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Abstrakt:

Spravna pohyblivost a morfologie jsou klicové vlastnosti spermii pro jejich schopnost oplodnit
vajicko. Na oba tyto parametry ma mimo jiné vliv spravné formovani kruhové struktury mezi
sttednim a hlavnim segmentem bi¢iku s nazvem annulus. Ten v tomto misté tvofi diftzni
bariéru a je zodpovédny za spravnou biogenezi biciku a tim padem také spravnou motilitu a
morfologii spermii. Defekty v tvorbé annulu obecné vedou k problémim se spravnym
formovanim mitochondridlniho plasté, typickému ohybu bi¢iku v mist¢ obvyklé lokalizace
annulu a niz8i pohyblivosti a fertilité spermii pfi zachovani anatomické i histologické stavby
okolnich tkani. Ve spojitosti s takto abnormalnimi spermiemi dochazi také u lidi k porucham
plodnosti, nejcastéji kvili snizené pohyblivosti spermii, kvuli ¢emuz je v soucasné dobé
annulus a jeho defekty zkoumdny v souvislosti s moznou piesné€jsi diagnostikou muzské

neplodnosti.

Kli¢ova slova:

Spermie, motilita spermii, annulus, bi¢ik, muzska neplodnost, astenozoospermie

Abstract:

Motility and morphology are key characteristics of sperm for the ability to fertilize an egg. Both
of these parameters are influenced, among other things, by the proper formation of the circular
structure between the mid and principal piece of the flagellum called the annulus. The annulus
forms a diffusion barrier at this point and is responsible for proper flagellar biogenesis and
hence proper sperm motility and morphology. Defects in the formation of the annulus generally
lead to problems with the correct formation of the mitochondrial sheath, the typical bending of
the flagellum at the site of the usual location of the annulus, and lower sperm motility and
fertility while maintaining the anatomical and histological structure of the surrounding tissues.
In association with such abnormal spermatozoa, fertility disorders also occur in humans, and
the annulus and its defects are currently being investigated in connection with a possible more

accurate diagnosis of male infertility.
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Seznam pouzitych zkratek

DNA — Deoxyribonucleic acid — Deoxyribonukleova kyselina

CABSI1 - Calcium-binding protein spermatid-associated 1

¢cAMP - Cyclic adenosine monophosphate — Cyklicky adenosinmonofosfat
CBY3 — Chibby 3

CCNYLI1 - Cyclin Y like 1

CDK16 — Cyclin dependent kinase 16 — Cyklin-dependentni kinaza 16
CEP76 — Centrosomal protein 76

CFTR - Cystic fibrosis transmembrane conductance regulator
CIBARI1 — Cbyl-interacting BAR domain-containing 1

CYP24A1 — Cytochrome P450 family 24 subfamily A member 1
DNAJB13 — DnalJ heat shock protein family (Hsp40) member B13

GTP — Guanosine-5'-triphosphate — Guanosin-5'-trifosfat

HSP40 (typ 1I) — Heat Shock Protein 40

RNA - Ribonucleic acid — Ribonukleova kyselina

mRNA — Messenger ribonucleic acid — Messengerova ribonukleova kyselina
SEPT — Septin

SLC26 — Solute carrier family 26

SL.C26A8 — Solute carrier family 26 member 8

TAT1 — Testis anion transporter 1

TMEMZ232 — Transmembrane protein 232

TPR — Tetratricopeptide repeat

TTC6 — Tetratricopeptide repeat protein 6
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1. Uvod

Spermie jsou muzské pohlavni bunky schopné dopravit otcovsky geneticky material
do matetskych vajicek, ¢imz umoznuji vznik zygot a posléze novych jedinct. Tento proces
muze byt ovlivnén celou fadou faktorti véetné genetickych vad a poruch spravného vyvoje

spermii.

Muzska neplodnost a kvalita spermii je v souc¢asné dob¢ velmi aktudlnim tématem. Jednou
z moznych pficin snizené plodnosti az neplodnosti miize byt mimo jiné i nespravné formovani
bicika spermii, tedy struktury umoznujici jejich pohyb. V této praci se podrobngji zamétuji
na specifickou strukturou uvnitt biciku spermii s ndzvem annulus. Jednd se o kruhovou
strukturu nalézajici se mezi sttednim a hlavnim segmentem biciku, mezi kterymi tvofi
selektivni difuzni bariéru, ktera je nezbytné dulezitd pro spravny tvar bic¢iku a pohyb spermii.
Dulezitou roli hraje i ve formovani téchto segmentll v rdmci spermiogeneze, tedy transformace

kulaté haploidni spermatidy v buiiku charakteristického tvaru pro zralé spermie.

Jakozto soucast biciku je annulus znam jiz dlouho, avSak mechanismy stojici za jeho biogenezi
¢i jeho funkce a biochemické sloZeni zaaly byt vice studovany teprve nedavno. V této
souvislosti je zkoumédn také dopad defekti ve formovani annulu na biogenezi
mitochondridlniho plasté¢ a biciku, stejné tak, jako na pohyblivost spermii a tim i1 jejich
schopnost oplodnit vajicko. Tyto dopady negativné ovliviiuji sam¢i 1 muzskou plodnost,

a to predevSim ve spojeni s astenozoospermii, oligoastenozoospermii nebo teratozoospermii.

Cilem této prace je strucné popsani vyvoje bi¢iku a ptiblizeni struktury annulu, zejména jeho
biogeneze a funkce. Zvlastni diraz je kladen na faktory ovlivitujici biogenezi annulu a popis

jeho defektl vedouci ke snizené kvalité spermii a muzské neplodnosti.



2.Spermie

2.1 Struktura a funkce spermie

Spermie jsou samc¢i pohlavni bunky schopné dopravit otcovsky geneticky material
do matetskych vaji¢ek, ¢imz umoziuji vznik zygot a posléze novych jedinct. Zrald spermie
je  uzpusobena svému UCelu napiiklad ztratou majority své  cytoplazmy,
¢i pritomnosti akrozomu a biciku, ktery je zodpovédny za jeji pohyb. Morfologicky se tato
buiika sklada ze tii ¢asti: hlavicky, spojovaciho segmentu (nékdy nazyvaného krcéek) a biciku

(flagellum) (*Brito 2007).

1 Plazmatickd membréana 7 Bazaélni télisko A Hlavicka

2 Vngjsi akrozomalni membrana 8 Vnéjsi denzni vldkna B Spojovaci segment (kréek)
3 Akrozom 9 Mitochondridlni plast C Stfedni segment biciku

4 Vnitini akrozomalni membrana 10 Axonema D Hlavni segment bic¢iku

5 Jadro 11 Annulus E Terminalni segment bic¢iku
6 Proximalni centriola 12 Fibrozni plast

Obrdazek 1: Stavba  spermie  (Prevzato z:  http://fembryology.ch/en/embryogenese/gametogenesis/
spermatogenesis/spermiogenesis-(spermatohistogenesis)-and-structure-of-the-sperm-

cell html?p==61#spermiogenesis-(spermatohistogenesis)-and-structure-of-the-sperm-cell)

Hlavicka obsahuje akrozom, jadro s genetickou informaci ve formé deoxyribonukleové
kyseliny (DNA) a zbytky cytoplazmy (*Neill, Plant 2006). Na anteriorni stran¢ hlavicky
spermie se nachazi akrozom, ktery u vétSiny savct, véetné ¢lovéka, pokryva dvé tietiny plochy
hlavi¢ky (Hancock 1956). Akrozom je membrdnova organela obsahujici hydrolytické enzymy.
Vznikl pfeménou z Golgiho aparatu a je nezbytny pro oplozeni vajicka. (Yanagimachi 1972;

Gatenby, Beams 1935). Tvar hlavicky vétSinou koresponduje s tvarem jadra (*Neill, Plant



2006). Jadro spermie nesouci otcovskou DNA je haploidni a obsahuje kondenzovany
homogenni chromatin, ktery je vice nez 7x kondenzované¢jSi nez u somatickych bunék.
Kondenzace chromatinu je unikatni kvili nahrazeni vétSiny histond jinymi bazickymi proteiny
vazajicimi DNA, kterymi jsou protaminy (*Skinner 2018). Jadro je, stejn¢ jako u vSech
eukaryotickych bunék, obklopeno jadernou membranou, ktera se na posteriorni stran¢ hlavicky
setkdva s plazmatickou membréanou a tvoii posteriorni prstenec. Na posteriorni stran¢ hlavicky
se utvari také implantacni fossa (jamka) jakozto mala prohloubenina jaderné membrany (*Brito

2007).

