Ceska zemédélska univerzita v Praze
Fakulta agrobiologie, potravinovych a prirodnich zdroju

Katedra veterinarnich disciplin

CESKA ,
ZEMEDELSKA
UNIVERZITA V PRAZE

Sulfan produkujici enzymy v kan¢ich spermiich

Bakalarska prace

Aneta Pilsova
Zoorehabilitace a asisten¢ni aktivity se zviraty

prof. Ing. Mgr. Markéta Sedmikova, Ph. D.

© 2019 CZU v Praze



Cestné prohladeni

Prohlasuji, Ze jsem bakalarskou praci na téma Sulfan produkujici enzymy v kancich
spermiich vypracovala samostatné pod vedenim vedouci bakalafské prace a s pouZitim
odborné literatury a dalSich informacnich zdroju, které jsou citovany v praci a uvedeny
v seznamu literatury na konci prace. Jako autorka uvedené bakalarské prace dale prohlasuiji,

Ze jsem v souvislosti s jejim vytvofenim neporusila autorskd prava tfetich osob.

V Praze dne




Podékovani

Chtéla bych touto cestou podékovat predevsim prof. Ing. Mgr. Markété Sedmikové,
Ph. D. za pomoc a odborné rady pfi zpracovavani teoretické i experimentalni ¢asti bakalarské
prace. Prace byla zpracovana v ramci zavérecnych praci zamérenych na sulfan produkujici
enzymy v kané&ich spermiich na Katedfe veterinarnich disciplin na Ceské zemédélské
université. Proto dalsi dik patfi vSem koleglim z laboratore, ktefi se podileli na pfipravé vzork(
pro experiment, zejména Bc. Petfe Zelinkové. Rada bych také podékovala své kolegyni a sestre
Zuzané Pilsové, se kterou jsem spolupracovala béhem experimentdlni ¢asti prace, ktera je
klicova pro celou praci. Zuzané Pilsové bych také chtéla podékovat za rady, podporu a pomoc

pfi psani prace. V posledni radé patii mdj dik i mé rodiné za podporu po celou dobu

zpracovavani bakalarské prace.



Sulfan produkujici enzymy v kancich spermiich

Souhrn

Sulfan, ktery vZivych bunkach endogenné vznika pfi reakcich katalyzovanych
specifickymi enzymy, plni funkci signdlni molekuly. Cilem teoretické ¢asti prace bylo shrnuti
soucasnych poznatkl o funkci sulfanu zejména v samci reprodukéni soustavé a spermiogenezi.
V praci jsou shrnuty zakladni vlastnosti sulfanu a mozné cesty vzniku tohoto plynu v Zivych
bunikach. Za produkci sulfanu jsou zodpovédné ¢tyfi sulfan produkujici enzymy. Prace byla
zacilena konkrétné na cystathionin-B-syntazu, enzym, ktery je zodpovédny za produkci sulfanu
predevsim v centralnim nervovém sytému, ale také v jatrech, ledvindch, ileu, déloze, placenté,

ve tkani penisu, varlete i prostaty. Enzym byl popsdn i ve spermiich laboratornich hlodavcu.

Cilem praktické ¢asti bylo prokazat pritomnost CBS v kancich spermiich. V experimentu
byly vyuzity vzorky ejakulovanych spermii, spermii kapacitovanych s rliznou dobou kapacitace
v kapacitaénim médiu a spermii kapacitovanych v médiu suplementovaném donorem sulfanu.
Exprese enzymu ve spermiich byla sledovdna imunocytochemicky a hodnocena po snimani
na konfokalnim mikroskopu analyzou obrazu. Pfitomnost CBS byla v kancich spermiich

prokdzana. Exprese enzymu se snizovala v zavislosti na délce probéhlé 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-B-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 Uvod

Sulfan byl jesté v minulém stoleti zndm pouze jako toxicky plyn se zapachem
po zkaZzenych vejcich. Nicméné pred 20 lety provedli Abe a Kimura experiment, ve kterém
dokazali, Ze sulfan ma kromé toxickych vlastnosti zfejmé také Zivotné dilezité funkce v téle,
protoZe popsali mechanismus endogenni produkce sulfanu v téle. Od té doby probéhlo
nesCetné dalSich praci a vyzkum( na toto téma a v soucasné dobé dochazi ke zjisténi,
Ze se sulfan podili na velkém poctu fyziologickych procesu v téle. Mezi funkce sulfanu patii
napftiklad regulace Cinnosti nervové soustavy, vazodilatace cév, Uprava bunécného cyklu,
apoptdzy, ma vliv na oxidacni stres a také se ucastni zanétlivych procest. Jak se v nedavnych
letech zjistilo, ma vliv také na reprodukéni systém (Reiffenstein & Roth 1992;
Abe & Kimura 1996, Olas 2015).

Nyni se tedy sulfan fadi spole¢né s oxidem uhelnatym a oxidem dusnatym do skupiny
gasotransmiter(, plynnych latek, které plsobi v téle jako mediatory. Pozornost védcl se mimo
jiné upind na produkci endogenniho sulfanu, ktera se zdd byt stéZejni pro pochopeni jeho
funkce vtéle. Jak bylo ve vyzkumech prokazano, sulfan je produkovan ctyfmi
sulfan produkujicimi enzymy. Mezi tyto enzymy se fadi cystathionin-B-syntdza (CBS),
cystathionin-y-lydza, cystein aminotransferaza a 3-merkaptopyruvat sulfurtransferaza
(Hughes et al. 2009; Tanizawa 2011; Wang 2012; Olas 2014; Xu et al. 2014).
Hlavnim substratem pro tvorbu endogenniho sulfanu je L-cystein, nicméné v poslednich letech
bylo dokazano, Ze i D-cystein zaujima misto béhem produkce sulfanu (Shibuya et al. 2013;
Kimura 2014). Produkce sulfanu skrz D-cystein je vyznamna, protoZze D-cystein mé mnohem
mensi toxicitu neZ L-cystein, takze ma velkd terapeuticky potencidl. Enzymaticka cesta
produkce sulfanu vsak neni jeding, sulfan muize vznikat také béhem disociace hydrogen sulfidu
sodného, ¢i produkci mikroorganismU traviciho traktu metabolizujicich siru. Vyprodukovany
sulfan je dokonce v téle skladovan, a to ve formé acidolabilni siry nebo siry vazajici sulfan
(Shibuya et al. 2013; Kimura 2014). K uvolnéni sulfanu dochazi, pokud jsou buriky stimulovany
fyziologickym podnétem.

CBS je hlavni sulfan produkujici enzym v centrdlnim nervovém systému.
Jeho koncentrace zde zavisi na véku jedince, nicméné v urcitych ¢astech mozku je produkovan
cely Zivot, a to predevsim v hipokampu a v mozecku. CBS vznika ve vétsiné tkani téla, bylo vsak

zjisténo, Ze inzulin sniZzuje produkci a aktivitu enzymu, naopak napfiklad glukagon



a glukokortikoidy maji na CBS opacny efekt (Enokido et al. 2005; Ichinohe et al. 2005).
Tento enzym katalyzuje kondenzaci homocysteinu s cysteinem, béhem které vznika
cystathionin a také sulfan. Podminkou pro probéhnuti reakce je pfitomnost vitaminu Bg
(Chen et al. 2004).

Jak se v neddvnych vyzkumech prokazalo, sulfan se ve znacné mire nachdzi také
v reprodukénim traktu, a to jak v samci, tak i v samici soustavé savcl. Sulfan produkujici
enzymy byly detekovdny ve tkdni penisu, v Sertoliho i Leydigovych bunkach a taktéz
v zarodecnych burikach varlete. Enzymy byly zpozorovdny rovnéz v hladkém svalstvu cév
penisu i v jeho perifernich nervech. DllezZitou funkci ma sulfan v kaverndznich télesech, kde je
jeho ucinek zkouman predevsim z hlediska erektilni dysfunkce. Obecné experimenty dokazuiji,
ze sulfan ma vliv na vyvolani erekce u savcl. Sulfan je rovnéZ pfitomen ve spermiich
a v poslednich letech se objevuji studie, které se timto tématem zabyvaji. Vysledky védc(
poukazuji na to, Ze pro udrzeni muiské fertility a pro ochranu varlat je sulfan dlezity.
| v prostaté u lidi dochazi k produkci sulfanu a rdzné vyzkumy prokazaly, Ze sulfan sniZuje
preziti rakovinnych bunék prostaty. Také vsamicim reprodukénim traktu hraje sulfan
dalezitou roli zhlediska spravného fungovani samici 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).

VSechna tato fakta poukazuji na to, Ze sulfan je pro télo Zivotné dulezita sloucenina

a ze vyzkum pUlsobeni sulfanu na buriky je dulezity, a to napftiklad i z [ékarského hlediska.



2 Cil prace

Cilem prace bylo shrnout soucasné poznatky o enzymech, které jsou v burikdch
zodpovédné za produkci gasotransmiteru sulfanu se zamérenim na cystathionin-beta-syntazu,
a o funkci sulfanu pfi fizeni reprodukénich procest. Cilem experimentdlni ¢asti prace byl

prikaz cystathionin-beta-syntazy (CBS) v kancich spermiich.



3 Literarni prehled
3.1 Samci reprodukeni systém

3.1.1 Spermatogeneze

Spermatogeneze probihd ve varleti, kde se rovnéz tvofi i samci pohlavni hormon
testosteron. Spermatogeneze probihd pouze pfi nizsich teplotdch nez 37 °C a teplota ve varleti
se pohybuje kolem 35°C (Junqueira et al. 1997). Spermatogeneze je lokalizovana
do semenotvornych kandlk( varlete, ve kterych probihaji vSechny faze. Kromé zarodecného
epitelu jsou ve sténach kandlkl podpurné Sertoliho burky, diky kterym se uskutecnuje
metamorfdza spermatid ve spermie (Marvan 2017).

Vyvoj spermii, se nazyva spermatogeneze (Obr. ¢. 1) Tento proces probihd
v pravidelnych cyklech, kazdy cyklus zac¢ind zhruba o % délky pozdéji nez predchazejici.
Délka jednoho cyklu se u kance pohybuje okolo 35 dni (Jelinek & Koudela 2003).
Soucasti spermatogeneze jsou 2 procesy - spermatocytogeneze a na spermatohistogeneze
neboli spermiogeneze. Spermatocytogenezi muUZzeme rozdélit na Ctyri faze
(Jelinek & Koudela 2003). Prvni fazi je obdobi rozmnozZovani, ¢i obdobi mitotického déleni.
Béhem néj dochazi k opakovanému mitotickému déleni kmenovych bunék A-spermatogonii
(primordialni gonocyty). Kazda matefrska burika se déli na dvé rozdilné velké dcefiné buriky,
vétsi se podoba materské burice a zlstava v latentnim stadiu (interfazi). Mensi burika se znovu
nékolikrat déli, ¢imz dochazi ke vzniku B-spermatogonie. V zavéru faze dochazi k déleni
B-spermatogonii za vzniku spermatocytl I. fadu (Junqueira et al. 1997). Nasleduje obdobi
rastu, béhem kterého dochazi ke zvétSeni objemu spermatocytu I. fadu. Treti faze se nazyva
obdobi zrani, meidzy, ¢i obdobi zracich déleni. BEéhem této faze dojde ke dvéma po sobé
nasledujicim délenim. Vysledkem je vznik haploidni burky, dochazi kredukci poctu
chromozomU a k rekombinaci genetickych vloh (Marvan 2017). Bunky vzniklé po prvnim
meiotickém déleni se nazyvaji spermatocyty Il. fadu a druhym meiotickym délenim
z nich vznikaji ¢tyfi haploidni spermatidy (Junqueira et al. 1997). Tyto spermatidy nesou pouze
jeden pohlavni chromozom, a to bud gonozom X, nebo gonozom Y v poméru 50 : 50.
V pribéhu spermatogeneze dochdzi k tomu, Ze se jednotliva stadia bunék posouvaji postupné

smérem k lumen semenotvornych kanalkd (Jelinek & Koudela 2003).
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Obr. €. 1: Spermatogeneze. Vznik haploidni spermie z diploidni spermatogonické bunky.

