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Sulfan produkujici enzymy u kancich spermii béhem
kapacitace

Souhrn

Diplomova préace byla zacilena na problematiku sulfanu (H2S) jakozto plynné signalni
molekuly v savéim organismu. Intracelularné je sulfan syntetizovan enzymy
cystathionin-B-syntazou (CBS), cystathionin-y-lydzou (CSE) a 3-merkaptopyruvat
sulfurtransferazou (3-MST). H2S zajistuje celou fadu fyziologickych procesu V rtiznych
organovych soustavach a postupné se také odkryva jeho funkce v reprodukénim traktu,
nicméné o jeho exprimaci ve spermiich se zatim stdle mnoho nevi. Na zaklad¢ jiz diive
provedenych experimentil na Katedfe veterinarnich disciplin na Ceské zemé&dé&lské univerzité
Vv Praze byla prokazéna ptitomnost vySe uvedenych sulfan produkujicich enzymu v kanc¢ich
spermiich. Jelikoz béhem kapacitace spermii dochéazi k degradaci nékterych povrchovych
proteinl spermie, cilem prace bylo ovétit hypotézu, ze exprese sulfan produkujicich enzymi
se béhem kapacitace kancich spermii méni. Kan¢i spermie byly ziskdvany z komercéné
dostupnych insemina¢nich ddvek. Pomoci specifickych protilatek byla sledovana exprese
jednotlivych sulfan produkujicich enzymu (CBS, CSE, 3-MST) béhem kapacitace. K detekci
enzymi byla vyuZzita metoda Western blot a imunofluorescence s vyuzitim fluorescenéni
a konfokalni mikroskopie. Zména exprese enzymi béhem kapacitace byla prokdzana u CBS
a CSE. Zatimco exprese CBS se s prodluzujici se dobou kapacitace snizovala, u CSE doslo
ke snizeni. Zména exprese 3-MST Vv pribéhu kapacitace vSak prokazana nebyla.

Kli¢ova slova: spermie, sulfan, kapacitace, reprodukce



Sulphan-producing enzymes in boar sperm during
capacitation

Summary

This thesis was targeted at the issue of hydrogen sulfide (H2S) as a gaseous signal
molecule in the mammalian organism. H2S is intracellularly  synthesized
by cystathionine-p-synthase (CBS), cystathionine-y-lyase (CSE) and 3-mercaptopyruvate
sulfurtransferase (3-MST). H.S is part of many physiological processes in various organ
systems and gradually is being discovered its functions in the reproductive tract, however little
is known about its expression in sperm. Based on previously made experiments at Katedra
veterinarnich disciplin of Czech university of life sciences in Prague, the presence
of sulphan-producing enzymes was proved in boar sperm. As some sperm surface proteins are
degraded during sperm capacitation, the aim of this work was to verify the hypothesis that
the expression of these sulphan-producing enzymes is changing during the capacitation of boar
sperm. Boar sperm for experiments were obtained from commercially available insemination
doses. Using specific antibodies was monitored the expression of each sulphan-producing
enzyme (CBS, CSE, 3-MST) during capacitation. A Western blot and immunocytochemistry
method together with fluorescence and confocal microscopy was used to detect enzymes.
The change in enzyme expression during capacitation was confirmed in CBS and CSE. While
CBS expression decreased during capacitation, in CSE it was increasing. However, the change
in expression during capacitation was not confirmed in 3-MST.

Keywords: sperm, hydrogen sulfide, capacitation, reproduction
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1 Uvod

Oxid dusnaty (NO) a oxid uhelnaty (CO) jsou plynné signalni molekuly, které v organismu
zajist'uji bunécnou signalizaci. Mezi tyto signalni molekuly, téZ nazyvané jako gasotransmitery,
byl jiz v 90. letech minulého stoleti zafazen také sulfan (H.S), ktery byl do té doby povazovan
za toxickou latku. Nasledovalo mnoho studii zabyvajicich se sulfanem, jez objasnily
metabolismus a produkci sulfanu v organismu. Sulfan je v sav¢ich tkanich produkovan enzymy
cystathionin-B-syntazou (CBS), cystathionin-y-lydzou (CSE) a 3-merkaptopyruvat
sulfurtransferazou (3-MST) (Lowicka & Beltowski 2007).

Produkce H2S byla popsana v celé fad¢ tkani savci, v nichz ma sulfan svoji specifickou
funkci, a kde jeho nedostatek ¢i naopak nadbytek muze ovlivnit patogenezi nékterych
onemocnéni. Sulfan byl popsan napiiklad v nervovém systému, ve kterém je jednou z jeho
hlavnich funkci ochrana neuronti pied oxida¢nim stresem. Nedostate¢na koncentrace H2S byla
pozorovéna napiiklad u pacientli z Alzheimerovou ¢i Huntingtonovou chorobou, coz poukazuje
na mozné terapeutické vyuziti sulfanu (Eto et al. 2002; Whiteman et al. 2004). Dalsi organovou
soustavou, kde HzS pusobi, je kardiovaskularni systém, ve kterém sulfan snizuje krevni tlak,
podporuje angiogenezi, zabraiuje vzniku aterosklerdzy a chrani srdce pted infarktem. Svou roli
hraje HoS i Vv gastrointestinalnim traktu, vyskytuje se téz v ledvinach, jatrech ¢i burkach
pankreatu (Lowicka & Bettowski 2007). V neposledni fad¢ je tieba zminit i jeho expresi
v plicich, sulfan je totiz nyni diskutovan jako mozny terapeuticky prosttedek pii 1écbé
onemocnéni Covid-19 (Yang 2020).

Nedavné studie potvrdily pfitomnost sulfanu také v reprodukénim traktu, i zde je sulfan
soucasti mnoha fyziologickych procest. NejzajimavéjSim zjisténim je bezpochyby fakt, Zze HoS
napomaha erekci penisu, vyskytuje se vSak i u samic, a to v déloze, placenté, ale 1 v samotnych
oocytech (Srilatha et al. 2006; Srilatha et al. 2009; Krejcova et al. 2015). Wang et al. (2018)
experimentiim provedenych na Katedfe veterinarnich disciplin na Ceské zemédélské univerzité
Vv Praze byly sulfan produkujici enzymy potvrzeny 1 u kancich spermii. Proto byla tato prace
zacilena na zjiSténi, zda se koncentrace téchto enzymi méni béhem kapacitace kancich spermii.



2 Védecka hypotéza a cile prace
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vyskytuji v kan¢ich spermiich, byla stanovena hypotéza, ze exprese téchto enzymi
se v pribé¢hu kapacitace kancich spermii méni. Cilem prace tedy bylo shrnout soucasné
poznatky o sulfanu a sulfan produkujicich enzymech se zaméfenim na reproduk¢ni systém
a oveéieni stanovené hypotézy. Pro ovéfeni hypotézy byla k detekci enzyma produkujicich
sulfan vyuzita metoda imunofluorescence a Western blot.