Ptes tuto fossu spolu sousedi hlavicka a spojovaci segment spermie. Spojovaci segment (krcek,
anglicky connecting piece) je kratky segment spojujici hlavicku s bi¢ikem. Do implementaéni
fossy hlavicky je vsazené kapitulum. Jednd se o konvexni strukturu sousedici s proximalni
centriolou. Proximalni centriola je sloZend z mikrotubulll ve slozeni 9+0 (Fawcett, Phillips
1969). Toto oznaceni vystihuje devét trojic mikrotubuld uporfadanych do kruhu
a je charakteristické i pro nemotilni cilie (Vorobjev, YuS 1982). Proximalni centriola spermie
je ve spojovacim segmentu orientovana kolmo, v tthlu 75° az 90°, na osu bic¢iku spermie. Vedle
proximalni centrioly se zde naléza jesté centriola distalni (Fawcett, Phillips 1969). Z té vznika
béhem vyvoje biciku bazalni télisko, ze kterého vyrlsta axonema, tvoiend komplexem
mikrotubuld uspotfaddanych do vzoru 9+2 (Schmidt et al. 2012; Afzelius 1959). Toto oznaceni
vystihuje uspofddani do deviti dvojic, tvoticich kruh okolo stfedniho péaru. Usporadéani
mikrotubulii axonemy spermie je stejné jako u jinych motilnich cilii, napfiklad u cilii
respiracniho epitelu (*Skinner 2018). Axonema, prochazejici také celym bic¢ikem, slouzi
spermii coby strukturni opora bi¢iku a je nezbytna pro jeho spravnou funkci. Okolo axonemy
se ve spojovacim segmentu nachdzi jesté vnéjSi denzni vladkna (*Brito 2007). Tato vlakna
ptispivaji k pevnosti spojovaciho segmentu a biciku spermie. (Baltz et al. 1990). Uspotadani

axonemy obklopené ptidatnymi strukturami je typické i pro nékteré segmenty biciku.

Bic¢ik je tvofen tfemi segmenty, kterymi jsou segment stfedni, hlavni a terminalni neboli
koncovy. Stfedni segment (taktéZ mitochondridlni ¢ast, anglicky mid piece) je klicovy
diky obsahu mitochondrii, které produkuji ATP potiebné pro pohyb biciku a tim celé spermie.
(*Brito 2007; *Skinner 2018). Mitochondrie jsou zde sefazeny do spiral a tvoii mitochondrialni
plast (*Sun, Yang 2010). Uprostied stfedniho segmentu pod mitochondridlnim plastém
prochazi jest¢ axonema obklopena deviti vnéj§imi denznimi vldkny (*Skinner 2018; *Sun,
Yang 2010). Na konci stiedniho segmentu se naléza annulus. Jedna se o prstencovou strukturu

lezici mezi sttednim a hlavnim segmentem biciku, které od sebe odd€luje. (Elias et al. 1978).



V hlavnim segmentu (anglicky principal piece) je axonema obklopena jiz jen sedmi denznimi
vlakny razné délky (*Sun, Yang 2010). Oproti mitochondridlnimu plésti sttedniho segmentu
se zde nachazi plast’ fibrozni, ktery je slozen ze dvou podélnych provazci, které jsou propojeny
pulkruhovymi zebry. Vnéjsi denzni vlakna kon¢i v riznych vzdalenostech hlavniho segmentu,
u lidi naptiklad dosahuji asi do 60% délky (*Neill, Plant 2006). Na mikrotubulech axonemy
se vyskytuji jeste vnéjsi a vnitini dyneinova raménka, umoznujici pruzny ohyb a aktivni pohyb
biciku (Afzelius et al. 1975). Treti ¢asti bic¢iku je termindlni (koncovy) segment (anglicky end
piece). Tato ¢ast jiz neobsahuje zadné pridatné struktury. Konci zde 1 axonema, jeji mikrotubuly

se zde nachazeji jiz jen jednotlivé (*Skinner 2018).

A Plazmatickd 9+2

Fibrézni
plast

vlakna

90° 90°
B
—C
p—

Spojovaci segment

Terminalni Hlavni segment Stiedni segment Hlavicka
segment

Obrazek 2: Struktura savcich (konkrétné lidskych) spermii. (A) Prurezy bicikem spermie a jednotlivé jeho
struktury. sMT: samostatné mikrotubuly, dMT: dvojice mikrotubulii, CP: centralni par. (B) Stavba spermie
(Upraveno a prevzato z: Zabeo et al. 2019)

2.2. Spermiogeneze

Vyvoj spermie neboli spermatogenezi lze rozdélit do tfi fazi: mitotické, meiotické a faze
spermiogeneze. Prvni je faze mitotickd, do které vstupuji nediferencované diploidni
spermatogonie, které proliferuji prostfednictvim jejich asymetrického déleni, ¢imz dochézi
k udrZeni jejich poctu a zaroven vzniku primarnich spermatocytii. Primarni spermatocyty dale
vstupuji do faze meiotické, pii které prochazi k meiotickému dé€leni, a nastava tak redukce
chromozomu. Z diploidnich primarnich spermatocyti vznikaji meidézou I haploidni sekundarni
spermatocyty, které prochdzi meidézou Il za vzniku stale jesté kulatych spermatid (*Skinner

2018). Spermatidy se oproti pfedchozim stadiim jiz dale ned¢li, nybrz podstupuji sérii zmén
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v morfologii souhrnné nazyvané spermiogeneze, pii které dochazi ke vzniku spermii. Mezi tyto
zmény patii tvorba akrozomu a axonemy, kondenzace chromatinu jadra v disledku vymény
histonli za protaminy, reorganizace organel (mitochondrii) a ztrata vétSiny cytoplazmy.
Na zakladé téchto zmén ziskava bunka i sviij charakteristicky tvar, coz je nezbytné pro jeji

schopnost oplodnit vajicko (*Neill, Plant 2006).

Nejlépe je spermiogeneze popsana u mysi, kde se rozdéluje na 16 krokt. V prvnim kroku jsou
spermatidy kulaté a nemaji viditelny akrozom. V kroku druhém a tietim se z Golgiho aparatu
diferencuji proakrozomalni vezikuly, které spolu flzuji za vzniku akrozomalni granule.
Tato granule je v kroku ¢tvrtém navazéna k jaderné membrané a ma mirné zplostély vzhled.
Béhem patého az osmého kroku se akrozom rozpind a caste¢né¢ obklopuje jadro, které
se v kroku devatém a desatém prodluzuje a dostava pro mysSi charakteristicky tvar hacku.
Ptiblizné ve stejné dob¢ se cytoplazma kumuluje na opacné, tedy posteriorni strané buriky.
Kondenzace chromatinu jadra probiha v jedenactém a dvanactém kroku. Uzky bigik tvofeny
prodluzujici se axonemou je pfitomny jiz v kroku tfinadctém, v néasledujicich krocich ¢trnactém
a patnactém zacina bicik tloustnout v disledku tvorby vnéjsich denznich vldken. V pozdnim
stadiu patnactého kroku za¢ind byt vznikajici spermie pfesouvana blize lumen testes a v kroku
Sestnactém je do lumen uvolnéna (Mékela et al. 2020; *Khawar et al. 2019; *Sun, Yang 2010)

U c¢lovéka je tento proces rozdélen do 12 krokti (Muciaccia et al. 2013).

Béhem vyvoje biciku zaujima dcefina (proximalni) centriola polohu blize k hlavicce a matetska
(distalni) centriola polohu vzdalenéjsi. Distalni centriola se od proximalni li§i predevSim
pfitomnosti elektron denzniho materidlu na svém distalnim konci nazyvaného subdistalni
a distalni pfivésky (Schmidt et al. 2012). Bez téchto piivéskll by distalni centriola nebyla

schopna vytvofit axonemu (Tanos et al. 2013).