(zdroj: Major Differences 2013)

Obdobi metamorfézy, Cili spermatohistogeneze, se vyznacuje tim, Ze se zakulacena
a dosud nepohyblivd spermatida pretvafi ve Stihlou kopinatou a pohyblivou spermii
(Obr. ¢. 2). Tento proces probihd ve vybézicich Sertoliho bunék (Marvan 2017).
Jednotlivd stddia spermatohistogeneze se nazyvaji jako Golgiho staddium, stadium akrozomové
Cepicky, stadium kauddlni manZety a stadium zrani (Jelinek & Koudela 2003).
Postupné dochazi k prodlouzeni a oplosténi jddra spermatidy a k jeho posunu k apikdlnimu
polu buriky, ¢imz vznikd hlavicka spermie. Také vznika akrozom spermie, ktery se vytvari
z Golgiho apardtu na prednim pélu jadra (Tang et al. 1982). Na vzniku akrozomu
se pravdépodobné podili kromé Golgiho aparatu také plazmaticki membrana
(Berruti & Paiardi 2011). Akrozom obsahuje mnoho specifickych enzym, které jsou nutné

pro rozpusténi zony pellucidy a cytoplazmatického obalu vajicka samice, coz umoznuje



vniknuti spermie do vajicka a jeho oplodnéni (Junqueira et al. 1997). Mezi enzymy,
které akrozom obsahuje, patti napfiklad hyaluronidaza, akrozin, proakrozin, kysela fosfataza,
proteindza a dalsi (Jelinek & Koudela 2003). Dalsi vznikajici ¢asti spermie je kréek. Po skonéeni
metamorfézy se spermie uvoliuji do lumen kandlk(i a do vyvodnych cest pohlavniho Ustroji.

Denni produkce spermii u kance je 15x10° (Jelinek & Koudela 2003).
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Obr. €. 2 Proces metamorfdzy spermatidy ve spermii (zdroj: Major Differences 2013)

Dozravani spermii probiha v nadvarleti, kde se spermie shromazduji. Nachazeji se zde
v anabidze, coz je klidovy stav, diky kterému je Zivotnost spermii prodlouzena
(Jelinek & Koudela 2003). V hlavé nadvarlete dochazi k zahustovani spermii a k fagocytdze
poskozenych Ci prestarlych spermii. Télo nadvarlete je dalezZité z divodu zvyseni odolnosti
povrchovych membran spermii, kterd je zajiSténa sekrety bohatymi napfiklad na tuky.
Znakem dozrdlych spermii je odlouc¢eni protoplazmatické kapky od spermie.
Spermie nadvarletem prochazi zhruba 8—11 dni (Jelinek & Koudela 2003). Nasledné se spermie
dostavaji do chamovodu. Pfi ejakulaci se spermie smisi se sekrety pohlavnich Zlaz,
které upravuji prostiedi pro spermie v mocové trubici a také v pochvé, zaroven slouzi
jako prirozené redidlo ¢i jako energeticky zdroj pro spermie.
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Na Fizeni pohlavnich funkci se podili hypotalamo-hypofyzarni systém. Ridicim organem
je hypotalamus a adenohypofyza, nasleduji gonady a vyvodné pohlavni cesty. Liberiny
z ptedniho sexualniho centra hypotalamu podporuji produkci gonadotropin releasing
hormonu ze zadniho sexualniho centra. DalSimi nezbytnymi hormony pro spravné fungovani
reprodukéniho systému jsou gonadotropni hormony - folikulostimulaéni a luteinizani hormon
vznikajici v adenohypofyze. Mezi dalsi hormony ovliviujici reprodukci u samc patfi inhibin,
ktery vznikd v Sertoliho bunkach, a androgeny (napfiklad testosteron), jejichz tvorba je
lokalizovana v Leydigovych bunkach varlat. Sekrece hormon( funguje na principu negativni

a pozitivni zpétné vazby (Cummins & Woodall 1985).
3.1.2 Morfologie spermie

Hlavicka spermie je 5-10 um dlouha, hlavicka kanci spermie je ovalna (Dvorakova et
al. 2005). V predni ¢asti je kryta akrozomem (Longo 1987), ktery obsahuje mukopolysacharidy
a mnohé enzymy umoziujici penetraci spermie do vajicka a jeho nasledné oplozeni. Hlavicka
je tvorena hlavné jddrem, které osahuje kondenzovany chromatin s DNA nesouci genetickou
informaci (Fawcett 1975). Krcek spojuje hlavi¢ku a bi¢ik spermie a je tvoren dvéma za sebou
uloZenymi centriolami, jeho délka je 2—-3 um. Bicik zajistuje pohyblivost spermie a jeho délka
u kancich spermii je 31-45 um (Cummins & Woodall 1985). Bicik se déli na spojovaci, hlavni
a termindlni oddil. Kréek prechazi ve spojovaci neboli mitochondridlni oddil bi¢iku. Tento oddil
je tvoren vysokym poctem mitochondrii (Jelinek & Koudela 2003). Mitochondrie jsou
dllezitym zdrojem energie pro pohyb spermie. Nejdelsim oddilem biciku je hlavni oddil.
Podkladem obou oddill je osové vldkno obklopené nesegmentovanymi chordami a obalené
fibrézni pochvou. Pochva slouzi k zabezpeceni soudrznosti osovych vlaken, jejich pevnosti
a pruznosti pfi kmitani bic¢iku. Osové vlakno je tvoreno pfriblizné z 250 proteind (Cosson 1996).
Terminalni oddil bic¢iku je dlouhy zhruba 4 um a tvofi jej pouze osové vlakno bez chord
a fibrézni pochvy (Obr. €. 3). Spermie jsou velmi variabilni, pfehled jednotlivych délek spermii

a jejich ¢asti u jednotlivych druh( zvirat je zndzornén v Tab. ¢. I.
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Obr. ¢. 3: Jednotlivé casti spermie - hlavicka s akrozomem a jadrem, kréek, spojovaci

(mitochondrialni) oddil bi¢iku, bi¢ik a plazmatickd membrana (zdroj: StudyPage.in 2007)

Tab. €. I: Pfehled délek spermii u rliznych Zivo¢iSnych druh(. Uvedené délky jsou v um

Délka stfedni | Délka hlavni
Druh | Celkova délka | Délka hlavicky | Délka biciku @
¢asti biciku casti biciku
Byk 75-80 10 65—-70 9-11 36-54
Kanec 48-54 6-8 31-45 10 21-36
Mys 122-124 8 116 21 95
Clovék 56-59 4,5 54 4-5 46

(Zdroj: Cummins & Woodall 1985)

(@) Celkova délka biciku zahrnuje i délku kréku spermie

Celou spermii pokryva a chrani neprerusovana dvouvrstevna cytoplazmaticka
membrana (Obr. €. 3). Mezi jeji vlastnosti patfi acidorezistence, vysoka permeabilita,
je vsak citliva na zmény osmotického tlaku. Diky permeabilité membrany dochazi k latkové
vyméné mezi spermii a jejim prostiedim. Cytoplazmatickd membrana u Zivych spermii
nepropousti nékterd barviva (napfiklad eozin, fluorochromy), a proto je mozné rozliseni zivych

a mrtvych spermii pomoci vitdlné letalniho barveni (Jelinek & Koudela 2003). Pfi dlouhodobé



konzervaci spermii (napfiklad pfi zmrazovani) miZe dochdzet k poSkozeni permeability
membrany spermii, ¢imZ se snizi oplozovaci schopnost spermii. Prlmérna koncentrace spermii

je ¢asto nepfimo umérnda primérnému objemu ejakuldtu u rlznych druh zvitat.

3.1.3 Kapacitace

Po vstupu spermii do samiciho pohlavniho Ustroji je dllezity jejich co nejrychlejsi
transport do vejcovod(, protoze podminky v reprodukénim traktu samic nejsou pro spermie
nejvhodnéjsi. K transportu spermii dochazi hlavné pasivné, dilezitou roli zde hraje semenna
plazma, ktera slouzi spermiim jako transportni prostredi. Zdejsi kyselejsi prostredi snizuje také
aktivitu spermii, ¢imz je zajiSténa jejich delsi Zivotnost. Do ampul vejcovodd se spermie
dostdvaji pred zacatkem ovulace, aby mohlo dojit k oplodnéni vajicka. Aby spermie ziskaly
schopnost proniknout pres vaje¢né obaly, musi dojit nejprve k jejich kapacitaci a dozrani.
K tomu dojde aZ po nékolika hodindch stravenych v sami¢im pohlavnim Ustroji. KdyZz spermie
prekonaji délohu a dorazi do isthmu, vazi se reverzibilné na epitel vejcovodu (Eisenbach 1999).
Vtomto stddiu dochdzi ke kapacitaci spermii. Béhem kapacitace dochazi k mnoha
fyziologickym zméndm. Dochazi k odstranéni zbytk( semenné plazmy, ktera dosud pokryvala
povrch spermii. Souc¢asti semenné plazmy jsou napfiklad inhibitory enzymU a kapacitace
samotné (Chang 1957; Bedford 1970; Jaiswal & Eisenbach 2002). Probiha také latkova
vyména. Kapacitace je ndsledovana akrozomalni reakci. Doba kapacitace se lisi u rGznych
druh( zvirat, napriklad u spermii kance trva 4—6 hodin (Jelinek & Koudela 2003).

Ne vSechny spermie projdou procesem kapacitace najednou. V daném okamziku dojde
ke kapacitaci pouze malé casti spermii (zhruba 10 %) srelativné snadnym zvratem
mezi kapacitovanymi a nekapacitovanymi spermiemi (Jaiswal & Eisenbach 2002).
Kapacitace mda dva hlavni U¢inky na spermie z hlediska schopnosti oplodnéni vajicka.
Prvnim z nich je to, Ze se spermie stanou ,hyperaktivnimi“. Tato hyperaktivita spermii
se projevuje tim, Ze se zvysi amplituda a asymetrie pohybl bicikl, coz je dllezité
pro to, aby se spermie dokdzaly osvobodit z vazby na epitel vejcovodi a ndsledné pokracovat
smérem k vajicku, aby mohly proniknout jeho vnéjSimi obaly (Demott & Suarez 1992;
Stauss et al. 1995). Druhy ucinek spociva v ,odhaleni“ proteind dulezitych pro interakci
mezi spermii a vajickem z didvodu odstranéni ¢i zmén na plazmatické membrané spermie
(Jaiswal & Eisenbach 2002; Sutovsky 2011). V této chvili se poprvé uvolnuji proteiny, které jsou

nutné béhem interakce vajicka a spermie (Springate & Frasier 2017). Dochazi také ke ztraté
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nékterych povrchovych uhlovodik(i a proteinl, zvySuje se tekutost plazmatické membrany
kvlli snizené koncentraci cholesterolu. Oteviraji se iontové kanaly, coz vede k hyperpolarizaci
plazmatické membrany spermie. Zménou prochazi i cytoskeletdrni proteiny, nékteré proteiny
jsou fosforylovany a mnohé signalni drahy jsou béhem kapacitace aktivovany
(Yanagimachi 1994; Bedford & Cross 1998; Florman & Ducibella 2014). Po kapacitaci
se spermie posouvaji vejcovodem smérem kvajicku, jsou pravdépodobné navigovany
kombinaci termotaxe, chemotaxe a kontrakci vejcovodu (Springate & Frasier 2017).
Pouze kapacitované spermie jsou schopné proniknout skrz bunky obklopujici membranu
vajicka (Jaiswal & Eisenbach 2002). Vyzkumy prokazaly, Ze spermie, které nepodstoupi
kapacitaci, nejsou schopné oplozeni. Také vzhledem k jejich vyrazné pomalejSimu pohybu

k vajicku vétsinou ani nedospéji (Yanagimachi 1994; Bedford & Cross 1998).