3 Prehled literatury
3.1 Vznik a zrani spermie

Spermie jsou samci pohlavni buiniky vznikajici VvV semenotvornych kandlcich varlete
procesem zvanym spermatogeneze, jenz v sobé zahrnuje dveé vyvojové etapy. Prvni etapou je
spermatocytogeneze, béhem které vznikaji mnozenim a diferenciaci ze spermatogonii haploidni
spermatidy. Nasleduje spermatohistogeneze, kdy dochazi K prestavbé spermatidy ve zralou
spermii s bi¢ikem. Tato spermie je transportovana do nadvarlete, kde dochazi k epididymalni
maturaci. Vysledkem je zrala pohybliva spermie, ktera mize podstoupit kapacitaci a nasledné
akrozomovou reakci v sami¢im reprodukénim traktu. Takovato spermie je poté schopna
oplozeni.

3.1.1 Spermatocytogeneze

Spermatocytogeneze se odehrdva ve stoCenych semenotvornych kanalcich varlete
a probiha po celou dobu pohlavni aktivity samce ve form¢ tzv. spermatogenetickych vin. Cely
proces lze rozdélit na tii periody — periodu mnozeni, ristu a zrani (viz Obr. ¢. 1).

Perioda mnozeni je charakteristickd ekva¢nim mitotickym délenim kmenovych bunék
(spermatogonii A). Tato bunka se rozd¢€li na dveé nestejné velké dcefiné buiky. Ta vétsi a vice
podobnd mateiské buiice ziistdva v latentnim staddiu, ta druhd se opctovné nékolikrat deli
a vysledkem jsou spermatogonie typu B. Faze mnoZeni kon¢i rozd€lenim spermatogonie
typu B, ¢imz vznikne primarni spermatocyt, jenz vstupuje do dalsi faze (Russell et al. 1993).

Perioda ristu je typicka tim, ze spermatocyt 1. fadu zvétSuje svlj objem. Jde o pomérné
dlouhé obdobi, které zahrnuje meiotickou profazi 1. Tato profaze je zna¢né delSi nez profaze
u bézné mitdzy, DNA se jednou replikuje a chromozomy se pouze jednou rozstépi (Meistrich
& van Beek 1993).

Nasleduje perioda zrani, kterd je charakteristickd dvéma po sobé jdoucimi zracimi
délenimi. Pfi prvnim zracim déleni dojde k dokonéeni prvniho redukéniho déleni, kdy
ze spermatocytu 1. fadu vzniknou dva spermatocyty 2. fadu. Sekundéarni spermatocyt ma jiz
vjadife pouze haploidni pocet chromozomi. Ve spermatocytech 2. fadu nedochazi
k rekonstrukci jadra, nasleduje interkineze a druhé zraci déleni (Kittnar 2011). Toto déleni ma
charakter b&zné mitézy a probiha podstatné rychleji nez prvni déleni. Kazdy sekundarni
spermatocyt se d€li na dvé spermatidy, které maji taktéz haploidni pocet chromozomtl,
navzajem se vSak od sebe li§i typem heterochromozomu. Jedna spermatida obsahuje
heterochromozom X a druha Y (Russell et al. 1993; Phillips et al. 2010).

Béhem spermatocytogeneze dochazi k posunu jednotlivych stadii  k lumen
semenotvornych kanalk, takze vzhledem k ¢asovému rozdilu zacatku jednotlivych period

se v semenotvorném kanalku nachazi celkem ctyfi bunécné generace nad sebou (de Rooij
2017).
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Meiéza l Meioza Il Spermatohistogeneze

Obrazek ¢. 1 - Jednotlivé kroky spermatogeneze. 1 - spermatogonie, 2 - spermatocyt prvniho
fadu, 3 - spermatocyt druhého fadu, 4 - spermatida, 5 - spermie (Foster 2018).

3.1.2 Spermatohistogeneze

Spermatohistogeneze je proces, pii kterém se spermatidy preméfuji na zralé pohlavni
buiiky opatfené bicikem (viz Obr. €. 2). Tento d€j se odehrava ve vybézcich Sertoliho bunck
alze jej rozdélit na Ctyfi stadia — Golgiho stadium, stadium akrozomové Cepicky, stadium
kaudalni manzety a stadium zrani. Béhem téchto stadii dochdzi k vyraznym cytologickym
zménam. Celd bunka se protahuje, jadro se posouva kapikalnimu pélu bunky a tvofi
tak hlavicku spermie. V Golgiho aparatu se zacinaji hromadit proakrozomova granula, ktera
nasledné splyvaji a vytvaii akrozomovy vacek, jenz se presouva k predni ¢asti hlaviéky spermie
a pretahne se pres ni jako Cepicka. Kolem distalniho polu jadra se seskupuji mikrotubuly
vytvafejici kaudalni manzetu. Centrioly se pfesouvaji k zadnimu pélu hlavicky a davaji vznik
kréku a osovému vlaknu biciku spermie. Piebyte¢na cytoplazma je vyloucena a fagocytovana
Sertoliho bunkami (Bettegowda & Wilkinson 2010).

Takto metamorfované spermie se uvoliuji z vybézkia Sertoliho bunék a postupuji z lumen
semenotvornych kanalkit do vyvodnych cest varlete. Poté jsou transportovany do nadvarlete,
ve kterém dochazi k epididymalni maturaci, ktera je nutna pro proces oplozeni (Meistrich &
van Beek 1993).

11
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Obrazek ¢. 2 - Jednotlivé kroky spermatohistogeneze (1-7). Proces pfemény kulaté
spermatidy na spermii s bi¢ikem. (Cummings 2004)

3.1.3 Morfologie spermie

Eddy a O'Brien (1994) rozlisuji z hlediska morfologie dvé hlavni ¢asti spermie —hlavicku
a bicik, které jsou navzajem propojeny spojovacim oddilem (viz Obr. €. 3). Soucasti hlavi¢ky
je jadro, akrozom, cytoskeletarni struktury a malé mnozstvi cytoplazmy. Bicik je rozdélen
celkem na tfi ¢asti — stfedni, hlavni a koncovou.

Velikost hlavicky se pohybuje V rozmezi 5-10 um. Jeji tvar se u rtiznych savéich druhi
velmi 1i$i, coz souvisi s uspotadanim jadra, akrozomu a cytoskeletarnich ¢astic. Morfologicky
1ze rozlisit dva zakladni tvary hlavi¢ek — falciformni a ovalné (viz Obr. ¢. 4). VéEtSina saveich
spermii ma ovalny tvar hlavicky sesymetrickym jadrem aakrozomem zplo§ténym
Vv pfedozadni ose spermie. Naproti tomu falciformni, nebo také hackovity typ hlavicky lze
pozorovat u mys$i a nékterych dalSich hlodavci. U takovychto spermii akrozom piekryva
konvexni okraj jadra (Eddy & O'Brien 1994).

