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Sulfan produkující enzymy v kančích spermiích 

Souhrn 

   Sulfan, který v živých buňkách endogenně vzniká při reakcích katalyzovaných 

specifickými enzymy, plní funkci signální molekuly. Cílem teoretické části práce bylo shrnutí 

současných poznatků o funkci sulfanu zejména v samčí reprodukční soustavě a spermiogenezi. 

V práci jsou shrnuty základní vlastnosti sulfanu a možné cesty vzniku tohoto plynu v živých 

buňkách. Za produkci sulfanu jsou zodpovědné čtyři sulfan produkující enzymy. Práce byla 

zacílena konkrétně na cystathionin--syntázu, enzym, který je zodpovědný za produkci sulfanu 

především v centrálním nervovém sytému, ale také v játrech, ledvinách, ileu, děloze, placentě, 

ve tkáni penisu, varlete či prostaty. Enzym byl popsán i ve spermiích laboratorních hlodavců.  

   Cílem praktické části bylo prokázat přítomnost CBS v kančích spermiích. V experimentu 

byly využity vzorky ejakulovaných spermií, spermií kapacitovaných s různou dobou kapacitace 

v kapacitačním médiu a spermií kapacitovaných v médiu suplementovaném donorem sulfanu. 

Exprese enzymu ve spermiích byla sledována imunocytochemicky a hodnocena po snímání                              

na konfokálním mikroskopu analýzou obrazu. Přítomnost CBS byla v kančích spermiích 

prokázána. Exprese enzymu se snižovala v závislosti na délce proběhlé kapacitace. 
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Sulphan-producing Enzymes in Boar Sperm 

Summary  

   Endogenous hydrogen sulphide is produced during reactions catalysed by specific 

enzymes and plays important role as a signalling molecule. The aim of theoretical part of this 

thesis was to summarize recent knowledge about hydrogen sulphide and his function                                   

in reproductive system and about spermiogenesis. The work recapitulates elemental 

characteristics and metabolism of hydrogen sulphide in living cells. The work was focused                                                          

on cystathionin--synthase, which is hydrogen sulphide producing enzyme mainly in central 

nervous system, but also in liver, kidney, ileum, uterus, placenta, penile tissue, testis or 

prostate. CBS was found also in sperm of laboratory rodents. 

   Practical part was focused on the proof of CBS in boar sperm. During the experiment 

were used samples with ejaculated sperm of boar, samples of capacitated sperm in defined 

medium and sperm capacitated in medium supplemented with hydrogen sulphide donor.     

The expression of enzyme was observed by using imunocytochemistry and it was after 

evaluated by the scanning confocal microscope image analysis. The presence of CBS                           

was proved in the boar sperm. The expression of enzyme was decreasing according to the 

duration of capatitation.  
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1 Úvod 

   Sulfan byl ještě v minulém století znám pouze jako toxický plyn se zápachem                               

po zkažených vejcích. Nicméně před 20 lety provedli Abe a Kimura experiment, ve kterém 

dokázali, že sulfan má kromě toxických vlastností zřejmě také životně důležité funkce v těle, 

protože popsali mechanismus endogenní produkce sulfanu v těle. Od té doby proběhlo 

nesčetně dalších prací a výzkumů na toto téma a v současné době dochází ke zjištění,                               

že se sulfan podílí na velkém počtu fyziologických procesů v těle. Mezi funkce sulfanu patří 

například regulace činnosti nervové soustavy, vazodilatace cév, úprava buněčného cyklu, 

apoptózy, má vliv na oxidační stres a také se účastní zánětlivých procesů. Jak se v nedávných 

letech zjistilo, má vliv také na reprodukční systém (Reiffenstein & Roth 1992;                                          

Abe & Kimura 1996, Olas 2015).  

   Nyní se tedy sulfan řadí společně s oxidem uhelnatým a oxidem dusnatým do skupiny 

gasotransmiterů, plynných látek, které působí v těle jako mediátory. Pozornost vědců se mimo 

jiné upíná na produkci endogenního sulfanu, která se zdá být stěžejní pro pochopení jeho 

funkce v těle. Jak bylo ve výzkumech prokázáno, sulfan je produkován čtyřmi                                        

sulfan produkujícími enzymy. Mezi tyto enzymy se řadí cystathionin--syntáza (CBS),                                  

cystathionin--lyáza, cystein aminotransferáza a 3-merkaptopyruvát sulfurtransferáza 

(Hughes et al. 2009; Tanizawa 2011; Wang 2012; Olas 2014; Xu et al. 2014).                                         

Hlavním substrátem pro tvorbu endogenního sulfanu je L-cystein, nicméně v posledních letech 

bylo dokázáno, že i D-cystein zaujímá místo během produkce sulfanu (Shibuya et al. 2013; 

Kimura 2014). Produkce sulfanu skrz D-cystein je významná, protože D-cystein mé mnohem 

menší toxicitu než L-cystein, takže má velká terapeutický potenciál. Enzymatická cesta 

produkce sulfanu však není jediná, sulfan může vznikat také během disociace hydrogen sulfidu 

sodného, či produkcí mikroorganismů trávicího traktu metabolizujících síru. Vyprodukovaný 

sulfan je dokonce v těle skladován, a to ve formě acidolabilní síry nebo síry vázající sulfan 

(Shibuya et al. 2013; Kimura 2014). K uvolnění sulfanu dochází, pokud jsou buňky stimulovány 

fyziologickým podnětem.  

   CBS je hlavní sulfan produkující enzym v centrálním nervovém systému.                                     

Jeho koncentrace zde závisí na věku jedince, nicméně v určitých částech mozku je produkován 

celý život, a to především v hipokampu a v mozečku. CBS vzniká ve většině tkání těla, bylo však 

zjištěno, že inzulin snižuje produkci a aktivitu enzymu, naopak například glukagon                                        
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a glukokortikoidy mají na CBS opačný efekt (Enokido et al. 2005; Ichinohe et al. 2005).                      

Tento enzym katalyzuje kondenzaci homocysteinu s cysteinem, během které vzniká 

cystathionin a také sulfan. Podmínkou pro proběhnutí reakce je přítomnost vitamínu B6                 

(Chen et al. 2004).  

   Jak se v nedávných výzkumech prokázalo, sulfan se ve značné míře nachází také 

v reprodukčním traktu, a to jak v samčí, tak i v samičí soustavě savců. Sulfan produkující 

enzymy byly detekovány ve tkáni penisu, v Sertoliho i Leydigových buňkách a taktéž 

v zárodečných buňkách varlete. Enzymy byly zpozorovány rovněž v hladkém svalstvu cév 

penisu i v jeho periferních nervech. Důležitou funkci má sulfan v kavernózních tělesech, kde je 

jeho účinek zkoumán především z hlediska erektilní dysfunkce. Obecně experimenty dokazují, 

že sulfan má vliv na vyvolání erekce u savců. Sulfan je rovněž přítomen ve spermiích                                    

a v posledních letech se objevují studie, které se tímto tématem zabývají. Výsledky vědců 

poukazují na to, že pro udržení mužské fertility a pro ochranu varlat je sulfan důležitý.                                 

I v prostatě u lidí dochází k produkci sulfanu a různé výzkumy prokázaly, že sulfan snižuje 

přežití rakovinných buněk prostaty. Také v samičím reprodukčním traktu hraje sulfan 

důležitou roli z hlediska správného fungování samičí reprodukce (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). 

   Všechna tato fakta poukazují na to, že sulfan je pro tělo životně důležitá sloučenina                      

a že výzkum působení sulfanu na buňky je důležitý, a to například i z lékařského hlediska.  
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2 Cíl práce 

    Cílem práce bylo shrnout současné poznatky o enzymech, které jsou v buňkách 

zodpovědné za produkci gasotransmiteru sulfanu se zaměřením na cystathionin-beta-syntázu, 

a o funkci sulfanu při řízení reprodukčních procesů. Cílem experimentální části práce byl 

průkaz cystathionin-beta-syntázy (CBS) v kančích spermiích. 
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3 Literární přehled 

3.1 Samčí reprodukční systém  

3.1.1 Spermatogeneze 

Spermatogeneze probíhá ve varleti, kde se rovněž tvoří i samčí pohlavní hormon 

testosteron. Spermatogeneze probíhá pouze při nižších teplotách než 37 °C a teplota ve varleti 

se pohybuje kolem 35 °C (Junqueira et al. 1997). Spermatogeneze je lokalizována                                  

do semenotvorných kanálků varlete, ve kterých probíhají všechny fáze. Kromě zárodečného 

epitelu jsou ve stěnách kanálků podpůrné Sertoliho buňky, díky kterým se uskutečňuje 

metamorfóza spermatid ve spermie (Marvan 2017).  

Vývoj spermií, se nazývá spermatogeneze (Obr. č. 1) Tento proces probíhá 

v pravidelných cyklech, každý cyklus začíná zhruba o ¼ délky později než předcházející.                  

Délka jednoho cyklu se u kance pohybuje okolo 35 dní (Jelínek & Koudela 2003).                          

Součástí spermatogeneze jsou 2 procesy - spermatocytogeneze a na spermatohistogeneze 

neboli spermiogeneze. Spermatocytogenezi můžeme rozdělit na čtyři fáze                                          

(Jelínek & Koudela 2003). První fází je období rozmnožování, či období mitotického dělení. 

Během něj dochází k opakovanému mitotickému dělení kmenových buněk A-spermatogonií 

(primordiální gonocyty). Každá mateřská buňka se dělí na dvě rozdílně velké dceřiné buňky, 

větší se podobá mateřské buňce a zůstává v latentním stádiu (interfázi). Menší buňka se znovu 

několikrát dělí, čímž dochází ke vzniku B-spermatogonie. V závěru fáze dochází k dělení                         

B-spermatogonií za vzniku spermatocytů I. řádu (Junqueira et al. 1997). Následuje období 

růstu, během kterého dochází ke zvětšení objemu spermatocytu I. řádu. Třetí fáze se nazývá 

období zrání, meiózy, či období zracích dělení. Během této fáze dojde ke dvěma po sobě 

následujícím dělením. Výsledkem je vznik haploidní buňky, dochází k redukci počtu 

chromozomů a k rekombinaci genetických vloh (Marvan 2017). Buňky vzniklé po prvním 

meiotickém dělení se nazývají spermatocyty II. řádu a druhým meiotickým dělením                              

z nich vznikají čtyři haploidní spermatidy (Junqueira et al. 1997). Tyto spermatidy nesou pouze 

jeden pohlavní chromozom, a to buď gonozom X, nebo gonozom Y v poměru 50 : 50. 

V průběhu spermatogeneze dochází k tomu, že se jednotlivá stádia buněk posouvají postupně 

směrem k lumen semenotvorných kanálků (Jelínek & Koudela 2003).  
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Obr. č. 1: Spermatogeneze. Vznik haploidní spermie z diploidní spermatogonické buňky. 

(zdroj: Major Differences 2013) 

 

Období metamorfózy, čili spermatohistogeneze, se vyznačuje tím, že se zakulacená                 

a dosud nepohyblivá spermatida přetváří ve štíhlou kopinatou a pohyblivou spermii                            

(Obr. č. 2). Tento proces probíhá ve výběžcích Sertoliho buněk (Marvan 2017).                           