Nejprve je k cytoplazmatické membrané piipojena distalni centriola, k té se nasledné ptipojuji
jesté ciliarni vezikuly pochazejici nejspiSe z Golgiho aparatu. Takto vznika bazélni télisko
schopné prodluzovat své mikrotubuly a tvofit axonemu (Schmidt et al. 2012). Pti tomto procesu
se proximalni centriola 1 bazalni télisko se vznikajici axonemou pfiblizuji smérem k jadru
a vznikajicimu kapitulu (Yasuzumi et al. 1972). Pfi tomto pohybu dochéazi k invaginaci

plazmatické membrany v okoli prodluzujici se axonemy (Fawcett et al. 1970).
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Obrazek 3: Schéma spermiogeneze (Upraveno a prevzato z: hitps://magapor.com/en/swine-news/sperm-cell-
spermiogenesis/)

Na bazi biciku se nachazi tranzitni zona, coz je difizni bariéra, ktera oddé€luje oblast bazalniho
téliska a axonemy (spojovaciho segmentu a bi¢iku) a reguluje pfechod proteinit mezi nimi.
Jelikoz jsou si obé struktury velmi podobné, mohlo by dochazet k vazbam specifickych proteint
na nespravnou strukturu (*Avidor-Reiss et al. 2017). Anterograddni i retrogradni transport
potiebného materidlu pro vznikajici axonemu v ramci tranzitni zony zajiStuje proteinovy
komplex intraflagellarniho transportu a intramanzetovy transport (Qin et al.2004; *Sun, Yang
2010). Manzeta je pfitomna pouze po dobu spermiogeneze. Je slozena pievazné z mikrotubull
a aktinu a mimo jiné zajiStuje transport mitochondrii do stfedniho segmentu. B&éhem
prodluZzovani axonemy se v jejim okoli tvofi vnéjsi denzni vldkna. Mitochondrie, nachdzejici
se nyni diky intramanzetovému transportu v okoli vznikajicich denznich vlaken, se zacinaji
prodluZovat a kondenzovat. Vznika tak mitochondrialni plast’ a posléze stfedni segment (*Sun,
Yang 2010). Spermatogeneze je zakoncena procesem spermiace, pii které je vznikajici spermie
uvolnéna do lumen testes a vétSina jeji cytoplazmy spolu s pfebytecnymi mitochondriemi
odvrhnuta za vzniku rezidudlniho téliska, které je nasledné fagocytovano Sertoliho buiikami

(Kingsley Smith, Lacy 1959; *Skinner 2018).

3. Annulus

3.1. Popis a funkce
Annulus (latinsky prstenec), n€kdy také Jensentv prstenec nebo termindlni disk, je soucasti
biciku. Jak je jiz z ndzvu patrné, jedna se o kruhovou strukturu, poprvé objevenou v roce 1887

zoologem O.S. Jensenem (Jensen 1887). Annulus obklopuje axonemu a oddéluje stfedni
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a hlavni segment bic¢iku (Elias et al. 1978). Piesnéji lezi blize fibréznimu plasti hlavniho
segmentu nez mitochondridlnimu plasti segmentu stiedniho. Zobrazeni annulu je mozné
napiiklad imunofluorescen¢nim znacenim nebo elektronovou mikroskopii (Kissel et al. 2005).
Pomoci sledovani proteinu basiginu (CD147), ktery se v pribéhu vyvoje spermie piesouva
z hlavniho segmentu do segmentu stfedniho, bylo navrzeno, Ze annulus spermie tvofi selektivni
difuzni bariéru mezi témito dvéma segmenty. Bez vytvofeného annulu ve spermii ma totiz
basigin po celou dobu spermiogeneze stejnou koncentraci v obou téchto segmentech.
Propustnost annulu pro jednotlivé molekuly se tedy v ¢ase miize ménit (Kwitny et al. 2010).
Annulus mé patrné¢ ulohu i pii biogenezi biCiku, nebot” spermie postradajici annulus maji
problémy napiiklad s tvorbou fibréozniho plasté hlavniho segmentu nebo s uspofaddnim
mitochondrii stfedniho segmentu (Kissel et al. 2005). Pfichyceni annulu k plazmatické
membrané miize byt zprostiedkovano proteinem SEPT4 a jeho schopnosti vazat lipidy nebo
také diky TAT1 proteinu (Thara et al. 2005; Tour¢ et al. 2007). Oba proteiny jsou blize popsany
nize. Annulus je nejspiSe minimalné na zacatku svého vyvoje propojeny s tranzitni zénou,
existuje také hypotéza o tranzitni zoné€ a annulu coby jedné funkéni struktuie diky jejich
podobnému proteinovému slozeni vcetné septini a jejich obdobné migraci béhem
spermiogeneze (*Avidor-Reiss et al. 2017). Mezi dalsi teorie patii i zapojeni annulu v procesu
kapacitace spermie (Wang et al. 2023). Absence annulu je u lidi spojovdna s problémy

s biogenezi bi¢iku a s mnoha druhy muzské neplodnosti, naptiklad astenozoospermii, ktera

znali procento progresivn€ pohyblivych spermii pod 30 %. (Ihara et al. 2005; World Health
Organization 2010; World Health Organization 2021).

Obrazek 4: Mikroskopie annulu (A) Podélny rez mysim annulem zobrazeny transmisni elektronovou mikroskopii
(meritko: 500nm). (B) Zobrazeni mysiho annulu rastrovacim elektronovym mikroskopem (méritko: 200 nm). (C)
Imunofluorescencni detekce lidského annulu (SEPT4 cervené, hlavni segment zelené, DNA modre, méritko: 1um).

MP: stredni segment, An: annulus, PP: hlavni segment, N: jadro. (Prevzato z: *Whitfield 2024)

3.2. Slozeni

Hlavni strukturni slozkou annulu jsou proteiny ze skupiny septintl. Konkrétné se jedné o septiny

1,2,4,6,7al2, nejnoveji jesté 10 a 11 (Thara et al. 2005; Steels et al. 2007; Kuo et al. 2015;



Shen et al. 2020). Tyto septiny utvaii v annulu filamenta, kterd udrzuji spravnou strukturu
annulu a integritu spermie (Kuo et al. 2015). Septin SEPT4 se u spermii ¢asto pouzivan jako
marker annulu. Na zdkladé toho byl v annulu objeven i dalsi protein, aniontovy transportér
TAT1 (SLC26A8) (Touré¢ et al. 2007). Pti snaze objasnit mechanismy kapacitace spermii byla
v annulu objevena také solubilni adenylatcyklaza (Hess et al. 2005). V souvislosti se septiny
annulu jsou zajimavé i1 napiiklad TMEM232 a androglobin (Cai et al. 2024; Keppner et al.
2022). VSechny tyto proteiny jsou popisovany v nasledujicich podkapitolach. Mnoho dalSich
proteinil se v annulu objevuje pouze na prechodnou dobu béhem vyvoje spermie, proto jsou

tyto proteiny popsany v kapitole biogeneze.

3.2.1. Septiny

Poprvé byly septiny objeveny u délicich se bunék, kde maji dilezitou roli v zajisténi spravné
cytokineze (Kinoshita et al. 1997). Od této jejich funkce je odvozen i nazev, tedy proteiny
ucastnici se tvorby sept (pfepazek) pti déleni bunék. Vedle mikrotubult, aktinovych
mikrofilament a intermediélnich filament jsou septiny kvili své schopnosti utvaret filamenta
povaZovany za ctvrtou komponentu cytoskeletu (*Valadares et al. 2017). Septiny jsou rodina
strukturnich proteinovych GTPé4z (GTP fosfohydrolaz) s molekulovou hmotnosti v rozmezi

35-65 kDa (*Valadares et al. 2017; Kim et al. 2004).

Tyto proteiny maji spole¢né tfi hlavni strukturni domény — centrdlni GTP4azovou neboli
G-doménu, variabilni region bazickych aminokyselin na N-konci a doménu vinuté spiraly
(coiled coil) na C-konci. Centralni G-doména obsahuje P-loop (phosphate-binding loop) motiv
charakteristicky pro GTP-vazajici proteiny (*Field, Kellogg 1999). Jednotlivé podjednotky

spolu interaguji prostfednictvim GTP vazebnych domén, nebo N- a C- konct (Kuo et al. 2015).