12
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Obrazek ¢. 3 - Morfologické ¢asti spermie. Hlavicka spermie je k bi¢iku pfipojena
spojovacim oddilem. Bi¢ik je rozd€len na tfi ¢asti — stfedni, hlavni a koncovou. Stfedni ¢ast

obsahuje mitochondridlni pochvu, zatimco soucasti hlavni casti je vldknitd pochva. Podélné
a pticné fezy hlavni ¢asti jsou oznaceny Sipkami (Eddy & O'Brien 1994).

Jadro zaujima velkou ¢ast prostoru v hlavicce spermie a obsahuje vysoce kondenzovany
chromatin, jehoz objem je podstatné mensi nez u klasické somatické bunky. Nejvice
zastoupenymi proteiny v jadfe jsou protaminy, relativné malé aminokyseliny bohaté na arginin
a cystein (Hecht 1999). Tyto bilkoviny jsou dileZité pro stabilizaci chromatinu uvniti jadra,
protoze obsahuji disulfidické mustky mezi protaminy na sousednich fetézcich DNA (Cosman
et al., 1999). Dalsi proteiny zastoupené v jadfe jsou histony, které se podileji na usporadani
DNA, protoze jsou nezbytné pro vytvoreni nukleozomu (Tanphaichitr et al. 1978). Uvnitf jadra
se dale nachazi jadérko a jaderna lamina, coZ je sit’ intermedidlnich filament tvofici kostru jadra
(karyoskeleton) (Krohne & Benavente 1986). Celé jadro je obaleno vnitini a vnéjsi jadernou
membranou, Ve které jsou pory tvofené nukleoporiny. Tyto pory slouZi ke komunikaci mezi

cytoplazmou a jadrem (Eddy & O'Brien 1994).
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Obrazek ¢. 4 - Morfologické tvary hlavicek spermii a jejich hlavni ¢asti. Hlavicka spermie
se rozdéluje na akrozomdlni a postakrozomélni segment. Akrozomalni oblast hlavicky
falciformni spermie ma ve srovnani s ovalnou spermii relativné malou akrozomovou ¢epicku,
ekvatorialni segment je vSak zna¢né vétsi. Postakrozomalni oblast je ta ¢ast hlavicky spermie,
kterd neni pokryta akrozomem. Posterior ring definuje hranici mezi postakrozomalnim
segmentem a spojovacim oddilem (Eddy & O'Brien 1994).

Cytoskelet hlavicky spermie se nachazi ve tiech oblastech. Popisuje se subakrozomovy
(Yanagimachi & Noda 1970), postakrozomovy a para-akrozomovy segment, jenz je typicky
pro falciformni tvar hlavicky (Olson & Winfrey 1985). Pro cytoskelet hlavicky spermie jsou
charakteristické proteiny tubulin, aktin a spektrin (Kann et al. 1991; de Lourdes Juarez-
Mosqueda & Mujica 1999). Hlavni funkci téchto cytoskeletarnich struktur je udrzovani tvaru
hlavicky (Yanagimachi & Noda 1970) a pomoc pfi pruniku do vajicka pii oplozeni (Czaker
1985).

Akrozom je bunééna organela typickd pouze pro spermii, kterd obsahuje enzymy
nezbytné pro prinik spermie do vajicka a vznik4 v priibéhu spermatogeneze z Golgiho aparatu.
KdyZ se saméi pohlavni bunka nachazi ve fazi rané spermatidy, Golgiho komplex, ktery
se sestava ze zploStélych cisteren a vezikulG riznych velikosti, znacné prominuje. Prvni
vyraznou pozorovatelnou morfologickou zménou je hypertrofie Golgiho aparatu nasledovana
zvySenim poctu a velikosti oddélujicich se vezikull. V této fazi vyvoje spermatidy obklopuji
jadro mikrovezikuly a nékolik mitochondrii. Malé vezikuly splyvaji, coz vede ke vzniku
makrovezikulu, ktery je téz znamy jako proakrozomalni vacek a ktery se pripojuje k jaderné
membrané spermatidy. Po této fazi néasleduje postupné zplostovani proakrozomalniho vacku,
¢imz se vytvofi akrozomovy vacek. Také dochazi k prodluzovani spermatidy a samotného
jadra, proto se 1 akrozomovy vacek rozsifuje tak, aby pokryl predni ¢ast jadra spermatidy. Timto
je vyvoj akrozomu dokoncen (Olukole et al. 2018).

Akrozom je membranou uzavieny vacek, ktery obklopuje jadro v pfedni ¢asti hlavicky.
Vnéjsi jadernou membranu prekryva vnitini akrozomova membrana, na kterou navazuje vnéjsi
akrozomalni membrana leZici blizko vnitiniho povrchu plazmatické membrany (viz Obr. €. 5).

14



Eddy a O'Brien (1994) rozd€luji akrozom na dva segmenty — akrozomalni cepicku
a ekvatoridlni segment. Soucasti akrozomdlni Cepicky jsou molekuly, jez jsou potieba pro
primarni vazbu na zona pellucida. Béhem akrozomové reakce vnéjsi akrozomova membrana
a plazmaticka membrana flazuji a tim je vétSina obsahu akrozomu uvolnéna. Vnitini
akrozomova membrana a ekvatoridlni ¢ast u vétSiny druht pfetrvavaji az do fuze spermie
s vajiCkem, obsahuji totiz molekuly nutné pro sekundarni vazbu spermie na zona pellucida
(Fawcett 1970). Kone¢ny tvar akrozomu mize byt ovlivnén cytoskeletarnimi prvky
obsazenymi v cytoplazmé spermatid ¢i Sertoliho bun¢k (Olson & Winfrey 1985) nebo jadrem
(Furukawa & Hotta 1993). U nékterych druhti vSak mize probihat diferenciace akrozomu
I mnohem pozdé¢ji, naptiklad az v distalni ¢asti nadvarlete (Russell 1984). Konceny tvar je také
samoziejme ovlivnén genetickymi faktory.

Plasmaticka
membraina
Vnéjsi
Akrosom. akrosomovi
— Sepicka membraina
Vnitini
akrosomova
membrana
Akrosom Jadernd
membraina
: Jadro
Ekvatoridlni [ Subakrosom.
L material
segment j
§ Postakrosom.
Postakrosom. E lamina
region 3

Obrazek €. 5 - Jednotlivé ¢asti akrozomu. Akrozom se skladé z oblasti akrozomové Cepicky
a ekvatoridlniho segmentu. Jeho soucasti jsou dvé membrany — vnitini a vnéjsi akrozomova
membrana, mezi nimiZ se nachdzi akrozomova matrix, jeZ obsahuje hydrolytické enzymy
(Eddy & O'Brien 1994).