Jednotlivá stádia spermatohistogeneze se nazývají jako Golgiho stádium, stádium akrozomové 

čepičky, stádium kaudální manžety a stádium zrání (Jelínek & Koudela 2003).                                 

Postupně dochází k prodloužení a oploštění jádra spermatidy a k jeho posunu k apikálnímu 

pólu buňky, čímž vzniká hlavička spermie. Také vzniká akrozom spermie, který se vytváří 

z Golgiho aparátu na předním pólu jádra (Tang et al. 1982). Na vzniku akrozomu                                  

se pravděpodobně podílí kromě Golgiho aparátu také plazmatická membrána                                 

(Berruti & Paiardi 2011). Akrozom obsahuje mnoho specifických enzymů, které jsou nutné                

pro rozpuštění zony pellucidy a cytoplazmatického obalu vajíčka samice, což umožňuje 
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vniknutí spermie do vajíčka a jeho oplodnění (Junqueira et al. 1997). Mezi enzymy,                          

které akrozom obsahuje, patří například hyaluronidáza, akrozin, proakrozin, kyselá fosfatáza, 

proteináza a další (Jelínek & Koudela 2003). Další vznikající částí spermie je krček. Po skončení 

metamorfózy se spermie uvolňují do lumen kanálků a do vývodných cest pohlavního ústrojí. 

Denní produkce spermií u kance je 15×109 (Jelínek & Koudela 2003). 

 

 

Obr. č. 2 Proces metamorfózy spermatidy ve spermii (zdroj: Major Differences 2013) 

      

Dozrávání spermií probíhá v nadvarleti, kde se spermie shromažďují. Nacházejí se zde 

v anabióze, což je klidový stav, díky kterému je životnost spermií prodloužena                             

(Jelínek & Koudela 2003). V hlavě nadvarlete dochází k zahušťování spermií a k fagocytóze 

poškozených či přestárlých spermií. Tělo nadvarlete je důležité z důvodu zvýšení odolnosti 

povrchových membrán spermií, která je zajištěna sekrety bohatými například na tuky.          

Znakem dozrálých spermií je odloučení protoplazmatické kapky od spermie.                                  

Spermie nadvarletem prochází zhruba 8–11 dní (Jelínek & Koudela 2003). Následně se spermie 

dostávají do chámovodu. Při ejakulaci se spermie smísí se sekrety pohlavních žláz,                            

které upravují prostředí pro spermie v močové trubici a také v pochvě, zároveň slouží                       

jako přirozené ředidlo či jako energetický zdroj pro spermie.  
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Na řízení pohlavních funkcí se podílí hypotalamo-hypofyzární systém. Řídícím orgánem 

je hypotalamus a adenohypofýza, následují gonády a vývodné pohlavní cesty. Liberiny 

z předního sexuálního centra hypotalamu podporují produkci gonadotropin releasing 

hormonu ze zadního sexuálního centra. Dalšími nezbytnými hormony pro správné fungování 

reprodukčního systému jsou gonadotropní hormony - folikulostimulační a luteinizační hormon 

vznikající v adenohypofýze. Mezi další hormony ovlivňující reprodukci u samců patří inhibin, 

který vzniká v Sertoliho buňkách, a androgeny (například testosteron), jejichž tvorba je 

lokalizována v Leydigových buňkách varlat. Sekrece hormonů funguje na principu negativní 

a pozitivní zpětné vazby (Cummins & Woodall 1985). 

3.1.2 Morfologie spermie 

Hlavička spermie je 5–10 m dlouhá, hlavička kančí spermie je oválná (Dvořáková et 

al. 2005). V přední části je kryta akrozomem (Longo 1987), který obsahuje mukopolysacharidy 

a mnohé enzymy umožňující penetraci spermie do vajíčka a jeho následné oplození. Hlavička 

je tvořena hlavně jádrem, které osahuje kondenzovaný chromatin s DNA nesoucí genetickou 

informaci (Fawcett 1975). Krček spojuje hlavičku a bičík spermie a je tvořen dvěma za sebou 

uloženými centriolami, jeho délka je 2–3 m. Bičík zajišťuje pohyblivost spermie a jeho délka 

u kančích spermií je 31–45 μm (Cummins & Woodall 1985). Bičík se dělí na spojovací, hlavní 

a terminální oddíl. Krček přechází ve spojovací neboli mitochondriální oddíl bičíku. Tento oddíl 

je tvořen vysokým počtem mitochondrií (Jelínek & Koudela 2003). Mitochondrie jsou 

důležitým zdrojem energie pro pohyb spermie. Nejdelším oddílem bičíku je hlavní oddíl. 

Podkladem obou oddílů je osové vlákno obklopené nesegmentovanými chordami a obalené 

fibrózní pochvou. Pochva slouží k zabezpečení soudržnosti osových vláken, jejich pevnosti 

a pružnosti při kmitání bičíku. Osové vlákno je tvořeno přibližně z 250 proteinů (Cosson 1996).  

Terminální oddíl bičíku je dlouhý zhruba 4 m a tvoří jej pouze osové vlákno bez chord 

a fibrózní pochvy (Obr. č. 3). Spermie jsou velmi variabilní, přehled jednotlivých délek spermií 

a jejích částí u jednotlivých druhů zvířat je znázorněn v Tab. č. I.  
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Obr. č. 3: Jednotlivé části spermie - hlavička s akrozomem a jádrem, krček, spojovací 

(mitochondriální) oddíl bičíku, bičík a plazmatická membrána (zdroj: StudyPage.in 2007) 

 

Tab. č. I: Přehled délek spermií u různých živočišných druhů. Uvedené délky jsou v m  

Druh Celková délka Délka hlavičky Délka bičíku (a) 
Délka střední 

části bičíku 

Délka hlavní 

části bičíku 

Býk 75–80 10 65–70 9–11 36–54 

Kanec 48–54 6 - 8 31–45 10 21–36 

Myš 122–124 8 116 21 95 

Člověk 56–59 4,5 54 4–5 46 

(Zdroj: Cummins & Woodall 1985) 

(a) Celková délka bičíku zahrnuje i délku krčku spermie 

 

Celou spermii pokrývá a chrání nepřerušovaná dvouvrstevná cytoplazmatická 

membrána (Obr. č. 3). Mezi její vlastnosti patří acidorezistence, vysoká permeabilita,                              

je však citlivá  na změny osmotického tlaku. Díky permeabilitě membrány dochází k látkové 

výměně mezi spermií a jejím prostředím. Cytoplazmatická membrána u živých spermií 

nepropouští některá barviva (například eozin, fluorochromy), a proto je možné rozlišení živých 

a mrtvých spermií pomocí vitálně letálního barvení (Jelínek & Koudela 2003). Při dlouhodobé 
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konzervaci spermií (například při zmrazování) může docházet k poškození permeability 

membrány spermií, čímž se sníží oplozovací schopnost spermií. Průměrná koncentrace spermií 

je často nepřímo úměrná průměrnému objemu ejakulátu u různých druhů zvířat.  

3.1.3 Kapacitace 

 Po vstupu spermií do samičího pohlavního ústrojí je důležitý jejich co nejrychlejší 

transport do vejcovodů, protože podmínky v reprodukčním traktu samic nejsou pro spermie 

nejvhodnější. K transportu spermií dochází hlavně pasivně, důležitou roli zde hraje semenná 

plazma, která slouží spermiím jako transportní prostředí. Zdejší kyselejší prostředí snižuje také 

aktivitu spermií, čímž je zajištěna jejich delší životnost. Do ampul vejcovodů se spermie 

dostávají před začátkem ovulace, aby mohlo dojít k oplodnění vajíčka. Aby spermie získaly 

schopnost proniknout přes vaječné obaly, musí dojít nejprve k jejich kapacitaci a dozrání. 

K tomu dojde až po několika hodinách strávených v samičím pohlavním ústrojí. Když spermie 

překonají dělohu a dorazí do isthmu, váží se reverzibilně na epitel vejcovodu (Eisenbach 1999). 

V tomto stádiu dochází ke kapacitaci spermií. Během kapacitace dochází k mnoha 

fyziologickým změnám. Dochází k odstranění zbytků semenné plazmy, která dosud pokrývala 

povrch spermií. Součástí semenné plazmy jsou například inhibitory enzymů a kapacitace 

samotné (Chang 1957; Bedford 1970; Jaiswal & Eisenbach 2002). Probíhá také látková 

výměna. Kapacitace je následována akrozomální reakcí. Doba kapacitace se liší u různých 

druhů zvířat, například u spermií kance trvá 4–6 hodin (Jelínek & Koudela 2003). 

Ne všechny spermie projdou procesem kapacitace najednou. V daném okamžiku dojde                

ke kapacitaci pouze malé části spermií (zhruba 10 %) s relativně snadným zvratem                           

mezi kapacitovanými a nekapacitovanými spermiemi (Jaiswal & Eisenbach 2002).                     

Kapacitace má dva hlavní účinky na spermie z hlediska schopnosti oplodnění vajíčka.                

Prvním z nich je to, že se spermie stanou „hyperaktivními“. Tato hyperaktivita spermií                        

se projevuje tím, že se zvýší amplituda a asymetrie pohybů bičíků, což je důležité                                     

pro to, aby se spermie dokázaly osvobodit z vazby na epitel vejcovodů a následně pokračovat 

směrem k vajíčku, aby mohly proniknout jeho vnějšími obaly (Demott & Suarez 1992;                                   

Stauss et al. 1995). Druhý účinek spočívá v „odhalení“ proteinů důležitých pro interakci                  

mezi spermií a vajíčkem z důvodu odstranění či změn na plazmatické membráně spermie                   

(Jaiswal & Eisenbach 2002; Sutovsky 2011). V této chvíli se poprvé uvolňují proteiny, které jsou 

nutné během interakce vajíčka a spermie (Springate & Frasier 2017). Dochází také ke ztrátě 
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některých povrchových uhlovodíků a proteinů, zvyšuje se tekutost plazmatické membrány 

kvůli snížené koncentraci cholesterolu. Otevírají se iontové kanály, což vede k hyperpolarizaci 

plazmatické membrány spermie. Změnou prochází i cytoskeletární proteiny, některé proteiny 

jsou fosforylovány a mnohé signální dráhy jsou během kapacitace aktivovány                

(Yanagimachi 1994; Bedford & Cross 1998; Florman & Ducibella 2014). Po kapacitaci                          

se spermie posouvají vejcovodem směrem k vajíčku, jsou pravděpodobně navigovány 

kombinací termotaxe, chemotaxe a kontrakcí vejcovodu (Springate & Frasier 2017).                    

Pouze kapacitované spermie jsou schopné proniknout skrz buňky obklopující membránu 

vajíčka (Jaiswal & Eisenbach 2002). Výzkumy prokázaly, že spermie, které nepodstoupí 

kapacitaci, nejsou schopné oplození. Také vzhledem k jejich výrazně pomalejšímu pohybu 

k vajíčku většinou ani nedospějí (Yanagimachi 1994; Bedford & Cross 1998). 