3.1.4 Akrozomalni reakce

Aby byly spermie schopné proniknout obaly vajicka a vajicko oplodnit, musi nejprve
probéhnout akrozomadlni reakce. Spermie, u kterych se akrozom béhem spermatogeneze
nevyvinul, nejsou schopné oplozeni (Kang-Decker et al. 2001; Dam et al. 2007;
Lin et al. 2007). Akrozom mad dvé ¢asti, prvni je velky anteriorni segment a druhd se nazyva
mensi posteriorni segment (Ci ekvatoridlni), ktery se nachazi ve stredni ¢asti hlavicky spermie.
Akrozom ohranicuje akrozomalni membrana, kterd se déli na vnéjsi akrozomalni membranu,
jez je lokalizovana pod plazmatickou membrdnou spermie, a na vnitfni akrozomalni
membranu, kterd obepind jadro spermie (Obr. ¢. 4) (Gerton 2002; Kopf 2002).
Diky témto vrstvam je vytvoren akrozomalni vacek obsahujici enzymy potfebné pro prichod

spermie glykoproteinovym obalem vajicka.
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plazmatickd membrana
akrozom

anteriorni segment

vnéjii akrozomalni membrana vnitini akrozomalni membrana

ekvatorialni segment

jadro

kapacitace

ekvatorialni segment

anteriorni segment

akrozomalni reakce

Obr. €. 4: Struktura hlavicky spermie a akrozomu. Obrdzek zndzornuje hlavicku spermie
obsahujici jadro s haploidnim poctem chromozom( a sekre¢ni organelu akrozom. Akrozom ma
dvé membrdany - vnéjsi a vnitfni. Obrazek znazornuje také anteriorni a ekvatoridlni segment
akrozomu a zmény akrozomu béhem akrozomalni reakce (zdroj: Wassarman et al. 2004;

Okabe 2013)

Béhem akrozomalni reakce plazmatickd membrana a vnéjsi membrana akrozomu
splyvaji a dojde k uvolnéni latek obsazenych v akrozomalnim vacku (Springate & Frasier 2017).
Béhem akrozomalni reakce dochazi k aktivaci akrozomovych enzym( a k vezikulaci useku
vnéjsi membrany akrozomu. Akrozom zde slouzi jako specializovany typ lysozomu.
KdyZz se spermie setkda s oocytem, zevni membrdna akrozomu splyva s cytoplazmatickou
membranou a dojde k uvolnéni akrozomalnich enzym( exocytézou do extracelularniho
prostiedi (Austin & Bishop 1958; Fléchon 2016). Enzymy obsazené v akrozomalni capce
oddéluji buriky corona radiata a narusuji zonu pellucidu, cozZ jsou obaly obklopujici vajicko

po ovulaci (Obr. €. 5) (Junqueira et al. 1997).
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Béhem této reakce také dochazi k uvolnéni protein(, jez byly navdzdny na vnitini
akrozomalni membranu. Akrozomalni reakci dochazi k obnaZzeni této membrany. Proteiny zde
obsazené nasledné interaguji s plazmatickou membranou vajicka béhem oplodnéni
(Gerton 2002; Wassarman et al. 2005). Bodem kontaktu spermie s vajickem po zdoldni cesty
skrz zonu pellucidu neni Spi¢ka hlavicky spermie, ale spiSe ekvatorialni oblast jedné ze stran
spermie (Okabe 2013). Z toho plyne, Ze proteiny obsazené v této oblasti jsou pravdépodobné
klicem ke slouceni gamet v této fazi oplodnéni (Springate & Frasier 2017). Drive se myslelo,
Ze se akrozomalni reakce spusti, kdyz proteiny uvolnéné z hlavi¢ky spermie, které byly odkryty
béhem kapacitace, interaguji s proteiny na zoné pellucidé. Mnoho studii prokazalo, Ze zona
pellucida a zejména glykoprotein ZP 3 maji schopnost vdzat spermie a mohou spustit
akrozomalni reakci (Litscher & Williams 2009). Navic béhem reakce dojde k uvolnéni enzymd,
které rozpousti zonu pellucidu, ¢imz vytvofi otvor, skrz ktery mohou prochdzet spermie
(Wassarman et al. 2001). Nicméné nedavné studie zpozorovaly, Ze minimdlné u mysi neni
tohle jediny moiny zplsob prostupu spermii do vajicka. Spermie mulzZou podstoupit
akrozomalni reakci dfive, neZ interaguji se zonou pellucidou, a dokonce jesté dfrive,
nez se potkaji s burikami obklopujicimi vajicko (Jin et al. 2011; La Spina et al. 2016).
Dnes nejsou presné znamy spoustéce akrozomalni reakce, ani jeji pfesna lokalizace. Je stdle
pravdépodobné, Ze roli pfi spousténi akrozomalni reakce hraje interakce se zonou pellucidou,
ale neni zndmo, jakou presné roli interakce hraje a neni jisté, jak moc je zasadni
pro tento proces (Springate & Frasier 2017). Jedna z moznosti je, Ze interakce s glykoproteiny
zony pellucidy ZP3 spiSe mlzou usnadnit dokonceni akrozomalni reakce, nez Ze by byli hlavnim

klicem k jejimu zahdjeni (Jin et al. 2011).
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Obr. ¢. 5: Prlbéh akrozomalni reakce. (1) Spermie se dotykd zony pellucidy;
(2) dochazi k uvolnéni hydrolytickym enzymf, které natravi zonu pellucidu a vytvofi otvor
pro spermii; (3) proteiny spermie se vaii na proteinové receptory vajicka;
(4) plazmatickd membrdna spermie a vajicka splyva; (5) jaddro spermie vstupuje do vajicka;
(6) kortikdlni granula splyvaji s plazmatickou membranou vaji¢ka, coz zplsobi neprostupnost

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

3.2.1 Vlastnosti sulfanu

Sulfan (H2S) je bezbarvy plyn se silnym zdpachem po zkazenych vejcich. Byl po mnohd
staleti zndm pouze jako toxicky plyn a plyn znedistujici Zivotni prostredi. Jeho toxicita je dana
tim, Ze je silnym inhibitorem mitochondridlni cytochrom c oxiddzy. H,S je dokonce silné;si
inhibitor bunécného dychani nez kyanid (Reiffenstein & Roth 1992). Nicméné neddvné studie
poukazuji na to, Ze kromé oxidu uhelnatého (CO) a oxidu dusnatého (NO) je H,S dalSim
produkovanym plynem ve tkanich savcl(. Je ucastnikem mnoha fyziologickych déja
(reguluje napfiklad c¢innost nervové soustavy, vazodilataci cév a také reprodukci),
coz znamena, Zze ma v téle dllezitou funkci jakoZzto regulacni mediator
(Reiffenstein & Roth 1992). Upravuje také bunécény cyklus, apoptdzu, oxidativni stres a také
se Ucastni zanétlivych procest (Olas 2015).

Endogenni sulfan byl poprvé nalezen v mozku na konci 80. let minulého stoleti,
zpocatku se vSak myslelo, Ze ve tkanich savcl vznika po smrti (Nagata et al. 1990). Tehdy totiz
dochazi ke znacnému zvyseni koncentrace tohoto plynu. H2S se muzZe v téle snadno uvolnit
béhem preparace (Iciek et al. 2005). To, Ze muZe sulfan figurovat jako endogenni
neurotransmiter, bylo poprvé predloZzeno zhruba pred 20 lety Abem & Kimurou (1996),
ktefi popsali enzymaticky mechanismus produkce sulfanu, jeho biologické ucinky
za fyziologickych koncentraci a jeho cilové misto plsobeni. V dnesni dobé je sulfan zahrnut
do skupiny gasotransmitert spole¢né s NO a CO. Nicméné o fyziologickém pusobeni H,S je
toho zndmo méné nez o predeslych dvou gasotrasmiterech.

Za fyziologickych podminek, to znamena ve vodném roztoku s pH 7,4, jedna tfetina
sulfanu nedisociuje, dvé tretiny vSak disociuji na H* a HS (hydrogensulfidovy anion),
ktery se mdZe pozdéji rozdélit na H* a S* (sulfidovy anion). Tato reakce probihd pouze
za vysokého pH, takie S% se v téle ve vétSim mnoZstvi nevyskytuje. Jako donor H3S se bézné
vyuziva hydrogen sulfid sodny (NaHS), ktery disociuje na Na* a HS - ten se pak ¢astecné vaze
na H* a vytvafi nedisociovany H;S. Podobné jako NO a CO i sulfan prochazi volné skrz
membrany, ackoliv kvali c¢asteéné disociaci je membrana pro sulfan méné propustna
nez pro druhé dva plyny. H,S mlze byt detekovdn v krevnim séru a ve vétSiné tkani

v koncentracich okolo 50 uM. Fyziologicka uroven tohoto plynu v mozku je az trikrat vétsi

14



nez vkrevnim séru a blizi se ke koncentraci, ktera je pro télo toxicka
(towicka & Betftowski 2007). Tan et al. (2010) se domniva, Ze pokud je koncentrace sulfanu
v mozku ve fyziologickych podminkach, tato molekula podporuje prezivani bunék svymi
neuroprotektivnimi Ucinky na neurony a gliové buriky v CNS. Také predpoklada, Ze sulfan
pUsobi jako primarni posel v CNS, protoZze ma kratky polocas rozpadu a aktivuje/inhibuje
predevsim molekuly, které plisobi jako poslové, a iontové kanaly (Tan et al. 2010). Na druhou
stranu, pokud je koncentrace sulfanu vyssi nez fyziologicka (k ¢emuz muize dojit napriklad
pfi ischémii), H,S tkané poskozuje, coz neni prekvapujici, protoze mnoho let byl sulfan
povaZzovan za jedovaty plyn (Tan et al. 2010). Nicméné koncentrace sulfanu v rliznych tkanich
Clovéka zavisi na véku objektu a metodé, kterd je pouzita kjeho méreni (Olas 2014;

Olson et al. 2014).

