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Sulfan produkujici enzymy u kancich spermii béhem
epidydimalni maturace

Souhrn

Sulfan je vedle oxidu dusnatého (NO) a oxidu uhelnatého (CO) tfetim prokazanym
gasotransmiterem produkovanym endogenné v organismu. Spoleéné¢ s NO a CO patii
do skupiny signalnich molekul. Cilem teoretické ¢asti prace bylo shrnuti dosavadnich poznatka
o spermiogenezi a nasledujicich dé&u vedoucich Kk oplozeni, zaméfené predevsim
na epididymalni maturaci, kapacitaci a akrozomalni reakci, pficemz stézejnim oddilem byla
prave epididymalni maturace spermii. Dale literarni reSerSe pojednéva o funkci, produkci
a metabolismu sulfanu a podrobnéji o enzymech, které tuto molekulu produkuji.

Prakticka cast byla zaméfena na prukaz pfitomnosti sulfan produkujicich enzymut
v kanc¢ich spermiich izolovanych z caput, corpus a cauda epididymis. Mezi detekované enzymy
patfila cystathionin-pB-syntaza (CBS), cystathionin-y-lyaza (CTH) a 3-merkaptopyruvat
sulfurtransferaza (3-MST). Exprese téchto enzymi byla sledovana imunocytochemicky a poté
byla hodnocena po sniméni na konfokalnim mikroskopu analyzou obrazu. Jako kontrolni
metoda byl pouzit Western blot. P¥itomnost sulfan produkujicich enzymu byla ve vSech ¢astech
kan¢iho epididymu prokézana. Exprese enzymu Vv epididyalnich spermiich v prubéhu

epididymalni maturace klesala.

Kli¢ova slova: spermie, maturace, epidydimus, sulfan produkujici enzymy



Sulphan-producing Enzymes in Boar Sperm during
epidydimal maturation

Summary

Besides nitric oxide (NO) and carbon monoxide (CO) hydrogen sulphide is the third
proven endogenously produced gasotransmiter in organism. This molecule along with NO and
CO belongs to the signal molecule group. The aim of theoretical part of this thesis was
to summarize present knowledge of spermiogenesis and following actions leading
to fertilization, particularly epididymal maturation, capatitation and acrosome reactione,
whereas the main part was epididymal maturation. The literature research further follows
up hydrogen sulfide function, production and metabolism and in detail enzymes which are
responsible for hydrogen sulphide production.

Practical part was focused on the proof of hydrogen sulphide producing enzymes in boar
sperm isolated from caput, corpus and cauda epididymis. Among detected enzymes belonged
cystathionin-B-synthase (CBS), cystathionin-y-lyase (CTH) and 3-marcaptopyruvate
sulfurtransferase (3-MST). The expression of these enzymes was observed using
imunocytochemistry and it was after evaluated by the scanning confocal microscope image
analysis. Western blot was used as a control method. The presence of these enzymes was proven
in every part od boar epididymis. The expression of hydrogen sulphide producing enzymes was

during the epididymal maturation decreasing.

Keywords: sperm, maturation, epidydimus, sulphan-producing enzymes
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1 Uvod

Pted n¢kolika desitkami let byl sulfan (H2S) povazovéan pouze za toxicky plyn, ktery je
rozpoznatelny podle charakteristického zapachu zkazenych vajec. Avsak po objevu endogenni
produkce oxidu dusnatého a oxidu uhelnatého v organismu a jejich u¢inkt na rizné tkané, byly
provedeny také experimenty zamétfené na detekci sulfanu v téle. Prvni takovy experiment
provedli vroce 1996 Abe a Kimura, ktefi prokazali pfitomnost sulfanu v téle, konkrétné
V nervovém systému, a poukazali na to, ze sulfan ma ziejme 1 jiné nez toxické ucinky a ze je
soucasti zivotn¢ dulezitych funkci a procest v téle. Od té doby je tato plynna molekula fazena
spole¢né s NO a CO mezi tzv. gasotransmitery. Diky mnoha vyzkumim, které se této
problematice vénovaly, je dnes jiz znamo, Ze se sulfan podili na velkém mnozstvi
fyziologickych procesti v organismu. Ma vliv napiiklad na oxida¢ni stres, ktery uc¢inné tlumi,
upravuje bunécny cyklus a apoptdzu, dale se ucastni zanétlivych procest €i vazodilatace cév.
Mezi dal$i popsané funkce sulfanu patii také regulace Cinnosti nervové nebo reprodukéni
soustavy (Reiffenstein et al. 1992; Abe & Kimura 1996; Geng et al. 2004; Wang et al. 2013;
Olas 2015).

Sulfan je tedy nyni fazen do skupiny signalnich molekul spole¢né s NO a CO a piisobi
Vv t¢le jako mediator. Pro pochopeni ptesné funkce sulfanu v téle bylo stézejni prenést pozornost
predevsim na endogenni produkci sulfanu v téle. Diky tomu byly prokézany celkem tfi sulfan
produkujici enzymy. Mezi né patii cystathionin-p-syntdza (CBS), cystathionin-y-lyaza
a 3-merkaptopyruvat sulfurtransferdza (3-MST), kterd pro produkci sulfanu potiebuje jesté
cystein aminotransferdzu (CAT), ktera je n€kdy uvadéna jako ¢tvrty sulfan produkujici enzym
(Hughes et al. 2009; Tanizawa 2011; Wang 2012; Olas 2014; Xu et al. 2014). Bylo zjisténo,
ze hlavnim substratem pro tvorbu sulfanu enzymatickou cestou, je L-cystein, ackoliv byl
prokazan i fyziologicky dé&j, pti kterém vznika sulfan z D-cysteinu (Shibuya et al. 2013; Kimura
2014). Nicmén¢ sulfan produkujici enzymy, a potazmo cystein, nejsou jedinym zdrojem
sulfanu. Tato plynnd molekula vznika rovnéz neezymatickou cestou. Pfikladem muze byt
produkce H2S mikroorganismy traviciho ustroji, které metabolizuji siru, ptipadné jednoducha
disociace hydrogen sulfidu sodného na sulfan. Dale muze byt sulfan uvolnén z acidolabilni siry,
ktera slouzi jako depozitum této molekuly v téle (Searcy & Lee 1998; Furne et al. 2001;
Fiorucci et al. 2006; Shibuya et al. 2013; Olson et al. 2013; Kimura 2014).

Jak bylo vySe zminéno, sulfan se rovnéZz ve znané mife produkuje v savéim
reprodukénim traktu. Zde byl detekovan jak v saméi, tak v samici pohlavni soustavé. Mezi
tkdn¢ samce, ve kterych byly detekovany sulfan produkujici enzymy, patii tkan penisu,
predevsim kavernozni téliska, Sertoliho 1 Leydigovy buiiky, prostata, nebo dokonce zarodecné
bunky varlete. Pfitomnost enzymi byla prokazana také v hladkosvalovych burikach cév penisu
a Vv jeho perifernich nervech. Mnohé vyzkumy prokazaly, ze sulfan mé pozitivni G¢inek na
vyvolani erekce u samcli a ma tudiz velky terapeuticky potencidl. Kromé pohlavnich organt
samce se tyto enzymy vyskytuji rovnéz ve spermiich (Oi et al. 2001; Sugiura et al. 2005; Liang
et al. 2006; Patel et al. 2009; Srilatha et al. 2009; d'Emmanuele di Villa Bianca et al. 2011,
Huang et al. 2012). Sulfan byl detekovan i v sami¢i pohlavni soustavé, a to napiiklad ve
vajecnicich, oocytech, folikularnich bunkach, déloze, ¢i placenté (Liang et al. 2006; Guzman et
al. 2006; Liang et al. 2007; Patel et al. 2009; Srilatha et al. 2009a,b). Z vysledki téchto vyzkumu
se predpoklada, Ze je sulfan dulezitou molekulou hrajici roli v sam¢i i samici reprodukei.
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2 Védecka hypotéza a cile prace

Na zakladé¢ potvrzeni vyskytu sulfan produkujicich enzymd v ejakulovanych
enzymy vyskytuji také v epididymalnich spermiich. Dalsi hypotézou experimentalni prace
bylo, ze se exprese sulfan produkujicich enzymu bude s délkou epididymalni maturace
zvySovat vlivem obohaceni spermii epididymalni tekutinou.

Cilem prace bylo shrnuti sou¢asnych poznatki o epididymalni maturaci spermii a roli
sulfanu, potazmo sulfan produkujicich enzymd, v reprodukci. Cilem experimentalni ¢asti prace
bylo ovéfeni hypotézy, ze se sulfan produkujici enzymy vyskytuji v epididymalnich spermiich
a ze se jejich exprese béhem epididymalniho zrani zvysuje.
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3 Literarni reSerSe
3.1 Spermatogeneze

Spermatogeneze probiha ve varleti a je lokalizovana v semenotvornych kanalcich, kde
probihaji dva po sobé nasledujici procesy - spermatocytogeneze a spermatohistogeneze (Obr.
¢. 1). Béhem spermatocytogeneze vznikaji mitoticky z diploidni spermatogonie dva ruzné typy
spermatogonie A - svétlé a tmavé. Oba typy se mnohorat mitoticky déli jednak kvili
diferenciaci, jednak kvuli sebeobnové. V procesu diferenciace nékteré svétlé spermatogonie
A diferencuji ve spermatogonie typu B (Gordon & Lamb 2007), které vstupuji do prvniho
meoitického déleni, ¢imZ vznikaji spermatocyty 1. fadu. Poté, co primarni spermatocyty
dokon¢i prvni meotické déleni, vznikaji sekundarni spermatocyty, které jsou jiz haploidni. Tyto
buniky nasledné podstupuji druhé meotické déleni, ¢imz vznikaji kulaté haploidni spermatidy
(Gordon & Lamb 2007; Nussbaum et al. 2015). Po spermatocytogenezi néasleduje
spermatohistogeneze, kterd probihd ve wvybézcich Sertoliho bunék transformaci
postmeiotickych ovalnych spermatid ve spermie. Tato fd&ze méa 4 stadia - Golgiho, akrozomové
Capky, stadium kaudalni manzety (akrozomové) a stadium zrani. V tuto dobu probihaji
na buiice dulezité morfologické zmény, jako napiiklad tvorba akrozomu a bic¢iku, kondenzace
jadra a jeho elongace, eliminace cytoplazmy a také reorganizace organel, ktera zahrnuje
naptiklad tvorbu mitochondrialni pochvy ve stiedni ¢asti bi¢iku spermie (Nayernia et al. 1996;
Idler & Yan 2012). V této posledni fazi také dochazi k fagocytdze rezidui ze spermie Sertoliho
bunikami (Sharma & Agarwal 2011). Jak se spermie postupné vyviji, posouva se smérem
do lumen semenotvorného kanalku, az je nakonec uvolnéna. Spermie jsou dale transportovany
do nadvarlete, kde podstupuji epididymalni maturaci (Nussbaum et al. 2015; Sharma &
Agarwal 2011).
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Obr. €. 1: Spermatogeneze. Z diploidni zarodecné bunky vznikaji mitdézou svétlé a tmavé
spermatogonie A. Ty se mnohokrat mitoticky déli a davaji vznik dal§im spermatogoniim typu
A, pficemz nékteré svétlé spermatogonie A se mohou rozdélit a diferencovat ve spermatogonii
typu B. Tyto spermatogonie B vstupuji do meidzy, ¢imZz vznikd primarni spermatocyt.
Po dokonéeni meidzy vznika haploidni sekundarni spermatocyt, ktery podstupuje druhou
meiozu, jez dava vznik 4 haploidnim kulatym spermatidam. Nasleduje spermiogeneze, béhem
které spermatidy prodélavaji morfologické zmény. P — pachytene; L — leptotene; Z — zygotene
(zdroj: Zini, 2018).

3.1.1 Formovani akrozomu

Akrozom je specificka organela, ktera obaluje jadro spermie. Je nezbytnou ¢asti spermie,
protoze obsahuje velké mnozstvi specifickych enzymu, které jsou nutné pro dal§i déje
souvisejici s reprodukci, predev§im pro akrozomalni reakci a S ni souvisejici penetraci zony
pellucidy a cytoplazmatikého obalu oocytu samice (Junqueira et al. 1997). Enzymy, které
akrozom obahuje, jsou napiiklad hyaluroniddza, akrozin, proakrozin, Kysela fosfataza,
proteinaza a dalsi (Buffone et al. 2008; Suryavathi et al. 2015).
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Morfologie akrozomu se 1i$i druh od druhu, ale u vSech savct ma dvé hlavni ¢asti. Tou
prvni je velky anteriorni segment, ktery se muze u riznych druht savct lisit tvarem (padlovity,
hackovity, Spachlovity) nebo i velikosti (Bedford 2014). Druhy segment je mensi a tenéi
a snazyva se ekvatorialni (nebo také postriorni). Ekvatoridlni segment se nachazi ve stiedni
¢asti hlavicky spermie. Akrozom obaluje akrozomalni membrana, kterd se dé€li na vnitini
akrozomalni membranu, jez obepina jadro spermie, a vnéjsi akrozomalni membranu, ktera je
lokalizovana pod plazmatickou membranou spermie (Obr. ¢. 2) (Gerton 2002). Béhem
akrozomalni reakce dochézi k fazi vnéjsi akrozomalni membrany s plazmatickou membrénou
spermie (Yanagimachi 2011). Vnitini a vné&jsi akrozomalni membrana tvoii akrozomalni vacek
obsahujici enzymy nutné pro prichod spermie glykoproteinovym obalem vajicka a proteiny
dulezité pro sekundarni vazbu spermie na oocyt. Obsah akrozomalniho vacku je raznorody,
ale mize byt rozdélen na rozpustny a specificky materidl. Rozpustnd ¢ast je tvotfena
hydrolytickymi enzymy, které se ucastni akrozomové reakce a hydrolyzy kumularnich bunék
oocytu. Specifickd ¢ast je tvofena akrozomani matrix, ktera skeletarnimi proteiny
zprostiedkovava interakci mezi spermii a oocytem b&hem oplozeni pomoci skeletérnich
proteint (Buffone et al. 2008; Suryavathi et al. 2015).

anteriorni
segment

plazmaticka membrana
akrozom

vhnitfni akrozomalni
membrana

ekvatorialni
segment

vnéjSi akrozomalni membrana

N e N et

jadro
kapacitace

} anteriorni segment

ekvatorialni segment

akrozomalni reakce

Obr. ¢&. 2: Struktura hlavi¢ky spermie a akrozomu. Obrazek znazoriiuje hlavicku spermie
obsahujici jadro s haploidnim po¢tem chromozomu a sekre¢ni organelu akrozom. Akrozom ma
dvé membrany — vn&jsi a vnitini. Obrazek znazornuje také anteriorni a ekvatorialni segment
akrozomu a zmény akrozomu béhem akrozomalni reakce (zdroj: Wassarman et al. 2004; Okabe
2013).
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Biogeneze akrozomu muze byt rozdélena do 4 c&asti — formovani vezikult, jejich
rozposlani na cilové misto, fuzi vackl a vazbu akrozomu k j&dru. Tyto procesy jsou soucasti
spermiogeneze. Predchozi vyzkumy u mysi popsaly celkem 16 krokd Vv pribéhu
spermiogeneze, ve kterych je formovani akrozomu klicovym déjem. Spermiogeneze se tradi¢né
déli na 4 stadia. Tato stadia se nazyvaji Golgiho (1.-3. krok), stadium akrozomove éepicky
(4.-7. krok), stadium kaudalni manzety (nebo také akrozomové stadium, 8.-12. krok)
a stadium zrani (13.-16. krok) (Obr. ¢. 3) (Clermont & Leblond 1955).

Golgiho stadium stadium akrozomové Cepicky
8 9 10 11 12 13 14 15 16
akrozomové stadium stadium zrani

Obr. €. 3: Schéma fazi akrozomové biogeneze u mysi. Kulaté spermatidy se méni ve zralé
spermie ve 4 stadiich a 16 krocich: Golgiho (1.-3. krok), akrozomové Eepicky (4.—7. krok),
akrozomové (8.—12. krok) a stadium zrani (13.—16. krok) (zdroj: Khawar et al. 2019).

Prvni faze se jmenuje Golgiho, protoze Golgiho aparat (GA) je klicovou organelou pro
ranou spermiogenezi (Leblond & Clermont 1952; Hess 1990; Russell et al. 1993). Béhem této
faze je GA velmi aktivni a produkuje mnoho glykoproteinti a jeho trans systém dava vznik
proakrozomalnim vackam, které jsou nezbytné pro formovani zralého akrozomu.
Proakrozomalni vacky nasledné fazuji a tvofi v okoli jadra akrozomalni granula. Stéedni cast
akrozomalniho granula je vazana na jadernou membranu, zatimco jeji periferni Cast je
asociovana s perinuklearni thékou. Perinuklearni théka je u zralé spermie tvofena malym
mnozstvim cytoplazmy a cytoskeletarnimi elementy a jejim ukolem je ziejmé propojit akrozom
a postakrozomalni membranu s jadrem spermie (Longo & Cook 1991).