V matrix akrozomu je pfitomno mnoho enzymu (viz Tab. 1). Nachazi se zde kyselé
hydrolazy, které se bézné vyskytuji v lysozomech, a dal$i enzymy specifické pro spermatogenni
buiiky. Nejznadméj$im enzymem je akrozin, ktery se v akrozomu nachézi v neaktivni forme jako
proakrozin, a to hlavné v pfednim segmentu akrozomu (Garner & Easton 1977), nicméné byl
také detekovan ve vnitini akrozomalni membrané (Green & Hockaday 1978). Akrozin je
zodpovédny za Stépeni zona pellucida. Mezi dalsi hydrolytické enzymy akrozomu patii
naptiklad hyaluronidaza (Zaneveld et al. 1973), neuraminidaza (Srivastava & Abou-Issa 1977),
kysela fosfataza (Gonzales & Meizel 1973), kolagenaza (Koren & Milkovic 1973), esteraza
(Bryan & Unnithan 1972), fosfolipaza A (Meizel 1984) a C (Ribbes et al. 1987) a mnoho
dalsich. Bé&hem akrozomové reakce se obsah akrozomu véapnikem zprostfedkovanou
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exocytozou uvoliuje. Po uvolnéni a aktivaci akrozomalnich enzymu dojde k penetraci zona
pellucida obklopujici oocyt (Beyler & Zaneveld 1982).

Tabulka 1 — Enzymy nachazejici se v akrozomu spermie

Enzymy akrozomu

Enzym Zdroj
Hyaluronidaza (Zaneveld et al. 1973)
Neuraminidaza (Srivastava & Abou-Issa 1977)

B-N-Acetylglukosaminidaza (Stambaugh & Buckley 1970)
B-D-Galaktosidaza (Majumder & Turkington 1974)
Arylsulfataza (Koren & Milkovic 1973)
Arylaminidéza (Meizel & Cotham 1972)
Proakrosin/Akrosin (Polakoski & Parrish 1977)
Kathepsin D (Erickson & Martin 1974)
Kathepsin L (Haraguchi et al. 2003)
Kalpain (Schollmeyer 1986)
Kolagenaza (Koren & Milkovic 1973)
Fosfataza (Gonzales & Meizel 1973)
Fosfolipaza A (Meizel 1984)
Fosfolipaza C (Ribbes et al. 1987)
Esteraza (Bryan & Unnithan 1972)

Bicik spermie lze rozdé€lit na Ctyfi ¢asti — spojovaci (kréek), stiedni, hlavni a koncovou.
Kréek spojuje hlavicku a bi¢ik spermie a je tvofen dvéma za sebou uspotfadanymi
centrioly - proximalnim a distalnim. Hlavni strukturou bi¢iku je axonema, mitochondrialni
pochva, vnéjsi husta vldkna a vlédknita pochva (viz Obr. €. 6). Axonema se tahne celym bicikem
a skladdd se ze dvou centralnich tubulG obklopenych deviti mikrotubularnimi dublety.
K axonem¢é ptiléhaji vnéjsi husta vlakna sahajici od spojovaci ¢asti biciku po konec hlavni Casti.
Charakteristickym rysem stfedniho segmentu je mitochondrialni pochva, ktera je tvofena
spirdlovité seskupenymi mitochondriemi. Diky tomuto mitochondridlnimu aparatu je
produkovana energie ve formé ATP a spermie se tak mohou pohybovat. Vnéjsi hustd vlakna
v hlavnim segmentu obklopuje vlaknita pochva, ktera reguluje pohyby biciku a jejiz soucasti
jsou enzymy potiebné pro glykolyzu (Oura 1971; Zamboni & Stefanini 1971), mitochondrialni
pochva se zde nenachézi. Koncova ¢ast je tvofena pouze centralnim parem mikrotubuld, jenz
jsou obalené plazmatickou membranou. Bi¢ik poskytuje pohybovou silu potiebnou pro
dosaZeni povrchu vajicka a oplozeni. Rlzné prvky bi¢iku generuji a tvaruji viny ohybu, viny
se siti od hlavniho po koncovy oddil (Baccetti 1984).
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Obrazek ¢. 6 - Spojovaci usek spermie. Spojovaci tUsek slouzi k ptipojeni hlavic¢ky a bic¢iku
spermie. Na obrdzku jsou patrné také mitochondrie tvofici mitochondrialni pochvu kolem

sttedniho useku, vnéjsi husta vldkna vinouci se az po konec hlavniho tiseku a axonema, ktera
se nachazi v celé délce bic¢iku (Woolley & Fawcett 1973).

Na povrchu celé spermie se nachazi plazmaticka membrana, ktera je tvorena lipidovou
dvojvrstvou. Soucasti lipidové dvojvrstvy jsou hlavné fosfolipidy, ale i cholesterol, glykolipidy
¢1 sfingolipidy. Timto uspofaddnim je zajiSténa nejen samozacelovaci funkce, ale také
tzv. fluidita membrany, kdy se jednotlivé komponenty v membrané pieskupuji. Fluidita
membrany je tim vysSi, ¢im je vyS$si teplota, kratSi fet€ézec mastnych kyselin, vyS$si pocet
nenasycenych fetézci mastnych kyselin nebo naopak mensi mnozstvi cholesterolu
Vv membrané. DalSi komponentou jsou membranové proteiny ¢i glykoproteiny, které funguji
jako prenaSece, receptory, spojniky ¢i jako enzymy. Proteiny mohou byt na membranu
ptipojeny bud’ periferné, nebo mohou byt transmembranové (Eddy & O'Brien 1994).

Plazmaticka membrana spermie se déli do regionalnich domén lisicich se slozenim
a funkci (Koehler 1978). Hlavnimi zoénami plazmatické membrany na hlavic¢ce spermie jsou
akrozomalni a postakrozomalni oblast. Plazmatickou membranu akrozomalni oblasti 1ze
rozdélit na doménu apikalniho, hlavniho a ekvatorialniho segmentu (Bearer & Friend 1990).
Postakrozomalni oblast zahrnuje plazmatickou membranu mezi zadni C€asti akrozomu
a spojovacim tusekem. Plazmatickd membrana bi¢iku se rozd€luje na doménu stiedniho,
hlavniho a koncového segmentu (Eddy & O'Brien 1994). Vétsina domén na povrchu spermie
je pravdépodobné vytvofena béhem spermatogeneze, spermie vSak béhem zrani v nadvarleti
prochazi dal§imi povrchovymi zménami, a tak nékteré domény ziskavaji svoji konecnou
podobu az po prichodu nadvarletem. Béhem ruznych fazi fertilizace jsou komponenty
plazmatické membrany jednotlivych domén ztraceny, ménény, pieskupovany ¢i nahrazovany
(Hunnicutt et al. 1997).