3.2.2 Produkce H3S

H.S je produkovan ve vétsiné tkani v rdznych koncentracich. Napriklad koncentrace
sulfanu v plazmé je v rozpéti 34-65 uM (Whiteman & Moore 2009), nicméné podle vysledk
Olsona (2009) dosahuji koncentrace HS v plazmé nebo v krvi 30—-300 puM. Nejvyssi produkce
sulfanu byla pozorovdna v mozku (az trikrdt vysSi koncentrace neZ v krevnim séru),
kardiovaskularnim sytému, vjatrech a v ledvinach. Hlavnim substrdtem pro tvorbu
endogenniho H)S je L-cystein, ktery se tvofi zL-methioninu cestou transsulfurace,
jejimz meziproduktem je homocystein. L-cystein muizZe byt také uvolnén z endogenniho
proteinu  (Obr.¢.6).  Existuji dvé hlavni cesty cysteinového  katabolismu
(Stipanuk 2004; Iciek et al. 2005) (Obr. €. 7). Prvni z nich je oxidace -SH skupiny cysteinu
enzymem cystein dioxygendzou za vzniku cystein sulfinatu, ktery mize byt dekarboxylovan
na hypotaurin nebo pfeménén na pyruvat a sificitan, ktery je ndsledné oxidovan na siran.
Druhd cesta je spojena s odstranénim atomu siry z cysteinu, aniz by doslo k jeho oxidaci,
a ve vysledku je produktem H.S. Tento proces je oznacovan jako ,,desulfhydratace” a mize byt
katalyzovan dvéma enzymy, které doprovazeji cestu transsulfurace homocysteinu.
Jednad se o cystathionin-B-syntazu (CBS) a cystathionin-y-lyazu (CSE). Oba enzymy jsou zavislé
na vitaminu Bes (pyridoxal-5-fosfat), ale liSi se mechanismem tvorby sulfanu (Obr. ¢. 7).
CSE katalyzuje preménu cystinu (dvé molekuly cysteinu spojené disulfidickymi mastky)

na thiocystein, pyruvat a amoniak. Thiocystein se samovolné rozkladd na cystein a HS.
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Mechanismus produkce H>S pomoci CBS pravdépodobné zahrnuje kondenzaci homocysteinu
s cysteinem za vzniku cystathioninu. Béhem této reakce dojde k uvolnéni H,S
(Chen et al. 2004). Tato reakce je podobna transsulfuracni cesté, ktera je rovnéz katalyzovana
CBS (Obr. €. 6). V transsulfuracni reakci ale homocystein kondenzuje se serinem za vzniku
cystathioninu, v desulfhydrataéni reakci vSak s cysteinem. Rozdil je také v produktu reakce.
V obou reakcich vznikd cystathionin, v transsulfuracni reakci se ale uvolni voda, zatimco

béhem kondenzace homocysteinu a cysteinu se uvolni sulfan.

ATP methionine
[SAM synthetase] THF 1
12
5-

SAM
-CH; 4 5,10-CH,THF
SAH B

q
SAH hydrolase | CH,THF

adenosine Hcy + serine

cystathionine + H,O

J=

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

#

Obr. ¢. 6: 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 methyla¢nich reakcich. Béhem téchto reakci
je SAM transformovdn na S-adenosylhomocystein (SAH), ktery je poté rozlozen
na homocystein (Hcy) za pGsobeni SAH hydroldzy. Hcy mlze byt remethylovan na methionin
diky methionin syntdze (MS), kterd wvyuzivd vitaminu Bi» jako kofaktoru
a 5-methyltetrahydrofolatu (5-CHsTHF)  jako donoru methylové skupiny.
5-CH3THF vznikd z 5, 10-methylenetetrahydrofolatu (5, 10-CH,THF) pomoci
methylenetetrahydrofolat reduktazy (MTHFR). Hcy je dale metabolizovan na cystein nejprve
za pUsobeni cystathionin-B-syntazy (CBS) za vzniku cystathioninu a nasledné

cystathionine y-lydzy (CSE) (Zdroj: towicka & Bettowski 2007)
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Obr. €. 7: Metabolismus cysteinu. CBS - cystathionin B-syntdza, CDO - cystein dioxygenaza,

CSE - cystathionin y-lydza, SO - sifi¢itan oxidaza (Zdroj: towicka & Bettowski 2007)

Nedavné vyzkumy poukazuji na to, Ze k produkci sulfanu mUzZe byt vyuZit také
D-cystein (Shibuya et al. 2013; Kimura 2014). Ten je katalyzovan diaminooxydazou (DOA)
na achirdlni 3-merkaptopyruvat, ktery je produkovan cystein aminotransferdzou (CAT)
z L-cysteinu za pritomnosti o-ketoglutardtu (Kimura 2014) (Obr. €. 8). Sulfan vznika
z 3-merkaptopyruvatu naslednym pusobenim 3-merkaptopyruvat sulfurtransferazy (3 MST).
Mozné zdroje D-cysteinu jsou 2: bud vznikem inverzi z L-cysteinu (katalyzované racemazou)
nebo zjidla. Je moZné, Ze serin racemaza méni L-cystein na D-cystein (Shibuya et al. 2013),
protoze cystein je strukturalné velmi podobny serinu (misto skupiny OH ma skupinu SH)
(Shibuya et al. 2013). Také aspartat racemaza je pravdépodobné schopnd ménit L-cystein
na D-cystein, protoze je homologni s CAT, kterd mi afinitu jak k aspartatu, tak k cysteinu
(Ubuka et al. 1978; Shibuya et al. 2013). Tyto metabolické drahy jsou funkéni hlavné v mozku
(konkrétné v mozecku) a vledvinach (Shibuya et al. 2013; Kimura 2014).
Produkce sulfanu z D-cysteinu je v mozecku dokonce vétsi nez v jinych ¢astech mozku,
produkce H,S v ledvinach je dokonce az 7x vétsi nez v mozecku. V ledvinach je produkce
sulfanu z D-cysteinu 80x vétSi nez zL-cysteinu (Shibuya et al. 2013; Kimura 2014).

Sulfan produkovany D-cysteinem chrani mozeckové neurony proti oxidaénimu stresu
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zpUsobeného peroxidem vodiku a také zmirfiuje ischemicko-reperfizni poskozeni ledvin

(Shibuya et al. 2013).

L-cysteine D-cysteine L-cysteine

a-ketoglutarate

L-glutamate

3-mercaptopyruvate serine

IMST

L

¥

pyruvate thiosulfate

L-cysteine + L-homocysteine

Obr. ¢. 8.: Metabolické cesty H,S syntézy z L a D-cysteinu. CAT - cystein aminotransferaza,
DOA - diaminooxydaza, CBS - cystathionin-B-syntaza, 3 MST - 3-merkaptopyruvat

sulfurtransferaza, CSE - cystathionin-y-lydza (zdroj: Olas 2015)

Podle Wedmann et al. (2014) produkci sulfanu ovliviiuje také to, co je zdrojem sulfanu
v burikdch. Zplsobd, jak dostat sulfan do bunék, je vice. Nejbéinéjsi jsou slouceniny
jako hydrogensulfid sodny (NaHS) a sulfid sodny. Obé slouéeniny zplsobi rychlé zvyseni tvorby
sulfanu. NaHS disociuje na Na* a HS™ a poté se ¢astecné vaze s H* za vzniku nedisociovaného
sulfanu (towicka & Bettowski 2007). DalSim zdrojem sulfanu mUzZou byt mikroorganismy
traviciho traktu, které metabolizuji siru (Macfarlane et al. 1992).

CBS i CSE jsou distribuovany do tkani v pomérné velkém mnozZstvi, nicméné CBS
je prevazujicim zdrojem sulfanu v centralnim nervovém systému (CNS), zatimco CSE je hlavni
sulfan  produkujici  enzym v kardiovaskularnim  systému. V nékterych  tkanich
(napftiklad v jatrech, ledvinach), jsou zastoupeny oba enzymy. Obecné se predpoklada,
Ze kvantitativné prevazujici cesta katabolismu cysteinu je skrz dioxygenazu, nicméné nékteré

vyzkumy na bunéénych kulturdch kultivovanych v in vitro podminkdch dokazuji,
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Zze desulfhydratace snaslednou produkci sulfanu tvofi v nékterych tkanich
(napfiklad ~ vrenalnich  tubuldrnich  burikidch) az 50% metabolismu cysteinu

(Stipanuk et al. 1990).

3.2.3 ZpUsoby uvolnéni H,S

Mechanismy uvolnéni sulfanu vtéle jsou minimalné dva. K okamzitému uvolnéni
sulfanu dochdzi po jeho produkci enzymy. Dalsi mozZny zplisob je ten, Ze produkovany H,S
je uskladnén a ndasledné uvolnén v odpovédi na fyziologicky signal (Kimura 2011). Zatim byly
popsany dvé formy skladovani sulfanu v burikdch (Toohey 1989; Ogasawara et al. 1993).
V kyselém prostiedi se H>S uvoliuje z acidolabilni siry. Dalsi forma skladovani sulfanu
se nazyva sulfan vazajici sira (bound sulfane sulfur), kterd uvolfuje sulfan v redukénich
podminkach (Ogasawara & Tanabe 1994). Acidolabilni sira se skldda hlavné z atom0 siry
v Zelezito-sirnych komplexech, coZ hraje dulezitou roli v mnoha redoxnich reakcich
pti plsobeni enzymu v respiratornim fetézci v mitochondriich. Hranice pH, které je potfebné
pro uvolnéni sulfanu zacidolabilni siry, je 5,4 (Ishigami et al. 2009). Protoze pH
v mitochondriich je mezi 7 a 8, coZz je vyssi nez vySe zminénd hodnota, za fyziologickych
podminek zde pravdépodobné k uvolnéni H,S z acidolabilni siry nedochazi.

Sira ze sulfanu mze byt zabudovana do proteinQ, ¢imz vznika sulfan vazajici sira,
coz je oxidac¢ni forma bilkovinnych polysulfid. Sira zde je dvojmocna a vazZe se pouze s dalSim
atomem siry, jako se vazii napfiklad atomy siry v disulfidech nebo ve vnitfnim fretézci
polysulfid(. Takto uskladnény sulfan byl nalezen napriklad v neuronech v astrocytech v mozku
(Ishigami et al. 2009). Cystein je metabolizovan proto, aby produkoval sulfid, ktery bude
zabudovan do zasob sulfan vazajici siry (Obr. €. 9) (Daniels & Stipanuk 1982). Pokud je do téla
aplikovdn volny exogenni sulfan, je okamzité absorbovan do sklad( sulfanu ve formé sulfan
vazajici siry, coz je predpoklad ktomu, Ze enzymaticky produkovany sulfan muze byt
také uskladnén v sulfan vazajici sife (Ishigami et al. 2009). Bunky, které produkuji 3 MST a CAT,
zvysuji Uroven sulfan vazajici siry oproti buikdm, které produkuji chybny a zmutovany 3 MST,
jenz sulfan neprodukuje (Nagahara & Nishino 1996; Shibuya et al. 2009a;
Shibuya et al. 2009b).
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[ Vstupni signal ]
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Sulfan produkujici enzymy:

e CBS
e CSE

1

Intracelularni sklad

Sira vazajici sulfan

1

Vstupni signal

Obr. €. 9: Sulfan vazajici sira je sklad H,S. Sulfan produkovany enzymy funguje jako signalni
molekula. MGze byt skladovan také ve formé sulfan vazajici siry, ze které se H,S muizZe uvolnit,

pokud k burikdm dorazi fyziologicky podnét. (Zdroj: Kimura 2011)

Zatim neni zjiSténo, co presné reguluje koncentraci H;S ve tkanich nebo v krvi,
mechanismus regulace sulfanu neni tedy znam. Bylo ale zpozorovano, ze v CNS se sulfan chova
jako posel v odpovédi na specifické podnéty (vétSinou Skodlivé), naptiklad pfi horecnatych
zachvatech (Han et al. 2005), pfi podnétech vedoucich k bolesti (Kawabata et al. 2007)
nebo pfi mozkové ischémii (Qu et al. 2006). Je nepravdépodobné, Ze je koncentrace sulfanu
vnimana néjakymi senzory nebo regulovdna homeostazou, k uvolnéni sulfanu dochazi spise
vodpovédi na néjaky podnét, pravdépodobné jako pfi uvolnéni katecholamin(

(Tan et al. 2010).
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3.2.4 Katabolismus sulfanu

V mitochondriich dochazi k rychlé oxidaci H.S nejprve na thiosiran, ktery je dale
pfeménén na sifi¢itan a siran (Obr. ¢. 10). Oxidace sulfanu na thiosiran probiha
pravdépodobné bez enzymatického pusobeni - proces je spojen s mitochondridlnim
elektronovym respiratornim transportem. Tento proces mizZe katalyzovat superoxid
dismutdza. Pfeména thiosiranu na sifi¢itan je katalyzovana kyanid sulfurtransferdzou (TST),
kterd prenese siru zthiosiranu na kyanid nebo dalSi akceptory (Picton et al. 2002).
Sificitan, ktery v této reakci vznika, je rychle oxidovan na siran pomoci sifi¢itan oxidazy.
Ve fyziologickych podminkdach je tudiz siran hlavnim kone¢nym produktem metabolismu
sulfanu. Nicméné vétsSina siran0 v moci vznikda z oxidace cysteinu za pusobeni cystein
dioxygendzy (Obr. €. 7). PfestozZe je v moci také vyluCovan thiosiran, jeho koncentrace je zde
velmi mala (Kamoun 2004). Thiosirany jsou vSak povaZzovany za specificky indikator produkce
sulfanu probihajici v celém téle (Belardinelli et al. 2001).