U clovéka je zndmych tfinact funk¢nich genti septinti kddujicich proteiny, které se déli podle
homologie do 4 skupin, jmenovit¢ SEPT2, SEPT3, SEPT6 a SEPT7. Skupina SEPT2 se sklada
ze septini SEPT1, 2, 4 a 5. Skupina SEPT6 obsahuje septiny SEPT6, 8, 10, 11 a 14.
Ptedposledni skupina SEPT7 ma prozatim jen jediné¢ho zastupce SEPT7 a do posledni skupiny
SEPT3 patii SEPT3, 9 a 12 (*Valadares et al. 2017). Gen SEPT13 byl identifikovan jakoZzto
pseudogen (Kuo et al. 2015). Vétsina gentl septinil eukaryot je schopna tvofit vicero izoforem
svych proteint skrze alternativni sestfih a alternativni zaatky transkripce. VSechny lidské
septiny maji konzervovanou doménu vazajici GTP, zna¢né¢ se vSak lisi délkou svého

N- a C- konce (*Valadares et al. 2017).



Jak jiz bylo feCeno, septiny tvofi zaklad annulu spermie, konkrétné jde o SEPT 1,2, 4, 6, 7,10,
11 a 12 (Ihara et al. 2005; Steels et al. 2007; Kuo et al. 2015; Shen et al. 2020). Septiny
se v annulu vyskytuji ve formé filament, ktera jsou za normalnich okolnosti heteromery, slozené
z Sesti nebo osmi podjednotek. Pokud se jedna o hexamerni filamenta, jsou slozena ze septinti
skupin SEPT2, 6 a 7. V ptipad¢ oktamernich filament se ptfidavaji jesté septiny skupiny SEPT3
(Sellin et al. 2011). Ve filamentech tyto skupiny vytvéii palindromy (Kuo et al. 2015).
Proto jsou septinova filamenta apolarni, nemaji tedy plus a minus konec (*Valadares et al.
2017). Skupina pod vedenim Kua nalezla v annulu septiny v uskupeni 12-7-6-2-2-6-7-12
a 12-7-6-4-4-6-7-12 (Kuo et al. 2015). Nov¢;jsi studie vsak predpokladaji invertovanou podobu
se septiny 2 a 4 na okrajich palindromt (Soroor et al. 2021; Chen et al. 2025). SEPT10 a 11
by se podle odhadii mély vyskytovat na misté s oznaCenim 6. Septiny stejné skupiny (tedy
SEPT6) by mély byt mezi sebou zaménitelné (Sellin et al. 2011).

Fibrozni plast’

Spojovaci segment
Hlavicka

Stiedni segment

\,
) N\ v

Akrozom
Jadro h T
Hlavni segment Termindlni segment
Mitochondrie
Oktamer Oktamer
2/4 12 12 7 6 24 24 6 7 12 12 7 6

Obrazek 5: Schema spermie se zamérenim na annulus a jeho septinové slozeni. (Upraveno

a prevzato z: Mazaheri Moghaddam et al. 2021)

SEPT 2 (n¢kdy oznacovan NEDDS) byl kromé annulu pozorovan i na bazi primarnich cilii,
kde podobné jako v annulu tvofi difuzni bariéru. Cilie bunék, které nebyly schopné exprimovat
SEPT2, viibec nevznikly, pfi ¢astecném zachovani exprese SEPT2 byly cilie signifikantné

kratsi (Hu et al. 2010).



U mysi s deletovanymi geny pro SEPT4 nebyly v jejich tkanich zjistény zaddné anatomické
ani histologické odlisnosti, nematurované spermie pochazejici z caput epididymis bez proteinu
SEPT4 rovnéz nevykazuji zadné abnormality. Po maturaci (odbér z cauda epididymis) vsak,
kvili absenci annulu a strukturni nestabilité bi¢iku, dochazi k ohnuti bic¢iku v misté chybéjiciho
annulu. U téchto spermii je pozorovano rozptyleni septini 1, 6 a 7 v cytoplazmé a snizena
exprese mitochondrialniho enzymu cytochromu C. Defekty spermii bez SEPT4 tedy mohou byt
zpuisobeny jak strukturnimi problémy, tak nedostatkem energie, jelikoz tyto spermie maji

snizenou schopnost vyuzivat ATP (Ihara et al. 2005).

Na zacatku spermiogeneze je SEPT7 soucésti manzety nalézajici se v okoli jadra ve formeé
prstencové struktury. Diky jeho mozné interakci s d-tubulinem, ktery tvoii zéklad
perinuklearniho prstence manZzety, mize SEPT7 pomahat i v jeho sestavovani. BEéhem vyvoje
spermie migruje vétsina SEPT7 spolu s mitochondriemi do posteriorni ¢asti buniky, ¢ast vSak
zustdva v predni C¢asti a utvaii prstencovou strukturu mezi jadrem a akrozomem.
U maturovanych spermii se SEPT7 nachazi ptedevSim v hlavicce a annulu, slabé také
ve sttednim segmentu, odkud se vétSina SEPT7 béhem vyvoje pfesunula do annulu. Je tedy
pravdépodobné, Ze se SEPT7 podili na sestavovani manzety, annulu i stfedniho oddilu,
a ze jeho role v tvorb¢ difuznich bariér mtize byt dulezita jak pro annulus, tak pro perinukledrni
prstenec. Deficience SEPT7, stejné¢ jako u SEPT4, vede k vy$§imu vyskytu abnormélnich
a nematurovanych spermii se zachovalou cytoplazmou a kratkym bicikem v ejakulatu muzi,
coz naznacuje, Ze oba tyto proteiny se mohou podilet na regulaci maturace spermii (Chao et al.

2010).

SEPT12 je exprimovan vyhradné v zarodecnych bunkéch spermii. Béhem spermiogeneze tvori
SEPT12, stejn¢ jako SEPT7, prstencovou strukturu kolem jadra a pozdé€ji migruje
s mitochondriemi do posteriorni ¢asti bunky. U maturovanych spermii se SEPT12 naléza
zejména v hlavicce, spojovacim segmentu a annulu, slabé také ve sttednim segmentu, odkud
se vétsina SEPT12 béhem vyvoje piesunula do annulu. SEPT12 tak miize ovliviiovat formovani
hlavicky, spojovaciho segmentu, sttedniho segmentu i zbytku bic¢iku. U heterozygotnich mysi
s jednou funk¢ni alelou pro SEPT12 byl pozorovan uvolnény a poruSeny akrozom, v nékterych
piipadech az témét uplné nevytvoreny. Tvar jadra byl také neobvykly (Hong et al. 2005; Lin
et al. 2009).
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Uloha septintt SEPT1, 2, 6, 10 a 11 ve spermiich neni stale plné prozkoumana. V sou¢asnosti
jsou septiny zkoumany hlavné v souvislosti s nervovou soustavou a karcinomy (Ageta-Ishihara

et al. 2025; Mohandesi Khosrosroshahi et al. 2025).

3.2.2. DalSi vyznamn¢ proteiny

Mezi dal$i vyznamné proteiny annulu patii naptiklad aniontovy transportér Slc26a8 kédovany
stejnojmennym genem. Tento protein je oznacovan také jako TAT1 (testis anion transporter 1)
a patii do proteinové rodiny SLC26 (solute carrier family 26) (Touré et al. 2007). TATI1,
exprimovan hlavné ve vyvijejicich spermatidach a spermatocytech, patrné transportuje sirany,
chloridové anionty a oxalaty (Touré et al. 2001; Lohi et al. 2002). V annulu je TAT1 zodpovédny
pravdépodobné za jeho ptichyceni k plazmatické membrané (Touré et al. 2007). TAT1 se mimo
annulus vyskytuje také v hlavi¢ce spermie, kde stimuluje CFTR (cystic fibrosis transmembrane
conductance regulator) aniontové kandly. Tato stimulace muze byt spojena s procesem
kapacitace u spermii, pro ni je totiz nezbytné dilezity influx iontd (naptiklad chloridovych,
bikarbonatovych nebo véapenatych) zprostiedkovany mimo jiné i CFTR kanaly (Rode et al.
2012; Lee, Storey 1986; DasGupta et al. 1993; Xu et al. 2007). Tento influx zptisobuje zvySeni
pH a koncentrace cAMP (cyklického adenosinmonofosfatu) tvofené¢ho solubilni nebo
transmembranovou adenylatcyklazou (Xu et al. 2007; Branham et al. 2009; Wertheimer et al.
2013). Chloridové kanaly CFTR schopné pienaset i bikarbonaty se nachézi také ve strednim
segmentu v blizkosti annulu, pfimou soucasti annulu vSak nejspiSe nejsou. U spermie
po kapacitaci byla solubilni adenylatcyklaza nalezena ve velkém mnoZstvi rovnéz v annulu
(Rode et al. 2012; Hess et al. 2005). Tato skutecnost pfispiva k domnénce souvislosti annulu
s procesem kapacitace, stejn€ tak, jako zvySené mnoZstvi proteini SEPT4 a 12 tésné

po kapacitaci (Wang et al. 2023).