3.1.4 Akrozomální reakce 

Aby byly spermie schopné proniknout obaly vajíčka a vajíčko oplodnit, musí nejprve 

proběhnout akrozomální reakce. Spermie, u kterých se akrozom během spermatogeneze 

nevyvinul, nejsou schopné oplození (Kang-Decker et al. 2001; Dam et al. 2007;                                           

Lin et al. 2007). Akrozom má dvě části, první je velký anteriorní segment a druhá se nazývá 

menší posteriorní segment (či ekvatoriální), který se nachází ve střední části hlavičky spermie. 

Akrozom ohraničuje akrozomální membrána, která se dělí na vnější akrozomální membránu, 

jež je lokalizována pod plazmatickou membránou spermie, a na vnitřní akrozomální 

membránu, která obepíná jádro spermie (Obr. č. 4) (Gerton 2002; Kopf 2002).                                          

Díky těmto vrstvám je vytvořen akrozomální váček obsahující enzymy potřebné pro průchod 

spermie glykoproteinovým obalem vajíčka.  
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Obr. č. 4: Struktura hlavičky spermie a akrozomu. Obrázek znázorňuje hlavičku spermie 

obsahující jádro s haploidním počtem chromozomů a sekreční organelu akrozom. Akrozom má 

dvě membrány - vnější a vnitřní. Obrázek znázorňuje také anteriorní a ekvatoriální segment 

akrozomu a změny akrozomu během akrozomální reakce (zdroj: Wassarman et al. 2004; 

Okabe 2013)  

 

Během akrozomální reakce plazmatická membrána a vnější membrána akrozomu 

splývají a dojde k uvolnění látek obsažených v akrozomálním váčku (Springate & Frasier 2017). 

Během akrozomální reakce dochází k aktivaci akrozomových enzymů a k vezikulaci úseků 

vnější membrány akrozomu. Akrozom zde slouží jako specializovaný typ lysozomu.                                     

Když se spermie setká s oocytem, zevní membrána akrozomu splývá s cytoplazmatickou 

membránou a dojde k uvolnění akrozomálních enzymů exocytózou do extracelulárního 

prostředí (Austin & Bishop 1958; Fléchon 2016). Enzymy obsažené v akrozomální čapce 

oddělují buňky corona radiata a narušují zonu pellucidu, což jsou obaly obklopující vajíčko                 

po ovulaci (Obr. č. 5) (Junqueira et al. 1997). 

akrozom 
plazmatická membrána 

vnější akrozomální membrána vnitřní akrozomální membrána 

jádro 

anteriorní segment 

ekvatoriální segment 

kapacitace 

anteriorní segment 

ekvatoriální segment 

akrozomální reakce 
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Během této reakce také dochází k uvolnění proteinů, jež byly navázány na vnitřní 

akrozomální membránu. Akrozomální reakcí dochází k obnažení této membrány. Proteiny zde 

obsažené následně interagují s plazmatickou membránou vajíčka během oplodnění                 

(Gerton 2002; Wassarman et al. 2005). Bodem kontaktu spermie s vajíčkem po zdolání cesty 

skrz zonu pellucidu není špička hlavičky spermie, ale spíše ekvatoriální oblast jedné ze stran 

spermie (Okabe 2013).  Z toho plyne, že proteiny obsažené v této oblasti jsou pravděpodobně 

klíčem ke sloučení gamet v této fázi oplodnění (Springate & Frasier 2017). Dříve se myslelo,       

že se akrozomální reakce spustí, když proteiny uvolněné z hlavičky spermie, které byly odkryty 

během kapacitace, interagují s proteiny na zoně pellucidě. Mnoho studií prokázalo, že zona 

pellucida a zejména glykoprotein ZP 3 mají schopnost vázat spermie a mohou spustit 

akrozomální reakci (Litscher & Williams 2009). Navíc během reakce dojde k uvolnění enzymů, 

které rozpouští zonu pellucidu, čímž vytvoří otvor, skrz který mohou procházet spermie 

(Wassarman et al. 2001). Nicméně nedávné studie zpozorovaly, že minimálně u myší není 

tohle jediný možný způsob prostupu spermií do vajíčka. Spermie můžou podstoupit 

akrozomální reakci dříve, než interagují se zonou pellucidou, a dokonce ještě dříve,                          

než se potkají s buňkami obklopujícími vajíčko (Jin et al. 2011; La Spina et al. 2016).                        

Dnes nejsou přesně známy spouštěče akrozomální reakce, ani její přesná lokalizace.  Je stále 

pravděpodobné, že roli při spouštění akrozomální reakce hraje interakce se zonou pellucidou, 

ale není známo, jakou přesně roli interakce hraje a není jisté, jak moc je zásadní                                    

pro tento proces (Springate & Frasier 2017). Jedna z možností je, že interakce s glykoproteiny 

zony pellucidy ZP3 spíše můžou usnadnit dokončení akrozomální reakce, než že by byli hlavním 

klíčem k jejímu zahájení (Jin et al. 2011). 
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Obr. č. 5: Průběh akrozomální reakce. (1) Spermie se dotýká zony pellucidy;                                              

(2) dochází k uvolnění hydrolytickým enzymů, které natráví zonu pellucidu a vytvoří otvor            

pro spermii; (3) proteiny spermie se váží na proteinové receptory vajíčka;                                                    

(4) plazmatická membrána spermie a vajíčka splývá; (5) jádro spermie vstupuje do vajíčka;            

(6) kortikální granula splývají s plazmatickou membránou vajíčka, což způsobí neprostupnost 

žloutkového obalu pro spermie (zdroj: Monroy 2018) 
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3.2 Sulfan 

3.2.1 Vlastnosti sulfanu  

Sulfan (H2S) je bezbarvý plyn se silným zápachem po zkažených vejcích. Byl po mnohá 

staletí znám pouze jako toxický plyn a plyn znečišťující životní prostředí. Jeho toxicita je dána 

tím, že je silným inhibitorem mitochondriální cytochrom c oxidázy. H2S je dokonce silnější 

inhibitor buněčného dýchání než kyanid (Reiffenstein & Roth 1992). Nicméně nedávné studie 

poukazují na to, že kromě oxidu uhelnatého (CO) a oxidu dusnatého (NO) je H2S dalším 

produkovaným plynem ve tkáních savců. Je účastníkem mnoha fyziologických dějů                

(reguluje například činnost nervové soustavy, vazodilataci cév a také reprodukci),                                

což znamená, že má v těle důležitou funkci jakožto regulační mediátor                                          

(Reiffenstein & Roth 1992). Upravuje také buněčný cyklus, apoptózu, oxidativní stres a také      

se účastní zánětlivých procesů (Olas 2015). 

Endogenní sulfan byl poprvé nalezen v mozku na konci 80. let minulého století, 

zpočátku se však myslelo, že ve tkáních savců vzniká po smrti (Nagata et al. 1990). Tehdy totiž 

dochází ke značnému zvýšení koncentrace tohoto plynu. H2S se může v těle snadno uvolnit 

během preparace (Iciek et al. 2005). To, že může sulfan figurovat jako endogenní 

neurotransmiter, bylo poprvé předloženo zhruba před 20 lety Abem & Kimurou (1996),                  

kteří popsali enzymatický mechanismus produkce sulfanu, jeho biologické účinky                               

za fyziologických koncentrací a jeho cílové místo působení. V dnešní době je sulfan zahrnut                 

do skupiny gasotransmiterů společně s NO a CO. Nicméně o fyziologickém působení H2S je 

toho známo méně než o předešlých dvou gasotrasmiterech.  

Za fyziologických podmínek, to znamená ve vodném roztoku s pH 7,4, jedna třetina 

sulfanu nedisociuje, dvě třetiny však disociují na H+ a HS- (hydrogensulfidový anion),                         

který se může později rozdělit na H+ a S2- (sulfidový anion). Tato reakce probíhá pouze                            

za vysokého pH, takže S2- se v těle ve větším množství nevyskytuje. Jako donor H2S se běžně 

využívá hydrogen sulfid sodný (NaHS), který disociuje na Na+ a HS- - ten se pak částečně váže 

na H+ a vytváří nedisociovaný H2S. Podobně jako NO a CO i sulfan prochází volně skrz 

membrány, ačkoliv kvůli částečné disociaci je membrána pro sulfan méně propustná                          

než pro druhé dva plyny. H2S může být detekován v krevním séru a ve většině tkání 

v koncentracích okolo 50 µM. Fyziologická úroveň tohoto plynu v mozku je až třikrát větší              
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než v krevním séru a blíží se ke koncentraci, která je pro tělo toxická                                                     

(Łowicka & Bełtowski 2007). Tan et al. (2010) se domnívá, že pokud je koncentrace sulfanu 

v mozku ve fyziologických podmínkách, tato molekula podporuje přežívání buněk svými 

neuroprotektivními účinky na neurony a gliové buňky v CNS. Také předpokládá, že sulfan 

působí jako primární posel v CNS, protože má krátký poločas rozpadu a aktivuje/inhibuje 

především molekuly, které působí jako poslové, a iontové kanály (Tan et al. 2010). Na druhou 

stranu, pokud je koncentrace sulfanu vyšší než fyziologická (k čemuž může dojít například                  

při ischémii), H2S tkáně poškozuje, což není překvapující, protože mnoho let byl sulfan 

považován za jedovatý plyn (Tan et al. 2010). Nicméně koncentrace sulfanu v různých tkáních 

člověka závisí na věku objektu a metodě, která je použita k jeho měření (Olas 2014;                            

Olson et al. 2014). 

3.2.2 Produkce H2S 

H2S je produkován ve většině tkání v různých koncentracích. Například koncentrace 

sulfanu v plazmě je v rozpětí 34–65 M (Whiteman & Moore 2009), nicméně podle výsledků               

Olsona (2009) dosahují koncentrace H2S v plazmě nebo v krvi 30–300 M. Nejvyšší produkce 

sulfanu byla pozorována v mozku (až třikrát vyšší koncentrace než v krevním séru), 

kardiovaskulárním sytému, v játrech a v ledvinách. Hlavním substrátem pro tvorbu 

endogenního H2S je L-cystein, který se tvoří z L-methioninu cestou transsulfurace,                       

jejímž meziproduktem je homocystein. L-cystein může být také uvolněn z endogenního 

proteinu (Obr. č. 6). Existují dvě hlavní cesty cysteinového katabolismu                                           

(Stipanuk 2004; Iciek et al. 2005) (Obr. č. 7). První z nich je oxidace -SH skupiny cysteinu 

enzymem cystein dioxygenázou za vzniku cystein sulfinátu, který může být dekarboxylován               

na hypotaurin nebo přeměněn na pyruvát a siřičitan, který je následně oxidován na síran. 

Druhá cesta je spojena s odstraněním atomu síry z cysteinu, aniž by došlo k jeho oxidaci,                           

a ve výsledku je produktem H2S. Tento proces je označován jako „desulfhydratace“ a může být 

katalyzován dvěma enzymy, které doprovázejí cestu transsulfurace homocysteinu.                          

Jedná se o cystathionin--syntázu (CBS) a cystathionin--lyázu (CSE). Oba enzymy jsou závislé 

na vitamínu B6 (pyridoxal-5-fosfát), ale liší se mechanismem tvorby sulfanu (Obr. č. 7).             

