomalni reakci predchazeji procesy, jejichz spravny pribéh umoziuje
spermiim akrozomalni reakci podstoupit. Mezi tyto procesy se fadi spermatogeneze,
epididymalni zrani, kontakt spermii se semennou plazmou a kapacitace spermii. Kapacitace
spermii probihd v sami¢im pohlavnim Ustroji a je zasadni uddlosti, ktera modifikuje
plazmatickou membranu spermie do té uUrovné, aby byla schopnd akrozomalni reakci
podstoupit. Akrozomalni reakce je déj, pfi kterém dochazi ke splynuti plazmatické membrany
spermie s vnéjsi akrozomadlni membrdnou za vzniku hybridnich vezikul, diky ¢emuZ dochazi
k uvolnéni obsahu akrozomu nachdzejiciho se v predni ¢asti hlavicky spermie. Akrozom
obsahuje hydrolytické enzymy, které slouzi k rozruseni obalu oocytu oznacovany jako zona
pellucida. Spermie jsou pak schopny proniknout skrz tento obal a oocyt oplodnit.

Akrozomani reakce spermii probiha na zakladé vazby ligandu na specificky receptor
spermie. Spermie obsahuje nékolik receptor( jako receptory spfazené s G proteinem, P2-
purinoreceptor, EGFR receptor, angiotensin Il receptor a naptiklad GABAA-like receptor.
Nejvyznamnéjsim ligandem je ZP3 (glykoprotein zony pellucidy), ale akrozomalni reakci dokazi
vyvolat i progesteron, prostaglandiny, glykosaminoglykany, epidermalni rdstovy faktor,
atriopeptin, PAF, ATP a angiotensin Il. V pfipadé in vitro podminek akrozomalni reakci
spoustéji vapnikovy ionofor, neoglykoproteiny Ci lektiny. Vazba ligandu na receptor zplsobuje
otevieni vapnikovych kanald, pfes které do spermie pronikaji Ca?* a spoustéji signalni kaskadu,
ktera zahrnuje zejména plsobeni fosfolipazy A; a C, PIP,, DAG, IPs, proteinkinazy A a C, coz
vede k fuzi plazmatické a vnéjsi akrozomalni membrany. K tomu je zapotrebi relativné vysoka
koncentrace intraceluldrnich Ca?*, proto dochazi také k mobilizaci Ca?* z akrozomu, ktery slouZi
jako jejich zdsobarna. Dulezitym jevem béhem akrozomalni reakce je depolymerizace aktinu,
ktera dovoluje spojovani membran. Fize plazmatické a vnéjsi akrozomalni membrany se
ucastni SNARE proteiny, NSF, a-SNAP, Rab proteiny a synaptotagmin, které vytvareji trans-

SNARE komplexy, které umoznuji priblizeni membran.

Klicova slova: spermie, akrozomalni reakce, akrozomalni exocytéza



Sperm acrosome reaction

Summary

The bachelor thesis is written in the form of literary research, which deals with sperm
acrosome reaction. The acrosome reaction is preceded by processes whose proper course
allows the sperm to undergo acrosome reaction. These processes include spermatogenesis,
epididymal maturation, sperm contact with seminal plasma, and sperm capacitation. Sperm
capacitation occurs in the female genital tract and is a significant event that modifies the
sperm plasma membrane to a level that is capable for acrosome reaction to undergo.
Acrosome reaction is a process in which the plasma membrane of the sperm merges with the
outer acrosomal membrane to form hybrid vesicles, thereby releasing the acrosome content
found in the anterior part of the sperm head. The acrosome contains hydrolytic enzymes that
serve to disrupt the oocyte’s cover referred to as the zona pellucida. The sperm are then able
to penetrate through this envelope and fertilize the oocyte.

Inducing of sperm acrosome reaction is based on ligand binding to a specific sperm
receptor. The sperm contains several receptors such as G protein-coupled receptors, P2-
purinoreceptor, EGFR receptor, angiotensin Il receptor and, for example, GABAA-like
receptor. The most important ligand is ZP3 (glycoprotein zona pellucida), but progesterone,
prostaglandins, glycosaminoglycans, epidermal growth factor, atriopeptin, PAF, ATP and
angiotensin Il can also cause acrosome reaction. In the case of in vitro conditions, calcium
ionophore, neoglycoproteins or lectins trigger the acrosomal reaction. Binding of the ligand to
the receptor causes the opening of calcium channels allowing Ca?* enter into the sperm and
trigger a signaling cascade that includes, in particular, the effect of phospholipases A; and C,
PIP,, DAG, IPs, proteinkinases A and C, resulting in fusion of plasma and outer acrosomal
membrane. A relatively high concentration of intracellular Ca?* is required for a fusion of this
membranes, therefore, Ca?* mobilization from acrosome, which serves as their reservoir, also
occurs. An important event during the acrosome reaction is the depolymerization of actin,
which allows membranes to join. Fusion of plasma and outer acrosomal membranes is
involved in SNARE proteins, NSF, a-SNAP, Rab proteins and synaptotagmin, which create

trans-SNARE complexes that allow membranes to approach.

Keywords: spermatozoa, acrosome reaction, acrosomal exocytosis
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1 Uvod

Proces oplozeni je vysledkem komplexniho souboru molekularnich udalosti, které
dovoluji spermii interagovat s oocytem a ndsledné se s nim spojit za vzniku zygoty, ze které se
vyviji novy jedinec (Okabe 2013). Schopnost oplozeni spermie ziskavaji na zakladé série zmén,
které prodéldvaji béhem jejich vzniku a vyvoje ve varlatech (spermatogeneze), dale v prabéhu
epididymalniho zrani v nadvarleti a v neposledni radé spermie podléhaji v sami¢im pohlavnim
traktu kapacitaci, kterd je pripravuje na naslednou akrozomalni reakci (Yanagimachi R. 1994b;
Tulsiani et al. 1998; Okabe 2014). Akrozomalni reakce je soucasti procesu oplozeni, diky niz je
spermie schopna proniknout pres extraceluldrni glykoproteinovy matrix obklopujici oocyt
(zona pellucida) a nasledné se s oocytem spojit (Tulsiani et al. 1998).

Akrozomalni reakce je velmi slozity déj, ktery je u spermii zkouman nékolik desitek let

a stdle se prichazi na nové poznatky.



2 Cil prace

Cilem bakalarské prace je vypracovat literarni reSersi shrnujici nejnovéjsi poznatky

o akrozomalni reakci spermii.



3 Literarni prehled

3.1 Spermatogeneze

Spermatogeneze probiha ve varlatech, specificky v semenotvornych kanalcich, které
vyustuji do varletni sité. Varletni sit navazuje na odvodné kanalky varlete. Na varlata navazuji
nadvarlata, ktera jsou tvorena tfemi ¢astmi: hlavou, télem a ocasem. Na ocas nadvarlete
navazuje chdamovod, ktery spojuje vyvod nadvarlete s mocovou trubici. Soucasti samciho
pohlavniho Ustroji jsou i pfidatné pohlavni ZIazy (prostata, méchyrkovita Zlaza, bulbouretralni
zlaza, ampule chdmovodu) a celé Ustroji je pak zakonéeno kopula¢nim orgdnem — penisem
(Garner & Hafez 2000).

Spermatogeneze je souhrnem déleni bunék a celuldrnich zmén, v jehoz dUsledku se ze
spermatogonii tvofi spermie (Amann 2011). Jedna se o zdlouhavy, chronologicky proces,
béhem néhoz se kmenové burky spermatogonie pomoci mitdzy déli, zachovavaji svij pocet a
periodicky produkuji primarni spermatocyty, které podléhaji meiéze a produkuji haploidni
spermatidy, ze kterych se bez dalsiho déleni diferencuji spermie (Johnson et al. 2000).

Spermie jsou produkovany v zarode¢ném epitelu stocenych semenotvornych kanalk(.
Zarodecny epitel dospélého samce se skldada ze somatickych bunék, nazyvanych Sertoliho
buriky, a zrlznych typU zarodecnych bunék, kterymi jsou spermatogonie, primarni
spermatocyty, sekundarni spermatocyty a spermatidy (Johnson et al. 1978a).

Sertoliho buriky se nachdazi na lamina propria semenotvornych kanalkd a diky protahlé
cytoplazmé, kterd obklopuje zarodecné bunky, zasahuji az k lumenu kanalku (Berndtson et al.
1987). Tyto bunky slouZi jako opora zarodecnych bunék, zprostfedkovavaji jejich vyzivu a
usmérnuji je regulujicimi faktory. Fagocytuji degenerujici zarodecné buriky a jsou vyznamné
pfi metamorféze spermatid ve spermie, pfi které fagocytuji zbytek cytoplazmy na konci
spermiogeneze (Johnson et al. 2011).

DalSimi somatickymi parenchymadlnimi bunkami varlat jsou Leydigovy bunky, které
prevladaji v intersticiu mezi semenotvornymi kandlky (Johnson et al. 2011). Jejich hlavni funkci
je produkce steroidnich hormon(, zejména testosteronu, ktery je dilezity pro priabéh
spermatogeneze a ovliviiuje chovani a vyvin samcich sekunddarnich pohlavnich znakd (Holstein

et al. 2003).



Spermatogeneze muzZe byt z hlediska trvani rovnomérné rozdélena na 3 faze:

spermatocytogenezi, meidzu a spermiogenezi (Johnson et al. 1997).

3.1.1 Spermatocytogeneze

Spermatocytogeneze je prvni fazi spermatogeneze. Zacind vyvinem spermatogonii ze
zarodecnych bunék neboli gonocytll, které se nachdzeji pfi bazi semenotvornych kanalka.
Vzniklé spermatogonie se poté pomoci mitdzy nasobi (Johnson 1991).

Déleni spermatogonii ma dvé hlavni funkce. Prvni funkci je produkce zarodecnych
spermatogonii, které vznikaji mitotickym délenim, aby se zachoval jejich pocet pro
nepretrzitou produkci spermii. Druhd funkce spociva v produkci spermatogonii A;, které
produkuji dalsi generace spermatogonii vedouci k produkci primarnich spermatocytli az po
konecné spermie (Johnson 1991; Johnson et al. 1997).

V semenotvornych kandlcich se nachdazeji 3 typy spermatogonii: spermatogonie A,
spermatogonie In (intermedialni) a spermatogonie B. Spermatogonie A se mitoticky déli a
ddvaji za vznik spermatogoniim A1 az A4 (Senger 2005). Spermatogonie As se poté rozdéli a
davaji za vznik spermatogoniim In, které se dale déli za vzniku spermatogonii B.
Spermatogonie B se poté jednou ¢i pravdépodobné dvakrat rozdéli a vznikaji primarni
spermatocyty, které vstupuji do prvniho meiotického déleni. U nékterych druht se klasifikace
spermatogonii mize lisit (Garner & Hafez 2000). Napfiklad u koni se rozlisuji spermatogonie
A1, Az, As, B1 a B (Johnson 1991).

Spermatocytogeneze nepredstavuje zadnou redukci chromozomd, proto z diploidni A;
spermatogonie vznikaji opét diploidni primarni spermatocyty (Morel 2015). Teoreticky lze
z jedné spermatogonie A; ziskat az 64 primarnich spermatocytl (Senger 2005). Nicméné
mnoho spermatogonii béhem spermatocytogeneze degeneruje (Morel 2015). Tato
degenerace je patrna u sezénnich zvirat, jako je napfriklad hiebec, a vyznamné vzrista béhem
nepfipoustéciho obdobi, kdy je pro hiebce charakteristicky nizsi pocet spermii (Johnson 1991;

Johnson & Tatum 1989).