Druhd cesta katabolismu H,S je methylace thiol S-methyltransferazou (TSMT)
na methanthiol a dimethylsulfid (Furne et al. 2001) (Obr. €. 10). Tato reakce probiha hlavné
v cytosolu. Nékteré studie poukazuji na vyznam této reakce pfinejmensim
v gastrointestinalnim traktu (Levitt et al. 1999; Picton et al. 2002).

Posledni reakce souvisi s navdzanim sulfanu na methemoglobin, ¢imZz vznika
sulfhemoglobin (Obr. €. 10). ProtoZze hemoglobin m{iZze vazat také NO a CO, je to spolecné
cilové misto pro vSechny tfi gasotransmittery (towicka & Betftowski 2007).

Schéma na Obr. ¢. 11 zobrazuje biosyntézu, uskladnéni a katabolismus sulfanu.
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(1) 2HS + 2 0); v 52032' + H,O0

thiosulfate

5,052 + CN- mummp SCN" + SOs

cyanide thiocyanate sulfite

SO:2mmmmp SO,

sulfite sulfate

TSMT TSMT
(2) H,S mmmmp CH;-SH mmmmp CH3-S-CH;

methanethiol dimethylsulfide

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

Obr. €. 10: Katabolismus H.S. (1) - oxidace v mitochondriich, (2) - methylace v cytosolu,
(3) - navazani na hemoglobin. SO - sifi¢itan oxidaza, TSMT - thiol S-methyltransferaza,

TST - kyanid sulfurtransferadza (Zdroj: towicka & Bettowski 2007)

cysteine
CAT
CSE CBS 3-MST
i ; —_— S—S§
Biosynthesis @ —_— S
Catabolism Free H,S Bound Sulfur
Mitochondrial \
oxidation . "
Cytosolic | | Binding to Exdrotion
methylation | | hemoglobin kidney or lung
S,04*
SCN- sulfhemoglobin
8042_ Ch3"S‘CH3

Obr. ¢ 11: Schéma syntézy, uskladnéni a katabolismu endogenniho sulfanu.
3 MST - 3-merkaptopyruvat sulfurtransferaza, CAT - cystein aminotransferaza,
CBS - cystathionin B-syntdza, CSE - cystathionin y-lydza, S203? - thiosiran, SCN- - thiokyanatan,
S04% - siran, CH3-S-CHs - dimethylsulfid (zdroj: Tan et al. 2010)
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3.2.5 Mechanismy pfenosu signalu

Doposud rozpoznané signdlni mechanismy spousténé sulfanem jsou shrnuty
v Tab. €. II. H;S je silné redukéni €inidlo. V mnoha systémech je Gcinek sulfanu zprostfedkovan
ATP senzitivnimi draslikovymi kandly (Karp). Tento Usudek je zaloZeny na zdkladné pozorovani
mnoha ucinkd sulfanu, které jsou podobné jako ucinky latek, které oteviraji Karp kandly
(napfiklad pinacidil, diazoxid). Tyto ucinky jsou eliminovany inhibitory zminénych latek
(napfiklad glibenklamidem). Kromé téchto kanald sulfan ovliviiuje také T-typ Ca?* kanal
(Maeda et al. 2009), L-typ Ca?* kandalG (Marques-da-Silva et al. 2010), TRPA1 kanaly
(Streng et al. 2008), velmi vodivé BKca kandly (Sitdikova et al. 2010) a mitochondridlni
cytochrom c oxidazu (Li & Moore 2008).

H.S je velmi reaktivni molekula a muZe snadno reagovat s dalSimi molekulami,
naptiklad s reaktivnim kyslikem a rldznymi formami reaktivniho dusiku (ROS a RNS).
Bylo dokazano, Ze sulfan reaguje pfinejmensim se ¢tyfmi riznymi ROS: superoxidovym volnym
radikalem (Mitsuhashi et al. 2005), peroxidem vodiku (Geng et al. 2004a), peroxynitritem
(Whiteman et al. 2004) a chlornanem (Whiteman et al. 2005). VSechny tyto molekuly jsou
vysoce reaktivni a vysledek jejich reakce se sulfanem je ochrana protein a lipidd
proti poskozeni zplsobenému ROS nebo RNS (Whiteman et al. 2004; Whiteman et al. 2005).
Vyznam reakce HS s Oy je nejednoznacny, protoze jeji produkt - sifi¢itan - ma jak toxické
(Collin & Thiemermann 2005), tak antioxidacni (Mitsuhashi et al. 2001) ucinky v zavislosti
na jeho koncentraci. Sulfan také reaguje s NO za vzniku nitrosothiolovych sloucenin
s dosud nepopsanou chemickou strukturou (Whiteman et al. 2006). Zajimavé je, Ze na rozdil
od dalsich nitrosothioll (R-S-NO), které jsou povazované za zdroj NO a c¢asto napodobuji
jeho ucinky, nitrosothiol pochazejici z H.S a NO je inaktivni. Je mozné, Ze sulfan mozna Cisti
télo od prebytki NO, které jsou produkovany béhem zanétu (Whiteman et al. 2006).
Také ale mlzZe limitovat dostupnost nepretrzité vznikajiciho NO (Ali et al. 2006).

Doplikovy mechanismus, béhem kterého se uplatiuji antioxidaéni ucinky sulfanu,
zahrnuje stimulaci transportu cysteinu do bunék a zvySeni syntézy glutathionu
(Kimura & Kimura 2004). Navic bylo dokdzano, Ze sulfan stimuluje expresi hemoxygendzy
a produkci CO (towicka & Bettowski 2007). Sulfan ovliviiuje také dalSi enzymy - napfiklad

extracelularni signal-regulac¢ni kindzu (ERK) a indukovatelnou NO syntazu (iNOS) (Tab.c. 1l).

23



Neni vsak jasné, jestli jsou tyto ucinky prvotni nebo vyplyvaji ze stimulace dalSich bunéénych
cil jako napfiklad Kapr kanald.

Sulfan ma velky ucinek také na bunky hladkych sval(, zanétové bunky, endotelialni
bunky, na faktory uplatiujici se pfi transkripci v jadfe bunék, v endoplasmatickém retikulu
¢i v mitochondriich (Du et al. 2004; Sivarajah et al. 2009; Polhemus & Lefer 2014).
Jednim z U¢inkd sulfanu je vliv na homeostazu cév a vasorelaxaci jejich stén (Wang 2002).
Sulfan také méni aktivitu a expresi proteinli zapojenych do apoptdzy, angiogeneze,
proliferace, metabolismu, pfi diabetes nebo oxidativnim stresu (Faro et al. 2014;
Yu et al. 2014). Hong et al. (2014) ve svych vyzkumech prokazal, Ze H,S podporuje v téle
Clovéka proliferaci a migraci nddorovych bunék SW 480 v tracniku. ZvySeni intratumorové
syntézy sulfanu u kolorektdlnich a ovaridlnich nddori enzymem CBS podporuje bunécnou
bioenergetiku, proliferaci a migraci nadorovych bunék (Hellmich et al. 2014). H,S také aktivuje
jaderné faktory fibroblast( v dasnich, coZz miZze vést z rozvoji paradontdzy (Chi et al. 2014).
Protektivni ucinky sulfanu zahrnuji inhibici vaskularni proliferace a migrace, regulaci krevniho
tlaku a cévniho tonu, prevenci agregace krevnich desticek ¢i adhezi leukocytl, podporuji
proliferaci endotelovych bunék, redukuji oxidativni stress a také plsobi proti oxidaci LDL
a tvorbé pénitych bunék (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. €. II: Nitrobunécné signalni mechanismy zplUsobené sulfanem

Signalni mechanismus

Zdroj

Stimulace Katp kanall v:
e krevnich cévach
e myokardu
e [B-bunkach pankreatu
e neuronech
e karotickém sinu

e hladkych svalech tra¢niku

(Cheng et al. 2004)

(Geng et al. 2004b)

(Yang et al. 2005)

(Kimura et al. 2006)

(Xiao et al. 2006)

(Distrutti et al. 2006)

UdrZovani  proteinovych  -SH  skupin

v redukované formé

(Abe & Kimura 1996)

Stimulace adenylat cyklazy

(Kimura 2000; Lee et al. 2006)

Reakce s ROS a RNS:

e O

e H0;

e ONOO
e ClO

e 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 bunék 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 iINOS

(Oh et al. 2006)

Zvyseni intraceluldrniho Ca?*

(Nagai et al. 2004)

Stimulace TRPV1 kanalu

(Patacchini et al. 2005)
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3.2.6 Sulfan produkujici enzymy

Vsamcich buriikdch je endogenni sulfan produkovan Ctyfmi  enzymy:
cystathionin y-lydzou (CSE), cystathionin 3-syntazou (CBS), cystein aminotransferdzou (CAT)
a 3-merkaptopyruvat sulfurtransferazou (3 MST) (Hughes et al. 2009; Tanizawa 2011;
Wang 2012; Hancock & Whiteman 2014; Olas 2014; Xu et al. 2014). CBS je hlavni sulfan
produkujici enzym v centrdlnim nervovém systému a CSE je pfitomny predevSim v cévach,
jatrech a ledvinach. Oba enzymy vsak ktvorbé sulfanu vyuZivaji aminokyseliny L-cystein
(ktery je syntetizovdn z L-methioninu transsulfuraci), L-homocystein a L-cystathionin a dale
pyridoxal-5‘-fosfat (vitamin Be) 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 plsobenim téchto enzym je shrnut na Obr. ¢. 12.