CSE katalyzuje přeměnu cystinu (dvě molekuly cysteinu spojené disulfidickými můstky)                        

na thiocystein, pyruvát a amoniak. Thiocystein se samovolně rozkládá na cystein a H2S. 
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Mechanismus produkce H2S pomocí CBS pravděpodobně zahrnuje kondenzaci homocysteinu 

s cysteinem za vzniku cystathioninu. Během této reakce dojde k uvolnění H2S                                     

(Chen et al. 2004). Tato reakce je podobná transsulfurační cestě, která je rovněž katalyzována 

CBS (Obr. č. 6). V transsulfurační reakci ale homocystein kondenzuje se serinem za vzniku 

cystathioninu, v desulfhydratační reakci však s cysteinem. Rozdíl je také v produktu reakce. 

V obou reakcích vzniká cystathionin, v transsulfurační reakci se ale uvolní voda, zatímco 

během kondenzace homocysteinu a cysteinu se uvolní sulfan. 

 

 

Obr. č. 6: Metabolismus homocysteinu a syntéza cysteinu. Homocystein je odvozen                            

od methioninu, který je nejprve transformován na S-adenosylmethionin (SAM).                                

SAM je donorem methylových skupin v mnoha methylačních reakcích. Během těchto reakcí                      

je SAM transformován na S-adenosylhomocystein (SAH), který je poté rozložen                                       

na homocystein (Hcy) za působení SAH hydrolázy. Hcy může být remethylován na methionin                                          

díky methionin syntáze (MS), která využívá vitaminu B12 jako kofaktoru                                                            

a 5-methyltetrahydrofolátu (5-CH3THF) jako donoru methylové skupiny.                                                        

5-CH3THF vzniká z 5, 10-methylenetetrahydrofolátu (5, 10-CH2THF) pomocí 

methylenetetrahydrofolát reduktázy (MTHFR). Hcy je dále metabolizován na cystein nejprve 

za působení cystathionin-β-syntázy (CBS) za vzniku cystathioninu a následně                     

cystathionine γ-lyázy (CSE) (Zdroj: Łowicka & Bełtowski 2007) 
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Obr. č. 7: Metabolismus cysteinu. CBS - cystathionin β-syntáza, CDO - cystein dioxygenáza,             

CSE - cystathionin γ-lyáza, SO - siřičitan oxidáza (Zdroj: Łowicka & Bełtowski 2007) 

 

Nedávné výzkumy poukazují na to, že k produkci sulfanu může být využit také                                    

D-cystein (Shibuya et al. 2013; Kimura 2014). Ten je katalyzován diaminooxydázou (DOA)                              

na achirální 3-merkaptopyruvát, který je produkován cystein aminotransferázou (CAT)                     

z L-cysteinu za přítomnosti -ketoglutarátu (Kimura 2014) (Obr. č. 8). Sulfan vzniká                            

z 3-merkaptopyruvátu následným působením 3-merkaptopyruvát sulfurtransferázy (3 MST). 

Možné zdroje D-cysteinu jsou 2: buď vznikem inverzí z L-cysteinu (katalyzované racemázou) 

nebo z jídla. Je možné, že serin racemáza mění L-cystein na D-cystein (Shibuya et al. 2013), 

protože cystein je strukturálně velmi podobný serinu (místo skupiny OH má skupinu SH) 

(Shibuya et al. 2013). Také aspartát racemáza je pravděpodobně schopná měnit L-cystein                   

na D-cystein, protože je homologní s CAT, která mí afinitu jak k aspartátu, tak k cysteinu 

(Ubuka et al. 1978; Shibuya et al. 2013). Tyto metabolické dráhy jsou funkční hlavně v mozku 

(konkrétně v mozečku) a v ledvinách (Shibuya et al. 2013; Kimura 2014).                                           

Produkce sulfanu z D-cysteinu je v mozečku dokonce větší než v jiných částech mozku, 

produkce H2S v ledvinách je dokonce až 7x větší než v mozečku. V ledvinách je produkce 

sulfanu z D-cysteinu 80x větší než z L-cysteinu (Shibuya et al. 2013; Kimura 2014).                             

Sulfan produkovaný D-cysteinem chrání mozečkové neurony proti oxidačnímu stresu 
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způsobeného peroxidem vodíku a také zmírňuje ischemicko-reperfúzní poškození ledvin 

(Shibuya et al. 2013). 

 

 

Obr. č. 8.: Metabolické cesty H2S syntézy z L a D-cysteinu. CAT - cystein aminotransferáza,   

DOA - diaminooxydáza, CBS - cystathionin--syntáza, 3 MST - 3-merkaptopyruvát 

sulfurtransferáza, CSE - cystathionin--lyáza (zdroj: Olas 2015) 

 

Podle Wedmann et al. (2014) produkci sulfanu ovlivňuje také to, co je zdrojem sulfanu 

v buňkách. Způsobů, jak dostat sulfan do buněk, je více. Nejběžnější jsou sloučeniny                          

jako hydrogensulfid sodný (NaHS) a sulfid sodný. Obě sloučeniny způsobí rychlé zvýšení tvorby 

sulfanu. NaHS disociuje na Na+ a HS- a poté se částečně váže s H+ za vzniku nedisociovaného 

sulfanu (Łowicka & Bełtowski 2007). Dalším zdrojem sulfanu můžou být mikroorganismy 

trávicího traktu, které metabolizují síru (Macfarlane et al. 1992). 

CBS i CSE jsou distribuovány do tkání v poměrně velkém množství, nicméně CBS                                

je převažujícím zdrojem sulfanu v centrálním nervovém systému (CNS), zatímco CSE je hlavní 

sulfan produkující enzym v kardiovaskulárním systému. V některých tkáních                              

(například v játrech, ledvinách), jsou zastoupeny oba enzymy. Obecně se předpokládá,                         

že kvantitativně převažující cesta katabolismu cysteinu je skrz dioxygenázu, nicméně některé 

výzkumy na buněčných kulturách kultivovaných v in vitro podmínkách dokazují,                                          
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že desulfhydratace s následnou produkcí sulfanu tvoří v některých tkáních                                    

(například v renálních tubulárních buňkách) až 50 % metabolismu cysteinu                                   

(Stipanuk et al. 1990).  

3.2.3 Způsoby uvolnění H2S 

Mechanismy uvolnění sulfanu v těle jsou minimálně dva. K okamžitému uvolnění 

sulfanu dochází po jeho produkci enzymy. Další možný způsob je ten, že produkovaný H2S                  

je uskladněn a následně uvolněn v odpovědi na fyziologický signál (Kimura 2011). Zatím byly 

popsány dvě formy skladování sulfanu v buňkách (Toohey 1989; Ogasawara et al. 1993). 

V kyselém prostředí se H2S uvolňuje z acidolabilní síry. Další forma skladování sulfanu                           

se nazývá sulfan vázající síra (bound sulfane sulfur), která uvolňuje sulfan v redukčních 

podmínkách (Ogasawara & Tanabe 1994). Acidolabilní síra se skládá hlavně z atomů síry 

v železito-sirných komplexech, což hraje důležitou roli v mnoha redoxních reakcích                                  

při působení enzymů v respiratorním řetězci v mitochondriích. Hranice pH, které je potřebné 

pro uvolnění sulfanu z acidolabilní síry, je 5,4 (Ishigami et al. 2009). Protože pH 

v mitochondriích je mezi 7 a 8, což je vyšší než výše zmíněná hodnota, za fyziologických 

podmínek zde pravděpodobně k uvolnění H2S z acidolabilní síry nedochází. 

Síra ze sulfanu může být zabudována do proteinů, čímž vzniká sulfan vázající síra,                  

což je oxidační forma bílkovinných polysulfidů. Síra zde je dvojmocná a váže se pouze s dalším 

atomem síry, jako se váží například atomy síry v disulfidech nebo ve vnitřním řetězci 

polysulfidů. Takto uskladněný sulfan byl nalezen například v neuronech v astrocytech v mozku 

(Ishigami et al. 2009). Cystein je metabolizován proto, aby produkoval sulfid, který bude 

zabudován do zásob sulfan vázající síry (Obr. č. 9) (Daniels & Stipanuk 1982). Pokud je do těla 

aplikován volný exogenní sulfan, je okamžitě absorbován do skladů sulfanu ve formě sulfan 

vázající síry, což je předpoklad k tomu, že enzymaticky produkovaný sulfan může být                         

také uskladněn v sulfan vázající síře (Ishigami et al. 2009). Buňky, které produkují 3 MST a CAT, 

zvyšují úroveň sulfan vázající síry oproti buňkám, které produkují chybný a zmutovaný 3 MST, 

jenž sulfan neprodukuje (Nagahara & Nishino 1996; Shibuya et al. 2009a;                                           

Shibuya et al. 2009b).                
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Obr. č. 9: Sulfan vázající síra je sklad H2S. Sulfan produkovaný enzymy funguje jako signální 

molekula. Může být skladován také ve formě sulfan vázající síry, ze které se H2S může uvolnit, 

pokud k buňkám dorazí fyziologický podnět. (Zdroj: Kimura 2011) 

                      

Zatím není zjištěno, co přesně reguluje koncentraci H2S ve tkáních nebo v krvi, 

mechanismus regulace sulfanu není tedy znám. Bylo ale zpozorováno, že v CNS se sulfan chová 

jako posel v odpovědi na specifické podněty (většinou škodlivé), například při horečnatých 

záchvatech (Han et al. 2005), při podnětech vedoucích k bolesti (Kawabata et al. 2007)                                    

nebo při mozkové ischémii (Qu et al. 2006). Je nepravděpodobné, že je koncentrace sulfanu 

vnímána nějakými senzory nebo regulována homeostázou, k uvolnění sulfanu dochází spíše 

v odpovědi na nějaký podnět, pravděpodobně jako při uvolnění katecholaminů                                       

(Tan et al. 2010). 
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 CSE 

 3 MST 
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3.2.4 Katabolismus sulfanu      

V mitochondriích dochází k rychlé oxidaci H2S  nejprve na thiosíran, který je dále 

přeměněn na siřičitan a síran (Obr. č. 10). Oxidace sulfanu na thiosíran probíhá 

pravděpodobně bez enzymatického působení - proces je spojen s mitochondriálním 

elektronovým respiratorním transportem. Tento proces může katalyzovat superoxid 

dismutáza. Přeměna thiosíranu na siřičitan je katalyzována kyanid sulfurtransferázou (TST), 

která přenese síru z thiosíranu na kyanid nebo další akceptory (Picton et al. 2002).                                                       

Siřičitan, který v této reakci vzniká, je rychle oxidován na síran pomocí siřičitan oxidázy.                                          

Ve fyziologických podmínkách je tudíž síran hlavním konečným produktem metabolismu 

sulfanu. Nicméně většina síranů v moči vzniká z oxidace cysteinu za působení cystein 

dioxygenázy (Obr. č. 7). Přestože je v moči také vylučován thiosíran, jeho koncentrace je zde 

velmi malá (Kamoun 2004). Thiosírany jsou však považovány za specifický indikátor produkce 

sulfanu probíhající v celém těle (Belardinelli et al. 2001).  