3.1.2 Meiodza

Meidza obecné predstavuje déleni jedné diploidni bunky za vzniku dvou bunék
haploidnich. Tento proces probiha pouze v samcich a samicich pohlavnich Zlazach, kde vznikaji
spermatidy a vajicka, které jsou haploidni. Tento proces také umoznuje vymeénu genetického
materialu mezi chromozémy délici se burniky (Johnson et al. 1997).

Meidza nasleduje po spermatocytogenezi. Zacind u diploidnich primarnich
spermatocytll, kdy z kazdého z nich vznikaji ¢tyfi haploidni kulovité spermatidy. Meidzu lze
rozdélit do dvou fazi: prvni a druhé meiotické déleni. Prvni meiotické déleni zahrnuje
znasobeni a vyménu genetického materialu za vzniku diploidnich sekundarnich spermatocyta.
Druhé meiotické déleni spociva v rozdéleni genetického materidlu za vzniku dvou haploidnich

spermatid z kazdého sekundarniho spermatocytu (Morel 2015).

3.1.3 Spermiogeneze

Spermiogeneze je poslednim stadiem spermatogeneze. Jednd se o proces, pti kterém
jsou spermatidy diferencovany ve spermie (Johnson 1991). Béhem této faze dochazi ke
znaénym zméndm na jadru spermatid, ztraté cytoplazmy a k vyvoji bi¢iku (Holstein et al. 2003).
Spermatidy, produkované druhym meiotickym délenim, se diferencuji z kulovitych bunék
s kulovitym jadrem do bunék, které maji hlavicku protahlého tvaru se zhusténym jadrem
obsahujicim sam¢i genom, vacek obsahujici enzymy urcéené k proniknuti do vajicka (akrozom)
a bicik, ktery spermii zajistuje pohyb (Johnson et al. 2011).

Spermiogeneze je rozdélena do nékolika fazi: Golgiho faze, akrozomalni faze,

prodluZovaci faze a faze maturacni (Johnson et al. 2011).

Golgiho faze

V této fazi Golgiho aparat produkuje proakrozomalni vacky, které se dale
shlukuji v jeden. Takto vznikly akrozomalni vacek pfiléha k jaderné membrané (Garner
& Hafez 2000). Centrioly se presouvaji z cytoplasmy k bazi jadra (Senger 2005).
Proximalni centriola utvari zdklad pro spojeni biciku s hlavickou vznikajici spermie
(Garner & Hafez 2000), zatimco distalni centriola dava vzniknout vyvyjejici se axonemé

(Senger 2005).



Akrozomalni faze

V této fazi se akrozomalni vacek rozsifuje a pokryva pfedni dvé tfetiny povrchu
jadra spermatidy. Vznika tak tenky vacek s dvojitou membranou (akrozom), ktery je
prilnut k jaderné membrané (Garner & Hafez 2000). Golgiho aparat se premistuje
z mista pobliz jadra ke kaudalnimu konci spermatidy, kde nakonec mizi (Senger 2005).

Béhem této faze se z distalni centrioly vytvareji jednotlivé stavebni slozky

axonemy biciku (Garner & Hafez 2000).

Prodluzovaci faze

Spermatidy v této fazi rotuji. Akrozom se nachazi pfi bazi semenotvornych
kandlk( a bic¢ik sméfuje do lumenu. Dochazi ke zploSténi jadra, k jeho prodluzovani a
chromatin jadra se zhustuje (Garner & Hafez 2000). Chromatinu jadra se kondenzuje
na zakladé ndhrady somatickych histon( za protaminy (Dadoune 1995), které maji
polovi¢ni velikost (Fuentes-Mascorro et al. 2000). Histony jsou nahrazovany nejdfive
proteiny TP (transition proteins) (Ward et al. 1989), které jsou v této prodluzovaci fazi
nasledné nahrazeny protaminy (Daduone 1995). Akrozom pfiléhajici k jadru se také
zhustuje a dochazi i k jeho prodluZovani. Tyto zmény jsou doprovazeny premisténim
cytoplazmy do kaudalni oblasti jadra, kde obklopuje proximalni ¢ast vyvijejiciho se
bic¢iku. Uvnitf cytoplazmy se vytvafi na kaudalnim okraji akrozomu docasny valcovity
utvar zvany manzeta, kterd volné obklopuje axonemu. Kolem axonemy se vytvafri
prstenec, ktery se nejdrive formuje blizko proximalni centrioly, ale béhem nasledného
vyvoje migruje kaudalné podél biciku. Mitochondrie, které se dfive nachazely
v cytoplazmé spermatidy, se v této fazi koncentruji blizko axonemy (Garner & Hafez

2000).

Maturacni faze

Béhem této faze se kolem axonemy vytvafri fibrézni pochva. Prstenec se nachazi
mezi spojovaci a hlavni ¢asti biciku, mitochondrie vytvareji mitochondrialni pochvu,
manzeta se rozpada a Sertoliho buriky fagocytuji velkou ¢ast cytoplazmy (Garner &

Hafez 2000).



Tyto morfologické zmény se mohou u rliznych druht mirné lisit, proto jsou i spermie
jednotlivych druhl mirné odlisné (Garner & Hafez 2000).

Dozrdlé spermie jsou Sertoliho burikami uvolfiovany do lumenu varlete a pomoci
rytmickych kontrakci jsou posouvany podél semenotvornych kanalkl, kde jsou michany se
sekrecni tekutinou. V této fazi ztratily znacné mnozstvi cytoplazmy a maji vyvinuty bicik, ktery
neni funkéni do doby, neZz dozraji v nadvarleti (Johnson et al. 1997; Varner & Johnson 2011).

Cely proces vzniku spermii trva u hiebct 57 dni (Swierstra et al. 1974), u byk( 61 dni a
u kance 39 dni (Senger 2005). U lidi trva ptiblizné 70 dni (Heller & Clermont 1964). Probiha ve
vinach zajistujicich jejich nepretrzity prisun pro ejakulaci (Varner & Johnson 2011). Celkova

produkce spermii je zavisla na velikosti varlat nebo na jejich objemu (Morel 2015).

3.2 Stavba spermie

Spermie vzniklé v procesu spermatogeneze jsou urcené k oplozeni vaji¢ka. Pro plnéni
této funkce museji byt vysoce specializované. Béhem formovani ve varlatech a zrani
v nadvarlatech jsou zbaveny vétsSiny organel a také velké ¢asti cytoplazmy (Varner et al. 2015).

Hrebdi spermie dosahuje délky ptiblizné 60 um. Délka byci spermie je 75-90 um,
zatimco muzské spermie a spermie kance dosahuji shodné délky 50-60 um (Schnorr 1996).

Spermie se sklada z hlavicky, kréku a bi¢iku a je cela pokryta plazmatickou membranou

(Pesch & Bergmann 2006).

3.2.1 Plazmaticka membrana

Plazmatickd membrana pokryvad vnéjsi ¢ast spermie. Ackoli je po celém povrchu
spojita, kromé stavu po akrozomalni reakci ¢i smrti spermie, plni v kazdé ¢asti jinou funkci
(Amann & Graham 2011). Pfedstavuje fyzickou bariéru pred vlivy vnéjsiho prostiedi, kterym
je spermie vystavena pfi prichodu sami¢im pohlavnim ustrojim ¢i béhem in vitro manipulace
a skladovani (Gadella 2008).

Zakladem membrany jsou fosfolipidova dvojvrstva, bilkoviny a glykokalyx (Amann &
Graham 2011). Fosfolipidova dvojvrstva je specificka svou hydrofobni ¢asti smérujici dovnitr
buniky a hydrofilni ¢asti smérujici vné (Amann & Pickett 1987). Prevladajici slozkou této

dvojvrstvy jsou fosfolipidy (fosfatidylcholin, sfingomyelin, fosfatidylethanolcholin,



fosfatidylserin, fosfatidylinositol) a cholesterol. Cholesterol napomahd k usporadani
fosfolipid(i do lamel (Amann & Graham 2011).

Bilkoviny jsou propojeny s lipidy a predstavuji 50 % hmotnosti membrany. Mohou byt
do dvojvrstvy integrovany nebo mohou byt navazany na povrch. Nékteré integrované
bilkoviny slouzi jako péry ¢i kandlky skrz membranu nebo jako receptory pro jiné molekuly na
povrchu membrany. Mnoho bilkovin na vnéjSim povrchu membrany obsahuji postranni
fetézce se zapornym nabojem, které maji tendenci pfitahovat a volné vazat jiné proteiny
v médiu. Diky témto adsorbovanym latkam se muaze vnéjsi vzhled v oblasti glykokalyxu ménit
(Amann & Graham 2011).

Povaha fosfolipidli a také jejich pomér k cholesterolu urcuji fluiditu membrany. Pfi
vy$sim obsahu cholesterolu obecné fluidita membrany klesa. Pti béZném obsahu cholesterolu
a rozmisténim integrovanych bilkovin dochazi k lamelovému usporadani fosfolipidd, které je

pro fosfolipidovou dvojvrstvu specifické (Amann & Graham 2011).

3.2.2 Hlavicka

Hlavicka spermie vétSiny savcll ma ovalny (lZickovy) tvar a je zjedné strany
(dorzoventralné) zplostéla. U mysi a krys je hlavicka spermie srpovitého tvaru (Obr. 1)
(Johnson 1991; Varner et al. 2000). U byka dosahuje vellikosti pfiblizné 9 um, u hfebce 5 pum,
u kance 8,5 um (Smollich & Michel 1992) a napfiklad u muze je hlavicka spermie dlouha 3,5-
4,5 um (Holstein & Roosen-Runge 1981). V hlavi¢ce spermie se nachazi jadro s jadernou
membranou, akrozom a postakrozomalni oblast. Obsahuje také plazmatickou membranu.
Tvar hlavicky je primarné ovlivnén tvarem jadra (Amann & Graham 2011).

Jadro zaujima nejvétsi cast hlavicky a obsahuje geneticky materidl ve formé vysoce
kondenzované DNA (Brito 2007). V predni ¢asti se jadro pozvolné zuzuje smérem k hustsi
kaudalni ¢asti a maximalni Sitky dosahuje v centralni ¢asti (Amann & Graham 2011). Jadro
obsahuje vysoce kondenzovany chromatin (DNA a protaminy), ktery predstavuje pouze 5-10 %
objemu somatické buriky (Varner et al. 2015).

Jadro je obklopeno dvojitou jadernou membranou obsahujici nékolik péri (Amann &

Graham 2011), ale ve vétsiné jaderné membrany, zejména v oblasti pod akrozomem a

v postakrozomalni oblasti, se péry nenachazeji (Varner et al. 2015).



Akrozom je membranou ohrani¢enda organela pokryvajici predni 2/3 jddra. Membrana
je rozdélena na vnitini akrozomdlni membranu, ktera prechazi ve vnéjsi. Tyto navazujici
membrany obklopuji heterogenni akrozomalni matrix. Vnitfni akrozomalni membrana je
v tésné blizkosti jaderné membrané, zatimco vnéjsi akrozomdlni membrdna se nachazi pod
plazmatickou membranou. Tyto dvé membrdany se sbihaji v Grovni ekvatoridlniho segmentu
(Gerton 2002). Tento segment se nachdazi kauddlné v oblasti, kde je akrozom tenci.
Neobsahuje zZadné enzymy, ale v této oblasti dochazi ke spojovani plazmatické membrany s
membranou oocytu (Amann & Graham 2011).

Akrozom obsahuje znacné mnoiZstvi hydrolytickych a glykolytickych enzymd.
Nejznaméjsimi akrozomalnimi enzymy jsou proakrozin/akrozin, hyaluronidaza, B-
galaktosidaza, rGzné protedzy, neuroaminidazy, esterdzy, arylsulfatdzy a fosfolipazy A a C.
Obsahuje také velké mnozstvi fosfataz, regulujicich enzym a protein( (Eddy & O’Brien 1994).