Béhem stadia akrozomalni Cepi¢ky zvétSuji granula sviij objem, hromadi se v nich
glykoproteiny a rozsifuji se po celém povrchu jadra. Tim vytvoii velmi tenkou strukturu
podobnou Eepiccee, ktera postupné zakryva jednu tietinu povrchu jadra. Zaroven se GA posouva

14



k distalni oblasti, kde vznika kréek. V této fazi se vyviji akroplaxom, coz je struktura, ktera
se nachazi mezi akrozomalni a jadernou membranou spermie. Soucasti akroplaxomu je
okrajovy prstenec, ktery je tvofen keratinem a F-aktinem. Béhem elongace spermatidy dochazi
ke spojeni prstence srostouci c¢asti akrozomu aspovrchem jadra. Ztoho vyplyva,
7¢ akroplaxom nevaze pouze akrozom sjadrem, ale také zajiStuje, aby vyvijejici
se akrozomalni hlavicka zistala ukotvena k jadernému obalu béhem elongace (Kierszenbaum
et al. 2003).

V dalsi fazi se akrozom posouva k ventralnimu povrchu jadra spermatidy (Hess & de
Franca 2008). V tuto chvili se akrozom kondenzuje a vaze se k vnitini akrozomalni membrang.
Zaroven i v jadie dochazi k intenzivni kondenzaci, tentokrat chromatinu. Velmi dileZitou roli
Vv usporadani akrozomu hraji mnohé cytoskeletarni proteiny — napiiklad kalmodulin (Camatini
et al. 1992), aktin (Talbot & Kleve 1978) nebo a-spektrin-like antigeny (Virtanen et al. 1984).
U elongujicich spermatid miize byt pozorovan vznik manzety tvoifené mikrotubuly v blizkosti
perinuklearniho prstence (Obr. €. 4).

vnéjsi akrozomova
membrana

akrozomova granule

akrozom vnitfni akrozomova
membrana
akroplaxom .,
p jadro

perinuklearni

mikrotubulova prstenec

manzeta

Obr. ¢. 4: Hlavicka elongujici spermatidy. Vyvijejici se spermatida ma prodluzujici se jadro
obklopené perinuklearnim prstencem a manzetou tvorenou mikrotubuly. Akrozom je umistén
nad jadrem a je k nému ukotven pomoci akroplaxomu (zdroj: Khawar et al. 2019).

Posledni faze zahrnuje nékolik morfologickych zmén v jadie a posun samotného
akrozomu. Pokracuje kondenzace jadra, dochazi k rozprostieni akrozomalnich granul po celé
akrozomalni membrané, ¢imz se akrozom rozd€luje na anteriorni a posteriorni segment.
Anteriorni segment se stava vrcholem akrozomu, zatimco zbytek akrozomu kryje cely povrch
jadra kromé ¢asti piipojené na bi¢ik spermie (Russell et al. 1993; Khawar et al. 2019). Zaroven
dochézi k likvidaci nadbyte¢né cytoplazmy vcetné jejich soucasti (napiiklad lipid) a mnohych
nezadoucich organel, jako jsou naptiklad mitochondrie, vezikuly nebo ribozomy. VSechny tyto
struktury jsou odstranény ve formé cytoplazmatickych kapicek pfed samotnou spermiaci (Hess
et al. 1993; Russell et al. 1993; De Franca et al. 1995). Vznikla rezidua jsou pohlcena Sertoliho
buiikami.
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Akrozomalni biogeneze se Gi¢astni mnoho proteint asociovanych s endoplazmatickym
retikulem (ER) ¢i GA (Obr. ¢. 5). V bunce je ER hlavnim mistem syntézy proteint (Vitale et
al. 1993), zatimco GA je zodpovédny za glykosylaci, zpracovani a roztfidéni nové
syntetizovanych proteinti vzniklych v ER. Tvorba nékterych proteinti specifickych pro
akrozom- jako je napiiklad akrozin - zad¢ina béhem meiozy ve fazi pachytene a pokracuje,
dokud spermatida nevstoupi do elonga¢niho stadia (Anakwe & Gerton 1990; Kashiwabara et
al. 1990; Escalier et al. 1991). Tyto proteiny jsou exocytovany a transportovany do své cilové
oblasti ve form¢& proakrozomalnich granul, ktera vznikaji v GA. Pfitomnost téchto
proakrozomalnich granul v pachytene byla potvrzena mnoha vyzkumy (Nicander & Ploen
1969; Fawecett 1975; Anakwe & Gerton 1990; Suarez-Quian et al. 1991; Ramalho-Santos et al.
2002). V akrozomu byla také detekovana ptitomnost mnoha proteini spojenych s ER, jako
je napiiklad O-mannosyltransferaza 1 (Prados et al. 2007) a 2 (Willer et al. 2002) a kalretikulin
(Nakamura et al. 1993). Bylo prokazano, ze genova mutace nékterych proteint spojenych s ER
mize vést ke globularnim hlavickam (protein HSP90B1) (Asquith et al. 2005; Yang & Li 2005),
nebo abnormalné prodlouzenych hlavickam a k absenci akrozomu (protein p-glukosidaza 2)
(Yildiz et al. 2006). Také proteiny asociované s GA jsou nadmiru dualezité pro spravnou funkci
akrozomu a mnoho z nich bylo nalezeno v akrzomalnich membranach. Bylo naptiklad popsano,
ze B-COP a klathrin se ucastni antero i retrogradniho transportu vackd béhem formace
akrozomu (Martinez-Menérguez et al. 1996; Moreno et al. 2000; Ramalho-Santos et al. 2001).
Role GA v lokalizaci vackt zahrnuje formaci téchto vezikuld, jejich rozposlani na ur¢ené misto
a fuzi.

Endoplazmatické retikulum

E GOPC, CSNK2A2,
/‘ @ GBA2, AU040320

HRB, SMAP2, PICK1,
ATG7, VPS13B, P125

Golgiho aparat

.Ii]'/

O proakrozomalni granula

AFAF, ZPBP1,
NHES8, ACRBP

akrozomalni granule

akroplaxon

akrozom DPY19L2, SPACAlL

Obr. ¢. 5: Znazornéni riznych proteini zahrnutych do akrozomové biogeneze. Mnoho
proteinu hraje dulezitou roli v celém procesu biogeneze, ta mtze byt rozdélena do téchto 4
procesii: vezikularni formace, vezikularni roz¢lenovani, vezikularni fize a akrozomova vazba
na jadro. Ctvere¢ky znazortiuji hlavni ukol proteinti (zdroj: Khawar et al. 2019).
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Drive byl akrozom popisovan jako piimy derivat GA (Friend & Fawcett 1974; Tang et
al. 1982; Aguas & Pinto da Silva 1985; Anakwe & Gerton 1990; Moreno & Schatten 2000).
Tato myslenka je podpofena vyzkumy, které potvrdily, ze nékteré akrozomalni proteiny byly
nalezeny v GA spermatocytu, které jesté akrozom nemaji. Bylo prokazano, ze se tyto proteiny
pozdéji transportuji do akrozomu (Anakwe & Gerton 1990; Escalier et al. 1991). Nicméné
existuji i data, ktera jsou v rozporu s tim, Ze je akrozom pfimo odvozen z GA. Napiiklad fakt,
7¢ GA se béhem stadia arozomalni ¢apky oddéli od akrozomu a pohybuje se v opa¢ném sméru
(Cherry & Hsu 1984; Moreno & Schatten 2000). Dale byla tato myslenka vyvracovana nize
uvedenymi experimenty.

V akrozomu byly nalezeny malé GTP-4zy (Ramalho-Santos et al. 2001), které vedly
védce K nazoru, Ze tato jedine¢nad organela by mohla byt vzhledem k obsahu serinovych
proteindz povazovana také za sekre¢ni granuli nebo sekreéni lysozom (Moreno 2003), Nasledné
bylo zavrzeno, ze by akrozom mél lysozomalni plvod, protoze ve svych membranach
neobsahuje 2 hlavni markery lysozomi - lysozomalni membranovy glykoprotein 120 (Igp)
amysi Lamp-1 a Lamp-2. Navic akrozomalni i proakrozomalni vacky neobsahuji ani dalsi 2
dulezité endosomalni markery - kation dependentni a independentni manoza-6-fosfatovy
receptor (Martinez-Menérguez et al. 2017).

Byl také predloZen navrh, ze vzhledem ke kyselému pH akrozomu, proteazové aktivité
(pfedevsim akrozinu) a pfitomnosti hyaluronidazy a dalSich enzymu, by tato organela mohla
byt brana jako specializovany lysozom (Hartree & Srivastava 1965; Allison & Hartree 1970).
Z tohoto hlediska se zkoumal piedevsim akrozin a jeho funkce pii oplozeni. Nicménég tvrzeni,
ze akrozom je specidln¢ modifikovany lysozom bylo zavrzeno v momentég, kdy bylo prokazéano,
ze akrozin neni pro oplodnéni nezbytny (Baba et al. 1994) a akrozom ma tudiz i jinou funkci
neZ pouze enzymatickou lyzu. Nov¢jsi studie predpokladaji, Ze akrozom je organela lysozomu
ptibuzna (Berruti et al. 2010; Berruti & Paiardi 2011; Berruti & Paiardi 2015).

Nicméné 1 ptes vyzkumy, které jsou v rozporu s pivodni myslenkou, se vétSinou akrozom
povazuje za derivat GA.

3.2 Epididymalni maturace

Pote, co spermie opusti prostiedi varletnich kanalki, neni jesté schopna progresivniho
pohybu ani oplozeni vajicka. Aby spermie ziskala tyto schopnosti, musi nejprve podstoupit
epididymalni maturaci a kapacitaci. Epididymalni maturace je dé&j, ktery se odehrava
v nadvarletnich kanalcich. Spermie zde podstupuji mnohé biochemické a morfologické zmény
(Shevchenko et al. 2006; Bindea et al. 2009). Nadvarletni kanalky poté vedou do chdmovodu,
prostiednictvim kterého je sperma béhem ejakulace transportovdno do mocové trubice
a nasledn¢ skrz penis mimo télo.

3.2.1 Epididymalni tekutina

Epididymalni maturace probihd po celou dobu, co se spermie v nadvarleti nachazi.
Nadvarle ma 3 ¢asti: hlavu, té€lo a ocas. Neni vSak jasné, jestli je nektera z téchto ¢asti klicovou
pro vétsinu modifikaci, které zde spermie podstupuji. Nicméné je prokdzano, ze spermie
Vv ocasu nadvarlete jsou jiz pohyblivé a oplozeni schopné. Pti prichodu epididymem spermie
interaguji se sekrety epididymalniho lumen, které aktivné produkuji epitelialni bunky
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v kanalcich (Obr. ¢. 6). Dochéazi k absorpci malych molekul (naptiklad cukri, elektrolytt)
a makromolekul (proteinti, glykoproteind). V kazdé ¢asti epididymu jsou exprimovany jiné
geny, a proto se epididymalni tekutina v téchto ¢astech mirné lisi. Obecné se ale da fici,
ze epididymalni tekutina obsahuje ionty (napiiklad Na*, K*, CI,, (CO3)?) (Levine & Marsh
1971; Morton et al. 1978; Jones & Clulow 1987; Jenkins et al. 1980), enzymy (glykosidazy,
glykosyltransferazy, glutathionin peroxidazy, atd.) rozlicné proteiny a glykoproteiny
(transferin, albumin, clusterin, metalloproteiny, atd.), ale také slouceniny jako L-karnitin,
taurin, glutamat nebo laktat (Girouard et al. 2011; Sullivan 2015). Tento epididymalni sekret
poskytuje specialni prostiedi, ve kterém funkéni spermie prodélavaji mnoho zmén (Nesvizhskii
et al. 2003; Shevchenko et al. 2006; Reimand et al. 2007). Fyziologicky vyznam zmén
V iontovém prostiedi (nizsi pH, odlisné koncentrace iontll) spo¢iva hlavné v udrzeni spermii
Vv anabioze béhem epididymalni maturace (Shum et al. 2011; Breton et al. 2016). Co se tyce
proteint epididymu, u mysi bylo identifikovano 1536 proteinu v hlavé 1720 v téle a 1234
v ocasu nadvarlete. V celém epididymu bylo prokazano na 2221 odlisnych proteind, ale pouze
765 proteini bylo spoleénych pro vSechny segmenty epididymu. Z toho plyne,
ze znacné mnozstvi proteinli bylo bud’ ptfidano, nebo odstranéno béhem epididymélniho
transportu (Skerget et al. 2015). Zaroven prob¢hly | experimenty zamétené na proteinovy profil
spermii v riznych ¢astech nadvarlete, a také zde bylo potvrzeno, Ze proteinovy profil spermii
se v riznych segmentech epididymu velmi lisi (Baker et al. 2005; Kameshwari et al. 2010; Ijiri
et al. 2011).

I pfes to, ze je prokazano, ze v prubéhu maturace spermie vlivem tohoto prostiedi ziskava
motilitu i oplozeni schopnost, neni zcela jasné, jak proces zaclenéni proteinti do spermie
funguje (Aitken et al. 2007). Existuji 3 hypotézy, které danou problematiku vysvétluji. Prvni
z nich predpoklada, ze spermie absorbuje proteiny rozpustné v sekretu tvofeného epitelem
epididymu (Cuasnicu et al. 2002). Druhy mechanismus, ktery by danou problematiku
vysvétloval, je epididymalni transport pomoci membranovych vackl zvanych epididymosomy
(Sullivan et al. 2007). Tteti teorie piedpoklada, ze transfer proteintt muze byt zptisoben velmi
tésnym kontaktem mezi spermii a apikalnim koncem epididymalniho epitelu (Paunescu et al.
2014). Ackoliv ptesny mechanismus nebyl popsan, piedpoklada se, Ze molekuly mohou byt
Z epididymu pfimo transportovany do spermii.
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Obr. ¢. 6: Epididymus. Znazornéni rozdéleni epididymu na inicialni segment, hlavu, télo
a ocas a jejich histologické fezy. Vpravo schéma pruchodu spermii lumen epididymu a jejich
kontakt s epididymosomy vylu¢ovanymi hlavnimi bunkami epitelu epididymu. Na obrazku
jsou patrné apikalni vyénélky uvoliované z hlavnich bunék obsahujici epididymosomy (zdroj:
Zhou et al. 2018).

3.2.2 Epididymosomy

Nejveétsi pozornost z vySe uvedenych teorii byla doposud vénovéana epididymosomiim.
jenz jsou secernovany epididymalnim epitelem (Sullivan et al. 2005). Epididymalni epitel
se sklada z riznych typt bunék, pficemz kazdy tento typ ma svou specifickou strukturu
a funkeci, ktera se 1isi na zaklad¢ toho, v jaké Casti epididymu se nachazi (Hermo & Robaire
2002; Breton et al. 2016). Komunikace mezi t€émito odliSnymi typy bunék vytvaii vhodné
luminalni mikroprostfedi pro maturaci spermii a jejich skladovani v nadvarleti (Shum et al.
2011). Hlavni buiky produkuji do lumen proteiny merokrinni a apokrinni sekreci (Hermo &
Robaire 2002). Merokrinni sekrece zahrnuje fuzi mezi vacky vzniklé z GA a bunéénou PM,
coz umozni uvolnéni obsahu vacku do extracelularniho prostiedi (Farkas 2015). Naopak
apokrinni sekrece zahrnuje uvolnéni apikdlnich vy¢nélkt builkky do lumen kanalku. Tyto
vy¢nélky obsahuji cytoplazmu a sekre¢ni materidl, ktery mize byt zabalen do vackl, nebo muze
byt rozptylen v cytoplazmé (Farka§ 2015). Piedpoklada se, ze epididymosomy vznikaji praveé
apokrinni sekreci hlavnich bunék epitelu epididymu (Obr. ¢. 7) (Sullivan et al. 2007).
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Obr. ¢. 7: Schéma tvorby a uvolnéni epididymosomi v hlavnich buiikach epididymalniho
epitelu (zdroj: Zhou et al. 2018).