Druhá cesta katabolismu H2S je methylace thiol S-methyltransferázou (TSMT)                                    

na methanthiol a dimethylsulfid (Furne et al. 2001) (Obr. č. 10). Tato reakce probíhá hlavně 

v cytosolu. Některé studie poukazují na význam této reakce přinejmenším 

v gastrointestinálním traktu (Levitt et al. 1999; Picton et al. 2002). 

Poslední reakce souvisí s navázáním sulfanu na methemoglobin, čímž vzniká 

sulfhemoglobin (Obr. č. 10). Protože hemoglobin může vázat také NO a CO, je to společné 

cílové místo pro všechny tři gasotransmittery (Łowicka & Bełtowski 2007).                                      

Schéma na Obr. č. 11 zobrazuje biosyntézu, uskladnění a katabolismus sulfanu. 
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TST

SO 

TSMT TSMT

cyanide 

thiosulfate 

thiocyanate sulfite 

sulfate sulfite 

methanethiol dimethylsulfide  

     (1)  2 HS-  +  2 O2             S2O3
2-  +  H2O 

                   S2O3
2-  +  CN-                     SCN-  +  SO3

2- 

                                   SO3
2-            SO4

2- 

     (2)  H2S            CH3-SH            CH3-S-CH3   

   (3)  H2S + methemohlobin              sulfhemoglobin 

Obr. č. 10: Katabolismus H2S. (1) - oxidace v mitochondriích, (2) - methylace v cytosolu,                     

(3) - navázání na hemoglobin. SO - siřičitan oxidáza, TSMT - thiol S-methyltransferáza,                        

TST - kyanid sulfurtransferáza (Zdroj: Łowicka & Bełtowski 2007) 

 

 

 

Obr. č. 11: Schéma syntézy, uskladnění a katabolismu endogenního sulfanu.                                                

3 MST - 3-merkaptopyruvát sulfurtransferáza, CAT - cystein aminotransferáza,                                    

CBS - cystathionin -syntáza, CSE - cystathionin -lyáza, S2O3
2- - thiosíran, SCN- - thiokyanatan, 

SO4
2- - síran, CH3-S-CH3 - dimethylsulfid (zdroj: Tan et al. 2010)  
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3.2.5 Mechanismy přenosu signálu 

Doposud rozpoznané signální mechanismy spouštěné sulfanem jsou shrnuty                            

v Tab. č. II. H2S je silné redukční činidlo. V mnoha systémech je účinek sulfanu zprostředkován 

ATP senzitivními draslíkovými kanály (KATP). Tento úsudek je založený na základně pozorování 

mnoha účinků sulfanu, které jsou podobné jako účinky látek, které otevírají KATP kanály 

(například pinacidil, diazoxid). Tyto účinky jsou eliminovány inhibitory zmíněných látek 

(například glibenklamidem). Kromě těchto kanálů sulfan ovlivňuje také T-typ Ca2+ kanálů 

(Maeda et al. 2009), L-typ Ca2+ kanálů (Marques-da-Silva et al. 2010), TRPA1 kanály                   

(Streng et al. 2008), velmi vodivé BKCA kanály (Sitdikova et al. 2010) a mitochondriální 

cytochrom c oxidázu (Li & Moore 2008).  

H2S je velmi reaktivní molekula a může snadno reagovat s dalšími molekulami,                   

například s reaktivním kyslíkem a různými formami reaktivního dusíku (ROS a RNS).                        

Bylo dokázáno, že sulfan reaguje přinejmenším se čtyřmi různými ROS: superoxidovým volným 

radikálem (Mitsuhashi et al. 2005), peroxidem vodíku (Geng et al. 2004a), peroxynitritem 

(Whiteman et al. 2004) a chlornanem (Whiteman et al. 2005). Všechny tyto molekuly jsou 

vysoce reaktivní a výsledek jejich reakce se sulfanem je ochrana proteinů a lipidů                                

proti poškození způsobenému ROS nebo RNS (Whiteman et al. 2004; Whiteman et al. 2005). 

Význam reakce H2S s O2
- je nejednoznačný, protože její produkt - siřičitan - má jak toxické                                             

(Collin & Thiemermann 2005), tak antioxidační (Mitsuhashi et al. 2001) účinky v závislosti               

na jeho koncentraci. Sulfan také reaguje s NO za vzniku nitrosothiolových sloučenin                   

s dosud nepopsanou chemickou strukturou (Whiteman et al. 2006). Zajímavé je, že na rozdíl 

od dalších nitrosothiolů (R-S-NO), které jsou považované za zdroj NO a často napodobují                

jeho účinky, nitrosothiol pocházející z H2S a NO je inaktivní. Je možné, že sulfan možná čistí 

tělo od přebytků NO, které jsou produkovány během zánětu (Whiteman et al. 2006).                       

Také ale může limitovat dostupnost nepřetržitě vznikajícího NO (Ali et al. 2006). 

Doplňkový mechanismus, během kterého se uplatňují antioxidační účinky sulfanu,      

zahrnuje stimulaci transportu cysteinu do buněk a zvýšení syntézy glutathionu                            

(Kimura & Kimura 2004). Navíc bylo dokázáno, že sulfan stimuluje expresi hemoxygenázy                  

a produkci CO (Łowicka & Bełtowski 2007). Sulfan ovlivňuje také další enzymy - například 

extracelulární signál-regulační kinázu (ERK) a indukovatelnou NO syntázu (iNOS) (Tab.č. II). 
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Není však jasné, jestli jsou tyto účinky prvotní nebo vyplývají ze stimulace dalších buněčných 

cílů jako například KAPT kanálů. 

Sulfan má velký účinek také na buňky hladkých svalů, zánětové buňky, endoteliální 

buňky, na faktory uplatňující se při transkripci v jádře buněk, v endoplasmatickém retikulu                               

či v mitochondriích (Du et al. 2004; Sivarajah et al. 2009; Polhemus & Lefer 2014).                      

Jedním z účinků sulfanu je vliv na homeostázu cév a vasorelaxaci jejich stěn (Wang 2002). 

Sulfan také mění aktivitu a expresi proteinů zapojených do apoptózy, angiogeneze, 

proliferace, metabolismu, při diabetes nebo oxidativním stresu (Faro et al. 2014;                                   

Yu et al. 2014). Hong et al. (2014) ve svých výzkumech prokázal, že H2S podporuje v těle 

člověka proliferaci a migraci nádorových buněk SW 480 v tračníku. Zvýšení intratumorové 

syntézy sulfanu u kolorektálních a ovariálních nádorů enzymem CBS podporuje buněčnou 

bioenergetiku, proliferaci a migraci nádorových buněk (Hellmich et al. 2014). H2S také aktivuje 

jaderné faktory fibroblastů v dásních, což může vést z rozvoji paradontózy (Chi et al. 2014). 

Protektivní účinky sulfanu zahrnují inhibici vaskulární proliferace a migrace, regulaci krevního 

tlaku a cévního tonu, prevenci agregace krevních destiček či adhezi leukocytů, podporují 

proliferaci endotelových buněk, redukují oxidativní stress a také působí proti oxidaci LDL                   

a tvorbě pěnitých buněk (foam cell syndrom) (Ali et al. 2006; Ondrias et al. 2008;                                      

Whiteman & Moore 2009; Bertova et al. 2010; Tomaskova et al. 2011). 
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Tab. č. II: Nitrobuněčné signální mechanismy způsobené sulfanem  

Signální mechanismus Zdroj  

Stimulace KATP kanálů v: 

 krevních cévách  

 myokardu 

 β-buňkách pankreatu 

 neuronech 

 karotickém sinu 

 hladkých svalech tračníku 

 

(Cheng et al. 2004) 

(Geng et al. 2004b) 

(Yang et al. 2005) 

(Kimura et al. 2006) 

(Xiao et al. 2006) 

(Distrutti et al. 2006) 

Udržování proteinových -SH skupin 

v redukované formě  
(Abe & Kimura 1996) 

Stimulace adenylát cyklázy (Kimura 2000; Lee et al. 2006)  

Reakce s ROS a RNS: 

 O2
- 

 H2O2 

 ONOO- 

 ClO- 

 NO 

 

(Mitsuhashi et al. 2005) 

(Geng et al. 2004a) 

(Whiteman et al. 2004) 

(Whiteman et al. 2005) 

(Ali et al. 2006) 

Stimulace transportu cysteinu do buněk a 

GSH syntéza 
(Kimura & Kimura 2004) 

Stimulace ERK (Oh et al. 2006) 

Inhibice ERK (Du et al. 2004) 

Stimulace HO-CO cesty (Oh et al. 2006) 

Stimulace iNOS (Jeong et al. 2006) 

Inhibice iNOS (Oh et al. 2006) 

Zvýšení intracelulárního Ca2+ (Nagai et al. 2004) 

Stimulace TRPV1 kanálu (Patacchini et al. 2005) 

(zdroj: Łowicka & Bełtowski 2007) 
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3.2.6 Sulfan produkující enzymy 

V samčích buňkách je endogenní sulfan produkován čtyřmi enzymy:                          

cystathionin -lyázou (CSE), cystathionin -syntázou (CBS), cystein aminotransferázou (CAT)            

a 3-merkaptopyruvát sulfurtransferázou (3 MST) (Hughes et al. 2009; Tanizawa 2011;                   

Wang 2012; Hancock & Whiteman 2014; Olas 2014; Xu et al. 2014). CBS je hlavní sulfan 

produkující enzym v centrálním nervovém systému a CSE je přítomný především v cévách, 

játrech a ledvinách. Oba enzymy však k tvorbě sulfanu využívají aminokyseliny L-cystein              

(který je syntetizován z L-methioninu transsulfurací), L-homocystein a L-cystathionin a dále 

pyridoxal-5‘-fosfát (vitamin B6) jako kofaktor reakce (Lefer 2007; Ishigami et al. 2009;               

Shibuya et al. 2009a; Shibuya et al. 2009b; Wang 2012; Yang et al. 2013; Xu et al. 2014).                 

Vznik sulfanu působením těchto enzymů je shrnut na Obr. č. 12. 

CBS je produkován v játrech, ledvinách, mozku (především v Bergmannových buňkách                  

a v astrocytech), ileu, děloze, placentě a v pankreatických buňkách (Enokido et al. 2005; 

Ichinohe et al. 2005). Koncentrace CBS v mozku závisí na věku jednotlivce. Bylo dokázáno,               

že v mozku embrya jsou hodnoty CBS nízké a produkce enzymu probíhá především 

v neuroepiteliálních buňkách mozkových komor. Avšak již v pozdním prenatálním období                 

a následně v neonatální periodě se jeho koncentrace velmi zvýší a produkce CBS probíhá 

především v radiálních gliových buňkách a astrocytech. U dospělých jedinců hodnoty enzymu 

klesají (Enokido et al. 2005; Kimura 2013). Produkce CBS v astrocytech může být podpořena, 

epidermálním růstovým faktorem (EGF), transformačním růstovým faktorem α (TGF-α)                      

a cyklickým adenosin monofosfátem (cAMP) a také dexametazonem (Abe & Kimura 1996). 