Postakrozomalni oblast pokryva kaudalni ¢ast jadra, ekvatoridlni segment akrozomu a
nukledrni prstenec. Tato oblast mlze hrat sekundarni roli prti spojovani spermie
s plazmatickou membrdnou oocytu v pribéhu oplozeni (Amann & Graham 2011).

Nuklearni prstenec se nachazi na kaudalnim konci hlavicky a je to misto spojeni mezi
plazmatickou membranou a membranou jadra (Amann & Graham 2011).

Pti bazi hlavicky se nachazi implantacni jamka, kterd slouzi k ptipojeni kréku (a biciku)
k hlavicce spermie. V pripadé vzniku dvou bic¢ikd mohou existovat i dvé implantacni jamky

(Amann & Graham 2011).

3.2.3 Krcek

Kréek spermie slouZi jako spojovaci segment mezi hlavickou a bicikem (Brito 2007).
Jednad se o kratkou ¢ast méfici priblizné 1 um (Pesch & Bergmann 2006).

Kréek se sklada z proximalni centrioly a nékolik malych mitochondrii. V misté, kde se
dvé kolmé mitochondrie zacinaji stacet do spiraly, prechazi kréek ve spojovaci ¢ast biciku (Brito
2007). Proximalni centriola se sklada z deviti fibril a svird s osou bic¢iku uhel 45-60° (Amann &

Graham 2011).



3.24 Bicik

Bicik je nejdelSi ¢asti spermie a déli se na spojovaci ¢ast, hlavni ¢ast a ¢ast koncovou
(Pesch & Bergmann 2006). Spojovaci ¢ast dosahuje u hrebce velikosti asi 10 um (Amann &
Pickett 1987), u byka zhruba 15 um, u kance 10 um (Smollich & Michel 1992) a napftiklad u lidi
je tomu 5 um (Holstein & Roosen-Runge 1981). Hlavni ¢ast biciku hfebli spermie ma velikost
40 um (Amann & Pickett 1987), u byka 50 um a u kance méti 30 um (Smollich & Michel 1992).
Hlavni ¢ast biciku muzské spermie dosahuje délky 44-50 um (Holstein & Roosen-Runge 1981).
Koncova ¢dast hiebdi spermie méfi priblizné 4 um (Amann & Pickett 1987). Soucasti biciku je
axonema, hladké provazce, fibrézni pochva a mitochondrie (Varner et al. 2015).

Axonema se sklada z mikrotubularnich dubletl, které zprostfedkovavaji pohyb biciku.
Tyto mikrotubuly vybihaji z oblasti kré¢ku pres hlavni ¢ast biciku az po jeho koncovou ¢ast, kde
jsou volné zakoncené. Je tvotfena centrdlnim parem mikrotubuld, kolem néhoz je rozmisténo
9 dubletd. Kazdy dublet je tvofen mikrotubuly A a B, ze kterych vychdzeji dyneinovd
raménka (Brito 2007).

Hladké provazce postupuji od kréku pres spojovaci ¢ast do hlavni ¢asti bic¢iku. Maji
vlaknitou strukturu, kterd zajistuje strukturalni podporu biciku a také jeho pasivni elasticitu pfi
jeho ohybani. Ve spojovaci ¢asti obklopuji axonemu po celé délce. V hlavni ¢asti se hladké
provazce v rlznych mistech zuzuji (Varner et al. 2015).

Fibrézni pochva pokryva celou délku hlavni ¢asti biciku. Slouzi jako rigidni strukturalni
podpora a zajistuje elasticitu bi¢iku. Hraje také daleZitou roli pfi metabolickych jevech. Zacdina
u Jensenova prstence a konci u koncové ¢asti bic¢iku (Varner et al. 2015). Koncova cast je
tvorena pouze centralni axonemou (Garner & Hafez 2000).

Mitochondrie jsou membranové organely, které produkuji energii nezbytnou pro
pohyb spermie (Brito 2007). Cést vzniklé energie je vyuZita i pfi aktivnim transportu latek v
membranach (Garner & Hafez 2000). Nachdzeji se ve spojovaci €asti bic¢iku v podobé
mitochondridlni pochvy. Ta je tvofena mitochondriemi usporadanymi do spiraly (Amann &
Graham 1993). Na kaudalnim konci mitochondridlni pochvy se nachazi annulus (Jensen(v
prstenec), ktery lezi mezi poslednim kauddlnim zdvitem mitochondrie a zacatkem fibrézni

pochvy (Brito 2007).
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Obr.1 Stavba a porovnani spermii hospodarskych zvirat a dalSich obratlovcl (Garner & Hafez

2000).

3.3 Pohyb spermie

Po uvolnéni spermii do lumenu semenotvornych kandalkd nejsou spermie schopny
samostatného pohybu a jsou pomoci peristaltickych pohybl pohanény do nadvarlat, kde
podléhaji maturaénim zménam zahrnujici ziskani motility (Johnson et al. 1978b). Tu savci
spermie ziskavaji na zakladé sekvencnich interakci s proteiny pfitomnymi v epididymalni
tekutiné (Juyena & Stelletta 2012).

U spermii se rozlisuji dva typy pohybu (Turner 2006). Prvnim typem je relativné ptimy
pohyb, ktery je vysledkem symetrického vinéni biciku s nizkou amplitudou. Tento pohyb je
typicky pro Cerstvé ejakulované spermie a je nezbytny pro pohyb spermii smérem dopredu.
Druhym typem je pohyb spermie v kruhu, nebo mlze pohyb spermie opisovat tvar osmy. Pfi
tomto pohybu je vinéni biciku asymetrické a ma vétsi amplitudu. Tento typ pohybu spermie
ziskavaji pri hyperaktivaci a umoznuje jim se odpoutat od epitelu vejcovodu, doputovat
k mistu oplozeni a proniknout do vajicka (Hodder & Liu 2011). Viskozita media, ve kterém se
spermie nachazeji, mlze ovliviiovat frekvenci vinéni bic¢iku (Rikmenspoel 1984).

Progresivni pohyb savéi spermie je vysledkem koordinovaného ohybani biciku ve

vinach. Toto ohybdani zprostfedkovavaji sousedici mikrotubularni dublety, mezi kterymi
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dochazi ke vzdjemnému posunu pomoci dyneinovych ramének (Satir 1974; Satir 1984; Bedford
& Hoskins 1990). Dyneinova raménka obsahuji ATPazu, kterd preménuje chemickou energii
v mechanicky pohyb. Tato energie je ziskavana ve formé ATP, které je produktem dychaciho
fetézce probihajiciho v mitochondriich, nebo se ziskavd jako produkt glykolyzy (Garner &
Hafez 2000).

V neutralni fazi, kdy se bi¢ik nepohybuje, jsou dyneinovd raménka vybihajici
z mikrotubulu A dlouhd a pfipojenda k mikrotubulu B pfilehlého dubletu. Za pfitomnosti ATP
dochdzi k odpojeni ramének od mikrotubulu B a raménka se zdroven zkracuji. Volnd raménka
se poté sklanéji pod uhlem 40°, prodluZuji a znovu pfipojuji k mikrotubulu B v novém misté.
Nastdva kontrakce a pfipojena dyneinova raménka sviraji s dubletem uhel 90°. Dochazi tak ke
klouzavému pohybu predstavujici vzdalenost 16 nm, pfi kterém se dublety v(ci sobé pohybuji
a posouvaji smérem ke konci axonemy. Tento pohyb neprobiha soubézné v celé délce dubletd,
ale je lokalizovdn jen vjejich ¢asti. Dublety 1-4 kontrahuji stfidavé s dublety
6-9, nebo mohou kontrakce probihat kolem deviti dubletli v kruhovém sledu. K odpojeni a
zkracovani ramének dochazi jen za pritomnosti ATP. Sklanéni ramének pod Uhlem 40° a jejich
prodluzovani pfi pripojovani k mikrotubulu B probiha diky hydrolyze ATP, pti které dochazi
k uvolnéni potfebné energie (Amann & Graham 2011).

Pohyb biciku se sklada z rovinného a Sroubovitého ohybani. Pfi rovinném ohybani
bic¢iku dochazi na jedné strané axonemy ke klouzavému pohybu dubletl, zatimco na opacné
strané dochazi k pasivnimu posouvani a relaxaci. V pfipadé Sroubovitého ohybani, pfi kterém
spermie rotuje kolem své osy, dochazi k mirnému krouceni bi¢iku podél jeho hlavni ¢asti. To
je zpusobené aktivaci dyneinovych ramének dublet(, které se kontrahuji kruhové (Amann &
Graham 2011).

Motilita spermii zavisi na nékolika metabolickych drahach a regulaénich mechanismech
(Pereira et al. 2017). Motilitu spermii reguluji zejména Ca?* a cAMP-dependentni
proteinkindza neboli proteinkindza A (Darszon et al. 2001; Darszon et al. 2006). Regulace
motility spermii se uUcastni také adenylylcykldzy, HCOs3’, rGzné membrdnové kanaly a
fosforylace protein(, které dale ovliviuji déje jako je kapacitace, hyperaktivace a akrozomalni

reakce (Pereira et al. 2017).
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3.4 Procesy vedouci k akrozomalni reakci

Pro dosaZeni schopnosti oplozeni a splynuti gamet podléhaji spermie nékolika
maturacnim zméndm, které zahrnuji zejména epididymalni zrani, kapacitaci a naslednou

akrozomalni reakci (Hafez & Hafez 2000).

3.4.1 Epididymalni zrani

Testikularni spermie jsou z varlat transportovany do nadvarlat, kde prodélavaji proces
zrani, pri kterém nabyvaji potencidlni schopnost k oplozeni vajicka. Tento proces zajistuji
epitelidlni buriky nadvarlat, jejichZ funkéni schopnost je ovliviiovana androgeny vylu¢ovanymi
varlaty (Garner & Hafez 2000). Epitelidlni buriky vylucuji tekutinu nahrazujici vétsinu tekutiny,
proteinl a dalSich latek z varlat, které vstupuji do nadvarlete spole¢né se spermiemi (Amann
1987; Robaire & Hermo 1988). VSechny ¢asti nadvarlete museji spermiim poskytnout
optimalni mnoizstvi kysliku, vyZivu, odstranéni odpadnich latek a fyzikalni/biochemickou
ochranu (Marengo 2008).

Epididymalni zrani zahrnuje interakci spermii s proteiny, které jsou syntetizovény a
vylucovany epitelidInimi burikami v rlznych ¢astech nadvarlete (Cornwall 2009). Tyto proteiny
se primo ¢i nepfimo Ucastni zmén probihajici na spermiich pfi jejich prdchodu nadvarletem
(Dacheux & Dacheux 2014). V epididymalni tekutiné rliznych druht byly identifikovany nékolik
stovek proteinl, avsak ne vice nez 20 proteinl predstavuje 80-90 % z celkovych luminalnich
proteinl nadvarlete. U rlznych druh(i se béZzné nachazi nékolik téchto proteinl: lactoferrin,
lipocalin 5 (LCN5, E-RAPB), clusterin, glutathionperoxidasa (GPX5), PTGDS (prostaglandin D2
synthase), transferrin, NPC2 (Niemann-Pick disease, typ C2), PEBP4 (phosphoethanolamine-
binding protein 4), HEXB (B-N-acetyl-hexosaminidase), GST (glutathion S-transferase), gelsolin
(GSN), actin a B-galaktosidasa (GLB1). U lidi zaujima velky procentudlni podil z celkovych
lumindlnich proteind albumin (Dacheux et al. 2006). Koncentrace téchto hlavnich proteind je
rozdilnd v zavislosti na druhu. Lokalni koncentrace proteinu v epididymalni tekutiné obecné
souvisi se sekre¢ni aktivitou epitelu nadvarlete, nicméné koncentrace jednotlivych
vylu¢ovanych protein(i nezavisi pouze na jejich sekreci, ale také na jejich vstfebavani epitelem
nadvarlete (Dacheux et al. 2012).