Nedavno byla objevena role transmembranového proteinu TMEM232 (transmembrane protein
232) v souvislosti se septiny. Tento protein je schopny interagovat se SEPT2, 4, 6, 7, 11, 12
a 14. Spermie bez proteinu TMEM?232 vykazuji snizenou expresi SEPT2, 4, 6 a7 a DNAJB13.
Uplné chybi i SEPT12. Annulus téchto spermii je soucasti hlavniho segmentu, odtrzen
od segmentu spojovaciho. Abnormality 1ze pozorovat taktéz v mitochondridlnim plésti (Cai et
al. 2024). Ovlivnéna je rovnéz jejich axonema, které oproti typickému 9+2 uspofadani
mikrotubuld chybi jedna dvojce vnéjSiho kruhu (8+2). Jedna se bud’ o ¢tvrty nebo sedmy par.
Mimo zajisténi propojeni annulu se spojovacim segmentem je tedy TMEM232 dulezity 1 pro

spravny vyvoj a stabilitu axonemy. Pravdépodobné ma ve spermiich i mnoho dalsich funkci
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souvisejicich naptiklad s odvrhnutim cytoplazmy nebo tvorbou vnéjsSich denznich vldken (Cai

et al. 2024; He et al. 2023).

Mezi jiz méné prozkoumané proteiny patii androglobin, TTC6 a CYP24A1. Androglobin patii
do rodiny globini a je schopny tvofit vazbu s calmodulinem a SEPT10. Nachéazi se
ve spojovacim segmentu i v annulu vyvijejicich se i maturovanych spermii. Ve vyvoji spermie
je dulezity pro tvorbu bic¢iku a spravny tvar hlavicky (Keppner et al. 2022). Zatim jedina studie
se zabyva souvislosti annulu s proteinem TTC6 (tetratricopeptide repeat protein 6) patficim
do rodiny TPR (tetratricopeptide repeat), ktery je dilezity pro udrzeni strukturni integrity
annulu (Wang et al. 2023). Protein CYP24A1 (cytochrome P450 family 24 subfamily A member
1) je u zdravych maturovanych spermii exprimovan pirevazné v annulu. Jeho exprese je ptimo
umérna kvalité spermii, konkrétné poctu spermii, koncentraci, motilité¢ a spravné morfologii.
CYP24A1 by tedy mohl v budoucnu slouzit coby marker kvality spermii (Blomberg Jensen et
al. 2012).

3.3 Biogeneze annulu

Biogeneze annulu zacind v poc¢atcich spermiogeneze. Annulus je u mysi mozné pozorovat jiz
v kroku deset, po invaginaci plazmatické membrany v okoli vznikajici axonemy, v tésné
blizkosti distalniho konce bazalniho téliska (Kwitny et al. 2010; Yasuzumi et al. 1972; Fawcett
et al. 1970). V pozdéjsi fazi spermiogeneze, kroku patnictém, kdyZ jsou jiz pfitomna vné&jsi
denzni vlédkna a fibrézni plast, se annulus pohybuje spolu s plazmatickou membranou na své
kone¢né misto mezi sttednim a hlavnim segmentem. Zacatek migrace annulu by mohl byt
spojen se ztratou distalnich ptivéskl pii preméné distalni centrioly v bazalni télisko (Kwitny et
al. 2010; Hoque et al. 2024). Tohoto pohybu se patrné Gc¢astni i SEPT12, ktery je schopny
interagovat s a 1 B tubuliny tvoficimi mikrotubuly axonemy (*Lehti, Sironen 2017). V annulu
se béhem jeho biogeneze nachazi také protein DNAJB13. Tento protein pattici do kochaperonti
rodiny HSP40 typ II (Heat Shock Protein 40) nejspiSe miZe interagovat se SEPT4.
Tato skutecnost naznacuje zapojeni DNAJB13 do sestavovani annulu a jeho navedeni
do spravné pozice. Na zacatku spermiogeneze, pti lokalizaci annulu v oblasti spojovaciho
segmentu, je velkd akumulace DNAJB13 patrnd kromé annulu 1 v distalnéji polozeném misté
bic¢iku, v misté budouciho umisténi annulu. Do tohoto mista tato velka akumulace DNAJB13
migruje tésné pied pohybem samotného annulu. Po dosazeni spravné pozice annulu dochézi
k postupnému vymizeni DNAJB13 z annulu a tvorbé mitochondridlniho plasté¢ (Guan et al.
2009). Ve zralé spermii zustava DNAJB13 pouze v asociaci s axonemou, a to v celé jeji délce

(Guan, Yuan 2008).
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Obrazek 6: Casoprostorovy zaznam migrace annulu mysi. Sipka ukazuje annulus, modre je znacené jadro, cervené

mitochondrie a zelené Sept4 (mévitko: 10um). (Prevzato z: Guan et al. 2009)

Mezi dalsi mozné mechanismy, pomahajici annulu zaujmout spravnou pozici, patii
CBY3/CIBAR1 komplex. Protein CBY3 patiici do chibby rodiny se pfi vzniku annulu nachézi
v jeho tésné blizkosti. V misté¢ spradvného umisténi annulu je pak CBY3 tvofici prstenec
jeho pfimou soucasti. Druhy protein, ktery je soucasti komplexu s CBY3, se nazyva CIBAR1
(Cbyl-interacting BAR domain-containing 1). Ten je na bazi bi¢iku detekovatelny jesté diive
nez CBY3. Ve zralé spermii CIBARI, stejné tak jako CBY3, jiZ neni detekovatelny. Protein
CBY 3 potiebuje ke svému inkorporovani do annulu CIBAR1 (Hoque et al. 2024).

V pribéhu vyvoje spermie vznikd z denzniho intersticidlniho materialu mitochondrii
chromatoidni télisko (Fawcett et al. 1970). Lze pfedpokladat, ze toto télisko nejprve slouzi
k ukladani a zpracovani RNA (ribonukleové kyseliny) (Kotaja et al. 2006). V pocatcich
biogeneze annulu se chromatoidni télisko nachazi v blizkosti jaderné membréany, odkud
se presouva smérem k vznikajicimu biciku a jiz existujicimu annulu. Zde stejné jako annulus
utvaii prstenec v tésné blizkosti distdlniho konce bazalniho téliska. Vznik annulu je
na chromatoidnim télisku nezavisly, tyto dva prstence spolu ale asociuji. Pt jejich spole¢né
migraci podél biCiku se chromatoidni prstenec pomalu zmensSuje. Po dosaZeni konec¢né
lokalizace annulu jiz chromatoidni prstenec neni ptitomny (Fawcett et al. 1970). Ackoli piesna
funkce chromatoidniho téliska stale neni zndma4, oba prstence maji pti svém spole¢ném pohybu

vliv na formovani mitochondrialniho plast¢ (Shang et al. 2010).

4. Defekty ve formovani annulu

Pfi¢iny defektl ve formovani annulu spermii mohou byt rtizné. Jak ukazuji nize popsané
ptiklady na mySich modelech s mutacemi v proteinech ovliviiyjicich annulus, defekty obecné
vedou k problémim se spravnym formovanim mitochondridlniho pléasté, typickému ohybu

biciku v misté obvyklé lokalizace annulu a niZ§i pohyblivosti a fertilité¢ spermii pfi zachovani
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anatomické 1 histologické stavby okolnich tkani. U samic téchto mySi nedochazi k zddnym

abnormalitam.