17



3.1.4 Epididymalni maturace

Po prob¢hlé spermatogenezi ve varlatech obsahuji spermie vSechny organely, které
potfebuji, nicméné stale nejsou schopné se pohybovat a oplodnit vajicko. Aby spermie ziskaly
schopnost oplozeni, je tfeba, aby probéhla epididymalni maturace. Nadvarle (epididymis) Ize
rozdélit do tfech anatomickych segmentti — hlava (caput), télo (corpus) a ocas (cauda), na ktery
navazuje chamovod. Kazda tato ¢ast vykazuje rozdilnou expresi genli a udrzuje odlisné
koncentrace ionti, které jsou nezbytné pro zrani spermii (Gervasi & Visconti 2017).

Béhem zrani spermie v nadvarleti dochdzi ke zménam ve slozeni proteind, lipidd
I sacharidd na plazmatické membrané. Membranové proteiny a glykoproteiny pochézejici
z varlat (testes) méni svoje rozmisténi, nékteré proteiny jsou navic upravovany, maskovany
¢i nahrazeny novymi proteiny pochazejicimi zepididymu (Tecle & Gagneux 2015).
Membranové lipidy spermie méni své fyzikalni a chemické vlastnosti a roste zaporny naboj
na povrchu spermie. Dochazi také ke zménam fluidity membrany, a to diky cholesterolu, jenz
se zabudovava do plazmatické membrany spermie a tim ji stabilizuje (Jones 2002; Saez et al.
2010). Dale se vytvati receptory pro interakci spermii s vajickem a zvySuji se lektin vazajici
schopnosti membrany (Srivastava & Olson 1991).

V nadvarleti se exprimuje znacné mnozstvi proteind, nékteré z nich se mohou véazat
na spermie nebo mohou byt pouze soucasti jejich matura¢niho prostiedi (viz Obr. ¢. 7). Nékteré
z téchto proteini se podileji na vyvoji funkci spermie, jako je napiiklad rozvoj motility (Murta
et al. 2016), nebo podpora kapacitace (Krapf et al. 2012) a akrozomové reakce spermie (Joshi
et al. 2013). Dale se ucastni vazby spermie na zona pellucida a na samotné fuzi gamet (Frenette
& Sullivan 2001). Mohou byt proteinazovymi inhibitory nebo naopak enzymy, maji
antibakteridlni U¢inky ¢i vazou cholesterol. Nékteré proteiny mohou byt do spermie
zabudovany pomoci epididymosomu, coz jsou extracelularni vezikuly tvofené v nadvarleti.
Tyto vacky se oddéluji od epididymalnich buné€k a pfenasi proteiny do plazmatické membrany
spermie pomoci fuze (Sullivan & Saez 2013; Belleannée 2015; Sharma et al. 2016).

V nadvalerti dale dochazi k degradaci poskozenych ¢i starych spermii prostfednictvim
aktivity ubiquitin-proteasomového systému, ktery pomoci specifickych enzymi degraduje
potiebné proteiny. Tento systém se vyuziva také pro ,,opracovani‘ proteinil na povrchu spermie,
nékteré proteiny totiz spermie pii pruchodu nadvarletem ztraci (Sutovsky et al. 2001).

V neposledni tfadé¢ bylo prokdzdno, zZe epididymalni maturace je spojena
I S posttranslaénimi zménami proteint, vcetné fosforylace a oxidace thiolovych skupin.
Predpoklada se, ze béhem zrani spermii se oxidaci proteinovych thiolovych skupin a tvorbou
disulfidickych mustka postupné stabilizuje struktura napft. jadra nebo bic¢iku spermii. Tato
stabilizace proteinli ma pravdépodobné dulezitou funkci souvisejici s naslednym ziskanim
motility (Bedford & Calvin 1974a; Bedford & Calvin 1974b).
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Obrazek ¢. 7 - Epididymalni maturace. Pii prichodu nadvarletem dochézi epitelialnimi
bunikami nadvarlete k sekreci rtiznych proteinti, které plsobi jako maturacni prostiedi
pro spermie ¢i se na spermie ptimo vazou (Diao et al. 2014).

3.1.5 Kapacitace

Po prichodu spermie nadvarletem dochazi k ejakulaci, pti které se spermie dostanou
do prosttedi semenné plazmy vyprodukované pridatnymi pohlavnimi zlazami. Tato frakce
obsahuje rizné elementy, které zajiStuji vyzivu spermie a jeji ochranu, upravuji prostredi
v sami¢im pohlavnim traktu a také jsou ptirozenym fedidlem (Garcia et al. 2006; Caballero et
al. 2008). Krom¢ nejruznéjsich iontt ¢i sacharidti obsahuji i velké mnozstvi proteint, které
se stejn¢ jako v epididymalni tekutin¢ zabudovavaji do plazmatické membrény a do jisté miry
meéni jeji charakter. Tyto proteiny tvofi ochranny obal kolem spermie a chrani receptory
nezbytné pro vazbu na zona pellucida, jde o tzv. dekapacita¢ni faktory. Plazmatickd membrana
se dale diky integraci lipoproteini vice stabilizuje (Greube et al. 2004; Ekhlasi-Hundrieser et
al. 2005). Dale dochazi ke zvyseni schopnosti vazat lektiny, coz umoziuje spermiim tvorbu
oviduktalniho rezervoaru. Nékteré proteiny semenné plazmy hraji roli pfi primarni vazbé
na zona pellucida (Calvete et al. 1997). VSechny komponenty semenné plazmy jsou dilezité
pro to, aby spravné prob¢hla kapacitace, akrozomalni reakce a spermie uspésné penetrovala
do vajicka (Topfer-Petersen et al. 2005).

Kapacitace je proces, pii kterém spermie projde fadou fyziologickych a biochemickych
zmén, diky kterym je umoznéna akrozomova reakce. Kapacitace je zahajena ve chvili, kdy
spermie v uréitém c¢asovém useku pomoci chemotaxe a termotaxe doputuje pies samici
reprodukéni trakt az do vejcovodu, konkrétné do jeho isthmu, kde se tvoii tzv. oviduktalni
rezervoar. Jeho vytvofeni je umoznéno protein-sacharidovou vazbou mezi plazmatickou
membranou spermie a epitelem oviduktalnich bun€k. Tvorba oviduktalniho rezervoaru
je nezbytna. Diky tomuto mechanismu je zajisténa synchronizace doby maturace spermii
s ovulaci oocytu i S naslednou dobou oplozeni. Kromé toho jsou zde selektovany nejschopnéjsi
spermie a prodluzuje se i jejich fertiliza¢ni schopnost. Navic jde o misto uréené ke kapacitaci
spermii, bez které by nemohla prob&éhnout akrozomova reakce (Gangwar & Atreja 2015).