Epididymosomy jsou malé vacky s membranou (25-300 nm v priaméru), které obsahuji
rizné proteiny, lipidy a nekodujici RNA (Belleannée et al. 2013; Sullivan & Saez 2013; Martin-
DelLeon 2015). Tyto komponenty mohou byt transportovany do spermii v riznych ¢astech
epididymu (Sullivan & Saez 2013; Belleannée 2015; Sharma et al. 2016). Bylo dokazéano,
ze epididymosomy ziskané z epididymalniho lumen obsahovaly mnoho proteind, které byly
identifikovany rovnéz jako komponenty spermie. Epididymosomy ziskané z rtiznych cCasti
epididymu jsou vysoce heterogenni ve velikosti i obsahu (Rejraji et al. 2006), coz by mohlo
vysvétlovat rozdilny proteinovy transfer do spermii v pribéhu maturace. Proteiny
transportované epididymosomy do spermii mohou byt zabudovany bud’ do PM spermie
(Kirchhoff & Hale 1996), nebo do intracelularnich struktur (Eickhoff et al. 2001; Frenette et al.
2005). Nicmén¢ ptesny mechanismus transportu proteint z epididymosomut do spermii neni
znam (Sullivan & Saez 2013). Bylo prokazano, ze existuje mnoho proteint S ruznou funkci,
které byly do spermie transportovany pomoci epididymosomu. Nékteré z téchto proteinti jsou
zahrnuty v riznych fazich vyvoje spermie a jiné v dé&jich, jako je napiiklad rozvoj motility
spermie (Eickhoff et al. 2001; Frenette et al. 2003; Eickhoff 2004; Frenette et al. 2004; Murta
et al. 2016), kapacitace spermie (Krapf et al. 2012), akrozomalni reakce (Joshi et al. 2013),
interakce spermie se zonou pellucidou (Frenette & Sullivan 2001) a samotne oplozeni (Oh et
al. 2005; Gibbs et al. 2010; Caballero et al. 2012). Dalsi proteiny, jako naptiklad ubiquitin
(Sutovsky et al. 2001) nebo epididymalni sperm binding protein (ELSPBP1) (D'Amours et al.
2012), jsou zodpoveédné za oznaceni patologickych spermii. U téchto proteint se predpoklada,
7e jsou transportovany do abnormalnich nebo mrtvych spermii béhem pobytu spermie
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v nadvarleti. Nedavno bylo také prokazano, ze epididymosomy mohou byt soucasti
mechanismu odstrafujiciho proteiny. Exprese proteinu dikarbonyl L-xylulézové reduktazy je
vyssi v epididymosomech ocasu nadvarlete nez v hlavné nadvarlete, takze je mozné, ze je tento
protein béhem maturace ze spermie epididymosomy odstranén (Akintayo et al. 2015). Krom¢é
proteinti dodavaji epididymosomy do savcich spermii také fragmenty tRNA (Sharma et al.
2016), které ovliviuji metabolismus potomku a jsou pravdépodobné zahrnuty v epigenetické
dédivosti po otci (Chen et al. 2016; Sharma et al. 2016). Zajimavé je, ze vySsi hodnoty tRNA
maji spermie v ocasu nadvarlete nez nezralé spermie v hlavé epididymu (Sharma et al. 2016).

3.2.3 Biochemické zmény ve spermii v priibéhu epididymalni maturace

Béhem epididymalniho transportu dochazi ve spermii ke zménam ve slozeni jejich
proteind, lipidl i sacharidd. Vzhledem K transla¢ni inaktivité spermii jsou zmény ve slozeni
jejich proteinti dany maturaci. Proteiny jsou zfejmé syntetizovany epididymalnim epitelem
a nasledné zaclenény do spermii. B pribc¢hu maturace dochdzi piedevSim ke zméndm
Vv proteinech a glykoproteinech na plazmatické membrané (PM), v jadie, v akrozomu a v bic¢iku
spermie (Cao et al. 2006; Stein et al. 2006).

PM je nezbytné dulezitda komponenta spermie, protoze zprostiedkovava mnoho dé&ju,
vedoucich k oplozeni. Komponenty PM, které jsou exprimovany v diploidnich buikach, jsou
béhem vyvoje spermie ve varleti a poté béhem maturace v epididymu neustale modifikovany.
Mnoho povrchovych molekul PM je syntetizovano ve formé¢ vysoko molekularniho prekurzoru,
ktery nasledné podstupuje proteolytické zmény ve varleti i v epididymu (Sullivan et al. 2007).
K mnohym zménam v epididymu dochazi ptedevsim na glykanovém fetézci glykoproteini PM,
a to vlivem interakce téchto glykoproteinti s molekulami luminalni tekutiny epididymu. Zmény
na antigenech spermie mohou byt zptisobeny adsorpci ¢i asociaci makromolekul z luminalni
tekutiny k PM spermie, nebo vystavenim diive maskovanych glykanovych fetézcu jiz
existujicich glykoproteint, ¢i modifikaci glykoproteint PM pomoci ruznych enzymi —
glykohydrolaz, glykosyltransferdz, nebo proteindz (Skerget et al. 2015). Piikladem takovéto
molekuly miize byt glykokonjugat o velikosti 135-150 kDa, ktery se ztrati z hlavi¢ky spermie,
kdyz gameta doputuje do ocasu nadvarlete (Jelinsky et al. 2007; Reimand et al. 2011). Ztrata
tohoto antigenu muze byt zptisobena modifikaci glykanového fetézce (Gal-B-1,3-GalNAc-
vazany) nalezeného u O-védzaného glykoproteinu odstranénim terminalniho galaktosylového
zbytku pomoci B-D-galaktosidaz nalezenych v luminalni tekutiné (de Mateo et al. 2001;
Lundgren et al. 2014), poptipadé zamaskovanim tohoto zbytku pomoci luminalnich
glykosyltransferaz (Magin et al. 2007). Byly ale popsany proteiny, které byly béhem
epididymalni maturace na spermii pfidany. Jde naptiklad o CRISP 1, ADAM7, GPX5, nebo
SPAM1 (Rejraji et al. 2002; Zhang et al. 2004; Roberts et al. 2008; Oh et al. 2009).

Nemusi se vSak jednat jen o proteiny, ale i o sacharidy nebo lipidy PM. Mezi dal$i zmény
béhem maturace spermie patii zmény v lektin vazajicich schopnostech. Lektiny jsou vysoce
specifické makromolekuly, které se vazi na specifické sacharidové fetézce. Experimenty
prokazaly, Ze epididymalni maturace je spojend se zvySenim nebo sniZenim pfistupnosti
specifickych lektint ke glykokalyxu spermie (Nicolson et al. 1977; Magargee et al. 1988;
Srivastava & Olson 1991). Epididymalni tekutina obsahuje vysoké koncentrace rozpustnych
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glykohydroléz a glykosyltransferaz, které by se mohly podilet na zméné povrchovych
glykokonjugatl spermii (Tulsiani 2006).

Kromé glykoproteinovych zmén dochazi na PM spermie vepididymu take
K extenzivnimu piestavéni a redistribuci antigend. Ku pifikladu u morcete je b€hem
spermatogeneze syntetizovan fertilin jako heterodimer obsahujici o a [ podjednotky.
Podjednotka a je zpracovana v pritbéhu spermatogeneze, zatimco zpracovani B podjednotky je
pozdrzeno, dokud se spermie nedostane do distalni ¢asti hlavy nadvarlete (Zimmerman &
Sutovsky 2009). Vysledkem je snizeni velikosti tohoto proteinového dimeru z 90 kDa na 80
kDa. Podobné je tomu i u povrchového proteinu zonadhezinu u kanc¢ich spermii. Zonadhezin je
molekula homologni jak kvon Willebrandovu faktoru, tak k mucinim, a je poprvé
exprimovéana v zarode¢nych buiikach ve varleti. Nasledné je zonadhezin proteolyticky upraven
na heterodimer, ktery obsahuje 105 kDa podjednotku a 45 kDa podjednotku (Zimmerman et al.
2011).

Zmény bchem epididymalni maturace nejsou vSak omezeny pouze na povrchové
molekuly spermie. Dochazi také k mnohym zménam uvniti akrozomu. Jeho jednotlivé
komponenty jsou upravovany béhem spermatogeneze i epididymalni maturace. Upravovany
jsou napiiklad B-D-galaktosidaza (Hirano et al. 2005), a-L-fukosidaza (Tanaka 2009), akrozin
(Rechsteiner & Hill 2005), SP-10 (Ustrell 2002) a akrogranin (Khor et al. 2006). Né&které
komponenty je mozné nalézt jak uvniti akrozomu, tak na povrchu spermie. Je to naptiklad
proakrozin nebo trypsin-like serinova protedza. Proakrozin (ktery je enzymaticky inaktivni),
byl lokalizovan na vnitini i vnéj$i akrozomalni membrané stejné jako v akrozomalni matrix
(Murata et al. 2009). Tento vysoce molekularni prekurzor podléha proteolytickym zménam
u spermii mnoha druht, které vedou ke snizeni velikosti této molekuly (Whitby et al. 2000;
Rechsteiner & Hill 2005; Dorus et al. 2012). Naptiklad u morcete je snizeni velikosti
proakrozinu pfisuzovano zménam na jeho glykanovych fetézcich (Khor et al. 2006).

Pomoci genové ontologie bylo také zjisténo, ze béhem maturace dochazi ke zménam i na
nékterych proteinech, které jsou spojené s imunitni odpovédi. Proteiny spojené s imunitnim
procesem byly identifikovany napiiklad v ocasu nadvarlete a patii mezi n¢ CD46, CD55
a CD59b (Skerget et al. 2015). Tyto proteiny by mohly hrét roli v modifikaci imunitni odpovédi
v samic¢im reprodukénim traktu. Dale byl u dozralych spermii popsan napiiklad 26S proteazom,
imunoproteazom a proteazomovy aktivator (Skerget et al. 2015). Bylo prokazano,
ze epididymalni maturace je spojena také s post-translaénimi modifikacemi proteint, jako je
fosforylace nebo oxidace thiolovych skupin. Byl vysloven ptedpoklad, ze oxidace thiolovych
skupin proteinii vyrazné stabilizuje spermii, konkrétné jadro a bicik, pomoci tvorby
disulfidickych mustkt. Nasledné byla potvrzena piitomnost immobilinu v krysich spermiich,
ktery ptedevsim v hlavé nadvarlete zabranuje pohybu spermii a zpeviuje jejich bicik (Calvin
& Bedford 1971; Bedford & Calvin 1974). U krysy a koné byly prokazany i dalsi, které béhem
maturace zvysovaly tvorbu disulfidickych mustka v biciku spermie (Dias et al. 2014; ljiri et al.
2014).

Kromé zmén V rozmisténi intramembranovych proteinli a glykoproteinli pochazejicich
z varlat na PM a jejich nasledné transformaci ¢i nahrazeni jinym proteinem dochazi na spermii
béhem epididymalni maturace k dalSim zméndm. Vlivem zmén na membranovych proteinech
spermie se také vytvari receptory pro interakci spermie s vajickem. Dalsi dulezitou soucasti je
ziskani schopnosti motility. Méni se také fyzikalni a chemické vlastnosti membranovych lipidi
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spermie a roste zaporny naboj na povrchu spermie (Bedford 1965; Yanagimachi et al. 1972).
To je ziejmé zpusobeno zménami na sacharidovych fetézcich, konkrétné¢ zabudovanim
negativni kyseliny sialové do fetézci (Holt 1980; Calvo et al. 2000). Bylo potvrzeno, ze v 0casu
nadvarlete jsou mnohem vys$i koncentrace této slouceniny nez v hlavé nadvarlete
(Yanagimachi et al. 1972; Singh et al. 2009b). B€hem maturace také dochazi ke zménam lipida
v PM spermie. V epididymu dochazi k pomérné rychlé syntéze cholesterolu, ktery je poté
zabudovan do PM spermii, ¢imZz membranu stabilizuje. U vétSiny druht vSak v pribéhu
transportu epididymem dochazi ke snizeni cholesterolu v PM spermie, coz vede ke snizeni
poméru cholesterol:fosfolipid (Cross 1998; Jones 2002; Saez et al. 2010). Ztrata cholesterolu
se projevuje zvySenou fluiditou PM a zvySenou motilitou spermie (Christova et al. 2002; Jones
2002; Christova et al. 2004). K dalsimu sniZeni cholesterolu dochazi v sami¢im pohlavnim
traktu béhem kapacitace, kde jako akceptor cholesterolu figuruje albumin (Haidl & Opper
1997). Dalsi experimenty prokazaly zvySeni poméru polynenasycenych mastnych kyselin ku
nasycenym (Nikolopoulou et al. 1985; Parks & Hammerstedt 1985; Hall et al. 1991; Awano et
al. 1993; Haidl & Opper 1997; Rejraji et al. 2006; Pyttel et al. 2014). Spole¢né s cholesterolem
a fosfolipidy ovliviiuji tyto nenasycené mastné kyseliny fluiditu membrény a ¢ini gamety vice
nachylné vuci oxidativnimu stresu (Wathes et al. 2007). Experiment s mysimi modely prokazal,
7e pokud maji spermie méalo polynenasycenych mastnych kyselin ve své PM, dochazi nejen
k lamani krckt spermii, ale také je sniZzena schopnost oplodnit oocyt, ¢imz se samec stava
sterilnim (Bjorkgren et al. 2014).

Zatimco spermie z ocasu nadvarlete vykazuji progresivni motilitu, spermie z varlat nebo
z hlavy nadvarlete nikoliv. V hlavé nadvarlete bylo pozorovano pouze neefektivni kmitani
bi¢iku. Nicméné na experimentech s nevyzralymi spermiemi bez membrany bylo prokazano,
Ze tyto spermie jiz maji funkéni flagelarni mechanismus. Tyto spermie se za plsobeni
detergentu Tritonu X-100 a reaktivace pomoci ATB a cCAMP staly motilnimi, ackoliv pohyb
bi¢iku spermie byl odlisny od normalnich spermii, které ziskaly motilitu az v ocasu nadvarlete
(Yeung 1984; Vadnais et al. 2013). V epididymalni tekutiné byka byl navic v ocasnim regionu
identifikovan forward motility protein, ktery vyvolava zvyseni cAMP, ¢imz indukuje motilitu
a tim i progresivni pohyb spermie vpted (Acott & Hoskins 1981). I piesto neni uplné jasné,
K jakym biochemickym zmé&nam zodpovédnych za progresivni motilitu v pribéhu transportu
epididymem dochazi.

3.2.4 Morfologické zmény a vyznam cytoplazmatické kapky spermie

Mezi jednu z nejpatrnéjSich morfologickych zmén, které spermie béhem epididymalni
maturace prodélava, je posun cytoplazmatické kapky z kréku spermie distalnim smérem
(Cooper 2010). Cytoplazmaticka kapka je tvofena cytoplazmou zarode¢né buriky, jez zistala
ve spermii pfitomna jest¢ ze spermiogeneze. Dnesni vyzkumy prokazaly, ze spermie
a konkrétné jeji cytoplazmatickd kapka interaguje v epididymu s obklopujicim epitelem a jeho
vackiim podobnym strukturam, které by mohly korespondovat s epididymosomy (Paunescu et
al. 2014). U n¢kterych zvifat mize spermie ztratit svou cytoplazmatickou kapku pied ejakulaci.
Neni vSak zndmo, jestli ma zachovani cytoplazmatické kapky u vyzralé spermie né&jakou
funk¢ni roli (Cooper 2010). U byka a kance je retence cytoplazmatické kapky spojovana se
snizenou fertilitou (Sutovsky et al. 2012). V nedavné studii vsak bylo prokazano, Ze spermie,
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které si zachovaly cytoplazmatickou kapku az do ocasu nadvarlete, mély vyssi motilitu nez
spermie bez této organely (Yuan et al. 2013). Proteomicke analyzy prokézaly u cytoplazmatické
kapky mysich spermii mnoho enzymu spojenych s energetickym metabolismem (Yuan et al.
2013; Au et al. 2015). V cytoplazmatické kapce byl nalezen take protein TEX101, ktery je
nezbytny pro upravu metaloproteinu ADAM3, jenz je nutny pro transport spermie skrz délozni
usti vejcovodu a pro oplozeni samotné (Yamaguchi et al. 2009). Mysi modely
s knockoutovanym genem pro TEX101 byly infertilni, protoze nemély ve své PM spermii praveé
ADAMS3 a nebyly schopné projit déloznim ustim vejcovodu (Fujihara et al. 2013). Zda mé ale
TEX101 vliv na maturaci spermie, neni zatim zndmo. Déle bylo prokazano, Ze cytoplazmaticka
kapka reguluje homeostazu spermie. Obsahuje totiz K* a CI kanaly (Cooper 2010), které maji
ziejm¢ vliv na regulaci objemu spermie béhem transportu riznych ¢asti epididymu s jinou
osmolaritou nez ma spermie Vzhledem k tomu, Ze se v cytoplazmatické kapce nachézi vysoka
koncentrace Ca?* (Ecroyd et al. 2004), je diskutovano, zda pravé vysoka koncentrace Ca?*
v cytoplazmaticke kapce nebrani tyrosinové fosforylaci v hlavé nadvarlete nezralych spermii.
Tato hypotéza je v souladu se zjisténim, ze Ca®" maji dvoufazovou roli v kontrole fosforylace
ve spermii (Navarrete et al. 2015). Cytoplazmaticka kapka byla zkoumana i z hlediska méteni
kanalti na spermii pomoci elektrofyziologickych metod. Bylo zjisténo, Ze cytoplazmaticka
kapka mize na kanalky spermii pusobit jako ,.zaplata“ a to od hlavy nadvarlete zfejmé az
k ocasu nadvarlete (Kirichok et al. 2006; Lishko et al. 2010; Striinker et al. 2011; Figueiras-
Fierro et al. 2013; Lishko et al. 2013). VySe uvedené zmény na PM spermie a uvniti akrozomu
béhem epididymdlni maturace jsou nezbytné proto, aby spermie mohly podstoupit nadchazejici

kapacitaci v sami¢im reprodukénim traktu, interagovat se zonou pellucidou a oplodnit vajicko
(Obr. €. 8).
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Obr. ¢ 8: Schéma znazoriujici zmény na povrchu PM spermie v priibéhu
spermatogeneze, epididymalni maturace a kapacitace. a — kulovitd spermatogonie;
b — morfologicky vyzrala spermie, na jejiz PM jsou zabudované proteiny, které jsou ziejmé
zahrnuty v interakci spermie se zonou pellucidou; ¢ — epididymalni maturace, pii které dochazi
k zabudovani dalSich proteinti na PM nutnych k fertilizaci; d — kapacitace a cholesterolovy
eflux; e — kapacitace a remodelace PM, ktera je nutna kvili interakci se zonou pellucidou (zdroj:
Reid et al. 2010).