Maturované spermie mysi s homozygotné¢ deletovanym genem pro Sept4 nemaji annulus.
V piislusném misté maji tyto spermie povétSinou pouze zuzeny bicik s neporusenou
plazmatickou membréanou. U 50-70 % maturovanych spermii dochazi v tomto misté k ostrému
ohybu biciku smérem k hlavicce (typicky 180°), ¢i k jeho zlomeni. Spermie mysi
s heterozygotni deleci vykazuji ve 20-30 % mirnéjsi ohnuti do tvaru L. U nematurovanych
spermii v obou pfipadech deleci k tomuto jevu nedochazi, kiehkost struktury bic¢iku se tak
s vysokou mirou pravdépodobnosti projevuje az pti jeho pohybu. Ohnuti biciku mozna naruSuje
také kinesinovy transport uvnitt bi¢iku a motorickou aktivitu dyneinu. U téchto spermii Ize
zaznamenat snizenou schopnost vyuzivat ATP, a navic vykazuji abnormality
v mitochondrialnim plésti. Vice nez 90 % spermii s absenci Sept4 bylo zcela nemotilnich nebo
vykazovalo poruchy v pohybu. Homozygotni mysi s deleci jsou infertilni, heterozygoti
nevykazuji nijak snizenou fertilitu nejspiSe vlivem sdileni proteinu Sept4 skrz cytoplazmatické

mustky béhem vyvoje spermii (Kissel et al. 2005; Thara et al. 2005).

U chimérickych mysi s jednou nefunk¢ni alelou pro Septl2 byla zjisténa nizsi vaha varlat
aniz$i motilita a celkovy pocet spermii. VéEtSina jedincii byla sterilni, u né€kterych byl pozorovan
nizsi pocet spermii ve vSech stadiich vyvoje, u dal§ich pak maturacni arest ve stadiu kulatych
spermatid. Mitochondrie téchto jedinc nejsou organizované do mitochondridlniho plasté
a vyskytuji se v n¢kterych ptipadech az v okoli akrozomu. Bicik téchto spermii je ohnuty nebo
jim zcela chybi (Lin et al. 2009). U homozygotnich mysi s mutantni alelou s nahrazenym
threoninem v misté 96 za izoleucin (SEPTIN12™%) se Sept12 vaze na Sept7 méné ochotné,
vznika tak mnohem méné¢ filament. Mutovany Septl2 je spiSe rozpustény v cytoplazmé, nez

ve form¢ filament (Chen et al. 2025).

Pro sestavovani septinovych filament jsou dulezité i spravné posttranslacni upravy. Mysi
s fosforylovanym Sept12 na Ser198 v GTP vazajicim misté (fosfomimeti¢ti mutanti S198D
a S198E) maji sniZzenou fertilitu. Spermie té€chto jedinci exprimuji proteiny annulu beze zmény,
avSak annulus, ktery by obsahoval Sept4 nebo Septl2, se netvoii. Mezi stiednim a hlavnim
segmentem je patrné pouze zuzeni bic¢iku nebo jeho charakteristické zahnuti smérem k hlavicce.
Tato fosforylace tedy pravdépodobné zabraniuje tvorbé€ septinovych filament, coZ naznacuje
fyziologickou ulohu posttransla¢nich uprav v biogenezi bi¢iku. Defekty téchto spermii jsou
mirnéjsi nez u jedinct bez funkéniho Septl2, pfesto maji tyto spermie snizenou motilitu (Shen
etal. 2017).
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Defekty v biogenezi annulu vykazuji také spermie s nefunkénim komplexem Cby3/ciBARI.
Annulus spermii bez Cby3 proteinu je ¢asto deformovany a nachdzi se az v oblasti hlavniho
segmentu, piipadné uplné chybi. I piesto se velikost sttedniho segmentu neméni. Funkce annulu
jakozto difuizni bariéry je vSak narusena. U nadpolovi¢ni vétSiny spermii bez ciBAR1 dochazi
obdobng¢ jako u Cby3 k chybnému umisténi annulu do oblasti hlavniho segmentu a k naruSeni
funk¢nosti diftizni bariéry. Protein ciBARI je sice schopen se do annulu inkorporovat sam,
nicméné bez Cby3 nedokaze nasledovat annulus pii jeho migraci mezi stiedni a hlavni segment.
Cely komplex nejspise ptispiva k lokalni rigidité plazmatické membrany, ktera je potfebna
pro spravné umisténi annulu (Hoque et al. 2024).
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Bize biciku Migrace annulu a hlavniho segmentu a hlavniho segmentu
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Obrazek 7: Model umisténi annulu pomoci komplexu Cby3/ciBARI. N: jadro. (Upraveno a prevzato z: Hoque et

al. 2024)

Annulus spermii mysi bez Tatl je pfipojeny pouze k mitochondrialnimu plasti a ma neobvykly
ovalny tvar. Jedinci jsou sterilni bez zmén v poctu spermii, ale jejich spermie jsou nepohyblivé
s ohnutym a zGzenym bic¢ikem v misté¢ normdlni lokalizace annulu a abnormalnim stfednim
segmentem. Schopnost kapacitace a akrozomalni reakce je také sniZzena (Touré et al. 2007).
V nepfitomnosti Tmem232 je annulus souc¢asti hlavniho segmentu a je odtrZzen od segmentu
sttedniho. Anomalie 1ze pozorovat taktéz v mitochondridlnim plasti (Cai et al. 2024). Absence
androglobinu zplisobuje nespravnou migraci annulu nebo jeho Uplnou neptitomnost (Keppner

et al. 2022). Spermie bez proteinu Ttc6 vykazuji charakteristické ohnuti v mist¢ b&zné
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lokalizace annulu, navic maji tyto spermie snizenou motilitu stejn¢ jako schopnost oplodnit

vajicko (Wang et al. 2023).

Roli ve formaci annulu a jeho migraci ma rovnéz centriolarni protein Cep76. Funkci méa tento
protein i v tranzitni zon€ a potencidlné i manzeté. U mutanti bez Cep76 nebyly pfi prvotnim
pozorovani zjistény zadné anatomické ani histologické odlisnosti tkéni, pouze cast jejich
spermii nebyla schopna projit spermiaci. VSichni jedinci byli pfesto sterilni. Spermie téchto
mutanti jsou abnormalni, maji kratsi vSechny segmenty bicCiku, defekty akrozomu,
mitochondrialniho pléaste, vnéjSich denznich vléken a tvaru hlavicky a jadra. Motilnich spermii
je pouze minimum, tyto se navic pohybuji pouze na misté. U ¢asti spermii byla pozorovana
absence centralni dvojce mikrotubulii nebo ptitomnost tii centriol. Annulus u téchto spermii
casto nebyl kvili velkym deformacim fibrézniho plasté jasné rozliSitelny. Pti bliz§im zkouméni
byl nalezen coby soucast hlavniho segmentu, odtrzen od segmentu stfedniho. Pfi sledovani
Sept4, jakozto markeru annulu, byl tento protein pozorovan kromé annulu také ve spojovacim
segmentu, coz naznacuje fragmentaci annulu. Oproti zdravym jedinciim je u téchto mutantt

vyskyt spermii bez hlavicky dvojnasobny (Houston et al. 2024).

Doposud maélo probadand je tloha membranového cyklinu Cenyll (Cyclin Y-like 1)
vytvafejiciho komplex s kindzou CDK16. Tento cyklin je v cytoplazmatickych membranach
vyvijejicich se spermiich pfitomny az do vzniku rezidudlniho téliska, jehoZ odhozeni
se pravdépodobné ucastni. Tento komplex ma s nejvétsi pravdépodobnosti ve spermiogenezi
1 dalsi role, nicméné tyto nejsou doposud probadané. Pii deleci genu pro cyklin Ccnyll
nevykazuji jedinci Zadné anatomické ani histologické odchylky, narusena je ale jejich fertilita.
Pocet spermii je nezménény, spermie jsou ale az na vyjimky nemotilni se ziZeninou na konci
mitochondridlniho plasté, annulem pfichycenym pouze k hlavnimu segmentu a cCastym
zahnutim bic¢iku v nékterych piipadech vedoucim az k omotani hlavicky a spojovaciho

segmentu (Zi et al. 2015).