Bylo zjištěno, že i v hipokampu a v mozečku se CBS produkuje. V experimentech bylo 

zpozorováno, že mozkové homogenáty produkovaly sulfan, pokud byl přítomný cystein                     

a pyridoxal-5‘-fosfát. Pokud došlo k inhibici CBS hydroxylaminem či amino-oxyacetátem,   

vedlo to ke snížení produkce H2S. Pokud však byl přítomný aktivátor tohoto sulfan 

produkujícího enzymu (například S-adenosyl-L-methionin), byla produkce endogenního 

sulfanu větší (Abe & Kimura 1996). Sulfan má právě v hipokampu důležitou roli.                           

Přestože jeho vysoké koncentrace potlačují synaptické odpovědi, fyziologické koncentrace H2S 

usnadňují vznik dlouhotrvající potenciace v hipokampu (Abe & Kimura 1996). Sulfan je tudíž 

považován za jeden z mozkových neuromodulátorů. Vývoj mozku, a tím pádem i produkce 
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CBS, je spojen s původem jedince a s jeho genetickými předky (Enokido et al. 2005; Kimura 

2013). Na vyšší produkci CBS mají také vliv reaktivní astrocyty (Kimura 2013). 

V mozku zvyšují aktivitu CBS také například elektrické stimuly, excitační 

neurotransmitery, mezi které můžeme zařadit receptory glutamátu, jako jsou                                            

N-methyl-D-aspartát (NMDA) a α-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionát (AMPA). 

Meziproduktem metabolismu methioninu a zároveň hlavním donorem methylových skupin              

je S-adenosyl-methionin (SAM) (Obr. č. 6), který patří mezi allosterické aktivátory CBS 

(Ogasawara et al. 2002). Zdá se, že i pohlavní hormony mají vliv na regulaci sulfanu v mozku, 

protože aktivita CBS a úroveň sulfanu v experimentech byly vyšší u myších samců než u myších 

samic. Navíc kastrace samců myší vedla ke snížení produkce sulfanu (Ogasawara et al. 2002). 

Také nitroprusid sodný, donor oxidu dusnatého, zvyšuje in vitro aktivitu CBS v mozku.                  

Naopak samotný NO se může vázat a inaktivovat CBS. Zajímavé je, že CO je mnohem účinnější 

inhibitor CBS než NO. Proto je zvažována možnost, že CBS by mohl být jedním z molekulárních 

cílů pro CO v mozku (Taoka & Banerjee 2001; Puranik et al. 2006).  

CSE produkuje sulfan z cysteinu nebo homocysteinu. Za běžných podmínek však 70 % 

H2S vzniká z cysteinu a zbylých 30 % právě z homocysteinu. Pokud ale dojde ke zvýšení 

koncentrace homocysteinu (například při homocysteinémii), je homocystein preferovaným 

zdrojem pro vznik sulfanu (Chiku et al. 2009). CSE je produkován v játrech, ledvinách,  aortě, 

ileu, vrátnicové žíle, děloze, mozku, také v pankreatických buňkách a v placentě                      

(Hosoki et al. 1997; Kaneko et al. 2006; Vitvitsky et al. 2006; Diwakar & Ravindranath 2007; 

Patel et al. 2009). Ke zvýšení exprese CSE může dojít za přítomnosti donorů NO,                                 

jako je S-nitroso-N-acetyl-penicillamine (SNAP), či nitroprusid sodný (Zhao et al. 2001), 

nicméně účinky NO na CSE jsou stále diskutabilní (Chiku et al. 2009). Také bylo zjištěno,                     

že koncentrace CSE může být regulována vápníkem/kalmodulinem (Yang et al. 2008). 

3 MST společně s CAT dokáží produkovat sulfan z cysteinu za přítomnosti                                      

α-ketoglutarátu (Cooper 1983; Kuo & Stipanuk 1983; Frendo & Wróbel 1997).                                               

3 MST je přítomný v játrech, ledvinách, srdci, plicích, brzlíku, varlatech, aortě a v mozku 

(Ogasawara & Tanabe 1994; Shibuya et al. 2009a; Shibuya et al. 2009b). Produkce sulfanu 

katalyzována 3 MST a CAT z cysteinu a α-ketoglutarátu je tlumena kvůli kompetici 

s aspartátem, což je preferovaný substrát pro CAT (Kimura 2011). 
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Obr. č. 12: Možné cesty biosyntézy sulfanu pomocí sulfan produkujících enzymů. H2S - sulfan, 

CBS - cystathionin -syntáza, CSE - cystathionin -lyáza, CAT - cystein aminotransferáza,                     

3 MST - 3-merkaptopyruvát sulfurtransferáza (zdroj: Gur et al. 2015)  

      

Další studie prokázaly, že hormony jsou také důležitými faktory v regulaci CBS a CSE 

produkce. Yusuf et al. (2005) popsal, že u krys léčba inzulinem značně snížila biosyntézu 

sulfanu ve slinivce břišní a v játrech. Tento jev doprovázelo také snížení mRNA exprese CBS                 

a CSE (Yusuf et al. 2005). Další studie potvrdily, že inzulín snižuje produkci a aktivitu CBS a CSE 

v játrech, zatímco glukagon nebo glukokortikoidy mají na CBS a CSE opačný efekt                                 

(Jacobs et al. 1998; Dicker-Brown et al. 2001; Jacobs et al. 2001; Ratnam et al. 2002;                 

Schalinske 2003). Zhu et al. (2010) prokázal, že dexametazon tlumí biosyntézu sulfanu a CSE 

expresi vyvolanou lipopolysacharidy. Bucci et al. (2009) tvrdí, že testosteron v chlopních aorty 

silně podporuje produkci H2S a zvyšuje aktivitu CSE u krys. 
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3.2.7 Funkce sulfanu v reprodukční soustavě 

Produkce sulfanu probíhá takřka ve všech tkáních v těle, proto se předpokládá,                                

že má nějaký význam i v reprodukčním systému, ačkoliv se dříve myslelo, že má H2S 

v reprodukčním traktu pouze toxické účinky, a to u obou pohlaví. Nicméně produkce sulfanu 

sulfan produkujícími enzymy a endogenní produkce H2S byla popsána jak v samčím,                       

tak v samičím reprodukčním traktu u mnoha savců (Sugiura et al. 2005; Liang et al. 2006; 

d'Emmanuele di Villa Bianca et al. 2009; Patel et al. 2009; Srilatha et al. 2009). Tkáň penisu 

produkuje jak CSE, tak CBS (ten v trochu menší míře) (Huang et al. 2012). CSE je lokalizován 

hlavně v Sertoliho buňkách a v nedozrálých spermiích (například ve spermatogonii),                

zatímco CBS je produkován v Leydigových a Sertoliho buňkách a také v zárodečných buňkách, 

z čehož plyne, že sulfan má nějakou funkci i ve varlatech (Oi et al. 2001). Tkáňové homogenáty 

varlat dokázaly aktivně přeměnit L-cystein na H2S (d'Emmanuele di Villa Bianca et al. 2009;             

Ghasemi et al. 2012). Také v hladkém svalstvu cév penisu byly na základě imunoreaktivity 

detekovány enzymy CSE i CBS (d'Emmanuele di Villa Bianca et al. 2011).                              

Imunoreaktivita pro CSE byla pozorována v hladkosvalových buňkách kapilár penisu, v tepně 

penisu i v periferních nervech (d'Emmanuele di Villa Bianca et al. 2011). CBS je produkován 

hlavně v trabekulární svalové tkáni (Zhu et al. 2011). V experimentu, kde se pracovalo 

s homogenáty krysích tkání kavernózního tělesa (CC, z lat. corpus cavernosum,), bylo 

detekováno určité množství H2S, které se až 3,5x zvýšilo po inkubaci s L-cysteinem, což je 

substrát pro CBS/CSE (d'Emmanuele di Villa Bianca et al. 2009). Ve srovnání s jinými orgány 

byla produkce sulfanu v CC výrazně větší. V lidské tkáni CC inhibitory CSE nebo CBS značně 

snížily produkci sulfanu jak enzymem CBS, tak CSE (d'Emmanuele di Villa Bianca et al. 2009). 

Určité koncentrace CSE i CBS byly nalezeny také ve varlatech potkanů (Sugiura et al. 2005).  

Dále byly účinky sulfanu zkoumány v souvislosti s erektilní dysfunkcí (ED).                          

Pro vyvolání a udržení erekce je nezbytné, aby panovala rovnováha mezi vasodilatačními                                                

a vasokonstrikčními mechanismy. Lokálně je relaxace CC řízena neurogenním mechanismem, 

který je zprostředkovaný NO-cyklickým guanosine monofosfátovým (cGMP) mechanismem 

(Ignarro et al. 1990; Burnett et al. 1992; Toda et al. 2005; Feifer & Carrier 2008). 

Neuromodulační účinek sulfanu na vaskulární CC zatím není zcela objasněn, nicméně různé 

studie poukazují na nežádoucí signály mezi NO a H2S (Zhao & Wang 2002; Kubo et al. 2007), 

které by měly být předmětem dalších výzkumů. Sulfan může působit jako mediátor v lidském 
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CC a přímo ovlivňovat právě erektilní dysfunkci (d'Emmanuele di Villa Bianca et al. 2009). 

Usnadnění erektilní funkce bylo již dříve popsáno u králíků, krys a primátů (Srilatha et al. 2006; 

Srilatha et al. 2007; d'Emmanuele di Villa Bianca et al. 2009). Bylo prokázáno, že proerektilní 

relaxační účinky H2S jsou závislé na koncentraci této molekuly (Srilatha et al. 2007).           

Endogenní produkce sulfanu také zvýšila vasorelaxační účinek nitroprusidu sodného              

(donoru NO) (Zhao et al. 2001). Podávání exogenního sulfanu zvýšilo eNOS                          

(endotelová NO-syntáza) a biologickou dostupnost NO (Kondo et al. 2013;                                 

Polhemus et al. 2013). Sulfan může také částečně ovlivnit výslednou kavernózní relaxaci 

hladkého svalstva a erekci penisu. Ještě se však neví, jaký vliv má kooperace či kompetice H2S 

a NO, přestože oba současně v erektilní tkáni interagují s proteiny v S-sulfhydrataci                                 

a v S-nitrosylaci (Gur et al. 2015). 

Varlata a spermie jsou poměrně náchylné na zánět a oxidativní stres. Přestože už dříve 

bylo známo, že má sulfan důležitou funkci při zánětlivém procesu a oxidativním stresu                      

jakožto signální molekula, o jeho roli v reprodukčním systému se však toho ví méně. V poslední 

době ale existují studie, které se vlivem sulfanu na reprodukční systém zabývají.                           

Wang et al. (2018) pracoval se skupinou subfertilních a infertilních jedinců, kteří byli převážně 

astenospermičtí. U obou skupin byla zpozorována snížená koncentrace H2S v semenné plazmě 

a také utlumená exprese CBS ve spermiích. Pokud se do spermatu dodal exogenní sulfan, 

zvýšila se pohyblivost spermií u astenospermatických jedinců. Snížená pohyblivost spermií 

byla také pozorována u zvířecích modelů, u kterých docházelo k chybné expresi sulfanu 

(například u diabetických myší, či u myší s deficitem CBS). Jejich výzkum také poukázal                      

na to, že pokud dojde ke snížení endogenní produkce sulfanu a CBS vlivem stresu, může dojít 

k poškození spermatogeneze a hematotestikulární bariéry. Dodávání exogenního sulfanu 

nebo nadprodukce CBS může zmírnit selhávání spermatogeneze. Vliv H2S je dán hlavně 

prostřednictvím svých protizánětlivých a antioxidačních účinků (Wang et al. 2018).                