3.3 Kapacitace a akrozomalni reakce

Piestoze jsou spermie po epididymalni maturaci potencialné schopné oplodnit oocyt,
je tato schopnost pozastavena az do doby, kdy se spermie uvolni z oviduktalniho rezervoaru.
Nez spermie ziskaji schopnost oplodnit vajicko, musi stravit ur¢itou dobu v sami¢im pohlavnim
traktu a podstoupit kapacitaci (Austin 1951; Chang 1951). Béhem tohoto procesu prodélavaji
spermie mnoho biochemickych a fyziologickych zmén. Méni se povrchové vlastnosti PM,
dochéazi k desorpci perifernich proteintt PM nebo k redistribuci integralnich proteinli, méni se
slozeni lipidi a transmembranovych fosfolipidd v PM, dochazi ke ztraté cholesterolu
a reorganizaci domén (Visconti et al. 2011). Takeé se zrychluje metabolismus, zvysSuje se pH
spermie (Zeng et al. 1996; Chavez et al. 2020; Matamoros-Volante & Trevifio 2020)
a intracelularni aktivita vapenatych (Singh et al. 1978; Ruknudin & Silver 1990) a dal$ich iontd
— naptiklad Zn?** (Kerns et al. 2018). Vysledkem je silnd hyperpolarizace membranového
potencialu spermie a ziskani negativniho naboje (Zeng et al. 1995; Demarco et al. 2003; Baro
Graf et al. 2019). Vlivem zvySené aktivity adenylyl cyklazy ADCY 10 a cAMP (Buck et al.
1999) skrze regulaci protein kinaz a fosfatdz dojde k proteinové fosforylaci (Visconti et al.
1995a; Visconti et al. 1995b; Florman & Fissore 2015). VSechny tyto d&je jsou na sobé
nezavislé a déji se jak na hlavicce, tak na bi¢iku spermie (Yanagimachi 1994; Tulsiani et al.
1997). Kapacitované spermie se vyznacuji hyperaktivaci bi¢iku, dale dochazi ve spermiich
k aktivaci signalnich drah vedoucich k odpovédi na chemoatraktanty obsazené v oviduktalni
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tekutin€. Spermie tim zisk&va schopnost podstoupit akrozomélni reakci a interagovat
s vajickem (Zigo et al. 2020).

Aby byly spermie schopné uspésné oplodnit vajicko, je nutné, aby nejprve podstoupily
akrozomalni reakci, kterd probiha po prvotni interakci spermie se zonou pellucidou (primarni
vazba) (Yanagimachi 1994; Hart 1990; Hirohashi & Vacquier 2003). Béhem akrozomalni
reakce dochazi k mnohonasobné fuzi PM spermie a vnéjsi arozomalni membrany (Vigil, 1989;
Tsai, 2010), kter4d vede ke vzniku vezikul obsahujicich material jak PM, tak wvng&jsi
akrozomalni membrany. Po této reakci dojde k vystaveni vnitini akrozomalni membrany
a odkryti struktur, které jsou schopny vazat se na oolemu (sekundarni vazba) a umoznit tak fazi
gamet (Yanagimachi 1994; Kim & Gerton 2003; Vjugina 2008;). Ke splynuti membran dochazi
diky mechanismu SNARE proteinti, ktery umozni pfiblizeni a spojeni PM spermie a vnéjsi
akrozomalni membrany (Mayorga, 2007). Tento mechanismus je zavisly a Ca?" iontech
(Darszon, 2011; Beltran, 2016) a vede mimo jiné k exocytdze obsahu akrozomu, ve kterém jsou
ptitomny napiiklad enzymy modifikujici membranové komponenty a extracelularni matrix,
nebo hydrolytické enzymy (Yanagimachi, 1994). Béhem exocytozy dochazi k premisténi
specifickych proteintt spermie nutnych pro fuzi gamet (Buffone, 2014; Okabe, 2016).
Pfedpokladem pro spusténi akrozomové reakce je kromé zvyseni koncentrace Ca?* také zvyseni
pH uvnitf spermie a produkce fizogennich latek.

3.4 VIliv ubiquitin-proteazomoveého systému ve spermiogenezi

Vsudyptitomny ubiquitin-protedzomovy systém (UPS) je ATP dependentni enzymaticky
aparat, ktery slouzi k oznaceni proteinového substratu, jenz ma byt degradovan. Proteinova
ubiquitinace je post-translaéni modifikace, béhem které mohou byt substratové proteiny
degradovany 26S proteasomem, lysozomem nebo autofagozomem (Cohen-Kaplan et al. 2016).
UPS se skladd ze 76 aminokyselin (Wilkinson 1988) a je zodpovédny za substratové
specifickou proteolyzu zhruba 75 % vsech eukaryotnich proteint (Sutovsky 2011). Ubiquitin
je maly chaperonovy protein, ktery se kovalentné vaZe na jiné proteiny a tim je oznaci
k degradaci. Ubiquitinace vyzaduje ATP a nékolik specifickych enzymt. Nejprve dojde
k aktivaci jednotlivych ubiquitinovych molekul pomoci aktiva¢niho enzymu E1. Aktivovany
ubiquitin projde skrz nékolik transportnich enzymt (E2) a je pfipojen k lyzinovému zbytku
konkrétniho proteinu substratové specifickym ligazovym enzymem (E3) (Obr. ¢. 9). Takto
muze byt na dany substrat pomoci E3 ptipojeno vice ubiquitinovych molekul, ¢ehoz se miizou
ucastnit elongacni enzymy (E4) (Hershko & Ciechanover 1998; Rivett 1999; Ciechanover &
Masucci 2002). Polyubiquitinovany protein je nasledne degradovan 26S proteasomem, ktery je
sloZzen z n¢kolika podjednotek. Jde o 20S proteolytické jadro ptikryté 19S proteasomovym
regulaénim komplexem zodpovédnym za rozpoznani a deubiquitinaci polyubiquitinového
fetézce a za piipraveni substratového proteinu k transportu do 20S jadra, kde dojde k rozlozeni
substratového proteinu na malé peptidy, které jsou nasledné uvolnény (Obr. ¢. 9) (Coux et al.
1996; Tanaka 1998; Zwickl & Baumeister 2002). Kromé této tradi¢ni funkce je UPS
pravdépodobné zahrnut ve vSech krocich reprodukcéniho procesu od gametogeneze, pies
kapacitaci, fertilizaci, az po rany embryonalni vyvoj a implantaci (Sutovsky 2003). Nedavné
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vyzkumy napiiklad prokazaly vyznam extracelularniho ubiquitinu v kontrole kvality spermii a
degradaci paternédlnich mitochondrii (Sutovsky et al. 1999) v oplodnéném oocytu, ¢i béhem
spermatogeneze (Tokumoto 1998; Baarends et al. 2000; Bebington 2001).
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Obr. ¢. 9: Ubiquitin-proteazomovy systém. Aktivace ubiquitinu enzymem El za vyuziti
energie v podobé ATP, nasledny transfer ubiquitinu enzymem E2 a navazani ubiquitinu
na substrat diky ligdzovému enzymu E3. E3 je substratové specificky protein, ktery vaze
substrdt na zakladé rozpoznani konkrétniho proteinu. Nasleduje polyubiquitinace a ATP
dependentni degradace proteinu v 26S proteasomu, kde dochazi zaroven k deubiquitinaci
proteinu 19S podjednotkou a ,;recyklaci® ubiquitinu pro dalsi ubiquitinaci (zdroj: Lee et al.
2015).

Pro uspésnou reprodukci je dulezité, aby dochazelo k eliminaci abnormalnich spermii
béhem spermatogeneze. Mechanismus kontroly kvality spermii nebyl nicméné dlouho znéam.
Pomérné nedavno bylo objeveno, Ze v kontrole kvality spermii hraje roli ubiquitinace
v epididymu (Sutovsky et al. 2001; Cooper et al. 2002). Na zakladé experimentd zalozenych
na imunofluorescenci bylo zjiSténo, Ze ejakulované spermie byka, které byly abnormalni
(2 hlavicky, 2 biciky apod.), byly ubiquitinované (Sutovsky et al. 2001). Kdyz se méfil podil
ubiquitinovanych spermii ve varleti a v kazdé ¢asti epididymu (hlava, télo, ocas) pomoci anti-
ubiquitinovych protilatek, zjistilo se, ze ve varleti dochazi k ubiquitinaci velmi ztidka. Naproti
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tomu v hlavé nadvarlete bylo nalezeno kolem 5 % ubiquitinovanych spermii, v téle 3-4 %
a v ocasu nadvarlete méné nez 1 %. Tyto vysledky naznacuji, ze k eliminaci abnormélnich
spermii pravdépodobné dochazi v prib&hu transportu sam¢im pohlavnim traktem (Sutovsky et
al. 2001). Dale bylo prokazano, ze epididymalni buiky pravdépodobné produkuji ubiquitin,
¢imz dochazi k ubiquitinaci patologickych spermii. K fagocyt6ze ubiquitinovanych spermii
dochazi ziejm¢ epididymalnimi bunkami (Sutovsky et al. 2001). Funkce UPS byla prokazana
také béhem kapacitace, akrozomove reakce (Morales et al. 1994; Tipler 1997; Woijcik et al.
2000; Kerns et al. 2016) a béhem penetrace oocytu spermii (Sawada & Yokosawa 2001;
Sawada 2002; Sakai et al. 2004; Zimmerman & Sutovsky 2009). UPS hraje roli v deagregaci
spermadhesinu a DQH/BSP1 béhem kapacitace spermii kanci a je dulezitym krokem
v odpouténi spermii z oviduktalniho epitelu (Zigo et al. 2019a). Dulezity je také v roz¢lenéni
dalsich proteint, jako je lactadherin MFGES, disintegrin ADAMS a protein akrozomalni matrix
ACRBP (Zigo et al. 2019b). Ptitomnost proteazomu byla prokazana i na akrozomu spermii
(Morales et al. 2004; Sutovsky et al. 2004; Pasten et al. 2005; Yi et al. 2009). Proteasomy jsou
pravdépodobné spojeny s vn&js$i i vnitini akrozomdlni membranou bcéhem akrozomové
biogeneze (Rivkin et al. 2009). Zda se, ze proteasomy jsou vystaveny na povrchu akrozomu,
aby mohly pfimo interagovat se zonou pellucidou béhem oplozeni (Sutovsky et al. 2004; Yi et
al. 2007; Yi et al. 2009; Yi et al. 2010). Je tedy vice nez pravdépodobné, ze tiloha UPS ve
spermiogenezi je velmi dileZita a nezbytna.

3.5 Sulfan

3.5.1 Vlastnosti sulfanu

Sulfan (H2S) je bezbarvy plyn se silnym zapachem po zkazenych vejcich, ktery byl pies
300 let byl povazovan za jedovatou latku (Beauchamp et al. 1984). Vystaveni silnym
koncentracim (> 500 ppm) tohoto plynu muze zpisobit u ¢lovéka smrt (Reiffenstein et al.
1992). Otrava zminé€nou molekulou spociva piedevS§im v potladeni nékterych zivotné
dalezitych enzymi, jako jsou napiiklad cytochrom c oxidaza (Reiffenstein et al. 1992), Na*/Ka*
ATP-aza (Reiffenstein et al. 1992), karboanhydrdza (Nicholson et al. 1998) nebo
monoaminooxidaza (Warenycia et al. 1989). Nicméné myslenka, Ze je sulfan pouze jedovaty
plyn, je dnes piekonana. Nyni je po oxidu dusnatém (NO) a oxidu uhelnatém (CO) povazovan
za tieti gasotransmiter. Fyziologicky vyznam H2S spociva v jeho endogenni produkei savéimi
buitkami po celém téle (Erickson et al. 1990; Roper & Kraus 1992; Swaroop et al. 1992). Poprvé
byla jeho endogenni produkce prokazana v roce 1996 (Abe & Kimura 1996) v centralnim
nervovém systému, kde plisobi jako endogenni modulator. Nasledné byl prokédzan fyziologicky
vyznam sulfanu v kardiovaskularnim (Geng et al. 2004), vylu¢ovacim (Tripatara et al. 2008),
reproduk¢nim (Wang et al. 2013), dychacim (Fu et al. 2008) a travicim systému (Distrutti et al.
2005).

Kromeé toho, Ze je sulfan bezbarvy zapachajici plyn, je také hotlavy. Je snadno rozpustny
ve vodé (Kabil & Banerjee 2010) a v této formé& ptisobi jako slaba kyselina. Je pomérné nestaly,
rychle disociuje na H2S/HS/S? ionty. Odhaduje se, Ze zhruba 14 % této molekuly je v plazmé
ve formé molekuly H2S a 86 % je disociovano na HS™ (Whitfield et al. 2008). Protoze je sulfan
nizkomolekularni lipofilni plynnd molekula, mize snadno prochdzet pfes PM bunék, aniz by

28



k tomu potieboval specificky kanal nebo pumpu (Hughes et al. 2009; Mathai et al. 2009). Cilem
H>S miuze byt organické zelezo, konkrétné kovova centra ruznych proteind (Nagy 2015).
V poslednich letech byly provedeny experimenty zamétené na persulfidaci, kde sulfan reaguje
s thiolovou skupinou a tvoii proteinové persulfidy, které mohou zpiisobit funkéni zmény
u cilovych proteint (Mustafa et al. 2009). Nedavno bylo také navrzeno, Ze by sulfan mohl
pusobit béhem redukce disulfidickych mastka (Palinkas et al. 2015; Vasas et al. 2015), nicméné
v tomto ohledu je nutné provést vice experimenti. Mnohé studie potvrdily cytoprotektivni
(antinekrotické ¢i antiapoptotické) ucinky sulfanu, a to pfedev§im u sulfanu ziskaného
ze sulfidu sodného v in vitro podminkéach. Sulfan ma schopnost reagovat a neutralizovat
kyslikaté (ROS) ¢i dusikaté radialy (NOS) (Whiteman et al. 2004; Whiteman et al. 2005;
Whiteman et al. 2006) nebo kyselinu chlornou (Whiteman et al. 2005). Dals$i experimenty také
prokazaly, ze nizké koncentrace sulfanu mohou podpofit antioxidacni systém (Yang et al.
2004). Inhibice produkce endogenniho sulfanu vede ke zvySeni cytotoxického ucinku
exogenniho H.S, coz poukazuje na cytoprotektivni ucinek nizké (a zaroven fyziologické)
koncentrace endogenniho sulfidu (Yang et al. 2004).