Sekvencni vylucovani protein podél nadvarlete ma za nasledek postupnou zménu ve

sloZeni protein(l epididymalni tekutiny v jednotlivych ¢astech nadvarlete. Kromé toho je jejich
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sled vylucovani druhové specificky. Nékolik proteind se vsak u rdznych druhl vyskytuji
v podobnych oblastech. V proximalni ¢asti se nachazeji PTGDS, GPX5 a RNASE10, zatimco ve
stfedni a distalni ¢asti Ize nalézt lactofferin, NPC2, gelsolin a nékolik glukosidaz. U nékolik
dalSich proteinl je misto vylu¢ovani druhové rozdilné. Pfikladem m{Ze byt LCN5, ktery je u
mysi primdrné vylucovan v hlavé nadvarlete, ale u byka, berana a kance k sekreci dochazi
v téle a ocasu nadvarlete (Dacheux et al. 2012).

Proteiny epididymalni tekutiny pini nékolik funkci. Jednou z nich je ochrana spermie
béhem priichodu nadvarletem (Dacheux & Dacheux 2014). Nékolik protein(, jako je napfiklad
GPX5 (Taylor et al. 2013), thioredoxin, GSTM1-3, SOD1 a PRDX2-5, brani oxidaci spermii tim,
Ze se Ucastni redukce reaktivnich kyslikovych radikal( (Dacheux & Dacheux 2014). Proteiny B-
defensins (Yamaguchi & Ouchi 2012), lipocaliny a CRES proteiny slouZi jako ochrana pred
napadenim bakteriemi (Wang et al. 2012). Epididymalni proteiny mohou také byt pfimo
soucasti ochrany aktivnich (vaznych) mist na povrchu spermie. Tuto ochranu zajistuje nékolik
proteind s vaznymi vlastnostmi jako clusterin, lactoferrin, transferin, apolipoprotein A-1, PEBP
(phosphatidylethanolamine-binding protein) a nékteré dalsi glykoproteiny, které jsou soucdsti
glykokalyxu spermie. Pokud dojde k jejich odstranéni z povrchu spermie, spermie zacinaji
velmi rychle aglutinovat (Fabrega et al. 2012). Ddle se mohou zminéné proteiny ucastnit
pfenosu molekul nebo mohou slouzit jako pfenasece hydrofobnich latek (Guyonnet et al.
2011).

Prichod spermii nadvarletem zavisi na kontrakcich vyvodnych cest, jejichz frekvence
se pohybuje okolo tfi za minutu. U byku je doba trvani pridchodu spermie nadvarletem okolo
7 dni, u kanct je to 12 dni (Garner & Hafez 2000) a u hifebcl muze byt 8 az 11 dni (Swiestra et
al. 1975). Pokud se zvysSuje frekvence ejakulace, mize se doba snizit o 10 az 20 % (Garner &
Hafez 2000).

Béhem prichodu nadvarletem podléhaji spermie procestim, které vedou ke zvyseni
koncetrace spermii vstazenou na jednotku objemu (Marengo 2008). V odvodnych kandlcich
varlete a také v proximalni ¢asti nadvarlete dochazi k zpétnému vstiebavani vody luminalni
tekutiny varlete (Da Silva et al. 2006). Tento pfenos vody ma za nasledek zvyseni koncentrace
spermii, kdy nejvyssi koncentrace dosahuji v predni ¢asti nadvarlete. Ve varletni siti je
obsazeno 108 spermii/ml, zatimco v chdmovodu se po resorpci vody nachézi 10° spermii/ml.
Dochazi také k modifikaci koncentrace proteint, kterd dosahuje maxima v distdlni ¢asti hlavy

nadvarlete (Fouchécourt et al. 2000; Belleannée et al. 2011; Dacheux et al. 2012).
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Spermie béhem prichodu nadvarletem podléhaji diky sloZeni epididymalni tekutiny
nékolika sekvenénim zméndm. Mezi nejvice patrné morfologické zmény se fadi migrace
protoplazmatické kapénky. Tento pozUistatek bunécné cytoplazmy se ve stfedni ¢asti hlavy
nadvarlete presouvd z oblasti kréku ke konci spojovaci ¢asti bic¢iku spermie. Mechanismus
tohoto procesu neni dosud objasnén, ale stoji za povSimnuti, Ze k nému dochdzi v urcité oblasti
nadvarlete, kde se spermie vyskytuji v nejvétsi koncentraci a kde sekrece proteinl epitelem
nadvarlete je nejvice aktivni (Cooper 2005). Pritomnost této kapénky u velkého mnozstvi
ejakulovanych spermii je projevem jejich nezralosti. Dale dochazi ke zménam na chromatinu
jadra, ktery se zdal byt relativné inertni po kondenzaci v pozdéjsi fazi spermiogeneze, ale
béhem priichodu nadvarletem dochazi k jeho dodate¢nému zpevnéni (Garner & Hafez 2000).

Béhem zraciho procesu dochazi také ke zméndm v zastoupeni lipidd a protein(
plazmatické membrany a povrchu spermie (Scott et al. 1967; Dacheux & Voglmayr 1983). Tyto
zmény probihaji za ucelem ziskdni schopnosti spermie se spojit s vajickem a nasledné vajicko
fertilizovat. Mezi povrchové proteiny se rfadi naptiklad CRISP1 (Cysteine-rich secretory protein,
protein D-E), akrozin, fertilin, IZUMO a SPAM1 (Sperm adhesion molecule 1, PH20). Nékteré
povrchové proteiny jako ADAM rodina proteind (ADAM1/a-fertilin, ADAM2/B-fertilin,
ADAM3/cyritestin) jsou béhem priichodu nadvarletem proteolyticky Stépeny. Vzniklé peptidy
téchto rozstépenych proteinl jsou jednak premistény vrldznych oblastech plazmatické
membrany, nebo jsou uvolfiovany do epididymalni tekutiny, jako v pfipadé ACE (Angiotensin
| converting enzyme), ktery se stava u nékterych druh( hlavnim proteinem této tekutiny (Gatti
et al. 1999). Mezi proteiny lumindlni tekutiny nadvarlete, které se vdzou na povrch spermie,
patfi napriklad CRISP1, katepsin, ADAM7, EPPIN (Epididymal protease inhibitor), MAN2A2
(Alpha-mannosidase), SPAM1, MFGES8 (lactadherin), GPX5 a clusterin. Nékteré tyto proteiny
jsou pomoci elektrostatické interakce adsorbovdny na povrch spermie nebo jsou pfimo
integrovany do plazmatické membrany (Dacheux & Dacheux 2014).

Béhem procesu zrani ziskavaji spermie schopnost progresivniho pohybu (Garner &
Hafez 2000). Motilita spermii je zavisld na intracelularnim cAMP, ktery je produktem
adenylylcyklazy, a na nasledné fosforylaci proteind zahrnujici proteinkinazu A, AKAPs (A-
kinase anchor proteins) a jiné proteiny (Turner 2006; Perino et al. 2012; Esseltine & Scott
2013). Béhem transportu spermii v lumen nadvarlete se hladina intracelularniho cAMP zvysuje
od téla nadvarlete k ocasu (Hoskins et al. 1974; Dacheux & Paquignon 1980; Pariset et al. 1985)

soubézné s metabolickou kapacitou a produkci ATP (Inskeep & Hammerstedt 1982). Klicovymi
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faktory epididymalni tekutiny jsou HCOs a Ca?', které pfimo reguluji koncentraci
intracelularniho cAMP epididymalnich spermii a nasledné aktivuji fosforylaci protein( a tim i
motilitu (Xia et al. 2007).

Terminalni ¢ast nadvarlate slouzi jako zasobdrna spermii. Ocas nadvarlete obsahuje
70% z celkového poctu spermii, zatimco chamovody obsahuji pouhé 2%. Ackoli prostredi
v nadvarleti je pro spermie pfiznivé, jejich uchovani neni trvalé. Spermie, které nejsou
ejakulované, jsou postupné vylu¢ovany do moci. Ty, které nebyly takto eliminovany, postupné
starnou, ztraceji oplozovaci schopnost a motilitu, az nakonec dochazi k jejich rozkladu (Garner

& Hafez 2000).

3.4.2 Semennad plazma

Semenna plazma slouZi jako substrat pro dopraveni spermii do samiciho pohlavniho
Ustroji (Morel 2015) a nasledné zajistuje jejich preziti (Juyena & Stelletta 2012). Uplatiiuje se
dale pfi dozravani spermii (Morel 2015), hraje vyznamnou roli pfi aktivaci a augmentaci
pohybu spermii, plsobi jako nutri¢ni a osmotické medium, zabranuje predcasné aktivaci
spermii, stabilizuje jejich plazmatickou membranu kapacita¢nimi inhibitory (Villemure et al.
2003) a ucastni se také interakce mezi spermii a vajickem (Souza et al. 2008). Biochemické
slozky semenné plazmy jsou vylucovany varletni siti, nadvarlaty a pridatnymi pohlavnimi
zlazami (Mann & Lutwak-Mann 1981). Sekrece méchyrkovité Zlazy utvari u vétsSiny
prezvykavcl hlavni podil ejakulatu (Metafora et al. 1989).

Semenna plazma obsahuje ionty (Na*, K*, Zn*, Ca?*, Mg?*, Cl'), energetické substraty
(fruktézu, sorbitol, glycerylfosfocholin), organické slouceniny (kyselinu citronovou,
aminokyseliny, peptidy, proteiny, lipidy, hormony, cytokiny) a tak dale. V semenné plazmé
prezvykavcl se ddale nachazi amoniak, mocovina, kyselina mocova, kreatinin, kyselina
askorbova a hypotaurin (Mann 1964). Chemické slozeni a funkce sekretu pfidatnych
pohlavnich Zlaz se lisi druhové, dale se maze lisit v ramci druhu mezi jednotlivymi samci, a
dokonce muzZe byt odlisné v rliznych ejakulatech jednoho samce (Aurich et al. 1996). Navic
zastoupeni nékterych slozek semenné plazmy muize byt ovlivnéno vyZivou, managementem
chovu, nebo také metabolickou aktivitou spermii (Juyena & Stelletta 2012).

V semenné plazmé je obsazeno nékolik proteind, jejichz vétSina je produkovana

nadvarlaty a méchyrkovitou Zlazou (Chandonnet et al. 1990). Pfidavani a odstranovani rliznych
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proteind semenné plazmy hraje dllezZitou roli pfi zajisténi stability plazmatické membrany
(Desnoyers & Manjunath 1992), motility (Sanchez-Luengo et al. 2004), kapacitace (Thérién et
al. 1998), interakce mezi vajickem a spermii, a oplozeni (Yanagimachi 1994a).

Velkou rodinu proteint bovinni semenné plazmy predstavuji BSP proteiny (bovine
seminal plasma proteins), které jsou vyluCovany méchyrkovitou zZldzou bykl(. Mezi tyto
proteiny patfi BSP-A1, BSP-A2, BSP A3 a BSP-30 kDa, které predstavuji 70—86 % celkovych
proteinl bovinni semenné plazmy (Moura et al. 2007). BSP-A1 a BSP-A2 sdileji stejnou
primarni strukturu a spolecné jsou oznacovany jako PDC-109 (Esch et al. 1983). Tento protein
zvySuje motilitu spermii, u¢innost Ca?* ATPazy v plazmatické membrané (Sanchez-Luengo et
al. 2004) a také zabranuje predcasné akrozomalni reakci v sami¢im pohlavnim Ustroji tim, Ze
inhibuje aktivitu proteinkindzy C (Yu et al. 2003). Béhem ejakulace se spermie misi s BSP
proteiny, které odstranuji asi 5-8 % cholesterolu z plazmatické membrany, vazi se na cholinové
fosfolipidy, tim zabranuji volnému pohybu fosfolipid( a dochazi tak ke stabilizaci membrany
(Villemure et al. 2003). Po ejakulaci se BSP proteiny vazi na povrch spermie v oblasti akrozomu,
v postakrozomalni oblasti a ve spojovaci ¢asti biciku, coz je dlleZité pro iniciaci motility spermii
(Manjunath et al. 1994). BSP proteiny také zprostfedkovavaji navazani spermii k epitelu
vejcovodu, tim vznikd rezervoar spermii a dochdzi k prodlouzeni jejich schopnosti pohybu
(Gwathmey et al. 2006). BSP navazané na povrchu spermie poté interaguji s lipoproteiny
obsazenymi ve vejcovodu, dochazi tak k dalSimu odstrafiovani cholesterolu z plazmatické
membrany, stejné tak jako k odstrafiovani BSP, jez jsou na membrdanu navazany (Thérien et al.
2001). Tato reakce zplsobuje destabilizaci plazmatické membrany a dochazi ke zvyseni jeji
propustnosti pro Ca?* (Manjunath & Thérien 2002).