Výsledky těchto vědců poukazují na to, že H2S je důležitý pro udržení mužské fertility                                  

a pro ochranu funkce varlat. 

Další zkoumanou strukturou samčího pohlavního ústrojí z hlediska sulfanu je prostata.           

Bylo pozorováno, že stroma prostaty a jeho buňky vykazují střední až vysoké hodnoty CSE, 

naproti tomu v periferní části prostaty byly CBS a CSE těžko detekovány (Guo et al. 2012).             

Gai et al. (2013) dále prokázali, že ve tkáni prostaty se kromě CBS a CSE vyskytuje také 3 MPST 

a že CSE je produkován mnohem více než druhé dva enzymy. Pokud došlo k zamezení 
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produkce CSE, byla produkce sulfanu ve tkáni prostaty o 80 % nižší, což znamená, že hlavním 

sulfan produkujícím enzymem prostaty je CSE (Liu et al. 2016). Z výsledků experimentů 

vyplývá, že sulfan působí proti růstu rakovinných buněk ve tkáni prostaty (Zhao et al. 2014;                         

Duan et al. 2015).  

Některé studie dokazují, že CSE a CBS hrají v samičí reprodukci různé role.               

V experimentech bylo dokázáno, že přítomnost enzymů souvisí s lepší plodností samic 

(Watanabe et al. 1995). CBS je všudypřítomně distribuován ve vaječnících, jeho nejsilnější 

produkce je ve folikulárních buňkách ve všech stádiích, není však produkován v oocytech 

(Liang et al. 2006). Produkce enzymů také souvisí s estrálním cyklem samic, hmotností dělohy, 

s procentem přežívajících plodů (Guzmán et al. 2006). Exprese CBS má vliv i na dozrávání 

oocytů (Liang et al. 2007). CBS i CSE byly rovněž detekovány v reprodukčním traktu a v gestační 

tkáni, což zahrnuje tkáň dělohy, pochvy, placenty a plodových obalů (Patel et al. 2009;             

Srilatha et al. 2009). Výzkumy v  minulých letech prokázaly, že sulfan má relaxační účinky na 

samčí reprodukční trakt, čímž oddaluje porod (Hayden et al. 1989; Sidhu et al. 2001;                             

Srilatha et al. 2009). 

3.3 Imunocytochemická metoda 

Úkolem experimentů bylo dokázání přítomnosti CBS v kančích spermiích.                          

Podstatou experimentu byla imunocytochemická metoda, kdy součástí sekundární protilátky 

byla fluorescenční barva, která navázáním na primární protilátku označila nalezený antigen, 

v našem případě CBS.   

Imunocytochemické metody používají protilátky k detekci antigenu v buňkách. 

Principem metody je fixace proteinu (neboli antigenu) v buňkách, navázání specifické 

protilátky na antigen a následně vizualizace protilátky (Bartůňková & Paulík 2005).                    

Primární protilátky se obvykle získávají na myších nebo králících - v našem případě byla použita 

primární protilátka získaná na králících. Produkce protilátek v laboratorních zvířatech spočívá 

ve vpravení antigenu do pokusného zvířete. Po opakovaném vpravení dojde ke stimulaci                       

B-lymfocytů a k tvorbě protilátek, které se uvolní do krevního oběhu. Dochází ke stimulaci 

různých klonů B-lymfocytů, protože určitý antigen má různé epitopy. Takto vzniklé protilátky 

se nazývají polyklonální (Hořejší & Bartůňková 2009), tento typ protilátek byl použit i v našem 

experimentu. Po úspěšné imunizaci se zvířeti odebere sérum obsahující tyto primární 
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protilátky. Primární protilátka se váže na antigen a zbytek protilátky je následně odstraněn 

pufrem (v našich experimentech bylo k tomuto účelu použito PBS). Sekundární protilátka                 

je získána rovněž na některém živočišném druhu, v našem případě na kozách. Reaguje proti 

imunoglobulinu tvůrce primární protilátky, sekundární protilátka použita v našem 

experimentu byla tedy kozí proti králičímu imunoglobulinu. Sekundární protilátka se váže                      

na primární protilátku v místě, kde se primární protilátka navázala na antigen, a je značena            

(v našem případě fluorescenčním barvivem), takže místo reakce lze pozorovat na mikroskopu. 

Tato metoda se nazývá nepřímá, pokud by byla označena primární protilátka,                               

jednalo by se o metodu přímou (Bartůňková & Paulík 2005) (Obr. č. 13). Sekundární protilátka 

je následně také smyta pufrem. Ke značení protilátek se kromě fluorescenčního barviva 

využívá enzymů (například enzym alkalické fosfatázy), nebo koloidní zlato. Pokud se jedná                

o značení fluorescenčním barvivem, fluorofory jsou po ozáření světlem schopny absorbovat 

světlo určité vlnové délky a následně vyzařovat světlo o delší vlnové délce. Mezi fluorescenční 

barviva patří například cyanin, DAPI či zelený fluorescenční protein (GFP),                                       

v našich experimentech byla sekundární protilátka konjugována s fluorescenčním barvivem 

Alexa 488. Během této metody může dojít k vazbě primární protilátky k jiným bílkovinám                   

a ke vzniku tzv. nespecifických vazeb, z toho důvodu je nutno tyto nespecifická vazebná místa 

vysytit. V našich experimentech byl k tomuto účelu použit Super Block. Také sekundární 

protilátka se může vázat na nespecifické vazby, z tohoto důvodu se využívá kontrolních vzorků, 

na které není aplikována primární protilátka, tudíž by nemělo dojít k navázání sekundární 

protilátky a svícení fluorescenčního barviva v mikroskopu. Pokud kontrolní vzorky svítí, došlo 

k navázání sekundární protilátky na nespecifické vazby (Alberts 1998;                                             

Campbell & Reece 2006). 

 

 

Obr. č. 13: Přímá a nepřímá metoda imunocytochemie (zdroj: Alberts 1998) 
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4 Materiál a metody 

4.1 Použité protilátky 

V experimentu byla použita polyklonální protilátka proti enzymu CBS                        

(ThermoFisher Scientific, USA). V Tab. č. III jsou uvedeny jednotlivé parametry této protilátky. 

  

Tab. č. III: Parametry použité primární protilátky  

Primární protilátka anti-CBS  

  Detaily produktu 

Objem 100 µl 

Hostitelský organismus Králík 

Kategorie Polyklonální 

Imunogen KLH konjugovaný syntetický peptid v oblasti 

mezi 104.–133. aminokyselinou                                          

Z N-koncové oblasti lidského CBS 

Forma Kapalina  

Koncentrace 0,5 mg/mL 

Purifikace Protein A 

Skladovací pufr PBS 

Obsahuje 0,09% azid sodný 

Podmínky skladování - 20 °C, vyhněte se cyklům 

zmrazení/rozmrazení 

Reaktivní druhy 

Testované reaktivní druhy Člověk, myš 

Aplikace a ředění 

Western Blot (WB) 1 : 1000 

Imunofluorescence (IF) 1 : 10–1 : 50 

Imunocytochemie (ICC) 1 : 10–1 : 50 

Imunohistochemie (Parrafin) (IHC (P)) 1 : 50–1 : 100 

Průtoková cytometrie (Flow) 1 : 10–1 : 50 

(zdroj: ThermoFisher Scientific, USA) 
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Jako sekundární protilátka byla v pokusech použita kozí polyklonální sekundární 

protilátka proti králičímu imunoglobulinu (anti-rabbit) konjugovaná s Alexa Fluor 488 

(ThermoFisher Scientific, USA). Podrobné parametry jsou uvedeny v Tab. č. IV. 

 

Tab. č. IV: Parametry použité sekundární protilátky  

Sekundární protilátka - polyklonální kozí anti-rabbit + Alexa Fluor 488  

Detaily produktu 

Objem 500 µl 

Hostitelský organismus Koza 

Imunogen Těžké a lehké řetězce IgG 

Konjugát Alexa Fluor 488 

Forma Kapalina  

Koncentrace 2 mg/mL 

Purifikace provedena 

Skladovací pufr PBS, pH 7,5 

Obsahuje 5 mM azidu sodného 

Podmínky skladování - 4 °C, skladovat ve tmě 

Reaktivní druhy 

Testované reaktivní druhy Králík 

Aplikace a ředění 

Průtoková cytometrie (Flow) 1–10 µg/mL 

Imunofluorescence (IF) 4 µg/mL 

Imunocytochemie (ICC) 4 µg/mL 

(zdroj: ThermoFisher Scientific, USA) 

4.2 Příprava vzorků  

Spermie kanců byly získány z komerčních inseminačních dávek z Chovné stanice 

PROAGRO NYMBURK a.s. od kanců plemene Landrace linie 9120. Tyto dávky obsahovaly 

komerční ředidlo SUS. Motilita spermií byla 85 %, dávka 80–100 ml a koncentrace spermií/ml 

byla 5×107. Spermie byly uchovávány při teplotě 17 °C. Ihned po dovezení dávek byly odebrány 

vzorky spermií a ty byly inkubovány v kapacitačním médiu TL-HEPES-PVA. Spermie byly 



 

 35 

rozděleny do skupin a kapacitovány v kapacitačním médiu po dobu 30 minut, 60 minut, 90 

minut, 120 minut. Spermie byly kapacitovány v nesuplementovaném médiu (kontrolní 

skupina), v médiu s přídavkem donoru sulfanu (dichloromethane complex, SIGMA-ALDRICH 

s.r.o, USA; 150 µmol.l-1; experimentální skupina) a v médiu s přídavkem samotného DMSO, 

který byl použit jako rozpouštědlo při ředění donoru sulfanu (druhá kontrolní skupina). Kromě 

toho byly připraveny vzorky ejakulovaných spermií. Přehled vzorků je znázorněn v Tab. č. V.                                      

Po kapacitaci byly spermie použity pro přípravu preparátů pro průkaz CBS.  

 

Tab. č. V: Různé varianty vzorků použité v experimentech 

Vzorky Doba kapacitace Obsažená látka 

Ejakulované - - 

Kapacitované 

30 min - 

30 min Donor H2S 

30 min DMSO 

60 min - 

60 min Donor H2S 

60 min DMSO 

90 min - 

90 min Donor H2S 

90 min DMSO 

120 min - 

120 min Donor H2S 

120 min DMSO 

 

 

Vzorky byly dvakrát omyty ve fosfátovém pufru (PBS; Alpha Laboratories Ldt., Velká 

Británie) a supernatant byl odsán. Na podložní sklíčko bylo naneseno 20 µl suspenze spermií 

v PBS a 50 µl vymraženého aceton : methanolu (LACH-NER s.r.o, Neratovice) v poměru 1 : 1. 