Pocatecni faze kapacitace je pomala, zaCind odstranénim cholesterolu z plazmatické
membrany spermie, coz zvySuje fluiditu membrany a snizuje pomér cholesterolu vici

19



fosfolipidim. Cholesterol je z membrany spermie odstranén vazbou na hydrofobni oblast
albuminu (Boerke et al. 2013).

| bikarbonat piasobici jako pufr ma v pribéhu kapacitace svoji specifickou funkci (viz
Obr. ¢. 8). Bylo prokazano, Ze epididymalni tekutina ma ve srovnani se samic¢im reproduk¢énim
traktem niz8i koncentrace hydrogenuhli¢itanovych iontd (HCOz3"). Karbonicka anhydraza IV
ukotvena v plazmatické membrané transformuje oxid uhlic¢ity (CO.) pfitomny v sami¢im
reprodukénim traktu na hydrogenuhli¢itanovy ion (Wandernoth et al. 2010). Galantino-Homer
et al. (2004) prokazal, ze pii inkubaci byciho spermatu s vys$simi koncentracemi CO> byla
indukovana kapacitace a tyrosinova fosforylace. Bikarbonat také indukuje redistribuci
cholesterolu do apikalni ¢asti spermie a podporuje promichani fosfolipidd mezi vnéjsi a vnitini
vrstvou plazmatické membrany. Timto zpisobem usnadituje albuminem zprostiedkovanou
extrakci cholesterolu (Gadella & van Gestel 2004). Hydrogenuhlicitanové ionty dale zvysuji
intracelularni pH, coz aktivuje rozpustnou adenylyl cyklazu a zvySuje koncentraci cyklického
adenosinmonofosfatu (cAMP) v cytosolu. To vede k tyrosinové fosforylaci, ktera umoziuje
hyperaktivaci motility (Hess et al. 2005).

EIY'§ENI' INTRACELULARNIHO pﬂ

REDISTRIBUCE
MEMBRANOVYCH LIPIDU

@SNI\LNI' KASKADA ROS

AKTIVACE FOSFOLIPAZ I

SIGNALNI KASKADA
PKA/cAMP

EOXYSTEROLOVY'A j

STEROLOVY EFLUX

Obrazek ¢. 8 - Schématické znazornéni udalosti regulovanych bikarbonatem (HCO3)
v pribéhu kapacitace spermie. Bikarbonat indukuje tvorbu sterolu a oxysterolu
prostiednictvim signalni kaskady kyslikovych radikalt (ROS). Plisobenim albuminu a proteinu
vazajiciho oxysterol (ORP) dochazi k efluxu sterolu a oxysterolu. Bikarbonat ma také dileZitou
funkei pfi remodelaci plazmatické membrany spermie, intraceluldrni alkalizaci a pfi aktivaci
PKA/cAMP signalni kaskady (Gangwar & Atreja 2015).

Dalsi dilezitou soudasti kapacitace je aktivita vapenatych iontl (Ca?"). V somatické
bunce je zdrojem vapniku endoplazmatické retikulum a mitochondrie, nicméné u spermie
se vapnik uklada nejspise v akrozomu a jaderné membrané. Nez dojde ke zvyseni hladin Ca?",
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je tieba zaktivovat kationtové kanaly pro vapnik, coz umoziuji kromé glykoproteini zona
pellucida (Xia & Ren 2009) také progesteron ¢i prostaglandiny (Lishko et al. 2011). Po zvyseni
intracelularni hladiny Ca?" dojde ke zvyseni intracelularniho pH, které je spojeno
s hyperaktivaci motility (Santi et al. 2010). Intracelularni zména pH je nezbytna pro zahajeni
kapacitace, nebot’ je tiecba, aby doslo k alkalizaci spermie. Na regulaci pH se krom¢ jiz
zminéného vapenatého kanalu podili i sodno-draselné pumpy, HCO3™ nebo protonové kanaly,
které vytlacuji vodikové kationty z bi¢iku (Lishko et al. 2010).

Kyslikové radikaly (ROS) produkované béhem kapacitace maji také dilezitou roli. ROS,
jako naptiklad peroxid vodiku ¢i oxid dusnaty, stimuluji kapacitaci aktivaci signalni kaskady
tyrosinové fosforylace. Superoxid a peroxid vodiku aktivuji rozpustnou adenylyl cykldzu, ¢imz
se zvysi intracelularni cAMP a nasledné se aktivuji tyrosinkinazy (O'Flaherty et al. 2006; Roy
& Atreja 2008; Jagan Mohanarao & Atreja 2012).

B : C : D
Maturace Ejakulace Kapacitace
VYiS 7 9
2 4 ® %‘@E\ ’3 8 10
7 N -
I\ - X
HCO; ,\~
1
; 2
Po opusténivarlat  V nadvarleti V semenné plazmé V oviduktu/pfi IVF
pH=7.4 pH=6.5 pH=6.9 pH=74
J | J
Y Y
35°C 37°C 38.5°C

Obrazek ¢. 9 - Fyziologicka sekvence zmén na povrchu spermie. A — Morfologicky
kompletni spermie opousti varlata bez schopnosti oplodit oocyt. B —V nadvarleti ziska spermie
schopnost motility (1), ztraci cytoplazmatickou kapku (2) a podrobuje se zavérecné kondenzaci
je navazani proteint (zelen¢), které se podileji na vazbé spermie na zona pellucida (4),
a dekapacitacnich faktorti. C — Pfi ejakulaci se spermie smichaji se semennou plazmou,
glykoproteiny (Cervené) se navazou na povrch spermie, a tak ji chrani pfi prichodu sami¢im
pohlavnim traktem (5). D — Pii dosazeni isthmu vejcovodu se pii ztrat€ dekapacitac¢nich faktora
spusti kapacitace. Za pritomnosti bikarbonatu (HCO3") a albuminu (modie) dojde k fadé¢ zmén
na povrchu spermie — cholesterol (Cern€) se oxiduje a pomoci albuminu se odstrafiuje
z plazmatické membrany (6), epididymalni proteiny (zeleng) se ptreskupuji do apikalni Casti
hlavicky spermie (7, 8) a dochazi k redistribuci lipida v plazmatické membrané (9, 10). ZvySeni
pH v biciku spermie zpiisobi vytlaovani vodikovych protonti a tyrosinovou fosforylaci, coz
vede k hyperaktivaci motility (11) (Leahy & Gadella 2011).
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Krome¢ intracelularnich zmén dochazi béhem kapacitace také ke zménam v plazmatické
membrané spermie (viz Obr. €. 9). Pfi tomto procesu se odstranuji proteiny semenné plazmy,
jez obsahuje dekapacita¢ni faktory, inhibitor akrozinu, akrozom stabilizujici faktory
a glykoproteiny (Jones 1989). Ke ztraté povrchovych proteini dochazi diky aktivité
ubikvitin-proteazomového systému (UPS). Aby doslo k degradaci proteind ubikvitinem,
vyzaduje se ucast aktivaéniho enzymu ubikvitinu (E1), ubikvitin konjugujiciho enzymu (E2),
ktery zajistuje transport ubiktivinu k substratu, a ubikvitin-protein ligazy (E3) zajistujici
polyubikvitinylaci. Linedrni polyubikvitinové fetézce jsou rozpoznavany proteazomem 26S,
jenz protein degraduje na malé peptidy (Glickman & Ciechanover 2002; Sutovsky 2011).
Nekteré studie jiz prokazaly, ze UPS hraje roli v regulaci kapacitace, je totiz zodpovédny
za remodelaci plazmatické membrany spermie a akrozomu (Yi et al. 2007; Zimmerman &
Sutovsky 2009; Sutovsky 2011). Tato degradace povrchovych proteinti vede ke snizeni
pevnosti vazby v oviduktalnim rezervoaru a spolu s hyperaktivaci motility ma za nasledek
uvolnéni spermie z rezervoaru. Timto zpusobem dochazi i k odhaleni receptori na spermii,
které jsou dulezité pro rozpoznani a vazbu na zona pellucida.