Odhaduje se, ze koncentrace sulfanu je pfes 35 uM v plazmé a 50-160 pM v mozku
(Goodwin et al. 1989; Savage & Gould 1990; Zhao et al. 2003; Zhu et al. 2007). Tyto hodnoty
vSak byly naméfeny metodou methylenové modfi a vzhledem k tomu, Ze v p¥itomnosti silné
Kyseliny doch&zi k uvolnéni H»S z acidolabilni siry, mohou byt touto metodou naméfeny vyssi
hodnoty (Whitfield et al. 2008; Ishigami et al. 2009). Po odstranéni silné kyseliny byly pomoci
monobromobimanové analyzy (MBA) naméteny hodnoty 0,7-3 uM v krevni plazmé (Hulbert
& Yakubu 1983; Togawa et al. 1992; Wintner et al. 2010; Shen et al. 2011). V nedavné dobé
byla koncentrace sulfanu v plazmé& métena metodou plynové chromatografie, kdy hodnoty
dosahly 15 uM. Da se fict, ze koncentrace tohoto plynu se v krevni plazmé pohybuji v ramci
nékolika jednotek ¢i desitek pM. Ac¢Koliv jsou hodnoty koncentrace sulfanu pomérné nizké,
mohou byt zna¢né zvySeny ur¢itym mikroprostfedim. To se miiZe stat 3 zptisoby. Zaprvé muize
dojit k uvolnéni H2S ze sulfan vazajici siry. Bylo napiiklad prokazano, Ze aktivaci neuront
dojde k uvolnéni sulfidu ze sulfan vazajici siry v blizkosti astrocytt, coz vede ke stimulaci
Na*/HCOsz symportu, ¢imz se alalinizuji astrocyty (Ishigami et al. 2009). Vzhledem k rozsiieni
sulfan vazajici siry v organismu je mozné, ze i dal$i organy a tkané vyuzivaji podobny
mechanismus jako mozek. Zadruhé jde o zvyseni biosyntézy sulfanu, coz bylo prokazano
napiiklad v prostiedi podobnému pti diabetu zpisobenému strepzotocinem (Yusuf et al. 2005).
V takovychto podminkach se ptredpokladd, Ze sulfan bude docasn€ koncentrovan v té€sné
blizkosti sulfan produkujicich enzymi pied jeho difuzi nebo oxidaci. Posledni moZnosti je
suprese katabolismu sulfanu. Béhem hypoxie vede snizeni koncentrace Oz k supresi oxidace
sulfanu a nasledné akumulaci HzS, coz bylo prokazano naptiklad v krevnich kapilarach nebo
v ledvinach (Bettowski 2010; Calvert et al. 2010; Bir et al. 2012).

3.5.2 Produkce a katabolismus sulfanu

Sulfan mize byt v téle produkovan enzymatickou i neenzymatickou cestou. Enzymy
mohou piesné regulovat produkci H2S v téle a v disledku toho sulfan ptisobi jako endogenni
signalni molekula. Mezi sulfan produkujici enzymy vyskytujici se v cytosolu bunék patii
cystathionin B-syntaza (CBS), cystathionin y-lyaza (CTH) a pyridoxal 5°-fosfat (PLP). Dal§im
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takovym enzymem je 3-merkaptopyruvat sulfurtransferaza (3-MST), kterd se nachazi
predev§im v mitochondriich. Nicméné naptiklad pti hypoxii mize dojit k translokaci CBS
a CTH do mitochondrii (Fu et al. 2012; Teng et al. 2013). Oba tyto enzymy vyuzivaji jako
substrat pro tvorbu H2S L-cystein, ktery mize organismus ziskat z potravy, nebo muze byt
uvolnén zendogennich proteint. Dal§i moznosti vzniku L-cysteinu je transsulfurace
L-methioninu, pfiéemz jako meziprodukt této reakce vznika homocystein (Wang 2002;
Fiorucci et al. 2006). Produkce sulfanu sulfan produkujicimi enzymy je popsana nize v kapitole
3.4. Produkce H2S je mozna také neenzymatickou cestou, kdy je endogenni sulfan odvozen ze
sulfan véazajici siry skrz neenzymatickou redukci. Obecné tento proces potiebuje redukéni
¢inidlo, jako naptiklad NADPH nebo NADH (Searcy & Lee 1998), které jsou dodavany oxidaci
béhem glykolyzy. V pritomnosti téchto faktori reaktivni sirné atomy v persulfidech,
thiosiranech a polysulfidech mohou byt redukovany na H.S a dal$i metabolity (Obr. ¢. 14)
(Olson et al. 2013). V podstat¢ vSechny komponenty této neenzymatické cesty jsou
v organismu dostupné, coz poukazuje na vyznam syntézy sulfanu v organismu. Navic bylo
prokazano, ze hyperglykémie zvySuje tvorbu sulfanu touto neenzymatickou cestou (Wang
2002). Dalsim zdrojem sulfanu je enterobakterialni flora (Furne et al. 2001; Fiorucci et al.
2006).

Vzhledem k tomu, ze se H2S tvoii de facto v celém organismu a Ze jsou jeho vysoké
koncentrace toxické, je logické, Ze také musi dochdzet k jeho odbourdavani. Bohuzel
katabolismus tohoto gasotransmiteru neni tak dobie prostudovan jako jeho biosyntéza, proto
byla vétSina vysledkl zjisténa na zakladé experimentii s exogennim H2S. U savcu byly
potvrzeny celkem 3 katabolické cesty sulfanu — oxidace, methylace a expirace. Je tfeba zminit,
7e HaS reaguje také s hemoglobinem, ¢imz vznika sulfhemoglobin (Cerda-Colon et al. 1998),
ktery ale slouZzi spiSe jako zasoba sulfidu neZz jako jeho odbourani.

Prvni katabolickou cestou je tedy oxidace. Velka ¢ast sulfanu je vyloucena ledvinami
ve form¢ sirand. Pfi tvorbé siranti dochazi k oxidaci sulfanu, ktery se poté slouci s dalsi
molekulou HzS a vytvoii v mitochondriich jednu molekulu thiosiranu. Pro tento krok neni nutny
zadny enzym (Bartholomew et al. 1980; Libiad et al. 2014). Thiosiran je poté pfeménén
na sificitan za pfitomnosti sulfid detoxika¢nich enzymt, jako je naptiklad rhodanaza (Picton et
al. 2002), které slouzi k ptenosu molekuly siry z thiosiranu na kyanid, pfipadn¢ dalsi akceptory.
Nasledné je sifi¢itan zoxidovan na finalni produkt — siran — za pomoci sifi¢itan oxidazy (Picton
et al. 2002). Déale mize byt sulfan oxidovan v mitochondriich za pfitomnosti enzymu SQOR
(z angl. sulfide quinine oxidoreductase), ¢imz vznika persulfid, ktery je nasledné¢ katalyzovan
rhodanazou na thiosiran (Jackson et al. 2012; Jackson et al. 2015). Nedavno bylo objeveno,
ze ferrihemoglobin je schopny také oxidovat sulfid na thiosiran, ackoliv neni znam fyziologicky
vyznam této reakce (Bostelaar et al. 2016). Siran je pak vylou¢en mo¢i jako hlavni produkt
katabolismu sulfanu. Je tfeba ale zminit, Ze koncentrace siranii v moci neslouzi jako piesny
marker irovné endogenniho sulfanu v téle, protoZe sirany v mo¢i mohou také vznikat z pfimé
oxidace L-cysteinu (Krijgsheld et al. 1981; Li & Moore 2008). Ac¢koliv mize oxidace sulfanu
probihat v kazdé sav¢i buiice, pievazuje v buiikach ledvin (Furne et al. 2001).

Druhou cestou odbourani sulfanu je methylace, kterd na rozdil od oxidace neprobiha
v mitochondriich, ale v cytosolu bunék. V tomto piipadé je H2S methylovan na methanthiol,
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ktery muze byt dale methylovan na netoxicky dimethylsulfid pomoci thiol S-methyltransferazy
(Weisiger et al. 1980).

Posledni cestou je expirace, protoze sulfan mize odchazet ze savéich plic (Insko et al.
2009; Polhemus & Lefer 2014). Zda se, Ze tato cesta odstranéni sulfanu z téla je dilezita pii
vysoké produkci tohoto gasotransmiteru. Vydechovani sulfanu bylo také detekovano
za patologickych podminek, jako je septicky Sok, hermorrhagicky Sok nebo chronicka
obstruk¢ni plicni nemoc, béhem kterych je H2S nadmérné produkovan (Hui et al. 2003; Mok et
al. 2004; Sun et al. 2013). Nicméné neni znamo, kolik sulfanu se vydechovanim vylouci
za fyziologickych podminek, ale vzhledem k tomu, Ze koncentrace volného sulfanu v Krvi
je vsavci krvi velmi nizka (Furne et al. 2008; Olson 2009), odstranéni sulfanu touto cestou
bude zfejmé minimalni. Shrnuti katabolickych reakci a vylouceni sulfanu z téla z znazornéno
na Obr. ¢. 10 a Obr. ¢. 11.

(1) 2HS + 20; mmp S,0:% + H,0

thiosulfate

S,0s + CN° sy SCN" + SOs

cyanide thiocyanate sulfite

SO mump SO4%

sulfite sulfate

TSMT TSMT
(2) H,S memmp CHs-SH mmmmp CHs-S-CHs

methanethiol dimethylsulfide

(3) H>S + methemohlobin === sulfhemoglobin

\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\

Obr. ¢ 10: Katabolismus sulfanu. (1) oxidace sulfanu v mitochondriich; (2) methylace
v cytosolu; (3) navazéni na hemoglobin. SO - sifi¢itan oxidaza, TSMT - thiol
S-methyltransferaza, TST — kyanid sulfurtransferaza (rhodanaza) (zdroj: Lowicka & Bettowski
2007).
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Obr. ¢&. 11: Schéma biosyntézy a katabolismu sulfanu. Sulfan je v téle produkovan tfemi
enzymy — CTH, CBS a 3-MST za ptitomnosti CAT. Sulfan mize byt katabolizovan oxidaci
v mitochondriich, metylaci v cytosolu, navazanim na hemoglobin, pfipadné mize dojit
K odstranéni sulfanu exkreci ledvinami ¢i plicemi. CBS — cystathionin B-syntadza; CSE —
cystathionin y-lyaza; S,0s* — thiosiran; SCN™ — thiokyanatan; SO4> — siran; CHz-S-CH3 —
dimethylsulfid (zdroj: Tan et al. 2010).

3.5.3 Molekularni cile sulfanu v organismu

Od objeveni sulfanu jakozto signalni molekuly bylo prokazano velké mnozstvi cilovych
mist pro tento gasotransmiter. Mezi cilové skupiny sulfanu patii naptiklad iontové kanaly
a receptory, cytochrom c¢ oxidaza v mitochondriich, transkripéni faktory a v posledni tadé
mnohé proteiny (Li et al. 2011). Pusobeni sulfanu na tato cilovd mista je znazornéno
na Obr. ¢. 12

Prvnim objevenym cilem sulfanu byla jiz zminéna cytochrom c oxidéaza, dal§im pak
byly Katp kanaly (Zhao et al. 2003). Sulfan je napiiklad schopny otevtit Katp kanaly hladkého
svalstva tepen, coz nasledné vede k dilataci cév (Hosoki et al. 1997; Zhao 2001; Cheng et al.
2004; Fiorucci et al. 2005; Li et al. 2008). Stejné tak pusobi H2S na atridlni a ventrikularni
myocyty (Zhong et al. 2010), nebo hladké svalstvo tra¢niku (Distrutti et al. 2005), ¢i oka
(Monjok et al. 2008). Jak ptesné aktivuje sulfan Katp kanaly vSak jesté neni zndmo. H»S také
pusobi na dalsi kanaly, napiiklad inhibuje BKca kanaly (BK zangl. big conductance)
v embryonalnich buikach ledvin (Telezhkin et al. 2009), opaény efekt na tyto kanaly ma
napiiklad v hypofyzarnich buiikach (Sitdikova et al. 2010). Daéle sulfan inhibuje L typ Ca®*
kanald v kardiomyocytech (Sun et al. 2008), T typ Ca?* kanalt zprostiedkovavajicich visceralni
bolest u mysi (Matsunami et al. 2009), nebo také intracelularni chloridové kanaly v krysich
lysozomalnich vezikulech srdce (Malekova et al. 2009). Na druhou stranu aktivuje TRPV
kanaly v mo¢ovém traktu (Streng et al. 2008) a v hladkém svalstvu dychacich cest (Trevisani
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et al. 2005). Biologicky vyznam puisobeni tohoto plynu na iontové kanaly neni vSak stale zcela
znam.

Dalsimi molekulami, které mtizou byt ovlivnény sulfanem, jsou transkripéni faktory.
Interakce HaS s transkripénimi faktory byla pozorovana naptiklad pii zanétlivych procesech.
Bylo prokédzano, ze donor sulfanu NaHS inhibuje LPS indukovanou aktivaci jaderného faktoru
kappa B (NF- xB). NaHS zamezuje IxB-a (inhibitor nuklearniho faktoru kappa B) degradaci,
a tudiz translokaci NF- kB do jadra (Oh et al. 2006). Kromé NaHS byly studovany t¢inky také
jinych donort sulfanu na transkripéni faktory, a to naptiklad S-diklofenak, ktery vedl ke snizeni
zanétu u krys skrz inhibici aktivace NF- kB v jatrech (Li et al. 2007). Bylo také prokazano,
ze 1 molekuly obsazené v Cesneku, jako naptiklad diallyl sulfid (také donor H»S), rovnéz
potlacuji aktivaci NF- kB (Benavides et al. 2007). Tento mechanismus potvrzuje jiz zndmé
protizanétlivé ucinky ¢esneku. Zajimavé je, ze sulfan mize mit za uréitych podminek také
prozanétlivé Gcinky tim, ze zvysi degradaci IkB-a, ¢imz dojde ke zvyseni aktivace NF- kB.
Tento jev byl pozorovan napiiklad u nékterych monocytarnich bunék (Zhi et al. 2007) nebo
v synoviocytech (Stuhlmeier et al. 2009). Zda se tedy, ze je vicero moznosti, jak NF- kB reaguje
na pritomnost sulfanu. Miize to byt zplisobeno napiiklad odliSnostmi v bunéénych typech
¢i tkanich. Jelikoz je aktivace NF- kB potiebna nejen v brzkych stadiich zanétlivého procesu,
kdy vyvolava prozanétlivy efekt pusobenim na nékolik prozanétlivych gent, ale také
et al. 2011). Z toho plyne, Ze sulfan muze inhibovat nebo aktivovat NF- kB v zavislosti
na konkrétnim stddiu zanétlivého procesu a mize mit jak pro, tak protizanétlivé ucinky. H2S
pusobi také na mnoho dalSich transkripcnich faktort. Plisobenim na nékteré z nich miize sulfan
zprostiedkovat naptiklad proliferaci nebo angiogenezi (Aggarwal et al. 2009).

Jako dalsi bunéény cil sulfanu byly popsany kindzy. Jednou z kinéz, ktera byla z tohoto
hlediska zkoumana, byla MAPK. Stejné jako u transkrip¢nich faktorti byla popsana jak inhibice
MAPK aktivity, a to napiiklad u krysich hladkosvalovych bunék aorty (Du et al. 2004),
tak zvySeni aktivity v endotelialnich bunikach pupecnikové Zily ¢lovéka (Papapetropoulos et al.
2009). Dale byl popsan antiapoptoticky ucinek sulfanu na polymorfonuklearni leukocyty, ktery
je ziejmé spojen s inhibici MAPK aktivity (Rinaldi et al. 2006). Mezi dalsi cilové kinazy
sulfanu patii ERK, ktera je v pfitomnosti HS fosforylovana v HEK-293 burkach (Yang et al.
2004), nebo hladkosvalovych buiikach cév u krysy (Jeong et al. 2006), pfipadné u rakovinnych
bun€k tra¢niku ¢lovéka (Cai et al. 2007). Sulfan aktivuje PKB (protein kinaza B)
v endotelialnich burikach (Cai et al. 2007) nebo v rakovinnych bunkach traéniku (Jeong et al.
2006). Vystaveni kardiomyocyta NaHS déale vedlo k podpoieni PKB a PKC aktivity (Yong et
al. 2008). Celkové se zda, ze Gcinek sulfanu na riizné druhy kinaz je aktiva¢ni.

Dalsi zajimavou cilovou molekulou sulfanu je glutathionin (Kimura & Kimura 2004)
Bylo prokazéno, Ze sulfan zvySuje intracelularni koncentrace glutathioninu, coZz vede
K potlaceni oxidativniho stresu v mitrochondriich (Kimura et al. 2010). Tento vysledek
podporuje experimenty, které prokazuji pfitomnost 3-MST v mitrochondriich (viz kapitola 3.4).