Z každého vzorku bylo připraveno 5 sklíček. Po fixaci byly vzorky uchovávány při teplotě 4 °C. 
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4.3 Imunocytochemické stanovení CBS 

Vzorky byly opláchnuty v PBS a ponořeny do kyvety s vymraženým acetonem na dobu 

10 minut. Po desetiminutové inkubaci v acetonu byly vzorky opět opláchnuty v PBS a následně                     

bylo na kontrolní i pokusné vzorky naneseno 150 μl Super Blocku (ThermoFisher Scientific, 

USA), aby došlo k vyblokování nespecifických vazeb. Všechny vzorky byly následně inkubovány                    

v uzavřené vlhké komůrce po dobu 30 minut. Poté byly vzorky opláchnuty v PBS a inkubovány 

s primární protilátkou anti-CBS ředěnou v poměru 1 : 50 s PBS (75 μl). Primární protilátka byla 

před použitím uchovávána v mrazáku. Inkubace probíhala přes noc při teplotě 4 °C. 

Poté byly vzorky opláchnuty v PBS a inkubovány se sekundární protilátkou 

konjugovanou s Alexa Fluor 488. Protilátka byla ředěna s PBS v poměru 1 : 300. Na vzorky bylo 

naneseno 75 μl protilátky a inkubace probíhala ve tmě při pokojové teplotě 60 minut ve vlhké 

komůrce. Po skončení inkubace byly vzorky opláchnuty v PBS a montovány do montovacího 

média Vectashieldu s DAPI (Vector Laboratories, USA).  

Vzorky byly snímány na konfokálním mikroskopu (Zeiss LSM 800, Německo)                                 

při zvětšení 630x a intenzita signálu byla měřena analýzou obrazu NIS-Elements AR 4.30.01 

64-bit (Nicon, Japonsko). 

4.4 Statistické vyhodnocení 

Experiment byl třikrát zopakován. Z naměřených hodnot průměrné intenzity signálu 

pro každou spermii byly stanoveny průměry a směrodatné odchylky pro každou pokusnou 

skupinu. Rozdíly mezi skupinami byly porovnány dvouvýběrovým t-testem (Microsoft Excel) 

při hladině statistické významnosti p<0,05. 
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5 Výsledky 

Sulfan produkující enzym cystathionin-β-syntáza (CBS) byl v kančích spermiích 

sledován imunocytochemickou metodou. Přítomnost enzymu byla prokázána jak 

v ejakulovaných, tak v kapacitovaných spermiích. Obr. č. 14 znázorňuje průměrné hodnoty 

intenzity CBS ve spermiích spolu se směrodatnými odchylkami získané pomocí analýzy obrazu. 

Z výsledků je patrné, že největší průměrná intenzita signálu byla naměřena ve vzorcích 

s ejakulovanými spermiemi (EJ). Spermie kapacitované v kapacitačním médiu 

suplementovaném donorem sulfanu i v nesuplementovaném médiu dosahovaly signifikantně 

nižších průměrných intenzit než ejakulované spermie (Obr. č. 15). Rozdíly v průměrné intenzitě 

mezi oběma skupinami kapacitovaných spermií, tedy bez donoru sulfanu a s donorem sulfanu 

nebyly signifikantní. Průměrná intenzita jednotlivých skupin vzorků je zobrazena na Obr. č. 16.  

 

 

Obr. č. 14: Průměrná intenzita signálu CBS u ejakulovaných a kapacitovaných kančích spermií. 

EJ - ejakulované spermie, KAP - kapacitované spermie, H2S - spermií kapacitované v médiu 

s  donorem sulfanu. Čísla u zkratek označují dobu kapacitace 
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Obr. č. 15: Průměrná intenzita signálu CBS u ejakulovaných (EJ) a všech kapacitovaných (KAP) 

kančích spermií. Průměrná intenzita u KAP zahrnuje všechny skupiny kapacitovaných 

spermií. 

 

 

Obr. č. 16: Průměrná intenzita signálu CBS u kančích ejakulovaných spermií (EJ), 

kapacitovaných spermií (KAP) a spermií kapacitovaných s přídavkem donoru sulfanu (H2S) 

A, B - staticky významné rozdíly přítomnosti CBS v jednotlivých skupinách. 
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CBS byla u spermií zjištěna zejména v bičíku a s menší intenzitou také v hlavičce.                      

Ve spermiích, které byly kapacitovány po dobu 90 a 120 minut, byly zjištěny nejnižší hodnoty 

intenzity signálu a tyto spermie byly z morfologického hlediska nejhorší (Obr. č. 17–25). 

Negativní vliv na morfologii kapacitovaných spermií měla i přítomnost donoru sulfanu                     

(Obr. č. 22–25).  

 

 

Obr. č. 17 Intenzita signálu CBS v ejakulovaných kančích spermií, modře chromatin (DAPI), 

zeleně CBS (Alexa Fluor 488). Zvětšení 630×. 
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Obr. č. 18: Intenzita signálu CBS v kančích spermiích po 30‘ kapacitace, modře chromatin 

(DAPI), zeleně CBS (Alexa Fluor 488). Zvětšení 630×. 

 

 

Obr. č. 19: Intenzita signálu CBS v kančích spermiích po 60‘ kapacitace, modře chromatin 

(DAPI), zeleně CBS (Alexa Fluor 488). Zvětšení 630×. 
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Obr. č. 20: Intenzita signálu CBS v kančích spermiích po 90‘ kapacitace, modře chromatin 

(DAPI), zeleně CBS (Alexa Fluor 488). Zvětšení 630×. 

 

 

Obr. č. 21: Intenzita signálu CBS v kančích spermiích po 120‘ kapacitace, modře chromatin 

(DAPI), zeleně CBS (Alexa Fluor 488). Zvětšení 630×. 
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Obr. č. 22: Intenzita signálu CBS v kančích spermiích po 30‘ kapacitace s donorem H2S, modře 

chromatin (DAPI), zeleně CBS (Alexa Fluor 488). Zvětšení 630×. 

 

 

Obr. č. 23: Intenzita signálu CBS v kančích spermiích po 60‘ kapacitace s donorem H2S, modře 

chromatin (DAPI), zeleně CBS (Alexa Fluor 488). Zvětšení 630×. 
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Obr. č. 24: Intenzita signálu CBS v kančích spermiích po 90‘ kapacitace s donorem H2S, modře 

chromatin (DAPI), zeleně CBS (Alexa Fluor 488). Zvětšení 630×. 

 

 

Obr. č. 25: Intenzita signálu CBS v kančích spermiích po 120‘ kapacitace s donorem H2S, modře 

chromatin (DAPI), zeleně CBS (Alexa Fluor 488). Zvětšení 630×. 
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6 Diskuze 

Sulfan je z hlediska řízení procesů probíhajících v živých buňkách velmi zajímavá 

molekula. Podle dosavadních výsledků výzkumů se sulfan vyskytuje v řadě tkání, z čehož lze 

usuzovat, že jeho role při buněčné signalizaci je značná. Sulfan hraje významnou roli například 

v mozku, kardiovaskulárním systému, v trávicím traktu, ale také v reprodukční soustavě                                  

(Reiffenstein & Roth 1992; Distrutti et al. 2006; Zhao et al. 2014; Duan et al. 2015), kde je 

spojovaný například s erektilní dysfunkcí (d'Emmanuele di Villa Bianca et al. 2009).  

V našich experimentech jsme prokázali imunocytochemickou metodou v kančích 

spermiích přítomnost cystathionin-β-syntázy (CBS), enzymu, který je v buňkách za produkci 

sulfanu zodpovědný. Tento enzym nebyl zatím v dostupné literatuře v kančích spermiích 

popsán, i když jeho exprese byla prokázána například v lidských spermiích (Patel et al. 2009). 

Z našich výsledků je zřejmé, že intenzita naměřeného signálu je signifikantně rozdílná 

u ejakulovaných a kapacitovaných spermií. Nejvyšší průměrná intenzita signálu byla naměřena 

v ejakulovaných spermiích. U spermií, které byly kapacitované v nesuplementovaném médiu 

a v médiu suplementovaném donorem sulfanu, se intenzita signálu CBS postupně snižovala,               

i když nebyl zjištěn signifikantní rozdíl v intenzitě signálu mezi spermiemi kapacitovanými                       

bez donoru sulfanu a s donorem sulfanu. Je zřejmé, že délka kapacitace negativně ovlivnila 

přežitelnost spermií. I když Zhao et al. (2016) popsal ve své práci negativní efekt donoru 

sulfanu na motilitu spermií, námi pozorovaný negativní vliv délky kapacitace jde na vrub spíše  

příliš dlouhé době kapacitace. U kanců dochází velmi často ke spontánní kapacitaci 

ejakulovaných spermií. Protože byly v experimentech využity inseminační dávky, které měly 

již malé procento spontánně kapacitovaných spermií, byla kratší doba kapacitace vhodnější. 

Výsledky prezentované v této práci byly součástí uceleného expreimentu, v rámci kterého byly 

sledovány i parametry motility u kapacitovaných spermií po různé době kapacitace.                                 

Při dlouhodobější kapacitaci nad jednu hodinu byly naměřené parametry motility výrazně 

horší než u spermií kapacitovaných 30 a 60 minut (výsledky nejsou součástí této práce).  

Na základě získaných výsledků lze předpokládat, že se sulfan uplatňuje jako signální 

molekula v kančích spermiích a že pravděpodobně hraje roli v procesech spojených 

s kapacitací spermií. Pro průkaz této domněnky je ale potřeba dalších experimentů. V dalších 

experimentech by bylo třeba objasnit úlohu sulfanu při řízení průběhu kapacitace                                     

a akrozomální reakce kančích spermií, stejně jako potenciální zapojení sulfanu do průběhu 
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samotného oplození. Bylo by také zajímavé zaměřit výzkum na produkci sulfanu z D-cysteinu, 

protože v dřívějších výzkumech bylo dokázáno, že se sulfan netvoří pouze z L-cysteinu, ale také 

z D-cysteinu (Shibuya et al. 2013; Kimura 2014). Zajímavým námětem k dalšímu výzkumu                     

je rovněž vztah sulfanu k dalším popsaným gasotransmiterům, NO a CO. Bylo prokázáno,                      

že se tyto plynné signální molekuly navzájem ovlivňují a některé studie se dokonce domnívají, 

že CBS by mohl být jedním z molekulárních cílů právě pro CO (Taoka & Banerjee 2001;                      

Puranik et al. 2006).  
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7 Závěr 

V ejakulovaných i kapacitovaných kančích spermiích byla imunocytochemickou 

metodou prokázána přítomnost sulfan produkujícího enzymu cystathionin β-syntázy (CBS).                

V ejakulovaných spermiích byla intenzita naměřeného signálu signifikantně vyšší než                                 

ve spermiích kapacitovaných. S dobou kapacitace se intenzita signálu snižovala. Na základě 

získaných výsledků lze předpokládat, že se sulfan uplatňuje jako signální molekula v kančích 

spermiích a že pravděpodobně hraje roli v procesech spojených s kapacitací spermií.                          

Pro průkaz této domněnky je ale potřeba dalších experimentů 
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