3.1.6 Akrozomova reakce

Akrozomova reakce je mnohonasobna fiize vnéjsi akrozomové membrany a plazmatické
membrany spermie s naslednym uvolnénim obsahu akrozomu. Zmeény fluidity membrany
béhem kapacitace vedou k fuzogennimu charakteru membrany a tim ke spusténi akrozomové
reakce. Fyziologickym induktorem akrozomové reakce je kontakt s glykoproteiny zona
pellucida, nicmén¢ bylo prokazano, ze dalsim induktorem muze byt napiiklad i zvySena hladina
progesteronu (Florman et al. 2008), folikularni tekutina ¢i nékteré produkty kumularnich bunék,
jako jsou prostaglandiny, glykosaminglykany a neoglykoproteiny (Evans et al. 2001).

Pfi kontaktu spermie se zona pellucida dochazi k primarni vazb¢, tedy navazani zonovych
receptort spermie na glykoprotein ZP3 zona pellucida, coz aktivuje G-proteiny v plazmatické
membrané spermie a tim se zvysuje intraceluldrni pH a Ca?* (Evans et al. 2001; Sutton et al.
2004). Aktivovany G-protein také stimuluje fosfolipazu Az, ktera zacne $tépit fosfatidylcholin
na lysofosfatidylcholin a kyselinu arachidonovou, coZ jsou vysoce fuzogenni latky. ZvySeni
koncentrace vapenatych kationtli, vzrist intracelularniho pH a produkce fuzogennich latek
je zakladnim piedpokladem pro spusténi akrozomové reakce (Roderick et al. 2003). Nasleduje
splynuti vné&j$§i akrozomové membrany a plazmatické membrany spermie a vyliti
hydrolytickych enzymu akrozomu.

Primarni funkci akrozomové reakce je prinik pres zona pellucida pomoci enzymatického
Stépeni glykoproteini zona pellucida, nicméné pii fazi vnéj§i akrozomové membrany
a plazmatické membrany spermie dojde k vystaveni receptori na spermii, které jsou
zodpovédné za sekundarni vazbu na zona pellucida, jez je nezbytna pro prinik spermie
Kk plazmatické membran¢ vajicka (oolemma). Zaroven jsou vystaveny domény na spermii, které
slouzi k vazb¢ na oolemmu a pomahaji pti fuzi gamet (viz Obr. ¢. 10). V neposledni fadé slouzi
akrozomova reakce jako selekéni proces zivotaschopnych a oplozenischopnych spermii
s neporusenym akrozomem (Evans et al. 2001).
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Obriazek ¢. 10 - Postupné udalosti vedouci k oplozeni. Nejprve dojde k navazani spermie
na zona pellucida, nasleduje akrozomova reakce a penetrace ptes zona pellucida k plazmatické
membrané oocytu. Nasleduje samotna fiize gamet (i — iv) (Wassarman et al. 2001).

3.2 Sulfan

Sulfan neboli hydrogen sulfid (H2S) je spoleéné s oxidem dusnatym (NO) a oxidem
uhelnatym (CO) tfazen do skupiny plynnych signdlnich molekul znamych pod pojmem
gasotransmitery. Mnoho dalSich plyni, jako je napfiklad kyslik (O2) a oxid uhli¢ity (COz) hraje
vyslouzily pozornost tim, jakou kontrolu maji nad rliznymi funkcemi nékterych buné€k skrze
fadu intraceluldrnich signdlnich kaskad. V rdmci téchto gasotransmiterti je nejcerstvejSim
objevem praveé H>S. V akademickém svété to vyvolalo znaéné pozdvizeni, protoze sulfan byl
do té doby zndm pouze jako buiikdm toxicka molekula. I pfesto vSak bylo prokazano,
Ze je sulfan v organismu fyziologicky tvofen a ovliviiuje celou fadu fyziologickych procesi
Vv téle, aniz by zpusobil buné¢nou smrt (Li et al. 2011; Kimura et al. 2012). Jiz nyni se vi, ze ma
sulfan dilezitou roli v patogenezi n¢kterych onemocnéni, jako je napiiklad diabetes mellitus,
rizna neurodegenerativni onemocnéni ¢i nemoci kardiovaskularniho systému (Wang 2010).
Soucasné studie se vSak stale snazi ziskat o tomto gasotransmiteru vice informaci a tim odhalit
jeho nezastupitelné role v dalSich fyziologickych procesech.
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3.2.1 Vlastnosti sulfanu

Sulfan je hoflavy bezbarvy plyn, ktery je charakteristicky svym pachem po zkazenych
vejcich. Miize byt oxidovan riznymi ¢inidly za vzniku oxidu sificitého (SO2) a kyseliny sirové
(H2S04) (Qu et al. 2006). Tento plyn byl po cela desetileti znaAmy pouze jako toxicka latka
znecistujici zivotni prostiedi. Hlavnim mechanismem jeho toxicity je silnd inhibice
mitochondrialni cytochrom ¢ oxidazy (Lowicka & Bettowski 2007). Je také nebezpecny tim,
ze pti inhalaci dojde v dusledku biochemickych poskozeni dychacich center v mozkovém
kmeni ke ztraté centralniho fizeni dychani, a proto nedojde k jeho detekci. H2S se v téle savct
pti fyziologickém pH 7,4 vyskytuje pfiblizné z jedné tietiny jako nedisociovany a ze dvou tretin
jako hydrogensulfidovy anion (HS") (Reiffenstein et al. 1992). Tento gasotransmiter mize
snadno pronikat plazmatickymi membranami bunék v nedisociované formé diky své
rozpustnosti v tucich (Qu et al. 2006). Sulfan se produkuje ve vyznamném mnozstvi ve vét§iné
tkanich. Nejvyssi rychlost produkce byla zaznamenana v mozku, kardiovaskularnim systému,
jatrech a ledvinach (Mitchell et al. 1993; Cheng et al. 2004). Koncentrace sulfanu v organismu
se prilis$ nelisi od koncentrace, jez by mohla byt pro bunky toxicka, proto je ziejmé,
Ze na bunééné urovni probihaji velmi pfesné regulacni mechanismy, které maji na starost
udrzovat hodnotu endogenniho sulfanu v normé (Wang 2002).