Dalsi protein, ktery se sice v annulu pfimo nevyskytuje, avSak mé tlohu ve spermiogenezi
a akrozomalni reakci, je Cabs1 (calcium-binding protein spermatid-associated 1). Tento protein
je exprimovan v prodluzujicich se spermatidach a v akrozomu a hlavnim segmentu
maturovanych spermii. U mysi s deleci genu pro Cabs1 nebyly nalezeny Zaddné anomalie, okolo
60 % jejich spermii vSak vykazuje morfologické defekty véetné chybéjiciho annulu, zahnutého
bi¢iku a zuZeni mezi stfednim a hlavnim segmentem. Pocet spermii neni ovlivnény,
jejich motilita je ale zna¢né nizsi. Nekteti jedinci byli sterilni (~30 %), jini nevykazovali Zzddné
odchylky v plodnosti. Funkce Cabsl neni dostatecné¢ prozkoumand, pfesto ma nejspiSe
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dilezitou roli v sestaveni bi¢iku a annulu. U spermii mySi bez tohoto proteinu dochézi
z nevysvétlenych divodi ke zméndm v expresi mnoha proteint, vyssi exprese je patrnd
napiiklad u Ccnyll, naopak u Sept4d je exprese vyrazné¢ snizend (Zhang et al. 2021).
Tyto spermie maji rovnéZ mensi mnozstvi ATP, coZ by mohlo souviset s jejich sniZenou

motilitou (Zhao et al. 2024).

+/+

+/-

-f-

Obrazek 8: Reprezentativni obrazek defektii spojenych s chybnym formovanim annulu. Horni rdadek
ukazuje normalni spermie, stiedni radek heterozygotni deleci a spodni radek homozygotni deleci genu
SEPT4. Sloupce ukazuji casti epididymis, ze kterych byly spermie odebirany. Procento ohnutych spermii
se s priichodem epididymis zvétsuje. (Prevzato z: Kissel et al. 2005)
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5. Muzska neplodnost

Mezinarodni slovnik neplodnosti a péfe o plodnost definuje neplodnost jako neschopnost
jedince pocit dité se zdravym partnerem po dobu 12 a vice mésict pti pravidelném nechranéném
pohlavnim styku (Zegers-Hochschild et al. 2017). Celosvétové je piiblizné 17,5 % part
neplodnych, v Evropé 16,5 % (World Health Organization 2023). MuZi jsou za neplodnost paru
zodpovédni z 20-30 %, dalSich 20-30 % tvofi kombinace zenskych i muzskych faktorg.
Celosvétove je neplodnych muza v zavislosti na geografické oblasti 2,5-12 %, z ¢ehoz nejvétsi
procento neplodnych muzi se nachézi ve sttedni a vychodni Evropé (8-12 %) a v Australii (8-
9 %) (Agarwal et al. 2015). MuzZsk4 neplodnost mize byt dana fadou genetickych pficin
1 dal$ich faktorii spojenych s Zivotnim stylem, naptiklad ¢astym koufenim cigaret, nadmérnym
pitim alkoholu, uzivanim drog, obezitou a Spatnym stravovanim nebo stresem (Kuo et al. 2012;

Qin et al. 2024; Ramlau-Hansen et al. 2007; Durairajanayagam 2018).

Nekteré z vySe popsanych defekti u mysi byly popsané také u muzi diagnostikovanych
s poruchou plodnosti. Nej¢astéjsi diagndzy zahrnuji: Astenozoospermii, kterd znaci procento
progresivné pohyblivych spermii pod 30 %. Oligoastenozoospermii, pii které se k této definici
piidava jesté mensi celkovy podet spermii nez 39x10° na ejakulat nebo mensi koncentrace
nez 16x10° na ml. Samotnou oligozoospermii vyjadiujici mensi celkovy podet spermii (nebo
koncentraci), nez je dolni referen¢ni hodnota. Teratozoospermii, u které se jednd o procento
morfologicky normalnich spermii pod 4 %. Jeji kombinaci s astenozoospermii, kterou
je astenoteratozoospermie, pii které je procento motilnich i morfologicky standartnich spermii
pod dolni referen¢ni hodnotou. A oligoastenoteratozoospermii, ktera pak spojuje vSechny
piedchozi patologie. Pokud jsou vSechny hodnoty v normé, jedna se o normospermii (World

Health Organization 2010; World Health Organization 2021).

Prevalence astenozoospermie je téZce urCitelnd. Pfi studii 1085 neplodnych argentinskych
muzi bylau 82 % pozorovana zména pohyblivosti spermii, pficemz 19 % bylo diagnostikovano
s astenozoospermii a zbylych 63 % s astenozoospermii spojenou s oligozoospermii a/nebo
teratozoospermii. (Curi et al. 2003). Retrospektivni (2018-2021) studie 64 452 neplodnych
indickych muzl ukéazala abnormality spermii u 72,1 %, astenozoospermie tvotila pouze 2 %
(Bhoi et al. 2023). Astenozoospermie Ci jeji kombinace s dalSimi patologiemi je piesto Castou
diagnézou u neplodnych muzi. Vyzkumu pficin tohoto onemocnéni se diky tomu vénuje velka

pozornost a tim padem téZ defektlim annulu, kviili jejich dopadu na motilitu spermii.
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U dvou c¢inskych muzii s astenozoospermii byly objeveny dvé recesivni mutace znamenajici
ztratu funkce proteinu v genu SEPT4. Spermie téchto homozygotnich muzii mély uzky i jinak
atypicky stfedni segment, ohnuty bicik o 90° v misté spojeni stiedniho a hlavniho segmentu
a SEPT6 a 12 lokalizované v oblasti spojovaciho segmentu. U Zadné spermie téchto muzii nebyl
nalezen annulus (Wang et al. 2022). Pfi vySetieni dalSich dvou <¢{inskych muzi
s astenozoospermii byly objeveny dvé mutace genu SLC26A48. Jedna mutace zptisobuje zdménu
jedné aminokyseliny v proteinu, druha vede ke ztraté funkce proteinu, oba muzi byli
homozygoti. Spermie téchto muzii meély uzky stiedni segment s chybéjicim annulem
a mitochondridlnim plastém, malé mnozstvi mitochondrii téchto spermii bylo lokalizovano
mimo stfedni segment (Gao et al. 2022). VySetieni 146 muzi s diagnostikovanou
astenozoospermii ve Francii ukazalo heterozygotni varianty genu SLC26A48 u 7 z nich. Tii
z téchto muzl byli zkouméni bliZze, prvni muz mél maly objem ejakuldtu a jeho spermie
vykazovaly vyssi vyskyt morfologickych atypi¢nosti véetné stoenych bicikl a Spatného tvaru
posteriorni ¢asti hlavicky. Spermie druhého muze se od normélnich liSily pouze CastéjSimi
defekty bic¢iku vcetn¢ annulu a abnormalnim stfednim segmentem. Posledni blize sledovany
muz mél nizsi celkovy pocet spermii a casté morfologické abnormality s nespravnym tvarem
hlavicky a sttedniho segmentu a defekty bic¢iku a annulu, protein SLC26A8 byl neobvykle

rozmistén ve sttednim segmentu (Dirami et al. 2013).

Na vzorku 30 muZzi, z nichz 11 trpélo astenozoospermii, bylo zji§téno niZ§i mnozstvi SEPT12
u spermii s abnormalitami hlavi¢ky, kr€ku nebo bi¢iku. Porovnani obou skupin ukézalo nizsi

mnozstvi SEPT12 u muzi s astenozoospermii (Lin et al. 2009).

Pfi provérovani genotypu 160 neplodnych muzii byly objeveny dvé mutace genu SEPTI2
v GTP vézajicim misté. V jedné mutaci jde o nahrazeni threoninu za metionin (T89M), v druhé
pak aspartatu za asparagin (D197N). Oba muzi byli heterozygoté, muZz s prvni zminénou mutaci
trpél astenozoospermii, druhd mutace zpusobila oligoastenozoospermii. Blizsi vySetfeni

spermii muze s mutaci SEPT2P1%7N

ukézalo vétSinu jeho maturovanych spermii s ohnutym
bicikem, z(zenym mistem mezi stfednim a hlavnim segmentem a obnaZenou axonemu.
Annulus, ktery neobsahoval zddny SEPT12, mél u téchto spermii mnohacetné vady jako
napiiklad niz8i vysku. Spermie tohoto muZe maji sniZenou motilitu, koncentraci a vicero
strukturnich defekt. Mutovany SEPT12 tedy nejspise naruSuje strukturni integritu annulu (Kuo

etal. 2012).