Homolognimi proteiny BSP protein( jsou u berana RSP proteiny (ram seminal plasma
protein) (Bergeron et al. 2005) a u kozla GSP proteiny (goat seminal plasma protein) (Villemure
et al. 2003). U hiebce se nachazeji proteiny HSP-1 a HSP-2 (nyni zndmé jako SP-1 a SP-2)
(Ekhlasi-Hundrieser et al. 2005), jeZ jsou orthology BSP protein(l (Topfer-Petersen et al. 2005).
HSP-1 a HSP-2 se fadi mezi kratké seminalni proteiny Fn-2 typu (fibronectin type Il) (Ekhlasi-
Hundrieser et al. 2005). Semenna plazma hiebce obsahuje celkem osm HSP proteint (horse
seminal plasma protein), jimiz jsou proteiny HSP-1 az HSP-8 (Topfer-Petersen et al. 2005). HSP-
3 patfi do rodiny CRISP proteind (Schambony et al. 1998) a ucastni se primo fuze vajicka a

spermie (Ellerman et al. 2002).
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Semennd plazma bykd, hiebcl a kancl obsahuje proteiny patfici do rodiny
spermadhesin(l (Topfer-Petersen et al. 1998). Tyto proteiny jsou produkovany méchyrkovitou
zlazou a jsou vazany na povrch spermie (Teixeira et al. 2006). U kance se vyskytuje pét protein(
AQN-1, AQN-3, AWN, PSP-1 a PSP-II (Topfer-Petersen et al. 1998). U skotu se nachazeji pouze
dva spermadhesiny, jimiz jsou aSFP (SPADH1) a Z13 (SPADH2) (Haase et al. 2005). Homolognim
proteinem kan¢iho AWN je u hfebce protein HSP-7 (Reinert et al. 1996). Spermadhesiny AQN-
1, AQN-3 a AWN jsou proteiny vazajici heparin a pokryvaji povrch spermie, ¢imz nad
akrozomem stabilizuji plazmatickou membranu a béhem kapacitace jsou uvolfiovany (Sanz et
al. 1992; Dostalova et al. 1994; Calvete et al. 1997). AQN-3 tvofi ¢ast komplexu faktoru
inhibujiciho motilitu spermii (lwamoto et al. 1995). AWN se nejspiSe ucastni interakce mezi
spermii a zona pellucida v pribéhu fertilizace (Rodriguez-Martinez et al. 1998).

V semenné plazmé berant se dale nachazi protein nazyvany calsemin. V pritomnosti
tohoto proteinu, ktery se svou povahou podoba calmodulinu, mdzZe diky plsobeni Ca?* nastat
stimulace flagelarni aktivity (Bradley & Forrester 1982).

Osteopontin je dalSim proteinem nachdzejici se v semenné plazmé byku. Je vylu¢ovan
ampuli chdmovodu a méchyrkovitou zlazou (Cancel et al. 1997). Véfi se, Ze se pfi ejakulaci vaze
na spermii a zastava zde navazan do doby, neZ spermie doputuje k mistu oplozeni, kde se
Ucastni interakce mezi spermii a oocytem (Souza et al. 2008).

Seminalplasmin byl izolovdn z bovinni semenné plazmy (Reddy & Bhargava 1979) a
jeho biosyntéza probihd v méchyrkovité Zlaze bykl (Wempe et al. 1990). Tento protein, také
znamy jako caltrin, pusobi jako reguldtor transportu vapenatych iontli na bycich spermiich
(Sitaram et al. 1997) a jeho pfitomnost na plazmatické membrané hraje vyznamnou roli pfi
akrozomalni reakci (Clark et al. 1993). Jedna se také o protein inhibujici transkripci. Reguluje
mikrobialni ¢innost tim, Ze inhibuje jejich rast, stejné tak jako syntézu bakteridlni nukleové
kyseliny a proteinu (Scheit et al. 1985), a také tim, Ze zvySuje propustnost jejich membrany
(Sitaram et al. 1992).

Semenna plazma obsahuje také nékolik proteini zndmych jako ,prvni poslové®, ktefi
se vazi na specifické receptory na povrchu spermie. Tyto proteiny tak reguluji dllezité
intracelularni signdlni drahy a tim moduluji kapacitaci (Fraser et al. 2005, 2006). Nejprve
urychluji kapacitaci a poté inhibuji spontanni ztratu akrozomu. Jako prvni poslové ovliviiuji
produkci druhych posl(, jako je cAMP, pomoci adenylylcykldzy v draze regulované proteinem

G a tim urychluji kapacitaci (Fraser et al. 2005). Mezi tyto prvni posly patfi FPP (fertilization-
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promoting peptid), adenosin, kalcitonin a angiotensin Il (Fraser et al. 2005, 2006). Ty molekuly,
které inhibuji produkci cAMP, inhibuji i spontanni akrozomalni reakci (Fraser et al. 2003, 2005).

Soucasti semenné plazmy jsou molekuly, které pokryvaji a stabilizuji povrch spermie za
Ucelem predejit predcasné kapacitaci. Tyto molekuly jsou obecné oznacovany jako
vazi na cholinové fosfolipidy spermie a jsou poté odstrafiovany spolecné s cholesterolem a
fosfolipidy pomoci heparinu ¢i slozek genitalniho traktu kravy (Thérien et al. 1998). DalSimi
dekapacitacnimi faktory jsou CRISP proteiny, které interaguji se spermiemi v nadvarleti stejné
tak jako i v semenné plazmé. Tato rodina protein( dokdaZe blokovat iontové kandly plazmatické
membrany spermie (Roberts et al. 2006), ¢imz inhubuje fosforylaci tyrosinu a jejich kapacitaci
(Roberts et al. 2003). Dekapacitacni efekt ma i glykodelin-S, cozZ je hlavni glykoprotein muzské
semenné plazmy. Tento glykoprotein sniZuje odstranovani cholesterolu indukované
albuminem a cyklodextrinem, a tim potlacuje kapacitaci (Chiu et al. 2005). Semenna plazma
tak obsahuje kapacitacni stimuldtory i inhibitory. V sami¢im pohlavnim Ustroji pak dochazi
k potlacovani i stimulovani kapacitace za ucelem zajiSténi dostatecného mnoizstvi spermii

schopnych oplozeni (Bailey 2010).

3.4.3 Kapacitace

Proces kapacitace, ktery fyziologicky probiha v samicim pohlavnim ustroji, se sklada ze
sérii biochemickych a membrdnovych zmén, které pfipravuji spermii nejprve k akrozomalni
reakci a nasledné k fertilizaci oocytu (Baldi et al. 2000). Tento proces, mimo jiné, zahrnuje
zménu ve sloZeni lipidd, povrchovych vlastnosti a fluidity plazmatické membrany. Dochazi
k odstranéni cholesterolu z plazmatické membrany a zvy$eni jeji propustnosti pro Ca?*. Dle
zahrnuje zvySeni pH, aktivaci kaskad druhotnych poslt (de Lamirade et al. 1997; Darszon et al.
2001; Suarez & Ho 2003a) a také dochazi ke zméné pohybu spermii (Felix 2005).

Odstranéni cholesterolu z plazmatické membrany savéi spermie ma za nasledek zménu
jeji fluidity a diky tomu je plazmatickd membrana propustna pro urcité ionty jako je HCOs a
Ca®*. Tento proces je nasledovan stimulaci adenylylcyklazy, kterd ve spermii zvysuje hladinu
intracelularniho cAMP. cAMP aktivuje proteinkindzu A, kterd pfimo ¢i neptfimo ovliviiuje

aktivitu tyrosinkinazy a fosfatazy, coz nakonec vede ke zvyseni fosforylace tyrosinu. Této
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signalni drahy se ucastni také nékolik dalSich signalnich molekul jako je proteinkinaza C,

fosfodiesteraza (PDE) a dalsi kindzy a fosfatazy (Katska 2000).

Role receptorll G proteinu

Mezi rodinu receptorl spfazenych s G proteinem (GPCR-G protein coupled receptor)
patfi adenosinovy receptor a receptor kalcitoninu (Katska-Ksigzkiewicz 2007). U spermii se
nachdzeji dvé populace adenosinovych receptor(, stimulaéni A;a a inhibi¢ni Aj. Stimulaéni
adenosinovy receptor je aktivni pouze u nekapacitovanych spermii a inhibi¢ni u spermii
kapacitovanych. Adenosin u nekapacitovanych spermii stimuluje adenylylcyklazu a cAMP,
zatimco u kapacitovanych spermii dochazi zase diky jeho plsobeni k jejich inhibici (Adeoya-
Osiguwa & Fraser 2002). Stejné tak plsobi i FPP (fertilization-promoting peptide) (Fraser et al.
2005). Receptory kalcitoninu se vyskytuji pouze v jedné populaci, kterd také reguluje
adenylylcykldzu a cAMP stejné jako FPP a adenosin (Adeoya-Osiguwa & Fraser 2003; Fraser et
al. 2005, 2006).

Role angiotensinu Il

Angiotensin Il patfi mezi prvni posly, které obsahuje semenna plazma. Tento peptid
urychluje kapacitaci u nekapacitovanych spermii (Fraser & Osiguwa 2004; Fraser et al. 2005).
Navazani angiotensinu Il na specificky receptor stimuluje u kapacitovanych i nekapacitovanych
spermii cAMP (Mededovic & Fraser 2004), coz je pravdépodobné zplsobeno zménou

koncentrace intraceluldrnich Ca?* (Mededovic & Fraser 2005).

Role PAF a PAF-AH

PAF (platelet-activating factor) je dllezity signalni fosfolipid nachdazejici se u spermii
mnoha laboratornich i hospodarskych zvitat stejné tak jako u ¢lovéka. PAF se vaze na cilové
buriky, dochdzi ke zvySenému rozkladu PIP; (fosfatidylinositol 4,5-bisfosfat) a ve spermiich
vznika diacylglycerol (DAG) a inositol 1,4,5-trifosfatu (IP3), coz vede k mobilizaci vapniku
(Kordan et al. 2003). Vysledek plsobeni PAF na bunky spermie je zvySeni intracelularniho
vapniku, coz je nezbytné pro hyperaktivaci pohybu spermii (Ricker et al. 1989). PAF-AH (PAF-
acetylhydrolase) se rfadi mezi dekapacitacni faktory (Zhu et al. 2006; Roudebush 2007).
Odstranéni tohoto enzymu béhem kapacitace podporuje syntézu PAF, coZ ma za nasledek

zvyseni motility spermii a jejich schopnosti oplozeni (Roudebush 2007).