Jednim z velmi duleZitych cili sulfanu jsou bunééné proteiny, sulfan totiz zptisobuje
jejich S-sulfhydrataci (Mustafa et al. 2009). Mechanismus S-sulthydratace spoc¢iva v tom,
ze sira (odvozena z H;S) je doddna do thiolové skupiny cysteinovych zbytkl, coz vede ke
vzniku hydropersulfidové skupiny (-SSH) (Li et al. 2011). Tyto -SSH cysteiny jsou mnohem
vice reaktivni nez cysteiny obsahujici pouze thiolovou skupinu. ZvySena reaktivita téchto
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molekul zvySuje rovnéZ jejich biologickou aktivitu. Napiiklad S-sulhydratovany GAPDH
(glyceraldehyd-3-fosfatdehydrogendza) vykazuje vyssi aktivitu, nez nemodifikovany enzym
(Li et al. 2011). Nebylo jesté prokazano, ze S-sulhydratace ma stejny Gc¢inek na vSechny
enzymy, proto je nezbytné provést dal$i experimenty. Zajimavé je, Ze pusobenim jiného
gasotransmiteru NOdochazi k S-nitrosylaci a nasledné ke snizeni aktivity GAPDH (Li et al.
2011). Dalo by se tedy predpokladat, ze NO a H2S spole¢né reguluji bunéénou signalizaci.
Zda se, ze S-sulfhydratace patii v buiikach mezi bézné posttransla¢ni modifikace, protoze 10—
25 % vsech mysich jaternich proteini se vyskytuje vtomto stavu (Mustafa et al. 2009).
Nicméné proces S-sulthydratace je zatim stale velmi neprozkoumana oblast ve zvifeci i lidské
fyziologii, proto je tieba provést nespocet dalSich experimentt.
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Obr. ¢. 12: Cilova mista sulfanu. Tato mista mohou byt rozdélena do nésledujicich skupin:
a) modifikace proteind, konkrétn¢ thiolovych mist cysteinu; b) intracelularni signalni proteiny
a transkrip¢éni faktory ucastnici se predevsim zanétlivych a ochrannych reakci bunék; c) iontové
kanaly zprostiedkovavajici hlavné odpoveédi cévnich, srde¢nich a nervovych bunék;
d) metabolismus a u¢inek sulfanu na cytochrom c oxidazu. Akt — PKB, protein kindza B; ATP
—adenosin trifosfat; NF- kB — jaderny faktor kappa B; Nrf-2 — NF-E2 odvozeny faktor 2; PI3K
— fosfatidylinositol 3-kinaza; PKC — protein kindza C; -SH — thiol; -SSH — hydropersulfid,
STAT3 — signélni transduktor a aktivator transkripce; TRPV — docasny potencialni
vanilloidovy receptor (zdroj: Li et al. 2011).

34



3.5.4 Funkce sulfanu v reprodukéni soustaveé

Diive nebylo zcela jasné, zda ma na reprodukéni soustavu sulfan néjaky vliv, nicméné pozdé&ji
byla detekovana exprese sulfan produkujicich enzymi jak v samc¢im, tak v sami¢im traktu
u mnoha sav¢ich druht (Sugiura et al. 2005; Liang et al. 2006; d'Emmanuele di Villa Bianca et
al. 2009; Patel et al. 2009; Srilatha et al. 2009a). Jednou z nejzasadnéjsich roli sulfanu v sam¢im
pohlavnim Ustroji je usnadnéni erekce. Bylo prokazano, Ze injekce NaHS jako donoru sulfanu
do kavernozni tkané primatti vede k prodlouzeni penisu a zvySeni intrakavernézniho tlaku
(Srilatha et al. 2006). Proerektilni relaxacni Gi¢inky sulfanu jsou v§ak zavislé na koncentraci této
molekuly (Srilatha et al. 2007). Po vystaveni inhibitoru CTH DL-propargylglycinu u krys byla
pii nervové stimulaci erekce znemoznéna. Stejné ucinky byly pozorovany u kralika (Srilatha et
al. 2007). Bylo zjisténo, ze CBS a CTH jsou exprimovany take v lidské tkani penisu. Produkce
CTH je lokalizovana do trabekularni svalové tkané, hladkosvalovych bunék Kkapilar
a perifernich nervi penisu, zatimco CBS je lokalizovan piedevsim v trabekularni svalové tkani
(d'Emmanuele di Villa Bianca et al. 2009), byl vSak rovnéz detekovan v hladkosvalovych
buiikach cév (d'Emmanuele di Villa Bianca et al. 2011). Exogenni HS, ptipadné L-cystein,
zpusobuji relaxaci lidskych kavernoznich télisek, pfi¢emz mira relaxace je dana davkou téchto
molekul. V ptipadé ptitomnosti CTH a CBS inhibitor doslo ke kontrakci tkané penisu. Tyto
vyzkumy naznacuji, ze G€inek sulfanu v této tkani miize mit terapeuticky ucinek pfii 1€cbé
erektilni dysfunkce. Pfitomnost CTH a CBS byla detekovana také ve varlatech u krysy (Sugiura
et al. 2005). Exprese CTH probiha naptiklad v Sertoliho bunkach a nezralych zarode¢nych
burikach, CBS byl lokalizovan v Leydigovych, Sertoliho i zdrode¢nych bunkach (Sugiura et al.
2005).

Zda se, ze sulfan mtze hrat dilezitou roli pfiregulaci funkce varlat, protoze bylo
prokézéno, ze podavani Cesneku, vnémz se vyskytuji donory sulfanu, zvySilo produkci
testosteronu ve varlatech (Oi et al. 2001). Byla rovnéz pozorovana sub a infertilita u jedincu,
ktefi m&li utlumenou expresi CBS ve spermiich (Wang et al. 2018). Po dodani exogenniho
sulfanu doslo ke zvyseni pohyblivosti spermii u jedincti s knockoutovanym genem pro CBS
(Wang et al. 2018). CBS a potazmo sulfan ma pozitivni u¢inek také na spermatogenezi
pomahaji spermiim a jejimu okoli zvladat oxidativni stres a zanét (Wang et al. 2018).

Mezi dalsi ¢asti saméi pohlavni soustavy s produkci sulfanu patii prostata. Zatimco jeji
stromalni bunky produkuji CTH, v periferni ¢asti nebyly CBS ani CTH téméf detekovany (Guo
et al. 2012). Ve tkani prostaty se vSak kromé téchto dvou enzymu vyskytuje také 3-MST (Gai
et al. 2013). Po knockoutu genu pro CTH ve tkani prostaty doslo ke snizeni produkce sulfanu
az o 80 %, proto se predpoklada, Ze hlavnim sulfan produkujicim enzymem v tomto organu je
CTH (Liu et al. 2016). Dalsi experimenty potvrdily pozitivni u¢inek sulfanu
pii rakoving prostaty (Zhao et al. 2014; Duan et al. 2015).

Zda se, ze v sami¢im pohlavnim Ustroji maji CTH a CBS odlis$né role, protoze napiiklad
CTH knockoutované mysi porodily fyziologicky (Yang et al. 2008), ale sami¢i potomci mysi
s knockoutovanym genem pro CBS mély sniZenou fertilitu, zatimco sam¢i potomei byli plodni
(Watanabe et al. 1995). CBS ziejmé hraje v samic¢i reprodukci dilezitou roli. CBS mize byt
detekovan napftiklad ve vajecnicich, jeho nejvétsi koncentrace byly pozorovany ve folikularnich
bunikach vsech stadii. Neni vSak exprimovan v oocytech (Liang et al. 2006). My$ s narusenou
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expresi CBS ma snizeny pocet folikuld, zkraceny a nepravidelny pohlavni cyklus a sniZzenou
dobu estru a diestru v porovnani s normalni mysi (Liang et al. 2006). CBS je rovnéz exprimovan
Vv déloze, kdy pfi kockoutu genu pro CBS dochazi nejen ke znaénému snizeni velikosti délohy,
ale také ke snizenému piezivani ploda. Pokud byly CBS deficientni vaje¢niky transplantovany
do normalni nebo heterozygotni ptijemkyn¢, doSlo ke kompletni obnov¢ fertility (Guzman et
al. 2006). Zda se tedy, ze =za infertilitu zpusobenou nedostatkem CBS
u samic je zodpovédna dé€loha, ne vSak dysfunkce ovarii. Presto dal$i vyzkumy prokazaly
vyznam CBS v granul6znich bunikach, kde hraje dalezitou roli pfi maturaci oocytt, protoze pti
deficitu CBS dochézi k inhibici zrani oocytu (Liang et al. 2007). Dale byly CBS a CTH
detekovany v pochve¢, placenté a plodovych obalech (Patel et al. 2009; Srilatha et al. 2009b).
Bylo zjisténo, Ze hypoxie placenty vede ke znaénému zvySeni produkce sulfanu v lidské
placenté¢ (Patel et al. 2009). Jelikoz je hypoxie ziejmé¢ jednim z faktorti zpusobujicich
preeklampsii (Soleymanlou et al. 2005), bylo by vhodné zjistit, zda je také H,S zahrnut mezi
faktory vedouci k tomuto stavu.

mezenterickych, plicnich, interrenalnich a koronarnich tepen (Bhatia 2005). Bylo vsak
potvrzeno, ze tentyz uc¢inek ma sulfan na pupecnikové tepny a zily (Zhu et al. 2011). CBS
a CTH byly dokonce v endotelu a hladkém svalstvu lidskych pupecnikovych tepen a zil
detekovany (Zhu et al. 2011). Mezi dal$i z G¢inkG H2S Vv samici reprodukéni soustavé patid
zmirnéni kontraktilni odpovédi délohy krys na oxytocin, coz vede k oddaleni porodu (Hayden
et al. 1989). Sulfan ma tedy na hladkosvalové buriky sami¢iho reprodukéniho traktu relaxacni
ucinek. Vyzkumy prokazaly, ze pii podani donoru sulfanu dochazi k inhibici spontanni
kontraktility svaloviny délohy, proto by sulfan mohl fungovat tokolyticky (Sidhu et al. 2001).
Po vystaveni sulfanu dochazi u krysy taktéz k relaxaci vaginalni tkané a kavernoznich télisek
(Srilatha et al. 2009Db).

3.6 Sulfan produkujici enzymy

3.6.1 Cystathionin p-syntaza

Pfitomnost CBS byla poprvé prokazana v roce 1969 (Braunstein et al. 1969) a pozdéji
bylo zjisténo, jakym zptisobem dochazi k produkci sulfanu prostfednictvim CBS. Substratem
pro vznik sulfanu pomoci CBS je L-homocystein, ktery je odvozen od methioninu za pisobeni
kaskady enzyma (Obr. ¢. 13). Z L-homocysteinu poté muze vznikat sulfan dvéma zptsoby.
Jedna moznost je katalyza L-homocysteinu s L-cysteinem, pii které vznika L-cystathionin
a sulfan (Braunstein et al. 1971). Druhy zplsob spociva v kondenzaci L-homocysteinu
s L-serinem v piitomnosti CBS a vzniku cystathioninu, ktery je dale metabolizovan pomoci
CTH na L-cystein (Jhee & Kruger 2005). Ten mize byt substratem pro vznik sulfanu CBS
i CTH cestou (Obr. ¢. 14). V ptitomnosti L-cysteinu produkuje CBS sulfan a L-serin (Obr. ¢.
14). Pokud je k dispozici L-homocystein, je produkce H2S mnohem vyssi nez ze samotného
L-cysteinu (Singh et al. 2009a). Aktivita CBS je regulovana na 3 mistech proteinu. Je to hemova
skupina na N konci, dale S-adenosyl-L-methionin (SAM) véazajici doména na C konci
a nakonec S-glutathionyla¢ni misto na cysteinu (Zhou et al. 2017). Druha dvé mista vedou
k aktivaci CBS a ke zvysené produkci H>S (Shan et al. 2001; Niu et al. 2015). Dale bylo
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prokazano, ze purifikovany CBS protein mize byt in vitro oznacen SUMO proteinem
a sumoylace CBS vede k snizeni aktivity tohoto sulfan produkujiciho enzymu (Agrawal et al.
2008), ackoliv v sav¢ich bunkach tato reakce zatim nebyla prokdzéna. Nicméné tyto modulace
mohou umoznit rychlé zmény v koncentraci endogenniho sulfanu v téle. Aktivita CBS je také
pravdépodobné regulovana koncentraci glukokortikoidit a CAMP. CBS je pfimo inhibovan
oxidem dusnatym (NO) a oxidem uhelnatym (CO) (Puranik et al. 2006). Dale muze byt
aktivovan nitroprusidem sodiku — donorem NO, reakci, ktera paradoxné NO nezahrnuje, ale
jejiz soucasti je chemicka modifikace enzymu (Eto & Kimura 2002).

CBS je povazovany za hlavni sulfan produkuji enzym v CNS, byl vSak také prokdzan
Vv ledvinach, jatrech, lymfocytech, déloze, placenté, tenkém stfevé nebo v ostrivcich slinivky
btisni (Abe & Kimura 1996; Fiorucci et al. 2006; Kaneko et al. 2006; Patel et al. 2009).
Zajimavé je, ze koncentrace sulfanu v experimentech s CBS-knockoutovanymi mys$imi modely
byly stejné, jako u mysi bez knockoutu (Shibuya et al. 2009a). Predpoklada se, Ze tento
kontroverzni vysledek muize byt zpisoben kompenzaéni expresi HoS pomoci 3-MST, ktera
udrzi koncentrace sulfanu nutné pro pteziti nervovych bunék.

ATP methionine
[SAM synthetase| THF 1
12
5-

SAM
-CH; d 5,10-CH,THF
SAH B

‘
[SAH hydrolase | CH;THF ’

adenosine Hcy + serine

cystathionine + H,0

proteins =L-cysteine + a-ketobutyric acid + NH,"

Obr. ¢. 13: Metabolismus homocysteinu a syntéza cysteinu. Homocystein je odvozen
od methioninu, ktery je nejprve transformovan na S-adenosylmethionin (SAM). SAM je
donorem methylovych skupin v mnoha methylaénich reakcich. Béhem téchto reakci je SAM
transformovan na S-adenosylhomocystein (SAH), ktery je poté rozlozen na homocystein (Hcy)
za pisobeni SAH hydrolazy. Hcy mize byt remethylovan na methionin diky methionin syntaze
(MS), ktera vyuziva vitaminu B1o jako kofaktoru a 5-methyltetrahydrofolatu (5-CHsTHF) jako
donoru methylové skupiny. 5-CHsTHF wvznikd z5, 10-methylenetetrahydrofolatu
(5, 10-CH.THF) pomoci methylentetrahydrofolat reduktdzy (MTHFR). Hcy je dale
metabolizovan na cystein nejprve za pusobeni cystathionin B-syntdzy (CBS) za vzniku
cystathioninu a nasledné cystathionine y-lyazy (CSE) (zdroj: Lowicka & Bettowski 2007).
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3.6.2 Cystathionin y-lydza

CTH stejné jako CBS pouziva homocystein jako substrat pro tvorbu sulfanu. Béhem této
reakce vznika také a-ketobutyrat a amoniak. Dale mtize CTH katalyzovat pfeménu L-cysteinu
na H2S a vedlejsi produkty, kterymi mize byt naptiklad pyruvat nebo amoniak (Obr. ¢. 14).
Regulace CTH je obecné méné prozkoumana nez u CBS. Bylo ale zjisténo, ze aktivita CTH
mize byt ovlivnéna intracelularnimi koncentracemi Ca?* (Zhao et al. 2003; Mikami et al. 2013).
Nizké hladiny intracelularniho Ca?* podporuji produkci sulfanu, zatimco vysoké hladiny tuto
reakci potlacuji. Dal§i vyzkumy prokazaly, ze tato regulace neni zavisla na kalmodulinu,
protoze ani kalmodulin, ani jeho inhibitor produkci sulfanu vlivem CTH nezménily (Mikami et
al. 2013). Dale bylo pozorovano, Ze myeloidni zinkovy prst 1 (MZF1) a transkripéni faktor SP1
hraji roli v transkripéni aktivit¢ CTH (Ishii et al. 2004). Transkripéni aktivita CTH muze byt
ptipadné zvySena bakteridlnim endotoxinem (Ishii et al. 2004; Miles & Kraus 2004).

Ve srovnani s CBS je CTH v sav¢ich tkanich mnohem vice rozsifen. Je hojné exprimovan
v kardiovaskularnim a dychacim systému (Hosoki et al. 1997; Zhao et al. 2001). CTH muiZe byt
také hlavnim sulfan produkujicim enzymem v jatrech, ledvinach, déloze a v pankreatu (Zhao et
al. 2001; Yang et al. 2004; Kimura et al. 2012). Urc¢ita troven CTH byla detekovana i v mozku
(Erickson et al. 1990; Geng et al. 2004), nicméné zda se, Ze zde neni CTH spojen s produkci
sulfanu, protoze pfi pouziti inhibitortt CTH nedochazi v mozku ke zménam produkce HoS (Abe
& Kimura 1996).