CBS je produkovan v jatrech, ledvinach, mozku (pfedevsim v Bergmannovych burkach
a v astrocytech), ileu, déloze, placenté a v pankreatickych burikdch (Enokido et al. 2005;
Ichinohe et al. 2005). Koncentrace CBS v mozku zdvisi na véku jednotlivce. Bylo dokazano,
Ze vmozku embrya jsou hodnoty CBS nizké a produkce enzymu probihd predevsim
v neuroepitelidlnich bunkach mozkovych komor. Avsak jiz v pozdnim prenatalnim obdobi
a nasledné v neonatalni periodé se jeho koncentrace velmi zvysi a produkce CBS probiha
predevsim v radidlnich gliovych burikach a astrocytech. U dospélych jedinci hodnoty enzymu
klesaji (Enokido et al. 2005; Kimura 2013). Produkce CBS v astrocytech muze byt podporena,
epidermalnim rdastovym faktorem (EGF), transformacnim rlastovym faktorem o (TGF-a)
a cyklickym adenosin monofosfatem (cCAMP) a také dexametazonem (Abe & Kimura 1996).

Bylo zjisténo, Ze i v hipokampu a v mozecku se CBS produkuje. V experimentech bylo
zpozorovano, ze mozkové homogenaty produkovaly sulfan, pokud byl pfitomny cystein
a pyridoxal-5‘-fosfat. Pokud doslo kinhibici CBS hydroxylaminem ¢i amino-oxyacetatem,
vedlo to ke snizeni produkce H,S. Pokud vsak byl pfitomny aktivator tohoto sulfan
produkujiciho enzymu (napfiklad S-adenosyl-L-methionin), byla produkce endogenniho
sulfanu vétsi (Abe & Kimura 1996). Sulfan ma pravé v hipokampu dulezitou roli.
Prestoze jeho vysoké koncentrace potlacuji synaptické odpovédi, fyziologické koncentrace H,S
usnadnuji vznik dlouhotrvajici potenciace v hipokampu (Abe & Kimura 1996). Sulfan je tudiz

povazovan za jeden z mozkovych neuromoduldtor(. Vyvoj mozku, a tim padem i produkce
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CBS, je spojen s puvodem jedince a s jeho genetickymi predky (Enokido et al. 2005; Kimura
2013). Na vyssi produkci CBS maiji také vliv reaktivni astrocyty (Kimura 2013).

V mozku zvySuji aktivitu CBS také napriklad elektrické stimuly, excitaéni
neurotransmitery, mezi které mlZeme zafadit receptory glutamatu, jako jsou
N-methyl-D-aspartat (NMDA) a a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionat (AMPA).
Meziproduktem metabolismu methioninu a zaroven hlavnim donorem methylovych skupin
je S-adenosyl-methionin (SAM) (Obr. ¢. 6), ktery patfi mezi allosterické aktivatory CBS
(Ogasawara et al. 2002). Zda se, Ze i pohlavni hormony maiji vliv na regulaci sulfanu v mozku,
protoZe aktivita CBS a uroven sulfanu v experimentech byly vys$si u mysSich samct nez u mysich
samic. Navic kastrace samc( mysi vedla ke snizeni produkce sulfanu (Ogasawara et al. 2002).
Také nitroprusid sodny, donor oxidu dusnatého, zvySuje in vitro aktivitu CBS v mozku.
Naopak samotny NO se m{zZe vdazat a inaktivovat CBS. Zajimavé je, Ze CO je mnohem ucinnéjsi
inhibitor CBS nez NO. Proto je zvaZzovana moznost, Zze CBS by mohl byt jednim z molekularnich
cill pro CO v mozku (Taoka & Banerjee 2001; Puranik et al. 2006).

CSE produkuje sulfan z cysteinu nebo homocysteinu. Za béznych podminek viak 70 %
H,S vznikd z cysteinu a zbylych 30 % pravé z homocysteinu. Pokud ale dojde ke zvySeni
koncentrace homocysteinu (napfiklad pfi homocysteinémii), je homocystein preferovanym
zdrojem pro vznik sulfanu (Chiku et al. 2009). CSE je produkovan v jatrech, ledvinach, aorté,
ileu, vratnicové 7zile, déloze, mozku, také v pankreatickych burfikach a v placenté
(Hosoki et al. 1997; Kaneko et al. 2006; Vitvitsky et al. 2006; Diwakar & Ravindranath 2007;
Patel et al. 2009). Ke zvySeni exprese CSE muzZe dojit za pfitomnosti donorl NO,
jako je S-nitroso-N-acetyl-penicillamine (SNAP), ¢i nitroprusid sodny (Zhao et al. 2001),
nicméné ucinky NO na CSE jsou stale diskutabilni (Chiku et al. 2009). Také bylo zjisténo,
Ze koncentrace CSE muzZe byt regulovana vapnikem/kalmodulinem (Yang et al. 2008).

3 MST spole¢né s CAT dokazi produkovat sulfan z cysteinu za pFitomnosti
o-ketoglutardtu (Cooper 1983; Kuo & Stipanuk 1983; Frendo & Wrdbel 1997).
3 MST je pfitomny v jatrech, ledvindch, srdci, plicich, brzliku, varlatech, aorté a v mozku
(Ogasawara & Tanabe 1994; Shibuya et al. 2009a; Shibuya et al. 2009b). Produkce sulfanu
katalyzovana 3 MST a CAT zcysteinu a oa-ketoglutardtu je tlumena kvlli kompetici

s aspartatem, coz? je preferovany substrat pro CAT (Kimura 2011).
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Obr. €. 12: MozZné cesty biosyntézy sulfanu pomoci sulfan produkujicich enzym. H,S - sulfan,
CBS - cystathionin B-syntdza, CSE - cystathionin y-lyaza, CAT - cystein aminotransferaza,

3 MST - 3-merkaptopyruvat sulfurtransferaza (zdroj: Gur et al. 2015)

Dalsi studie prokazaly, Ze hormony jsou také dualezitymi faktory v regulaci CBS a CSE
produkce. Yusuf et al. (2005) popsal, Ze u krys Ié€ba inzulinem znacné snizila biosyntézu
sulfanu ve slinivce bfisni a v jatrech. Tento jev doprovazelo také snizeni mRNA exprese CBS
a CSE (Yusuf et al. 2005). Dalsi studie potvrdily, Ze inzulin sniZzuje produkci a aktivitu CBS a CSE
v jatrech, zatimco glukagon nebo glukokortikoidy maji na CBS a CSE opacny efekt
(Jacobs et al. 1998; Dicker-Brown et al. 2001; Jacobs et al. 2001; Ratnam et al. 2002;
Schalinske 2003). Zhu et al. (2010) prokazal, ze dexametazon tlumi biosyntézu sulfanu a CSE
expresi vyvolanou lipopolysacharidy. Bucci et al. (2009) tvrdi, Ze testosteron v chlopnich aorty

silné podporuje produkci HS a zvysuje aktivitu CSE u krys.
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3.2.7 Funkce sulfanu v reprodukéni soustavé

Produkce sulfanu probiha takrka ve vSech tkanich v téle, proto se predpoklad3,
Ze ma néjaky vyznam i vreprodukénim systému, ackoliv se dfive myslelo, Ze ma H,S
v reprodukénim traktu pouze toxické ucinky, a to u obou pohlavi. Nicméné produkce sulfanu
sulfan produkujicimi enzymy a endogenni produkce H;S byla popsana jak vsamdim,
tak v samic¢im reprodukénim traktu u mnoha savcll (Sugiura et al. 2005; Liang et al. 2006;
d'Emmanuele di Villa Bianca et al. 2009; Patel et al. 2009; Srilatha et al. 2009). Tkan penisu
produkuje jak CSE, tak CBS (ten v trochu mensi mire) (Huang et al. 2012). CSE je lokalizovan
hlavné v Sertoliho burfikdch a v nedozralych spermiich (napfiklad ve spermatogonii),
zatimco CBS je produkovdn v Leydigovych a Sertoliho bunkach a také v zarodecnych bunkach,
z ¢ehoz plyne, Ze sulfan ma néjakou funkci i ve varlatech (QOi et al. 2001). Tkariové homogenaty
varlat dokazaly aktivné preménit L-cystein na H,S (d'Emmanuele di Villa Bianca et al. 2009;
Ghasemi et al. 2012). Také v hladkém svalstvu cév penisu byly na zdkladé imunoreaktivity
detekovany enzymy CSE i CBS (d'Emmanuele di Villa Bianca et al. 2011).
Imunoreaktivita pro CSE byla pozorovdna v hladkosvalovych burnkach kapilar penisu, v tepné
penisu i v perifernich nervech (d'Emmanuele di Villa Bianca et al. 2011). CBS je produkovan
hlavné v trabekularni svalové tkani (Zhu et al. 2011). V experimentu, kde se pracovalo
s homogenaty krysich tkani kaverndézniho télesa (CC, z lat. corpus cavernosum,), bylo
detekovano urcité mnoizstvi H,S, které se az 3,5x zvysilo po inkubaci s L-cysteinem, coz je
substrat pro CBS/CSE (d'Emmanuele di Villa Bianca et al. 2009). Ve srovnani s jinymi organy
byla produkce sulfanu v CC vyrazné vétsi. V lidské tkani CC inhibitory CSE nebo CBS znaéné
snizily produkci sulfanu jak enzymem CBS, tak CSE (d'Emmanuele di Villa Bianca et al. 2009).
Urcité koncentrace CSE i CBS byly nalezeny také ve varlatech potkan( (Sugiura et al. 2005).

Dale byly uacinky sulfanu zkoumdany v souvislosti s erektilni dysfunkci (ED).
Pro vyvolani a udrZeni erekce je nezbytné, aby panovala rovnovdha mezi vasodilatacnimi
a vasokonstrikénimi mechanismy. Lokalné je relaxace CC fizena neurogennim mechanismem,
ktery je zprostfedkovany NO-cyklickym guanosine monofosfatovym (cGMP) mechanismem
(Ilgnarro et al. 1990; Burnett et al. 1992; Toda et al. 2005; Feifer & Carrier 2008).
Neuromodulaéni Uc¢inek sulfanu na vaskularni CC zatim neni zcela objasnén, nicméné rlzné
studie poukazuji na nezadouci signaly mezi NO a H.S (Zhao & Wang 2002; Kubo et al. 2007),

které by mély byt predmétem dalSich vyzkumu. Sulfan muze pusobit jako mediator v lidském
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CC a ptimo ovliviiovat pravé erektilni dysfunkci (d'Emmanuele di Villa Bianca et al. 2009).
Usnadnéni erektilni funkce bylo jiz dfive popsano u kralikQ, krys a primatl (Srilatha et al. 2006;
Srilatha et al. 2007; d'Emmanuele di Villa Bianca et al. 2009). Bylo prokazano, Ze proerektilni
relaxacni ucinky H,S jsou zdvislé na koncentraci této molekuly (Srilatha et al. 2007).
Endogenni produkce sulfanu také zvySila vasorelaxacni ucinek nitroprusidu sodného
(donoru NO) (Zhao et al. 2001). Poddvani exogenniho sulfanu zvysilo eNOS
(endotelova NO-syntaza) a biologickou dostupnost NO (Kondo et al. 2013;
Polhemus et al. 2013). Sulfan m(Ze také ¢astecné ovlivnit vyslednou kaverndzni relaxaci
hladkého svalstva a erekci penisu. JeSté se vSak nevi, jaky vliv ma kooperace ¢i kompetice H,S
aNO, prestoze oba soucasné verektilni tkadni interaguji s proteiny v S-sulfhydrataci
a v S-nitrosylaci (Gur et al. 2015).