20



Role Ca%* iontl

Vapenaté ionty ovliviuji rizné funkce spermii jako motilitu, kapacitaci a schopnost
oplozeni (Kagtska-Ksigzkiewicz 2007). BEhem kapacitace se zvysuje jejich koncentrace. Dochazi
ke snizeni odtoku Ca?* z buriky diky inhibici Ca?* ATPazy, dale ke zvyseni propustnosti Ca?* pfes
plazmatickou membranu diky jeji destabilizaci zplsobenou odstranénim cholesterolu a
dochazi i ke zvy$enému transportu Ca?* diky aktivaci pfenosovych kanal( (Jagannathan et al.
2002; Felix 2005). V plazmatické a akrozomalni membrané savcich spermii se nachazi nékolik
vapnikovych kanald. Cay (voltage-gated Ca?*) kanaly jsou fizené membranovym napétim a
jedna se transmembranové proteiny, které se oteviraji na zakladé depolarizace membrany a
umoznuji tak prichod vapenatych iontl z extraceluldrniho prostoru do burnky. Na zakladé
jejich elektrofyziologickych a farmakologickych viastnosti se Cay kanaly déli na T-typ kanaly ¢i
LVA kandly (low-voltage activated) a na kanaly HVA (high-voltage activated). Na zvySovani
propustnosti vapenatych iontld se muZe podilet serum albumin. DalSim potencidlnim
mechanismem regulace Ca, kanall béhem kapacitace spermii je fosforylace (Felix 2005).
Proces kapacitace koreluje se zvySenim fosforylace tyrosinu (Ficarro et al. 2003).

Mnozstvi extraceluldrniho Ca?* potfebné k ziskani biologicky detekovatelné odpovédi
se lisi mezi petidy patfici mezi prvni posly. FPP se mliZe vazat na spermii v médiu s deficitem
Ca?*, ale aby doslo k stimulaci kapacitace je zapotfebi minimalné 90 uM vépenatych iont. Na
rozdil od FPP, kalcitonin dokaze stimulovat produkci cAMP a kapacitaci v médiu, kde se Ca®*

nachéazi ve stopovém mnoZstvi (Adeoya-Osiguwa & Fraser 2003). Rozdil v poZadavcich na Ca%*

2000; Fraser et al. 2005). Na pfitomnost Ca?* jsou také zavislé enzymy, jako je fosfolipaza A; a

proteinkindza C nachazejici se ve spermiich (Felix 2005).

Role calmodulinu a 1,4,5-trifosfatu (IP3) béhem mobilizace intraceluldrnich Ca%*

Calmodulin je protein, ktery na sebe vaZe Ca?* a tento komplex reguluje aktivitu
enzymd, jako jsou Ca?*/calmodulin dependentni proteinkindzy (Bendahmane et al. 2001). Na
bi¢iku muzské spermie je pfitomnd Ca®'/calmodulin dependentni proteinkindza 1V, jejiZ
aktivita se béhem kapacitace spermii zvySuje (Marin-Briggiler et al. 2005). U kance se
kapacitace a akrozomalni reakce spermii G€astni Ca?*/calmodulin dependentni proteinkinéza

Il (Ito et al. 2004). Pokud se calmodulin pfida do kapacitacniho média, dochazi ke stimulaci
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adenylycyklazy, coz ma za nasledek zvySovani hladiny cAMP a ndasledné zvySovani fosforylace
tyrosinu (Zeng & Tulsiani 2003).

IP; receptory jsou vapnikové kanaly, jejichZ otevirani je regulovdno Ca®* a IPs. Ca*
z cytosolu se vazi na IPs receptory na dvou riznych mistech. IP3 podporuje otevirani kanalu na
zékladé toho, zdali se Ca?* vadie na stimuladni ¢&i inhibi¢ni misto receptoru. Inhibice IP3
receptord pomoci Ca?* pravdépodobné vyZaduje dodatecny protein, jimz mizZe byt
calmodulin. Jedna ¢ast calmodulinu se miZe vdzat na IP3 receptor, zatimco druha jeho ¢ast
vaze Ca?* a poté interaguje s dal$im mistem receptoru, co? zplsobuje inhibici (Taylor & Laude

2007).

Role HCO3 a albuminu

Pritomnost HCO3™ a albuminu v kapacitaénim médiu in vitro je nezbytna pro zacatek
kapacitace (Harrison 1996). HCO3™ vstupujici do spermie aktivuje adenylycyklazu, coz vede ke
zvySeni hladiny cAMP a k aktivaci proteinkindzy A, ktera pfimo ¢i neptfimo aktivuje drahu
tyrosinkinazy, jejiz vysledkem je fosforylace tyrosinu. Albumin podporuje odstrafovani
cholesterolu z plazmatické membrany (Chen et al. 2000; Visconti et al. 2002).

V procesu kapacitace pIni HCOs  nékolik funkci. Béhem kapacitace zvySuje
intracelularni pH (Zeng et al. 1996; Cross & Razy-Faulkner 1997), zvySuje hladinu
intracelularniho cAMP tim, Ze aktivuje adenylycykldzu, ddle vyvolava rychlou a reversibilni
zménu ve sloZeni lipid( plazmatické membrdany a Ucastni se i jeji hyperpolarizace (Jha et al.

2003).

Hyperaktivace

Hyperaktivace pohybu spermii se ¢asto objevuje béhem procesu kapacitace (Suarez &
Ho 2003a). U nékolika domacich druh( zvifat dochdzi k uchyceni spermii na mukdznim
epitelu kréku vejcovodu, coz ma slouZit jako rezervoar spermii do doby, neZ vajicko do
vejcovodu vstoupi (Suarez 2002). Diky hyperaktivaci jsou spermie schopné se odpoutat od
epitelu vejcovodu, postupovat jeho mucindéznim prostfedim a nasledné penetrovat matrix
cumulus oophorus a zonu pellucida oocytu (Ho & Suarez 2001; Suarez & Ho 2003a,b). Studie
ukazaly, Ze vinéni bic¢iku typické pro hyperaktivované spermie zlepSuje jejich progresivni
pohyb ve viskoelastickém prostredi, jimzZ jsou ve vejcovodu vystaveny (Suarez & Dai 1992;

Suarez & Ho 2003b). Iniciace hyperaktivace se nejspiSe Ucastni chemotaktické a termotaktické
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faktory (Eisenbach & Giojalas 2006), nebo primarnim inicidtorem hyperaktivace mize byt
alkalické prostfedi, jez se ve vejcovodu nachazi (Ho & Suarez 2001; Ho et al. 2002).

Pro aktivovanou a hyperaktivovanou formou motility se nachazeji rizné signalni drahy.
Aktivovana forma motility vyuzivd cAMP-sAC (soluble adenylyl cyclase)-PKA signalni drahu a
vyZaduje relativné nizkou koncentraci Ca?* pro fosforylaci protein( bi¢iku. Hyperaktivovand
forma vyZaduje zvy$enou koncentraci Ca%* (Lindermann & Kanous 1989; Marquez & Suarez
2004) a nevyzaduje cAMP (Ho et al. 2002; Suarez & Ho 2003a) nebo sAC (Hess et al. 2005).

Rizeni hyperaktivace se nejspise U€astni zvy$ené extracelularni pH, coz vede ke zvy$eni
intracelularniho pHi a to ma za nasledek aktivovani vapnikovych kanald (Kirichok et al. 2006;
Maquez & Suarez 2007). V hlavni ¢asti biciku spermie se nachazeji ¢tyfi CatSper kanaly, diky
kterym dochazi ke zvySovani Ca?* v cytosolu (Qi et al. 2007). Signélni drahy hyperaktivace a
akrozomalni reakce jsou rozdilné a tyto procesy mohou probihat nezavisle (Luconi & Baldi
2003; Marquez & Suarez 2004), ale zvyseni intracelularniho pH se zdd byt inicidtorem obou

téchto déjli (Varner & Johnson 2011).
Fosforylace tyrosinu a polymerizace aktinu

Fosforylace proteinl hraje dulezZitou roli pfi klicovych regulacnich mechanismech
riznych bunéénych procest (Pawson 2004) a jak jiz bylo zminéno, je vyznamnym déjem
kapacitace, pri které dochazi k fosforylaci tyrosinu u znaéného mnozstvi proteind (Ficarro et
al. 2003). Tato fosforylace se objevuje u proteind hlavi¢ky spermie a také u proteind biciku
(Suarez & Dai 1995; Urner & Sakkas 2003), kde hraje dllezZitou roli pfi hyperaktivaci (Bailey
2007). Ve fibréozni pochvé se nachazeji dva ¢lenové rodiny obsahujici tyrosin, které jsou
oznacovany jako AKAPs proteiny (A kinase anchoring proteins). Tyto proteiny vazi
proteinkindzu A a mnoho dalSich signdlnich enzyma biciku spermie. BEhem kapacitace jsou
tyto ¢lenové AKAPs protein( fosforylovany a reguluji tak signalni transdukci (Carrera et al.
1996; Visconti et al. 2002; Bailey 2007). Ve fibrozni pochvé biciku spermie se nachazi protein
vazajici vadpnik oznafovany jako CABYR, ktery je béhem kapacitace také na tyrosinu
fosforylovan (Naaby-Hansen et al. 2002). Ve spojovaci ¢asti bic¢iku se nachdzi PHGPx
(phospholipid hydroperoxide glutathione peroxidase) a fosforylace tyrosinu tohoto enzymu
béhem kapacitace hraje roli pfi hyperaktivaci pohybu spermii (Nagdas et al. 2004). Mezi
fosfotyrosinové proteiny patti protein obsahujici valosin (VCP-valosin-containing protein),

ktery se premistuje z oblasti kr¢ku spermie do predni Casti hlavicky a mozna se ucastni
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akrozomalni reakce (Ficarro et al. 2003). DalSi fosfotyrosinové proteiny mohou byt soucasti pfi
rozpoznavani a navazani spermii na zonu pellucidu (Aisquith et al. 2004). Enzym scrambldza,
ktery mze byt aktivovan pomoci fosforylace tyrosinu, je zodpovédny za rozruseni
fosfolipidové dvojvrstvy a za aktivaci fosfolipazy (Gadella & Harrison 2000; Gadella et al. 2001).

Fosforylace tyrosinu proteinl spermie je aktivovana vysokymi hladinami cAMP, ktery
reguluje proteinkindzu A (Urner & Sakkas 2003). Pti fosforylaci tyrosinu se uplatiuje i
proteinkindza C (Breitbart 2003). Fosforylaci tyrosinu a kapacitaci mohou spoustét i ROS
(reactive oxygen species), mezi které patfi Oz, H.0; (Bize et al. 1991; de Lamirande & Gagnon
1993) a NO (Herrero et al. 1999).

Polymerizace aktinu je zavisla na fosfolipaze D, kterd je regulovana proteinkindzou A a
proteinkindzou C (Cohen et al. 2004). Usporadani filament tvofenych aktinem, které se
nachazeji v periakrozomalnim prostoru, zabraniuje pred¢asnému spojovani vnéjsi akrozomalni
membrany s plazmatickou membranou spermie v prlibéhu kapacitace. K tomu, aby nastala
akrozomalni reakce, je nezbytnd depolymerizace aktinu (Breitbart et al. 2005).