3.6.3 3-merkaptopyruvat sulfurtransferaza

3-MST je nejdéle objeveny sulfan produkujici enzym (Shibuya et al. 2009b).
Aby touto cestou vznikl sulfan, musi nejprve dojit ke konverzi L-cysteinu na
3-merkaptopyruvat (3 MP) pomoci cystein aminotransferazy (CAT). Poté 3-MST piemisti atom
siry z 3MP na sebe, coZ vede ke vzniku persulfidu. Nasledné je za ptitomnosti redukéniho
¢inidla (naptiklad thioredoxinu) ztohoto persulfidu uvolnén H>S (Nagahara et al. 1998;
Shatalin et al. 2011; Yadav et al. 2013). Nedavno byl také objeven dalsi substrat pro vznik 3MP,
asice D-cystein (Shibuya et al. 2013). D-cystein je pfeménén na 3MP pomoci D-amino oxidazy
(DAO), kterd se nachazi v peroxizomech (Obr. ¢. 14). Metabolickymi vyménami mezi
peroxisomy a mitochondriemi muze dojit k transportu 3MP do mitochondrii, kde je 3MP
katalyzovan 3-MST za vzniku H2S (Shibuya et al. 2013). Protoze se DAO vyskytuje vyhradné
v mozku avV ledvinach, tato cesta pravdépodobné existuje pouze v téchto dvou organech.
Na rozdil od CBS a CTH je 3-MST regulovan svym redox stavem spise neZ néjakou interakci
s dalsimi faktory. Na aktivnim misté tohoto enzymu byly identifikovany 3 cysteiny citlivé
k redox reakcim (Cys154, Cys247, Cys263). V souladu s timto se zda, Ze oxidacni stres zna¢né
potlacuje aktivitu 3-MST tim, Ze dochazi k oxidaci thiolll na téchto cysteinech (Calvert et al.
2010; Kimura 2010). Dale mize ovlivnit tvorbu sulfanu pomoci 3-MST modulace aktivity CAT
nebo DAO. Bylo napiiklad prokdzano, ze aspartat, coz je inhibitor CAT, silné¢ inhibuje
biosyntézu H2S pomoci 3-MST (Akagi 1982; Shibuya et al. 2009a; Shibuya et al. 2009b). Take
zvysené hladiny intracelularniho Ca®* vedly ke snizeni aktivity CAT a tim padem k produkci
H2S syntézy, opét nezavisle na kalmodulinu (Kimura 2011; Mikami et al. 2011). Piesny
mechanismus vSak neni znam.
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3-MST je stejné jako CBS i CTH produkovan v mnoha tkanich, pfedev§im pak
v kardiomyocytech, hepatocytech a v epitelu proximalnich tubult ledvin (Shibuya et al. 2009a;
Shibuya et al. 2009b; Wilinski et al. 2011). Nedavné vyzkumy prokazaly, ze 3-MST by také
mohl byt z&sadni pro biosyntézu sulfanu v mozku (viz vyse) (Shibuya et al. 2009b). 3-MST
se vyskytuje hlavné v mitochondriich sav¢ich bun€k, nicméné urcitd hladina tohoto enzymu
muze byt detekovana také v cytoplazmé (Kimura 2011). Presto se predpoklada, ze produkce
H2S pomoci 3-MST probiha v mitochondriich, protoZe koncentrace L-cysteinu jsou zde 3x
vy$$i nez v cytoplazmé (Nagahara et al. 1998).
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Obr. ¢ 14: Enzymatickd i neenzymaticka endogenni produkce H2S u saved. EXistuji
celkem 4 enzymatické cesty produkce sulfanu zahrnujici CBS, CTH, 3-MST spojenou s CAT
a 3-MST spojenou s DAO. Prvni 3 cesty vyuzivaji jako substrat pro tvorbu sulfanu L-cystein,
zatimco DAO lokalizovany v peroxisomech (modry kruh) mize katalyzovat D-cystein
na 3-MP, které mize byt dale transformovano na H2S pomoci 3-MST. CBS a CTH produkuji
sulfan v cytosolu bungk, zatimco 3-MST hlavné v mitochondriich (rizovy obdélnik). Mala ¢ast
endogenniho sulfanu je odvozena z neenzymatické redukce za pfitomnosti redukénich ¢inidel

jako NADPH a NADH, coz vede k redukci persulfidi, thiosirani a polysulfidd na H>S
a vedlejsi produkty (zeleny obdeélnik) (zdroj: Cao et al. 2018).
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4 Metodika

4.1 Priprava vzorki

Kanc¢i epididymis byl ziskan zro¢niho kance plemene Duroc zinseminaéni stanice
Skrsin. Pro izolaci spermii z nadvarlete byly obnazeny kanalky z caput, corpus i cauda
epididymis. Z téchto casti byly nasledné odstiihnuty kratsi useky (zhruba 0,5x0,5 cm) tkané
obsahujici nadvarletni kandlky, které byly nasledn¢ inkubovany ve zkumavce s PBS
v termostatu po dobu 30 minut. Béhem této doby doslo k vyplavani spermii do roztoku PBS,
proto byla tekutina posléze odlita pfes gazu do novych zkumavek, aby se eliminovala
ptitomnost jinych tkani. Pro dokonalejsi odstranéni nadbyte¢né tkané byly vzorky nasledné 2x
centrifugovany po dobu 5 minut piti 50 Xg (pouzita centrifuga MIKRO22, Hettich Zentrifugen,
Némecko). Poté byl odsan supernatant obsahujici spermie. Pro dikaz enzymi vyuZivajici
Western blot byla ¢ast supernatantu pouzita pro lyzaci, pro potieby imunolokalizace byla
provedena vihka fixace.

4.1.1 VIhké fixace

Pro zafixovani spermii byl pouzito 3x10 ml supernatantu obsahujiciho epididymalni
spermie z piislusnych ¢asti nadvarlete. VSechny tii typy zkumavek (Se spermiemi z caput,
corpus, cauda) byly centrifugovany pti 300 xg po dobu 10 minut pfi pokojové teploté. Nasledné
byl odsan supernatant a objem byl doplnén PBS do 10 ml, ¢imZ doslo ke ziedéni suspenze
spermii. TytéZz kroky byly zopakovany jest¢ 2x. Po poslednim ziedéni PBS byly vzorky
resuspendovany a néasledné zfedény az do koncentrace 5x107 spermii/ml, ktera byla
zkontrolovana
ve svételném mikroskopu (Nikon YS100; Nikon, Japonsko) v Biirkerové komtirce.

Po dosazeni pozadované koncentrace bylo na skli¢ka naneseno 20 pl vzorku, ke kterym
se nasledn¢ piikaplo 50 pl aceton : metanolu (fedéni 1:1). Pfed samotnou aplikaci suspenze
spermii byla na sklicka nakreslena 2 kole¢ka pomoci PAP Pen (Sigma-Aldrich s.r.o., USA).
Vzorky se nechaly inkubovat 5 minut pii pokojové teploté. Nasledné byly omyty v PBS
anechaly se zaschnout. Takto ptipravené vzorky epididymalninch spermii z caput, corpus
a cauda epididymis byly pro potieby imunolokalizace uchovavany v lednici.

4.1.2 Lyzace vzorki

Supernatant obsahujici epididymalni spermie byl pouzit také pro lyzaci vzorkt. VSechny
3 zkumavky obsahujici 10 ml ptislusného typu epididymalnich spermii byly 3x centrifugovany
pii 300xg po dobu 10 minut. Po kazdé centrifugaci byl odsan supernatant a objem byl doplnén
PBS do puvodnich 10 ml. Po posledni centrifugaci byly vzorky resuspendovany
a rozpipetovany do Eppendorfovych zkumavek. Kazda zkumavka obsahovala 1 ml suspenze
spermii bud’ z caput, corpus nebo cauda. Vzorky byly nasledné centrifugovany 3x pii 300xg
po dobu 5 minut. Po prvni a druhé centrifugaci byl odsan supernatant a ptikapnut PBS do
objemu 1 ml. Po tfeti centrifugaci byl pouze odsan supernatant. Pro piipravu vzorki na Western
blot bylo k témto vzorkim piikapnuto 100 ul neredukujiciho vzorkového pufru. Poté byly
vzorky vzdy po 5 minutach hodinu vortexovany a mezi kazdym vortexovanim byly uchovavany
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v ledu. Po uplynuti této doby byly vzorky nejprve po dobu 5 minut povareny a nasledné 5 minut
centrifugovany pti 10 000xg. Takto pfipravené vzorky byly uskladnény v mrazaku.

4.2 Imunolokalizace

4.2.1 Pouzité chemikalie a roztoky

Pouzité protilatky (vSechny ThermoFisher Scientific, USA):

e krali¢i primérni protilatka anti-CBS — CBS Polyclonal Antibody # PA5-22273

e Kkrali¢i primarni protilatka anti-3-MST — MPST Polyclonal Antibody # PA5-51548

e mysi primarni protilatka anti-CTH — CTH Monoclonal Antibody # MA5-38251

e anti-rabbit sekundarni protilatka — Goat anti-Rabbit 1gG (H+L) Cross-adsorbed
Secondary Antibody # A-11008, konjugovana
s Alexa Fluor 488

e anti-mouse sekundarni protilatka — Goat anti-Mouse 1gG (H+L) Cross-Andsorbed
Secondary Antibody # A-11001, konjugovana
s Alexa Fluor 488

Dalsi pouzité chemikalie:
e PBS-0,01 M fosfatovy pufr, Sigma-Aldrich, USA
e SuperBlock — ThermoFisher Scientific, USA
¢ PNA s rhodaminem — Rhodamine Peanut Agglutinin, Vector Laboratories, USA
e Vectashield s DAPI — Vector Laboratories, USA

4.2.2 Postup

Pro imunolokalizaci sulfan produkujicich enzymt CBS, CTH a 3-MST byly pouzity
vzorky spermii z caput, corpus a cauda epididymis, které byly pfipraveny vlhkou fixaci.\Vzorky
byly nejprve omyty v PBS a poté byly na 10 minut vlozeny do kyvety s vymrazenym acetonem.
Po dalsim promyti vzorkt PBS bylo na kontrolni i pokusné vzorky aplikovano 150 pl
SuperBlocku, se kterym byly vzorky inkubovéany po dobu 30 minut. Od této chvile byly vzorky
uchovavany ve vlhké komirce, aby nedochazelo k jejich vysychani. Po uplynuti doby inkubace
se SuperBlockem byly vzorky znovu omyty v PBS. Nasledn¢ bylo na pokusné vzorky naneseno
100 pl primérni protilatky proti sulfan produkujicim enzymim. Primarni protilatka proti CBS
byla fedéna s PBS v poméru 1:100, anti-3-MST v poméru 1:200 a anti-CTH v poméru 1:700.
Na kontrolni vzorky bylo naneseno PBS, aby nedochazelo k jejich vysychani. Takto byly
vzorky inkubovany pfes noc v lednici pfi teploté 4 °C. Druhy den byly vzorky omyty v PBS
a nasledné bylo na kontrolni i pokusné vzorky naneseno 100 pl odpovidajici sekundarni
protilatky (anti-rabbit na CBS a 3-MST a anti-mouse na CTH) s konjugovanou fluorescen¢ni
barvou AlexaFluor 488 a fedénou v poméru 1:300 s PBS. Od této chvile bylo vzdy pouzito
tmavé viko vlhké komtirky, aby nedochéazelo k vysviceni fluorochromi. Néasledovala hodinova
inkubace se sekundarni protilatkou a omyti nejprve PBS a nasledn¢ destilovanou vodou. Pro
obarveni akrozomu bylo na vSechny vzorky aplikovano 100 pl PNA s Rhodaminem, které bylo
fedéno s PBS v poméru 1:700. Vzorky byly opét inkubovéany, tentokrat 30 minut, a nasledné
omyty PBS a 3x destilovanou vodou. Jako posledni krok bylo aplikovano 10 pl montovaciho
meédia Vectashieldu s DAPI.
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Vzorky byly poté snimény na konfokalni mikroskopu (Ziss LSM 800, Némecko)
pii zvétSeni 630x. Intenzita signalu byla méfena analyzou obrazu NIS-Elements AR 4.30.01
(Nicon, Japonsko).

4.3 Western blot

4.3.1 Pouzité chemikalie a roztoky

Pouzité protilatky:
e Kkrali¢i primarni protilatka anti-CBS — CBS Polyclonal Antibody # PA5-22273,
ThermoFisher Scientific, USA
e Kkrali¢i primarni protilatka anti-3-MST — MPST Polyclonal Antibody # PA5-51548,
ThermoFisher Scientific, USA
e mySi primarni protilatka anti-CTH — CTH Monoclonal Antibody # MA5-38251,
ThermoFisher Scientific, USA
e anti-rabbit sekundarni protildtka — IgM Antibody Goat anti Rabbit IgM 402001,
konjugovana s kienovou peroxidazou, Bio-Rad
Laboratories, USA
e anti-mouse sekundarni protilatka — IgM Antibody Goat anti Mouse IgM 102001,
konjugovana s kienovou peroxidazou, Bio-Rad
Laboratories, USA

Dalsi pouzité chemikalie:
e PBS-0,01 M fosfatovy pufr, Sigma-Aldrich, USA
e neredukujici vzorkovy pufr - 2 ml glycerol, 4 ml 10% SDS, 1,6 ml 0,5 M TRIS.HCL,
pH 6,8, 0,5 mg bromfenolové modii
e pufr B-1,5M Tris, Bio-Rad Laboratories, USA
e 10% SDS — 10% dodecylsiran sodny, Bio-Rad Laboratories, USA
e TEMED - PlusOne, USA
e roztok A — 30% roztok akrylamidu, Sigma-Aldrich, USA
e proteinovy molekulovy standard — Precision Plus Protein Dual Color Standards,
Bio-Rad Laboratories, USA
e suSené mléko — Blotting Grade Blocker Non-Fat Dry Milk, Bio-Rad Laboratories,
USA
e 10% APS — 1 g persiranu amonného, 10 ml destilované vody
e pufr C-0,5M Tris, Bio-Rad Laboratories, USA
e ELFO pufr— 15 g Tris, 72 g glycin, 5 g SDS, 1 1 destilovana voda, fedéni 1:4
e Dblotovaci pufr — 3,03 g Tris, 14,4 g glycin, 800 ml destilovana voda, 200 ml metanol
e Ponceau S solution — Sigma-Aldrich, USA
e PBSs0,1% Tweenem — Tween 20, Sigma-Aldrich, USA
e chemiluminiscené¢ni substrat — SuperSignal West Pico Chemiluminescent Substrate,
ThermoFisher Scientific, USA
e alfa-tubulin — Sigma-Aldrich, USA
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4.3.2 Postup

Nejprve byl pfipraven 15 % separacni gel. Pro jeho pfipravu bylo pouzito 2,5 ml
destilované vody, 2,5 ml pufru B, 5 ml roztoku A, 100 pl 10% SDS, 4,5 ul TEMED a 70 pl
10% APS. Pro piipravu 1 gelu bylo pouzito 5 ml tohoto roztoku. Po napInéni skel roztokem byl
separacni gel prevrstven destilovanou vodou a po 20 minutach doslo ke ztuhnuti gelu. Nasledné
byl pfipraven zaostfovaci gel, pro jehoZz ptipravu bylo pouzito 1,52 ml vody, 0,625 ml pufru C,
0,325 ml roztoku A, 0,025 ml 10% SDS, kapka bromfenolové modri, 3,8 pl TEMED a 50 pl
10% APS. Destilovana voda ze ztuhlych gelti byla vylita a nahrazena separa¢nim gelem, do
kterého byly aplikovany hiebinky s 15 Zlabky. Po 15minutové polymeraci gelu byly hiebinky
vysunuty a skla s gely byla pfesunuta do soupravy na elektroforézu (Bio-Rad Laboratories, Inc.,
USA). Cela souprava byla nasledn¢ zalita ELFO pufrem. Do prvniho Zlabku byly
Hamiltonovou pipetou naneseny 4 pl proteinového molekulového standardu, do druhého 10 pl
vzorku z caput epididymis, do tfetiho 10 pl vzorku z corpus epididymis a do ¢tvrtého 10 pl
vzorku z cauda epididymis. Jako posledni bylo do patého Zlabku naneseno 10 pl vzorku
neredukujiciho vzorkového pufru. Téchto 5 zlabka bylo pouzito pro dikaz 1 enzymu a stejnym
postupem byly pfipraveny Zlabky pro dalsi 2 enzymy. Nasledovala elektroforéza. Parametry
pro elektroforézu byly nasledujici: elektrické napéti velikosti 80 V po dobu 20 minut, dalich
60 minut o velikosti 120 V.

Mezitim byla pfipravena souprava pro elektrobloting, ktera byla 15 minut pfed pouzitim
namocena do blotovaciho pufru. Z gelu byl po elektroforéze odstranén zaostiovaci gel
a separacni gel byl pfenesen do blotovaci kazety v tomto sestaveni: kazeta, houbicka, 2 filtrani
papiry Whatman (Chromatography paper, GE Healthcare), gel, PVDF membrana
(ThermoFisher Scientific, USA), 2 filtratni papiry Whatman (Chromatography paper; GE
Heathcare, USA), kazeta. Cela sestava se vlozila do blotovaciho ramu a ten do vanicky
S blotovacim pufrem. Vanicka byla oblozena ledem, aby dochazelo ke chlazeni soustavy béhem
elektroblotingu. Elektrobloting probihal po dobu 60 minut pti 500 mA. Poté byla membrana
oplachnuta destilovanou vodou a obarvena Ponceau pro vizualizaci proteinli pienesenych
na membranu.