Varlata a spermie jsou pomérné nachylné na zanét a oxidativni stres. Pfestoze uz dfive
bylo znamo, Ze ma sulfan dullezitou funkci pfi zanétlivém procesu a oxidativnim stresu
jakozto signdlni molekula, o jeho roli v reprodukénim systému se vSak toho vi méné. V posledni
dobé ale existuji studie, které se vlivem sulfanu na reprodukéni systém zabyvaiji.
Wang et al. (2018) pracoval se skupinou subfertilnich a infertilnich jedincu, ktefi byli prevaziné
astenospermicti. U obou skupin byla zpozorovana snizena koncentrace H,S v semenné plazmé
a také utlumena exprese CBS ve spermiich. Pokud se do spermatu dodal exogenni sulfan,
zvysila se pohyblivost spermii u astenospermatickych jedincl. Snizena pohyblivost spermii
byla také pozorovana u zvifecich modell, u kterych dochdazelo k chybné expresi sulfanu
(napfiklad u diabetickych mysi, ¢i u mysi s deficitem CBS). Jejich vyzkum také poukazal
na to, Ze pokud dojde ke snizeni endogenni produkce sulfanu a CBS vlivem stresu, maze dojit
k poskozeni spermatogeneze a hematotestikularni bariéry. Dodavani exogenniho sulfanu
nebo nadprodukce CBS mulzZe zmirnit selhavani spermatogeneze. Vliv H,S je dan hlavné
Vysledky téchto védcl poukazuji na to, Ze H,S je dllezity pro udrzeni muiZské fertility
a pro ochranu funkce varlat.

Dalsi zkoumanou strukturou samciho pohlavniho Ustroji z hlediska sulfanu je prostata.
Bylo pozorovano, Ze stroma prostaty a jeho bunky vykazuji stfedni aZ vysoké hodnoty CSE,
naproti tomu v periferni ¢asti prostaty byly CBS a CSE tézko detekovany (Guo et al. 2012).
Gai et al. (2013) dale prokazali, Ze ve tkani prostaty se kromé CBS a CSE vyskytuje také 3 MPST

a ze CSE je produkovan mnohem vice nez druhé dva enzymy. Pokud doslo k zamezeni
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produkce CSE, byla produkce sulfanu ve tkani prostaty o 80 % niZsi, coZz znamena, Ze hlavnim
sulfan produkujicim enzymem prostaty je CSE (Liu et al. 2016). Z vysledkd experiment
vyplyva, Ze sulfan pUsobi proti rlistu rakovinnych bunék ve tkani prostaty (Zhao et al. 2014;
Duan et al. 2015).

Nékteré studie dokazuji, Ze CSE a CBS hraji vsamici reprodukci rdzné role.
V experimentech bylo dokdzano, Ze pfitomnost enzym( souvisi s lepsi plodnosti samic
(Watanabe et al. 1995). CBS je vSudyptitomné distribuovan ve vajecnicich, jeho nejsilngjsi
produkce je ve folikularnich bunkach ve vSech stadiich, neni vSak produkovan v oocytech
(Liang et al. 2006). Produkce enzymu také souvisi s estralnim cyklem samic, hmotnosti délohy,
s procentem prezivajicich plodd (Guzman et al. 2006). Exprese CBS ma vliv i na dozravani
oocytll (Liang et al. 2007). CBS i CSE byly rovnéz detekovany v reprodukénim traktu a v gestacni
tkani, coz zahrnuje tkan délohy, pochvy, placenty a plodovych oballl (Patel et al. 2009;
Srilatha et al. 2009). Vyzkumy v minulych letech prokazaly, Ze sulfan ma relaxacni Ucinky na
samc¢i reprodukéni trakt, ¢imZz oddaluje porod (Hayden et al. 1989; Sidhu et al. 2001;
Srilatha et al. 2009).

3.3 Imunocytochemicka metoda

Ukolem experimentd bylo dokdzani pfitomnosti CBS v kandich spermiich.
Podstatou experimentu byla imunocytochemickad metoda, kdy souéasti sekundarni protilatky
byla fluorescencni barva, ktera navazanim na primarni protildtku oznacila nalezeny antigen,
v naSem pripadé CBS.

Imunocytochemické metody pouZivaji protildtky k detekci antigenu v bunkach.
Principem metody je fixace proteinu (neboli antigenu) v burkach, navazani specifické
protilatky na antigen a nasledné vizualizace protilatky (BartGnkovd & Paulik 2005).
Primarni protilatky se obvykle ziskavaji na mysich nebo kralicich - v nasem pfipadé byla pouzita
primarni protilatka ziskana na kralicich. Produkce protilatek v laboratornich zviratech spociva
ve vpraveni antigenu do pokusného zvifete. Po opakovaném vpraveni dojde ke stimulaci
B-lymfocytll a k tvorbé protilatek, které se uvolni do krevniho obéhu. Dochazi ke stimulaci
raznych klond B-lymfocyt(, protoze urcity antigen ma rizné epitopy. Takto vzniklé protilatky
se nazyvaji polyklonalni (Horejsi & Bartlinkova 2009), tento typ protilatek byl pouZit i v nasem

experimentu. Po Uspésné imunizaci se zvifeti odebere sérum obsahujici tyto primarni
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protilatky. Primarni protilatka se vaze na antigen a zbytek protilatky je nasledné odstranén
pufrem (v nasich experimentech bylo k tomuto Ucelu pouZito PBS). Sekundarni protilatka
je ziskana rovnéz na nékterém ZivocCisSném druhu, v naSem pfipadé na kozach. Reaguje proti
imunoglobulinu tvlrce primarni protilatky, sekundarni protilatka pouZita v nasSem
experimentu byla tedy kozi proti krali¢imu imunoglobulinu. Sekundarni protilatka se vaze
na primarni protilatku v misté, kde se primdrni protilatka navazala na antigen, a je znacena
(v nasem pripadé fluorescencnim barvivem), takZe misto reakce Ize pozorovat na mikroskopu.
Tato metoda se nazyvd neptfimd, pokud by byla oznaéena primarni protildtka,
jednalo by se o metodu pfimou (Bartlrikova & Paulik 2005) (Obr. €. 13). Sekundarni protilatka
je nasledné také smyta pufrem. Ke znaceni protilatek se kromé fluorescencniho barviva
vyuziva enzym0 (napfiklad enzym alkalické fosfatdzy), nebo koloidni zlato. Pokud se jedna
o znaceni fluorescenénim barvivem, fluorofory jsou po ozareni svétlem schopny absorbovat
svétlo urcité vinové délky a nasledné vyzarovat svétlo o delsi vinové délce. Mezi fluorescencni
barviva patfi napfiklad cyanin, DAPI ¢&i  zeleny fluorescenéni protein  (GFP),
v nasich experimentech byla sekundarni protildtka konjugovdna s fluorescenénim barvivem
Alexa 488. Béhem této metody muze dojit k vazbé primdrni protilatky k jinym bilkovinam
a ke vzniku tzv. nespecifickych vazeb, z toho dlivodu je nutno tyto nespecifickd vazebna mista
vysytit. V naSich experimentech byl k tomuto uUcelu pouZit Super Block. Také sekundarni
protilatka se mlze vazat na nespecifické vazby, z tohoto dlivodu se vyuZiva kontrolnich vzorka,
na které neni aplikovana primarni protilatka, tudiz by nemélo dojit k navazani sekundarni
protilatky a sviceni fluorescencniho barviva v mikroskopu. Pokud kontrolni vzorky sviti, doslo
k navazani  sekundarni  protildatky  na nespecifické  vazby  (Alberts 1998;

Campbell & Reece 2006).

Direct Indirect
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@9, - 1
Q /N Pnmary Antibody

%
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Obr. €. 13: Pfima a nepfima metoda imunocytochemie (zdroj: Alberts 1998)
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4 Material a metody
4.1 Pouzité protilatky

V experimentu byla pouzita polyklondlni protildtka proti enzymu CBS

(ThermoFisher Scientific, USA). V Tab. €. Il jsou uvedeny jednotlivé parametry této protilatky.

Tab. €. lll: Parametry pouzité primarni protilatky
Primarni protilatka anti-CBS

Detaily produktu

Objem 100 pl

Hostitelsky organismus Kralik

Kategorie Polyklonalni

Imunogen KLH konjugovany synteticky peptid v oblasti

mezi 104.—133. aminokyselinou

Z N-koncové oblasti lidského CBS

Forma Kapalina
Koncentrace 0,5 mg/mL
Purifikace Protein A
Skladovaci pufr PBS
Obsahuje 0,09% azid sodny
Podminky skladovani -20°C, vyhnéte se cykllm
zmrazeni/rozmrazeni
Reaktivni druhy
Testované reaktivni druhy Clovék, mys

Aplikace a fredéni

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
Prttokova cytometrie (Flow) 1:10-1:50

(zdroj: ThermoFisher Scientific, USA)
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Jako sekundarni protilatka byla v pokusech pouzita kozi polyklonalni sekundarni

protilatka proti krali¢imu imunoglobulinu (anti-rabbit) konjugovana s Alexa Fluor 488

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

Tab. €. IV: Parametry pouzité sekundarni protilatky

Sekundarni protilatka - polyklonalni kozi anti-rabbit + Alexa Fluor 488

Objem

Hostitelsky organismus
Imunogen

Konjugat

Forma

Koncentrace

Purifikace

Skladovaci pufr
Obsahuje

Podminky skladovani
Testované reaktivni druhy
Prutokova cytometrie (Flow)

Imunofluorescence (IF)

Imunocytochemie (ICC)

4.2  Priprava vzork(

Detaily produktu
500 pl
Koza
Tézké a lehké retézce IgG
Alexa Fluor 488
Kapalina
2 mg/mL
provedena
PBS, pH 7,5
5 mM azidu sodného
- 4 °C, skladovat ve tmé
Reaktivni druhy
Kralik
Aplikace a redéni
1-10 pg/mL
4 pg/mL
4 pg/mlL
(zdroj: ThermoFisher Scientific, USA)

Spermie kancd byly ziskany z komercnich inseminacnich davek z Chovné stanice

PROAGRO NYMBURK a.s. od kancl plemene Landrace linie 9120. Tyto davky obsahovaly

komercni redidlo SUS. Motilita spermii byla 85 %, davka 80—100 ml a koncentrace spermii/ml

byla 5x107. Spermie byly uchovavany pfi teploté 17 °C. lhned po dovezeni davek byly odebrany

vzorky spermii a ty byly inkubovany v kapacitacnim médiu TL-HEPES-PVA. Spermie byly
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rozdéleny do skupin a kapacitovany v kapacita¢nim médiu po dobu 30 minut, 60 minut, 90
minut, 120 minut. Spermie byly kapacitovdny v nesuplementovaném médiu (kontrolni
skupina), v médiu s pridavkem donoru sulfanu (dichloromethane complex, SIGMA-ALDRICH
s.r.o, USA; 150 umol.I-1; experimentdlni skupina) a v médiu s pfidavkem samotného DMSO,
ktery byl pouZzit jako rozpoustédlo pfi fedéni donoru sulfanu (druha kontrolni skupina). Kromé
toho byly pfipraveny vzorky ejakulovanych spermii. Pfehled vzorkl je zndzornén v Tab. €. V.

Po kapacitaci byly spermie pouzity pro pfipravu preparata pro priikaz CBS.

Tab. €. V: Rlizné varianty vzork( pouZzité v experimentech

Ejakulované - -
30 min -
30 min Donor H,S
30 min DMSO
60 min =
60 min Donor H2S
60 min DMSO
Kapacitované
90 min -
90 min Donor H2S
90 min DMSO
120 min =
120 min Donor H2S
120 min DMSO

Vzorky byly dvakrat omyty ve fosfatovém pufru (PBS; Alpha Laboratories Ldt., Velka
Britanie) a supernatant byl odsan. Na podlozni sklicko bylo naneseno 20 pl suspenze spermii
v PBS a 50 ul vymraZzeného aceton : methanolu (LACH-NER s.r.o, Neratovice) v poméru 1 : 1.