Stejnd mutace jediného genu se mulZe prezentovat vice zpusoby, coz dokazuje mutace
SEPTI2™% opét v GTP vézajicim misté, kterdA u dvou muzi vedla k astenozoospermii
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bez zjevnych morfologickych defekti a teratozoospermii s témito defekty. U druhého
zminované¢ho maji spermie abnormalni tvar hlavicky s velkou variaci od malych a tenkych
az po nadmérné veliké. Spermie s touto mutaci maji dekondenzovany akrozom, stale piitomné
nepravideln¢ umisténé kapky cytoplasmy a velké jaderné vakuoly signalizujici abnormalni

kondenzaci chromatinu (Chen et al. 2025).

Studie 9 muz s normospermii a 21 muza s astenozoospermii v tchajwanské nemocnici
stanovila procento pfitomnych nenarusenych spermii v ejakuléatu s defektnim signalem SEPT7
na 19,1 % u muzd s normospermii a 36,1 % u muza s astenozoospermii. U abnormalnich
spermii se toto ¢islo vySplhalo az na 50,7 % u zdravych a 90,3 % u muzi s astenozoospermii.
Zavaznost astenozoospermie korelovala s procentem spermii vykazujicich defektni SEPT7

signdl (Chao et al. 2010).

Pouze mala cast studii se zabyva Cetnosti defektti annulu u neplodnych muza. Studie 108
neplodnych jedinct z Japonska detekovala defekty annulu u 13 %. Pfesnéji bylo nespravné
imunoznaceni annulu pro SEPT4 a/nebo SEPT7 jakoZto markeri annulu pozorovano u 30 %
muzu s astenozoospermii (10 z 33) a 5 % neplodnych s jinou diagnézou (4 z 75) (Sugino et al.

2008).

Oproti tomu studie zamétujici se na detekci SLC26A8 u europoidnich jedincti zkoumajici 329
muzu s astenozoospermii nalezla defektni annulus nebo jeho absenci pouze u 1,21 % (4 z 329)
(Dirami et al. 2015). Podobn¢ vysledky dostala také studie detekujici stejny protein u 75
francouzskych muZzl, znichz 28 trpélo astenozoospermii, 13 oligoastenozoospermii a 34
astenoteratozoospermii.  Defekty v annulu  vykazoval pouzejediny muz trpici
teratoastenozoospermii. Detekce SEPT4 a 7 byla u spermii tohoto jedince netispésna, 93 %
spermii mélo defekty také v mitochondrialnim plasti a 42 % nemélo propojeny stfedni a hlavni
segment (Lhuillier et al. 2009). Studie 100 iranskych muzi s astenozoospermii detekujici
SEPT4 a SEPT7 nalezla defekty annulu stejné jako pfedchozi zminéna pouze u jediného muze.
U 75 % spermii tohoto muze nebylo mozné detekovat SEPT4 ani SEPT7 (Hosseinifar et al.
2014).

Rozpor téchto studii naznacuje mozné etnické rozdily. VSechny studie posuzuji své vysledky
velmi opatrné, pracuji totiz s relativné malymi pocty muzi. U zkoumanych muzi navic mize

dochazet k defektim annulu, které tyto studie nebyly schopné odhalit.

Dalsi studie si dala za cil misto pfimé detekce annulu zméfit pouze Groven transkripce genu

pro SEPT4 u ejakulovanych spermii 20 jedincti s astenozoospermii a 20
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s astenoteratozoospermii z Iranu. Jejich vysledky ukazuji signifikantné mensi expresi u obou
skupin oproti kontrolni skupiné s normospermii (Jannatifar et al. 2023). K podobnym
vysledkiim dospéla i studie zamétujici se na odhaleni biomarkeru neplodnosti pomoci analyzy
proteinit spermii muzi z Indie, z nichz 18 trpélo oligozoospermii, 24 astenozoospermii
a 12 oligoastenozoospermii, ktera zjistila absenci nebo snizenou expresi SEPT4
pfi astenozoospermii a oligoastenozoospermii. Z téchto vysledki vyplyvd mozné vyuziti
SEPT4 jako biomarkeru pfi diagnostice muzské neplodnosti, a to konkrétné astenozoospermie

s moznymi kombinacemi s terato- a oligozoospermii (Vickram et al. 2021).

Podobny ptistup zvolila i studie zamétujici se na troven genové transkripce genu SEPT2 u 20
jedinct s astenozoospermii a 20 s teratozoospermii. Tato transkripce byla vyrazné snizena
u muzl s astenozoospermii, u muzil s terazozoospermii se neliSila od zdravych. Korelacni
analyza odhalila signifikantni vztah mezi mnozstvim mRNA (messengerové ribonukleové

kyseliny) genu SEPT?2 a progresivni motilitou spermii (Mazaheri Moghaddam et al. 2021).

Studie sledujici zminéné muze po delSi dobu ukazuji velkou Usp&Snost metod asistované
reprodukce (intracytoplazmatické injekce spermii, intrauterinni inseminace a in vitro
fertilizace). Déti téchto muzl se rodi zdravé, otdzkou vSak zlstava budouci plodnost takto
narozenych chlapci s ohledem na zdédéné genetické mutace (Dirami et al. 2015; Sugino et al.

2008; Wang et al. 2022; Gao et al. 2022).

6. Zavér

Annulus je proteinova kruhova struktura nalézajici se mezi stfednim a hlavnim segmentem
biciku spermie, kde vytvafi selektivni difuzni bariéru. Hraje kli€ovou roli nejen pii vyvoji
biciku a jeho jednotlivych komponent, ale také ptfispivd k motilit€ spermie, a tim 1 jeji
schopnosti oplodnit vajicko. PfestoZe byl annulus popsén jiz pied vice nez 130 lety, teprve
s rozvojem molekularnich metod v poslednich desetiletich se oteviela cesta k pochopeni

jeho biochemického sloZeni, funkce a mechanismil biogeneze a migrace.

Z ptedlozenych studii vyplyva jeho zdsadni tiloha v biogenezi bic¢iku, zejména jeho funkce
jakoZto difuizni bariéry a organizatoru mitochondridlniho plasté. Tyto poznatky byly ziskany
pfevazné na modelech geneticky modifikovanych mysi s delecemi nebo mutacemi genil
kédujicich proteiny annulu ¢i jiné proteiny, u kterych se ukédzala dosud nepiedpokladana

provéazanost s annulem (napf. solubilni adenylatcykldza). Zajimava je i hypotéza o mozné tiloze
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annulu v procesu kapacitace, zejména ve vztahu ke zvySené¢ koncentraci cAMP, kterd byla

v annulu po skonceni tohoto procesu objevena.

Dosud byly v annulu prokazany naptiklad septiny, Tatl nebo TMEM232, u dalSich proteinii
se jejich lokalizace a funkce stale zkouma. Septiny jsou zakladnimi strukturnimi komponentami
diky schopnosti vytvaiet filamenta, TAT1 zajiStuje ukotveni annulu k plazmatické membrané,
TMEM232 propojuje annulus se spojovacim segmentem a androglobin je povazovan za dalsi

dualezity faktor s dosud ne zcela objasnénou funkci.

Mutace nebo delece téchto proteint vedou ke strukturdlnim poruchdm spermii, vcéetné
deformace biciku, chybného umisténi annulu a naruseni mitochondrialniho plaste. Tyto defekty
maji za nasledek snizenou motilitu spermii a nasledné i fertilitu, ¢asto az sterilitu, pficemz

fertilita samic zastava neovlivnéna.

Studie na geneticky modifikovanych mySich podnitily bliz§i vyzkum muzské neplodnosti
v souvislosti s defekty annulu. Pfi nich byly identifikovany mutace septinti a dalSich proteint
u muzi s riznymi diagnézami poruch spermii, nejéastéji vsak s poruchou pohyblivosti spermii.
Vysledky se li$i podle velikosti vzorku i zkoumané populace — vyssi vyskyt defekt annulu byl

pozorovan v asijské populaci oproti evropské ¢i americké.

Moznost vyuziti proteind annulu jako biomarkertt muzské neplodnosti ziistdva predmétem
intenzivniho vyzkumu. Jejich detekce by mohla nabidnout pfesnéjsi diagnostiku i prognozu
nez bézné pouzivany spermiogram. Zaroven se otevird moznost vyuZiti téchto proteinli

ve vyvoji muzské antikoncepce, coz vSak vyzaduje dalsi detailni vyzkum.
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