Po vizualiuzaci byla membrana oplachnuta v PBS a vlozena do rozmichaného
5% roztoku suseného mléka pro vyblokovani nespecifickych vazeb. Inkubace v mléce
probihala 1 hodinu. Poté byla membrana 2x promyvana v PBS s 0,1% Tweenem po dobu 5
minut a nasledovala aplikace 2 ml fedéné primarni protilatky. VSechny primarni protilatky byly
fedény v poméru 1:1000 s PBS. Inkubace v primarni protilatce trvala 90 minut, poté byla
membrana promyta 3x po 10 minutach v PBS s 0,1% Tweenem a nasledovala aplikace 2 ml
sekundarni protilatky sifedénim 1:3000 s PBS. Po 60minutové inkubaci se sekundarni
protilatkou byla membrana 4x omyvéana v PBS s 0,1% Tweenem a 2x v PBS, to vse po dobu 5
minut. VSechny inkubace probihaly na rotac¢ni tfepacce (DLAB, MX-T6-Pro).

Nésledovala vizualizace detekce sulfan produkujicich enzymu. Na kazdou membranu byl
nanesen 1 ml chemiluminiscenéniho substratu. K vizualizaci byl pouzit AZURE c600 (Azure
Biosystems, USA).
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4.4 Statistické vyhodnoceni

Experimenty byly 3x zopakovany. Pomoci analyzy obrazu byly stanoveny
prumérné intenzity signdlu u kazdé varianty vzorka (CBS - caput, corpus, cauda;
CTH - caput, corpus, cauda; 3-MST - caput, corpus, cauda). Rozdily mezi pokusnymi
skupinami byly vyhodnoceny v programu Statistica 12 (StatSoft CR, Ceska republika)
jednofaktorovou ANOVou pfi hlading statistické vyznamnosti p<0,05. Jako kontrolni metoda
byl proveden Western blot. Vysledky ztéto metody byly denzitometricky zpracovany
v programu Image Studio Lite Verze 5.2. (LI-COR Biosciences, USA).
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5 Vysledky

Imunolokaliza¢ni metodou byly v caput, corpus a cauda epididymis sledovany celkem 3
sulfan produkujici enzymy (CBS, CTH a 3-MST). Ve vsech ¢astech kanéiho epididymu byly
prokazany vSechny hledané sulfan produkujici enzymy, nicméné intenzita signalu
se vramci jednotlivych enzymt v riznych c¢astech epididymu liSila. Obecné Ize fici,
Zze nejvyssi primérnou intenzitu signalu vykazovaly sulfan produkujici enzymy v caput
epididymis a nejmensi v cauda epididymis (Obr. ¢. 16, 19, 22). Sulfan produkujici enzymy se
vyskytovaly predev§im v bi¢iku a krc¢ku epididymalnich spermii, oproti tomu u hlavi¢ek
spermii nebyl signél zaznamenan (Obr. ¢. 17, 20, 23). Kontrolni metoda (Western blot) vyskyt
sulfan produkujicich enzymii ve vSech ¢astech epididymu sice potvrdila, ale jednotlivé vzorky
neobsahovaly stejné mnozstvi proteinti. Western blotem byly prokdzény enzymy o molekulové
hmotnosti 63 kDa (odpovidajici CBS), 44 kDa (CTH) a 33 kDa (3-MST) (Obr. ¢. 15, 18, 21).

5.1 Cystathionin pB-syntaza (CBS)

CBS byl u epididymalnich spermii detekovan ve vSech ¢astech nadvarlete (Obr. €. 15),
pficemz se zda, ze v prubéhu epididymélni maturace dochazi ke snizovani vyskytu tohoto
enzymu v epididymalnich spermiich (Obr. ¢. 16, 17). Byl zjistén statisticky vyznamny rozdil
mezi pokusnou skupinou z caput a corpus epididymis, kde doslo ke snizeni primérné intenzity
signalti o 61 %, a poté mezi caput a cauda epididymis, kde byla primérnd intenzita signalu nizsi
0 51 %. Rozdil v intenzité¢ signalu mezi corpus a cauda epididymis nebyl signifikantni
(Obr. €. 16). Na Obr. ¢. 17 je patrné, ze CBS je lokalizovan piedevs§im v kréku a bic¢iku
epididymalnich spermii.
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Obr. ¢ 15: CBS vextraktech kancich epididymélnich spermii. A — spermie

z caput epididymis; B — spermie z corpus epididymis; C — spermie z cauda epididymis. Sipky
znaci bandy odpovidajici CBS (63 kDa).
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Obr. ¢ 16: Relativni primérna intenzita signalu CBS v caput, corpus a cauda
epididymis. CBS — cystathionin-p-syntaza. Hvézdicky (*) znazoriuji statisticky
vyznamny rozdil, cervené tisecky znaci smérodatné odchylky.

Obr. ¢. 17: CBS v caput (A), corpus (B) a cauda (C) epididymis. Modie chromatin (DAPI),
zelené CBS (Alexa Fluor 488), ¢ervené akrozom (PNA). Zvétseni 630x.

5.2 Cystathionin y-lydza (CTH)

Ve vsech castech epididymu byl také prokédzadn enzym CTH (Obr. ¢. 18). U tohoto
enzymu byly nejvyssi primérné intenzity naméfeny v caput a corpus epididymis, mezi nimiz
nebyl statisticky vyznamny rozdil. Nejmensi prumérnd intenzita byla namétena v cauda
epididymis. Rozdil mezi primérnou intenzitou v cauda a caput epididymis a také mezi cauda
a corpus epididymis statisticky vyznamny. Zde doslo ke sniZzeni pramérné intenzity signalu
051 % (Obr. ¢. 19, 20). Také CTH je lokalizovan hlavné v bi¢iku a kréku spermii (Obr. €. 20).
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Obr. ¢ 18: CTH v extraktech kandich epididymélnich spermii. A — spermie
z caput epididymis; B — spermie z corpus epididymis; C — spermie z cauda epididymis. Sipky
znaci bandy odpovidajici CTH (44 kDa).
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Obr. ¢. 19: Relativni prumérna intenzita signalu CTH v caput, corpus a cauda
epididymis. CTH — cystathionin-y-lydza. Hvézdicky (*) znazornuji statisticky
vyznamny rozdil, Cervené GseCky znaci smérodatné odchylky.
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Obr. ¢. 20: CTH v caput (A), corpus (B) a cauda (C) epididymis. Modie chromatin (DAPI),
zelen¢ CBS (Alexa Fluor 488), Cervené akrozom (PNA). ZvétSeni 630X.

5.3 3-merkaptopyruvat sulfurtransferaza (3-MST)

Poslednim sledovanym enzymem byl 3-MST, ktery byl taktéz ve vSech ¢astech
nadvarlete prokazan (Obr. ¢. 21). Nejvyssi pramérna intenzita signalu tohoto enzymu byla
naméfena v caput epididymis, nejmensi v cauda epididymis (Obr. ¢. 22). Mezi variantami
z corpus a cauda epididymis nebyl zjistén statisticky vyznamny rozdil. Nicméné mezi corpus
a caput epididymis a cauda a caput epididymis byl rozdil signifikantni. Doslo zde
ke sniZzeni prumérné intenzity signalu o 63 %, resp. 0 66 % (Obr. ¢. 22). Také na fotkach
z konfokalniho mikroskopu je patrné sniZeni intenzity signalu 3-MST v corpus a cauda oproti
caput epididymis (Obr. ¢. 23). Na Obr. €. 23 je patrné, ze hlavni misto vyskytu tohoto enzymu
je na bi¢iku a kréku epididymalnich spermii.
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Obr. ¢ 21: 3-MST v extraktech kan¢ich epididymalnich spermii. A — spermie
z caput epididymis; B — spermie z corpus epididymis; C — spermie z cauda epididymis. Sipky
znaci bandy odpovidajici 3-MST (33 kDa).
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Prumérna intenzita signalu 3-MST v epididymu
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Obr. ¢ 22: Relativni primérna intenzita signalu 3-MST v caput, corpus a cauda
epididymis. 3-MST — 3-merkaptopyruvat sulfurtransferdza. Hvézdicky (¥) znazornuji
statisticky vyznamny rozdil, cervené usecky znac¢i smérodatné odchylky.

Obr. ¢&. 23: 3-MST v caput (A), corpus (B) a cauda (C) epididymis. Modfe chromatin
(DAPI), zelené CBS (Alexa Fluor 488). ZvétSeni 630x.
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6 Diskuse

Cilem prace bylo prokazat sulfan produkujici enzymy ve spermiich v caput, corpus
a cauda epididymis a tim pfiblizit funkci a vliv sulfanu na spermie v prub¢hu epididymalni
maturace. NaSe vysledky pfitomnost sulfan produkujicich enzymt v kancich epididymalnich
spermiich potvrdily, nicméné pfitomnost sulfan produkujicich enzymu se oproti piedpokladu
Vv prib¢hu epididymalni maturace snizovala. DalSim zajimavym zjisténim bylo to, Ze oproti
CBS a 3-MST nedoslo u CTH k signifikantnimu snizeni vyskytu v corpus, ale az v cauda
epididymis. Zatim neexistuji studie, které by se timto enzymem v souvislosti s epididymalni
maturaci u spermii zabyvaly, nicméné¢ je mozné, ze CTH je hlavnim sulfan produkujicim
enzymem v corpus epididymis.

I piesto, Ze byla piitomnost sulfan produkujicich enzymi popsana v ejakulovanych
a kapacitovanych spermiich (Pilsova 2019; Pilsova 2019; Zelinkova 2019), neni mnoho studii
zabyvajicich se expresi enzymu ve spermiich v jednotlivych Usecich epididymu. Zajimavé jsou
vsak vysledky experimentu, ktery provedl Gao et al. (2019), jenz se zaméfil na produkci CBS
a CTH ptimo v epididymalni tkani u mysi. Z vysledkt bylo zfejmé, ze se CBS i CTH v prubéhu
epididymalni maturace v epididymalni tkani zvysuji. Z vyse uvedeného vyzkumu jesté vyplyva
funkce sulfanu v epididymu. Jiz diive bylo zjisténo, Ze sulfan ma vliv na Kate a BKca kanély
(d’Emmanuele di Villa Bianca et al. 2009, Li et al. 2012), které jsou zodpovédné za zvySenou
sekreci K* v epididymalni tekutiné. V ptedchozich vyzkumech bylo u mysi potvrzeno postupné
zvySovani koncentrace tohoto iontu od caput smérem ke cauda epididymis (Hinton et Palladino
1995), K* je mimo jiné ¢asteéné zodpoveédny za udrzeni dormantniho stavu spermii pied
ejakulaci (Gao et al. 2019). VSechny tyto poznatky naznacuji, Ze zvySujici se koncentrace
sulfanu pozitivné ovliviiuji sekreci K* piisobenim na Katp a BKca kanaly, a to smérem od caput
po cauda epididymis. Gao et al. (2019) toto potvrdil a jeho vysledky zaroven naznaduji, ze K*
je dulezitym faktorem pfispivajicim k anabidze spermii pifed jejich ejakulaci, a to nezavisle
na snizeném pH, které je taktéz pro tento stav potiebné.

Sulfan by k anabidéze mohl nicméné pfispivat i tim, jak plisobi na motilitu spermii.
Mnohymi studiemi bylo potvrzeno, Zze vysoké koncentrace sulfanu snizuji motilitu spermii
(Hammoud et al. 2010; Birdsall 2015; Fathi et al. 2015; Wijesekara et al. 2015; Centola et al.
2016). Nékteré vyzkumy vSak potvrzuji, ze sulfan mé na motilitu asthenozoospermii pozitivni
vliv (Wang et al. 2018). Dalsi studie, které pracovaly s donory sulfanu (Na.S a GYY4137)
prokdzaly, Ze vliv sulfanu na motilitu spermii zaleZi na rychlosti uvoliiovani této molekuly.
Na,S (vede krychlému uvolnéni sulfanu) snizoval motilitu (Zhao et al. 2016), zatimco
GYY4137 (pomalé uvolitovani sulfanu) podporoval signalni dradhu vedouci ke zvySeni motility
spermii (Xia et al. 2019). Je tedy mozné, Ze nizsi koncentrace sulfan produkujicich enzymu
vyskytujicich se v tk&ni caput epididymis mohou podporovat zrani spermii ve smyslu rozvoje
motility spermii, zatimco vys$si koncentrace sulfanu Vv cauda epididymis motilitu snizuji
a spoleéné s K* navozuji dormantni stav spermii.

Vzhledem Kktomu, ze v naSich experimentech dochazelo ke snizovani sulfan
produkujicich enzyml v pribéhu epididymalni maturace, bylo by tfeba objasnit, pro¢ se
pfitomnost téchto enzymi ve spermiich oproti pfedpokladu snizoval. Odpovédi by mohl byt
ubiquitin-proteazomovy systém, jehoz ptitomnost byla v epididymu prokéazana (Sutovsky et al.
2001; Cooper et al. 2002). V pribéhu epididymalni maturace dochazi k odbouravani riznych
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proteinli pomoci UPS, a to dokonce mnohem vice, nez naptiklad ve varleti (Sutovsky et al.
2001). Je tedy mozné ze by spermie transportované z varlete do caput epididymis obsahovaly
nejvice sulfan produkujicich enzymt, jenz by byly v pribéhu epididymalni maturace
odstranény pravé pomoci UPS, coz by vysvétlovalo nejnizsi primérné intenzity signalu sulfan
produkujicich enzymt v cauda epididymis. Bylo také prokazano, ze u patologickych spermii
dochazi k castéjsi ubiquitinaci a degradaci gamet (Sutovsky et al. 2001). Vzhledem k tomu,
7¢ nami ziskané epididymalni spermie pochazely od kance s 20% podilem morfologicky
Spatnych spermii, je mozné, Ze doSlo k vyraznéj$i ubiquitinaci spermii, ¢imz mohly byt
vysledky zkresleny.

Pokud by opravdu dochazelo ke snizovani sulfan produkujicich enzymi timto zplisobem,
bylo by vhodné proveést podobné experimenty v inhibovanym UPS v epididymélnich spermiich
ziskanych od kance s kvalitnim ejakulatem a tyto vysledky porovnat. Dal$i experimenty by také
mohly byt zaméfeny na prikaz sulfan produkujicich enzymi piimo Vv tkani kanc¢iho nadvarlete.
Je totiz mozné, ze hlavnim producentem sulfanu jsou v epididymu epitelialni a hladkosvalové
bunky nadvarletnich kanalku, jak naznacuje Gao et al. (2019), a ne sulfan produkujici enzymy
ptitomné ve spermiich. V neposledni fad¢ by bylo téeba objasnit rozdilnou expresi a funkci
CTH oproti zbylym dvéma sulfan produkujicim enzymim v corpus epididymis, a to napiiklad
u zvifat s knockoutovanym genem pro CTH. Z dosavadnich vysledkt vsak vyplyva, Ze by
sulfan mohl ovliviiovat metabolismus epididymalnich spermii a pftispét k jejich udrzeni
v dormantnim stadiu.
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[ Zavér

Sulfan produkujici enzymy CBS, CTH a 3-MST byly prokazany ve spermiich vSech ¢asti
kanc¢iho epididymu, ¢imz byla potvrzena prvni stanovena hypotéza. Druha hypotéza byla vSak
vyvracena, protoze se vyskyt vSech sulfan produkujicich enzymu v epididymalnich spermiich
snizoval. Intenzita signalu byla u vSech pozorovanych enzymu nejvyssi v caput epididymis,
u CBS a 3-MST byl pozorovan statisticky vyznamny rozdil v intenzitach signalu mezi
spermiemi z caput a corpus epididymis a také mezi caput a cauda epididymis. U CTH byl
statisticky vyznamny rozdil zjistén mezi caput a cauda epididymis a na rozdil od CBS a 3-MST
také mezi corpus a cauda epididymis. Rozdil mezi caput a corpus epididymis nebyl u CTH
pozorovan. Z uvedenych vysledku se zda, ze CBS a 3-MST jsou sulfan produkujici enzymy
exprimované predevs§im v caput epididymis a nasledné jejich produkce klesa. Oproti tomu CTH
je ztejm¢ hlavnim sulfan produkujicim enzymem v corpus epididymis. VSechny enzymy byly
lokalizovany v bi¢iku a kréku epididymalnich spermii. Uvedené vysledky naznacuji, Ze sulfan
produkujici enzymy hraji v prubéhu epididymalni maturace svou roli, nicméné bylo by vhodné
vysledky potvrdit dals§imi experimenty. V dalSich vyzkumech by bylo vhodné se zaméfit
na expresi téchto enzymu ve tkani vSech tfech ¢astech epididymu a tim ovéfit podil nadvarletni
tkan¢ a sulfanu samotného na regulaci metabolismu spermii v prubéhu epididymalni maturace.
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