Z kazdého vzorku bylo pfipraveno 5 sklicek. Po fixaci byly vzorky uchovavany pfi teploté 4 °C.
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4.3 Imunocytochemické stanoveni CBS

Vzorky byly oplachnuty v PBS a ponofeny do kyvety s vymrazenym acetonem na dobu
10 minut. Po desetiminutové inkubaci v acetonu byly vzorky opét oplachnuty v PBS a ndsledné
bylo na kontrolni i pokusné vzorky naneseno 150 ul Super Blocku (ThermoFisher Scientific,
USA), aby doslo k vyblokovani nespecifickych vazeb. VSechny vzorky byly nasledné inkubovany
v uzaviené vlihké komUrce po dobu 30 minut. Poté byly vzorky oplachnuty v PBS a inkubovany
s primarni protilatkou anti-CBS fedénou v poméru 1 : 50 s PBS (75 pl). Primarni protilatka byla
pfed pouZzitim uchovdvana v mrazaku. Inkubace probihala pfes noc pfi teploté 4 °C.

Poté byly vzorky oplachnuty v PBS a inkubovany se sekundarni protildtkou
konjugovanou s Alexa Fluor 488. Protilatka byla fedéna s PBS v poméru 1 : 300. Na vzorky bylo
naneseno 75 ul protilatky a inkubace probihala ve tmé pfi pokojové teploté 60 minut ve vihké
komdurce. Po skonceni inkubace byly vzorky oplachnuty v PBS a montovany do montovaciho
média Vectashieldu s DAPI (Vector Laboratories, USA).

Vzorky byly snimdny na konfokalnim mikroskopu (Zeiss LSM 800, Némecko)
pfi zvétSeni 630x a intenzita signdlu byla méfena analyzou obrazu NIS-Elements AR 4.30.01

64-bit (Nicon, Japonsko).
4.4  Statistické vyhodnoceni

Experiment byl tfikrdt zopakovdn. Z namérenych hodnot primérné intenzity signalu
pro kazdou spermii byly stanoveny priaméry a smérodatné odchylky pro kazdou pokusnou
skupinu. Rozdily mezi skupinami byly porovnany dvouvybérovym t-testem (Microsoft Excel)

pfi hladiné statistické vyznamnosti p<0,05.

36



5 Vysledky

Sulfan produkujici enzym cystathionin-B-syntaza (CBS) byl v kancich spermiich
sledovan imunocytochemickou metodou. Pfitomnost enzymu byla prokazana jak
v ejakulovanych, tak v kapacitovanych spermiich. Obr. ¢. 14 znazorfuje primérné hodnoty
intenzity CBS ve spermiich spolu se smérodatnymi odchylkami ziskané pomoci analyzy obrazu.
Z vysledkl je patrné, Ze nejvétsi primérna intenzita signalu byla namérena ve vzorcich
s ejakulovanymi  spermiemi  (EJ). Spermie kapacitované v kapacitacnim médiu
suplementovaném donorem sulfanu i v nesuplementovaném médiu dosahovaly signifikantné
nizSich primérnych intenzit nez ejakulované spermie (Obr. ¢. 15). Rozdily v priimérné intenzité
mezi obéma skupinami kapacitovanych spermii, tedy bez donoru sulfanu a s donorem sulfanu

nebyly signifikantni. Prilmérna intenzita jednotlivych skupin vzorkd je zobrazena na Obr. €. 16.
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Obr. ¢. 14: Primérna intenzita signalu CBS u ejakulovanych a kapacitovanych kancich spermii.
EJ - ejakulované spermie, KAP - kapacitované spermie, H2S - spermii kapacitované v médiu

s donorem sulfanu. Cisla u zkratek oznacuji dobu kapacitace
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Obr. €. 15: Prlmérna intenzita signdlu CBS u ejakulovanych (EJ) a vSech kapacitovanych (KAP)
kancich spermii. Primérna intenzita u KAP zahrnuje vSechny skupiny kapacitovanych

spermii.
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Obr. ¢. 16: Primérnd intenzita signalu CBS u kancich ejakulovanych spermii (EJ),
kapacitovanych spermii (KAP) a spermii kapacitovanych s pfidavkem donoru sulfanu (H2S)

A, B - staticky vyznamné rozdily pfitomnosti CBS v jednotlivych skupinach.
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CBS byla u spermii zjisténa zejména v biciku a s mensi intenzitou také v hlavicce.
intenzity signalu a tyto spermie byly z morfologického hlediska nejhorsi (Obr. ¢. 17-25).
Negativni vliv na morfologii kapacitovanych spermii méla i pfitomnost donoru sulfanu

(Obr. & 22-25).

Obr. €. 17 Intenzita signalu CBS v ejakulovanych kancich spermii, modfe chromatin (DAPI),

zelené CBS (Alexa Fluor 488). ZvétSeni 630x.
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Obr. €. 18: Intenzita signalu CBS v kancich spermiich po 30‘ kapacitace, modie chromatin

(DAPI), zelené CBS (Alexa Fluor 488). Zvétseni 630x.

Obr. ¢. 19: Intenzita signalu CBS v kancich spermiich po 60‘ kapacitace, modie chromatin

(DAPI), zelené CBS (Alexa Fluor 488). Zvétseni 630x.
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Obr. €. 20: Intenzita signdlu CBS v kancich spermiich po 90‘ kapacitace, modie chromatin

(DAPI), zelené CBS (Alexa Fluor 488). Zvétseni 630x.

Obr. ¢. 21: Intenzita signalu CBS v kancich spermiich po 120‘ kapacitace, modie chromatin

(DAPI), zelené CBS (Alexa Fluor 488). Zvétseni 630x.
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Obr. €. 22: Intenzita signalu CBS v kancich spermiich po 30 kapacitace s donorem H,S, modre

chromatin (DAPI), zelené CBS (Alexa Fluor 488). Zvétseni 630x.

Obr. ¢. 23: Intenzita signalu CBS v kancich spermiich po 60‘ kapacitace s donorem HS, modre

chromatin (DAPI), zelené CBS (Alexa Fluor 488). Zvétseni 630x.
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Obr. €. 24: Intenzita signalu CBS v kancich spermiich po 90 kapacitace s donorem H,S, modre

chromatin (DAPI), zelené CBS (Alexa Fluor 488). Zvétseni 630x.

Obr. €. 25: Intenzita signalu CBS v kancich spermiich po 120 kapacitace s donorem H,S, modre

chromatin (DAPI), zelené CBS (Alexa Fluor 488). Zvétseni 630x.
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6 Diskuze

Sulfan je z hlediska fizeni procestd probihajicich v Zivych burnkach velmi zajimava
molekula. Podle dosavadnich vysledkl vyzkumu se sulfan vyskytuje v fadé tkani, z ¢ehoz Ize
usuzovat, Ze jeho role pfi bunécéné signalizaci je znac¢na. Sulfan hraje vyznamnou roli napfiklad
v mozku, kardiovaskuldrnim systému, v travicim traktu, ale také v reprodukéni soustavé
(Reiffenstein & Roth 1992; Distrutti et al. 2006; Zhao et al. 2014; Duan et al. 2015), kde je
spojovany naptiklad s erektilni dysfunkci (d'Emmanuele di Villa Bianca et al. 2009).

V nasich experimentech jsme prokazali imunocytochemickou metodou v kancich
spermiich pfitomnost cystathionin-B-syntazy (CBS), enzymu, ktery je v bunkach za produkci
sulfanu zodpovédny. Tento enzym nebyl zatim v dostupné literature v kancich spermiich
popsan, i kdyz jeho exprese byla prokazana naptiklad v lidskych spermiich (Patel et al. 2009).

Z nasich vysledkl je zfejmé, Ze intenzita naméreného signalu je signifikantné rozdilna
u ejakulovanych a kapacitovanych spermii. Nejvyssi primérnad intenzita signalu byla namérena
v ejakulovanych spermiich. U spermii, které byly kapacitované v nesuplementovaném médiu
a v médiu suplementovaném donorem sulfanu, se intenzita signalu CBS postupné snizovala,
i kdyZz nebyl zjistén signifikantni rozdil v intenzité signdlu mezi spermiemi kapacitovanymi
bez donoru sulfanu a s donorem sulfanu. Je zfejmé, Ze délka kapacitace negativné ovlivnila
prezitelnost spermii. | kdyz Zhao et al. (2016) popsal ve své praci negativni efekt donoru
sulfanu na motilitu spermii, ndmi pozorovany negativni vliv délky kapacitace jde na vrub spise
prilis dlouhé dobé kapacitace. U kancl dochazi velmi ¢asto ke spontanni kapacitaci
ejakulovanych spermii. Protoze byly v experimentech vyuzity inseminacni davky, které mély
jiz malé procento spontanné kapacitovanych spermii, byla kratsi doba kapacitace vhodnéjsi.
Vysledky prezentované v této praci byly souéasti uceleného expreimentu, v ramci kterého byly
sledovany i parametry motility u kapacitovanych spermii po rlzné dobé kapacitace.
Pfi dlouhodobéjsi kapacitaci nad jednu hodinu byly namérené parametry motility vyrazné
horsi nez u spermii kapacitovanych 30 a 60 minut (vysledky nejsou soucasti této prace).

Na zakladé ziskanych vysledkll Ize predpokladat, Ze se sulfan uplatriuje jako signalni
molekula v kanéich spermiich a Ze pravdépodobné hraje roli v procesech spojenych
s kapacitaci spermii. Pro prikaz této domnénky je ale potreba dalSich experiment(. V dalsich
experimentech by bylo tfeba objasnit Ulohu sulfanu pfi fizeni pradbéhu kapacitace

a akrozomalni reakce kandcich spermii, stejné jako potencialni zapojeni sulfanu do prabéhu
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samotného oplozeni. Bylo by také zajimavé zaméfit vyzkum na produkci sulfanu z D-cysteinu,
protoze v dfivéjSich vyzkumech bylo dokdzdno, Ze se sulfan netvofi pouze z L-cysteinu, ale také
z D-cysteinu (Shibuya et al. 2013; Kimura 2014). Zajimavym namétem k dalSimu vyzkumu
je rovnéz vztah sulfanu k dalSim popsanym gasotransmiterim, NO a CO. Bylo prokazano,
Ze se tyto plynné signalni molekuly navzajem ovliviiuji a nékteré studie se dokonce domnivaji,
Zze CBS by mohl byt jednim z molekuldrnich cild pravé pro CO (Taoka & Banerjee 2001;
Puranik et al. 2006).
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7 Zaveér

V ejakulovanych i kapacitovanych kancich spermiich byla imunocytochemickou
metodou prokdzdna pritomnost sulfan produkujictho enzymu cystathionin B-syntazy (CBS).
V ejakulovanych spermiich byla intenzita naméreného signdlu signifikantné vyssi nez
ve spermiich kapacitovanych. S dobou kapacitace se intenzita signalu sniZzovala. Na zakladé
ziskanych vysledk( Ize predpokladat, Ze se sulfan uplatfiuje jako signalni molekula v kancich
spermiich a Ze pravdépodobné hraje roli v procesech spojenych s kapacitaci spermii.

Pro prikaz této domnénky je ale potfeba dalsSich experimenti
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