Ackoli proteinkindza A nebo proteinkinaza C vede k polymerizaci aktinu, pro optimalni
pribéh kapacitace spermii je potfeba udrzeni rovnovahy mezi témito dvéma signdlnimi
drahami. Proteinkindza A podporuje kapacitaci, ale brzkd aktivace proteinkindzy C dokaze
pribéh kapacitace ohrozit. Proto je nezbytnd inhibice aktivity proteinkinazy A ke konci
kapacitace za ucelem dosazeni aktivace proteinkinazy C, ktera predchazi akrozomalni reakci

(Breitbart et al. 2005).
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3.5 Akrozomalni reakce

Akrozomalni reakce nastavd bezprostfedné po navazani kapacitované spermie na
oocyt (Gadella et al. 2001). Jednd se o proces, pri kterém dochazi ke splynuti plazmatické
membrany spermie s vnéjsi akrozomalni membrdnou v nékolika mistech. Tato fuze probiha
postupné v rliznych oblastech akrozomu. Splynutim membran vznikaji hybridni vezikuly, které
vytvareji péry, pres které ndsledné dochazi k uvolnéni obsah akrozomu (Tulsiani et al. 1998;
Abou-Haila & Tulsiani 2000). Hydrolytické enzymy, které se timto uvolni, jsou nezbytné
k rozruseni matrixu ZP (zona pellucida), coz umoznuje spermii penetrovat ZP a vstoupit do
perivitelinniho prostoru (Florman & Ducibella 2006). Mezi hydrolytické enzymy, které takto
rozrusuji ZP, patfi naptiklad akrozin, coz je protedza podobna trypsinu (Florman & Ducibella
2006). Akrozin je v inaktivni formé oznacCovany jako proakrozin, ktery ma vysokou afinitu k ZP.
Proto proakrosin zlepSuje schopnost navazani spermie na ZP (Senger 2005). Pokud by vsak
doslo k prfed¢asné akrozomalni reakci (pfed navdzanim na ZP), enzymy by byly ztraceny a
spermie by nebyly dale schopné penetrovat pres ZP a tim by byla ztracena i jejich schopnost

oplozeni (Gadella et al. 2001).

3.5.1 Spoustéci mechanismus

Spermie obsahuji nékolik receptorl jako napriklad P2-purinoreceptor, ktery je
aktivovan extracelularnim ATP. DalSimi receptory jsou EGFR (epidermal growth factor
receptor), angiotensin |l receptor, progesteronem aktivovany CatSper, coz je specificky
vapenaty kandl spermie, a receptory sprazené s G proteinem jako je LPA-R (lysophosphatidic
acid receptor). Tyto receptory zpUsobuji zvy$eni koncentrace intracelularnich Ca%*, ¢&imi
dochazi ke spusténi akrozomalni reakce. Na tyto receptory se vazi ligandy, které se nachazeji
v samic¢im reprodukénim ustroji v takové koncentraci, kterd by akrozomalni reakci spustila
(Breitbart & Shabtay 2018).

Akrozomalni reakce je vyvolana primarné ZP a probiha na zakladé vazby ligandu ZP na
povrchovy receptor spermie, coz vede ke stimulaci signdlni transdukce a nasledné dochazi k
akrozomalni exocytéze (Yanagimachi 2011). U vétSiny savch obsahuje ZP tfi glykoproteiny
oznacujici se jako ZP1, ZP2 a ZP3 (Bleil & Wassarman 1980, 1983; Wassarman 1988). Harris et
al. (1994) pro oznaceni protein(i ZP pouzivaji jinou nomenklaturu a rozdéluji je jako ZPA, ZPB
a ZPC. Peptidova slozka téchto glykoproteinli je mezi druhy stejna, ale diky posttranslacni
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modifikaci, jako je glykosylace, dochazi k druhové heterogenité, diky niZ je jejich vazebna
afinita druhové specificka (Sinowatz et al. 2001). Napfiklad u bovinni spermie nemusi byt
glykosylace ZP3 pro indukci akrozomalni reakce nezbytné nutnd (Hinsch et al. 2005). Interakce
mezi spermii a ZP se Ucastni proteiny plazmatické membrany spermie a spociva v
jejich rozpoznavani cukerné slozky ZP3 (Miller et al. 1992; Wassarman 1999). Zatimco ZP3 se
povaZuje za stéZejni signdlni molekulu spoustéjici akrozomalni reakci, ZP2 se muize Ucastnit
navazani na ZP (Wassarman 2005).

Navazani spermie na ZP se Ucastni membrdnové proteiny, které jsou pomoci GPI kotvy
kovalentné pripojeny na membranové lipidy (Thaler & Cardullo 1995). Jednim takovym
proteinem je PH20, ktery je oznacCovan také jako SPAM1 (Sun et al. 2019). Jedna se o
hyaluronidasu, kterd hraje roli pfi navazani spermie na ZP a také pfi jejim rozrusSeni (Thaler &
Cardullo 1995). U kanc( se ukazalo, Ze isoformy AQN-3 (spermadhesinu), P47 (kan¢i homolog
SED-1), fertilinu B a peroxiredoxinu jsou klicovymi proteiny, které reguluji navazani
kapacitované spermie na ZP (van Gestel et al. 2007).

Ackoli je ZP povaZzovana za primarni ligand vazajici se na receptor pfitomny na povrchu
predni ¢asti hlavicky kapacitované spermie (Yanagimachi 1994b; Tulsiani et al. 1997; Tulsiani
& Abou-Haila 2001), akrozomalni reakci mohou vyvolavat také dalsi latky, se kterymi se
spermie setkavaji béhem oplozeni in vivo (Abou-Haila & Tulsiani 2009). Takovou latkou mlze
byt progesteron, ktery je produkovan béhem ovulace. Tento hormon se vaze na receptor
plazmatické membrany spermie, ¢imz spousti akrozomalni reakci (Lenz et al. 1983; Roldan &
Fraser 1998). Prostaglandiny a glykosaminoglykany pritomné ve folikularni tekutiné a sekretu
kumularnich bunék mohou téz akrozomalni reakci vyvolat (Yanagimachi 1994b; Tulsiani et al.
1998). Dalsimi agonisty mohou byt epidermalni rlistovy faktor, atriopeptin, PAF, ATP (Abou-
Haila & Tulsiani 2009) a angiotensin Il (Gur et al. 1998).

Akrozomalni reakci in vitro mohou indukovat napfiklad vapnikovy ionofor,
neoglykoproteiny ¢i lektiny (Tarin & Trounson 1993). Vapnikovy ionofor indukuje akrozomalini
reakci tim, Ze otevird vdpnikové kandly, které umozZriuji vstup Ca?* (Abou-Haila & Tulsiani
2009).

Plisobenim progesteronu dochdzi k influxu Ca?* stejné jako diky pGsobeni ZP. Tudi? se
zda byt, Ze tento mechanismus prenosu vapenatych kationtl je podobny (Garcia & Meizel
1999; Kirkman-Brown et al. 2002). Pti akrozomalni reakci, kterda je vyvolana pomoci

progesteronu, se uplatiiuje draha tyrosinkindz (Bonaccorsi et al. 1995; Garde & Roldan 1996;
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Garcia & Meizel 1999) a GABA (gamma aminobutyric acid) A-like receptoru (Shi & Roldan
1995; Kuroda et al. 1999) jako mediator( Ca?*, ktery spousti akrozomalni reakci (Abou-Haila &
Tulsiani 2009). U akrozomalni reakce spusténou ZP dochazi k influxu Ca?* pomoci vapnikovych
kandll fizenymi napétim (Florman et al. 1989), ale u akrozomalni reakce vyvolanou
progesteronem nebyl tento mechanismus popsan (Garcia & Meizel 1999). Zasadni rozdil mezi
akrozomalni reakci spusténou progesteronem a ZP spocivd na povaze jejich receptord.
V pfipadé akrozomalni reakce vyvolanou ZP se uplatiuji G proteiny, ale nemusi se ucastnit pfi
indukované akrozomalni reakce progesteronem (Wassarman 1999). Diky témto rozdilim je
mozné, ze akrozomalni reakce vyvolana plsobenim progesteronu a ZP muze byt regulovana
nezavislym mechanismem (Abou-Haila & Tulsiani 2009).

Kromé indukované akrozomalni reakce mize akrozomalni reakce probihat také bez
vnéjsiho stimulu (agonisty) a je oznacovana jako spontanni (Yanagimachi 1994b). U spermii se
vyskytuji mechanismy, které zabranuji spontanni akrozomalni reakci. Jednim z nich je jiz
zminovana polymerace aktinu, kterd probiha béhem kapacitace (Breitbart & Shabtay 2018).
Samovolné akrozomadlni reakci zabrariuje také Ca?*/calmodulin dependentni kindza I
(CaMKIl), jejiz inhibice béhem kapacitace u bovinnich spermii vyrazné spontanni akrozomalni
reakci spousti (Rotfeld et al. 2014). V podminkach in vitro mize dojit ke spontanni akrozomalni
destabilizovanou plazmatickou membranu (Gadella et al. 2001).

Spoustéciho mechanismu akrozomalni reakce se Ucastni jiz zminované G proteiny,
které se u savcich spermii nachazeji v riznych oblastech, jez zahrnuji i akrozom a ekvatorialni
segment (Garty et al. 1988; Glassner et al. 1991; Merlet et al. 1999). G; proteiny jsou pfimo
aktivovany pomoci ZP3 (Wilde et al. 1992), diky ¢emuz dochazi k alkalizaci spermie, pfi které
se zvysSuje intraceluldrni pH (Arnoult et al. 1996a). Depolarizace membrdany spolu s alkalizaci,
kterou zpUsobuji Gi proteiny, jsou zodpovédné za otevieni vapnikovych kanall T-typu (Arnoult
et al. 1996b). G; proteiny inaktivuje pertusovy toxin, coz je bakterialni toxin, ktery blokuje
spusténi akrozomdlni reakce ZP3. Diky inaktivaci Giproteint nedochazi k otevieni vdpnikovych
kandlt, ¢imZ nedochazi k influxu Ca%* a zvy$eni jejich koncentrace uvnitf spermie nezbytné pro

spusténi akrozomalni reakce (Bailey & Storey 1994).
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3.5.2 Signalni transdukce

Jak jiz bylo zminéno, navazani kapacitované spermie na ZP oocytu spousti kaskadu
signalnich drah. Ty spodivaji ve zvySovani koncentrace intracelularnich Ca®*, coz ma za
nasledek aktivaci druhych posla, ktefi ovliviiuji dale priibéh udélosti, které vrcholi akrozomalni
reakci (Florman et al. 2008; Abou-Haila & Tulsiani 2009).

Watson et al. (1995) zjistovali u spermii berana distribuci Ca?* béhem akrozomélni
reakce. Na zakladé toho uvadéji, ze se Ca?* béhem akrozomalni reakce primarné nachazi na
vnéjsi akrozomalni membrdné a jak pribéh akrozomalni exocytézy dale postupuje, dochazi
k redistribuci Ca?* do pFedni &asti mezi vnéjsi akrozomdlni membrdnu a plazmatickou
membranu, kde pfi akrozomalni reakci nastava jejich fuze. Tato distribuce nasvédcuje tomu,
Ze se Ca’* pfimo Ucastni fuze membran vedouci k akrozomalni exocytdze.

Akrozomalni reakce vyZaduje spiSe vy3si hladinu intraceluldrnch Ca?*, jejichz
koncentrace se pohybuje viadu mM. U kapacitovanych spermii se koncentrace
intracelularnich Ca?* pohybuje pomérné v nizdich hodnotich (uM), proto neZ dojde
k akrozomalni reakci, musi extraceluldrni Ca%* projit skrz plazmatickou membréanu do buriky.
Vyznaény influx Ca%* nastava pravé navazanim spermie na ZP (Bailey & Storey 1994; Brewis et
al. 1996), kdy dochazi k aktivaci LVA vapnikovych kanal( (Arnoult et al. 1996b).

Akrozom mze slouZit jako zasobdarna Ca?*, které mohou byt diky plsobeni ZP béhem
akrozomalni reakce mobilizovany (Aitken 1997; Breitbart & Spungin 1997). Eflux téchto
zasobnich vapenatych iontl mlze aktivovat SOCs (store-operated channels) v plazmatické
membrané (Jimenez-Gonzalez et al. 2006), pravdépodobné také TRP (transient receptor
potencial) kanaly (Jungnickel et al. 2001), diky kterym dochdzi ke zvySovani intracelularnich
Ca?*, které jsou pro Fizeni akrozomdlni reakce nezbytné (O’'Toole et al. 2000; Gonzalez-
Martinez et al. 2001; Hirohashi & Vacquier 2003).

Zvyseni koncentrace intraceluldrnich Ca?* na zékladé pGsobeni ZP3 a progesteronu je
také doprovazeno efluxem H*, diky cemuz dochazi ke zvyseni intraceluldrniho pH (Florman et
al. 1989; Brook et al. 1996; Garcia & Meizel 1996). Intracelularni pH spermie muize byt
regulovano pomoci Na*/H* pumpy, stejné tak jako CI'/HCO3" (Holappa et al. 1999). Navic
progesteron rapidné stimuluje influx Na* (Patrat et al. 2000), jehoZ pfitomnost
v extraceluldarnim mediu je pro indukci akrozomalni reakci timto steroidnim hormonem

Zadouci (Garcia & Meizel 1996; Patrat et al. 2000).
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Akrozom obsahuje (mimo jiné) enzymy, které jsou oznacovany jako fosfolipaza A, a C.
Tyto fosfolipazy jsou aktivovany pomoci Ca?* a véfi se, Ze hraji dileZitou roli pfi akrozomalni
exocytoze. U kapacitovanych spermii, které jsou vystaveny plsobeni fyziologickych agonista
jako ZP nebo progesteronu, dochazi k influxu Ca?*, coZ zpGsobuje aktivaci fosfolipazy C, ktera
se vaze na plazmatickou membranu. Fosfolipaza C aktivuje hydrolyzu PIP, (fosfatidylinositol
4,5-bisfosfat) uvnitf membrany, diky ¢emuz dava za vznik dvéma aktivnim intracelularnim
posllim jako je DAG (diacylglycerol) a IP3 (inositol 1,4,5-trifosfat) (Walensky & Snyder 1995;
Breitbart 2003). ZvySena hladina DAG zpUsobuje aktivaci DAG-dependentni proteinkinazy C,
coz vede k otevreni vapnikovych kanall plazmatické membrany (Roldan 1998). IPs se Ucastni
uvolfiovani Ca?* z akrozomu (Walensky & Snyder 1995; Breitbart 2003). Fosfolipdza C64, je? je
¢lenem rodiny fosfolipaz C, hraje dlleZitou roli pfi mobilizaci Ca?* zdsob z akrozomu a také
aktivuje SOCs plazmatické membrany, diky ¢emuZ dochdzi ke zvy$ovéani koncentrace Ca®*
v cytosolu spermie (Walensky & Snyder 1995; Aitken 1997; Breitbart & Spungin 1997).
Fosfolipaza C64 a IP3 receptor, nachazejici se na akrozomu (Walensky & Snyder 1995; Fukami
et al. 2001), pravdépodobné hraji roli pfi regulaci Ca?*, které se Gcastni TRP kanal (Jungnickel
et al. 2001; Montell et al. 2002). Na otevieni vapnikovych kanald vnéjsi akrozomdlni
membrany se podili i proteinkindza A, kterd je aktivovana zvySenou koncentraci cAMP.
Zvysend hladina cAMP je dlsledkem signdlni drahy, jez zahrnuje navazani ZP na receptor
sprazeny s G; proteinem, ktery aktivuje fosfolipazu CBi. Ta reguluje adenylylcyklazu, kterd
zvysSuje hladinu cAMP (Breitbart 2002).

Diky pusobeni agonistl a influxu Ca* dochd&zi k aktivaci i fosfolipazy A, ktera se U&astni
déja pfi fuzi membran béhem akrozomalni exocytézy (Roldan 1998). Bylo zjisténo, Ze zvySena
hladina DAG zpUsobuje aktivaci také fosfolipazy A, (Yuan et al. 2003). Aktivace fosfolipazy C
také vede k rozruseni filament F-aktinu (Walensky & Snyder 1995; Aitken 1997; Breitbart &
Spungin 1997). Bylo zjisténo, Ze neomycin inhibuje fosfolipdzu C, diky ¢emuz dochazi i
k inhibici akrozomalni reakce (Breitbart 2002).

Béhem akrozomadlni reakce dochazi k depolymerizaci aktinu, ktery se nachdzi mezi
vnéjsi akrozomdlni membrdnou a plazmatickou membranou spermie. U kapacitovanych
spermii se nachazi ve formé filament (oznacuje se jako F-aktin). F-aktin zajistuje udrZeni
fosfolipazy C navdzanou na plazmatickou membranu a poskytuje fyzickou bariéru, kterd brani
spojovani plazmatické membrany s vnéjsi akrozomalni. V zavislosti na zvy$ené koncetraci Ca®*

a zvySovani pH dochazi k depolymerizaci F-aktinu na rozpustny monomericky G-aktin, coz ma
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za nasledek pfriblizeni plazmatické membrany k vnéjsi akrozomalni membrané (Obr. 2)
(Spungin et al. 1995). Zaroven dochazi k deacylaci mastnych kyselin fosfolipidli pomoci
fosfolipazy A, za vzniku kyseliny arachidonové a lysofosfolipidl. Klicovym fosfolipidem je
fosfatidylcholin, ze kterého vznika lysofosfatidylcholin, ktery podnécuje fuzi membran

(Flemming & Yanagimachi 1981; Llanos et al. 1993).

Before capacitation Capacitation Acrosomal exocytosis

v G-actin
M F-actin

Inner acrosomal

membrane

Outer acrosomal
membrane

e Acrosomal protein Nucleus Nucleus Nucleus

Obr. 2 Model dynamiky aktinu béhem kapacitace a akrozomalni exocytdzy savcich spermii

(Romarowski et al. 2016).

Spojovani plazmatické a vnéjsi akrozomalni membrany se Ucastni mimo vépenatych
iontld také SNARE (soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor attachment protein receptor)
proteiny, NSF (N-ethylmaleimide-sensitive factor), a-SNAP (soluble NSF attachment protein),
Rab-GTP&za a synaptotagmin (Katafuchi et al. 2000; Ramalho-Santoz et al. 2000). U hiebcich
spermii byly idnetifikovany SNARE proteiny, NSF a synaptotagmin s pfevaznym vyskytem
v oblasti predni ¢asti akrozomu a ekvatorialniho segmentu (Gamboa & Ramalho-Santoz 2005).

SNARE proteiny Ize funkéné délit na v-SNARE proteiny a t-SNARE proteiny. v-SNARE
proteiny nachdzejici se na akrozomalni membrané se spojuji s komplementarnimi t-SNARE
proteiny, které se nachazeji na plazmatické membrané spermie. Vytvareji tak trans-SNARE
komplexy, které se Gcastni fuze membran (Grote et al. 2000; McNew et al. 2000; Sollner 2003).

NSF a jeho kofaktor a-SNAP jsou cytosolické proteiny, které kooperativné reguluji
funkci SNARE protein(. a-SNAP proteiny se vazou na SNARE proteiny tak, aby zajistovaly
spravné pripojeni NSF a jsou zodpovédné za stimulaci ATPazy NSF, které disociuji trans-SNARE

komplexy (Clary et al. 1990; Barnard et al. 1997; He et al. 1999). Tento mechanismus
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recyklovani latek vSak probihd u fuze membran ostatnich bunék, ale neprobiha pfi
akrozomalni reakci spermii, jelikoZ je jednorazovou udalosti (Varner & Johnson 2011). P¥i
akrozomalni reakci pravdépodobné indukuji konformacéni zmény komplexd SNARE protein(,
kdy katalyzuji rozpojeni inaktivnich cis-SNARE proteinovych komplexud, ¢imz mzZe dojit
k reasociaci na aktivni trans-SNARE komplexy (deBlas et al. 2005).

Rab proteiny patfici mezi rodinu G proteinli se nachdzeji na akrozomalni membrané.
Na Rab proteiny se vaze GTP (guanosintrifosfat), diky cemuz dochazi k jejich aktivaci a Rab
proteiny poté interaguji s plazmatickou membranou. Vytvareji tak fyzicky spoj, ktery dovoluje
v-SNARE a t-SNARE proteinlim interagovat za vzniku jiz zmifiovaného trans-SNARE komplexu
(Waters & Hughson 2000; Pfeffer 2001; Sollner 2003). Utvoreni tohoto komplexu vyvolava
dostatecnou energii k prekonani repulzivnich sil mezi dvéma membranami (Sollner 2003). Je
mozné, Ze filamentarni F-aktin mGzZe tyto sily oslabovat (Breibart 2003). Epac, ktery na Rab
proteinech katalyzuje preménu GDP na GTP a je aktivovan pomoci cAMP, se timto také ucastni
regulace akrozomalni reakce (Branham et al. 2006).

Synaptotagmin je velky transmembranovy protein, ktery na sebe vdZe Ca?*. Tento
protein diky pGsobeni Ca?* pfimo interaguje s t-SNARE proteiny a SNAP proteiny a muizZe se
Ucastnit utvareni SNARE komplex( (Littleton et al. 2001; Tucker & Chapman 2002).
Synaptotagmin muZe také diky plsobeni proteinkindzy C a intracelularniho Ca?* inhibovat

spontanni fuzi membran (Varner & Johnson 2011).
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4 Zavér

Spermie museji pred akrozomalni reakci prodélat serii zmén, diky kterym muze tato
reakce Uspésné probéhnout. BEhem spermatogeneze dochazi ve varlatech ke vzniku a vyvoji
spermii (zejména akrozomu), pfi zrdni v nadvarleti dochazi k sekvencnimu vylucovani
proteinU, které se vazi na povrch spermie a U¢astni se navazani na ZP. Béhem kontaktu spermii
se semennou plazmou dochdzi také k adsorbovani protein(i na povrch spermie, které hraji roli
pfi interakci spermie se ZP a nasledné pfi fuzi s oocytem. Dulezitd funkce semenné plazmy
spociva také v navazani tzv. dekapacitacnich faktorll na plazmatickou membranu spermie,
které ji stabilizuji do doby, neZ v sami¢im pohlavnim traktu dojde k jeji destabilizaci pfi
kapacitaci spermii. Kapacitace je dllezitym milnikem v procesu oplozeni, jelikoZ pfipravuje
spermii k akrozomalni reakci. Pouze u kapacitovanych savcich spermii mize k akrozomalni
reakci dojit.

Destabilizace plazmatické membrany zplsobuje jeji zvySenou propustnost zejména
pro Ca?*, ktery je pro Fizeni akrozomalni reakce nezbytny. Spoustécim mechanismem pro
influx téchto kationtd je navazani urcitych ligandl na specifické receptory spermie, které
spousti signalni drahy vedouci k otevFeni vapnikovych kanald, kterymi mohou Ca?* proniknout
do buriky. Koncentrace intracelularnich Ca?* musi byt relativné vysoka, proto dochdazi i
k mobilizaci Ca?* z akrozomu. Zvyseni koncentrace téchto iontl vede k fuzi plazmatické a
vnéjsi akrozomalni membrany za vzniku tzv. hybridnich vezikul(. Diky tomu dojde k odhaleni
vnitini akrozomalni membrany a k uvolnéni obsahu akrozomu do extracelularniho prostoru,
kde rozrusi ZP a spermie mlze oocyt oplodnit.

Na zdkladé zjisténi, jakym mechanismem dochazi kfazi plazmatické a vnéjsi
akrozomalni membrany, které ligandy akrozomalni reakci spermii spoustéji a které naopak
inhibuji, miZeme byt schopni zajistit pfiznivé podminky pro pribéh akrozomalni reakce v in
vitro podminkach a tim i Uspésné oplozeni oocytu. Pfi oplozeni in vivo by spermie nemély pfijit
do kontaktu s inhibitory akrozomalni reakce, které by sniZovaly schopnost spermii se
s vajickem spojit. Latky, které dokazi inhibovat akrozomalni reakci, by mohly byt pfredmétem

dal$iho vyzkumu.
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