3.2.2 Produkce a metabolismus

Sulfan je vsavéich tkanich syntetizovan prostfednictvim dvou hlavnich
enzymu - cystathionin-p-syntazy (CBS) a cystathionin-y-lyazy (CSE). Oba tyto enzymy jsou
zavislé na pyridoxal-5°‘-fosfatu (PLP, jde o aktivni formu vitaminu B6), ktery ptisobi jako jejich
kofaktor. Pro tvorbu endogenniho sulfanu je vyuzit L-cystein, jenz se desulfuruje za vzniku
H.S (Stipanuk & Beck 1982). Cystein muize byt pomoci CBS hydrolyzovan, ¢imz vznikne HzS
a jako vedlejsi produkt L-serin. Pro tvorbu sulfanu mtze byt cystein hydrolyzovan také CSE,
vedlejsim produktem je poté pyruvat a amoniak (NHs). Pomoci CSE muize byt cystein pfeveden
na thiocystein, pyruvat a NHs, thiocystein mize byt nasledné prostiednictvim CSE vyuzit
K tvorbé cysteinu a H»S. Ke konverzi thiocysteinu na cystein a H>S muze ale dojit
i neenzymatickou cestou (Cavallini et al. 1962). Enzymy CBS a CSE se dale podileji
na transsulfura¢ni cesté¢ metabolismu homocysteinu. CBS katalyzuje kondenzaci homocysteinu
aserinu za vzniku cystathioninu, jenz je poté hydrolyzovan CSE. Tim vznikne cystein
s vedlejsimi produkty a-ketobutyratem a NHs (viz Obr. ¢. 11). CSE také muze pievést cystein
a sific¢itan na L-cysteat a HoS (Cavallini et al. 1962). CBS je schopny katalyzovat kondenzaci
cysteinu a homocysteinu za vzniku cytathioninu a H2S. Nékteré studie prokazaly, ze produkce
sulfanu touto cestou je dokonce ucinngjsi nez hydrolyza cysteinu pomoci CBS (Chen et al.
2004).

Kromé téchto cest je popsano nékolik dalSich moznosti vzniku endogenniho sulfanu.
Cystein mize reagovat s ketokyselinami za vzniku 3-merkaptopyruvatu a ptislusné
aminokyseliny. Tato reakce je katalyzovana dalsim enzymem — cysteinaminotransferazou
(CAT). 3-merkaptopyruvat lze poté desulfurovat 3-merkaptopyruvat sulfurtansferazou
(3-MST) za vzniku sulfanu a pyruvatu (Julian et al. 2002).
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Obrazek €. 11 - Cesta endogenni biosyntézy sulfanu. Zahrnuje ptisobeni dvou hlavnich
sulfan produkujicich enzymu — cystathionin-p-syntazy (CBS) a cystathionin-y-lyazy (CSE).
Kromé téchto dvou enzymu existuji jesté¢ dva méné zastoupené enzymy, a to 3-merkaptopyruvat
sulfurtransferaza (3-MST) a cysteinaminotransferaza (CAT) (Qu et al. 2006).

Soucasné vyzkumy naznaCuji, Ze hlavni cestou produkce endogenniho sulfanu
je pusobeni CBS a CSE na cystein. VSechny ostatni drahy zahrnujici dalsi enzymy a substraty
budou hrat v biosyntéze sulfanu jen malou roli. V neposledni fad¢ je tfeba zminit, Ze existuje
i neenzymaticka cesta tvorby endogenniho sulfanu. Zdrojem mohou byt naptiklad thioly
¢i molekuly obsahujici thiolovou skupinu, jejichz redukci 1ze sulfan ziskat (Ishigami et al.
2009).

Prestoze jiz bylo objeveno mnoho zpiisobl, jak lze H2S Vv téle syntetizovat, méné
je znamo o jeho metabolismu (viz Obr. ¢. 12). Dnes se vi, ze je H2S soucasti rtiznych
chemickych a biochemickych katabolickych pochodli v téle. Pfikladem muze byt vznik
sulfhemoglobinu. Pfi zvySeném pfijmu sifi¢itant ve stieveé totiz dochazi k reakei sificitant
s hemoglobinem. Timto zplGsobem vznikd sulfhemoglobin, ktery znemoZiuje, aby
se na hemoglobin navazal kyslik, coz vede k hypoxii tkani (Arp et al. 1987). Jednou z dalsich
katabolickych drah sulfanu je jeho oxidace probihajici v mitochondriich. Tato oxidace probiha
diky enzymitim, které oxiduji ptivodni sulfan na thiosiran (S,03%), pfi¢emz dochazi k propojeni
oxidace sulfanu s elektrotransportnim fetézcem a tim k pfispéni tvorby ATP. Thiosiran
je nasledné konvertovan na sifi¢itan (SOs%) a siran (SO4%), které jsou nasledné vyloudeny
z organismu. V bunééném cytosolu sulfan podléha methylaci thiol-S-methyltransferazou
(TSMT) za vzniku methanthiolu (CH3SH) a dimethylsulfidu (CH3SCHs). Tyto slouceniny
se také mohou vazat s hemoglobinem a utvofit tak vySe zminovany sulfhemoglobin.
V neposledni fadé mize byt (pfedevs§im v tlustém stieve) sulfan substratem pro rhodan, coz
vede ke vzniku siranu (SCN") a thiokyanatu, jenz je pro organismus toxicky (Li et al. 2011).
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Obrazek ¢. 12 - Biosyntéza a degradace sulfanu (H2S) v buiikach savei. HzS je uvnitf buniky
syntetizovan z cysteinu prostiednictvim cystathionin-y-lyazy (CSE), cystathionin-p-syntazy
(CBS), cysteinaminotransferazy (CAT) nebo 3-merkaptopyruvat sulfurtransferazy (3-MST).
Sulfan je poté v téle soucasti nékolika metabolickych cest vedoucich k jeho degradaci (Li et al.

2011).

3.3 Sulfan produkujici enzymy

Jak jiz bylo zminéno, mezi sulfan produkujici enzymy se fadi cystathionin-B-syntaza
(CBS), cystathionin-y-lyaza (CSE), cystein aminotransferaza (CAT) a 3-merkaptopyruvat
sulfurtransferaza (3-MST). Kazdy z téchto enzymt se vyskytuje v riznych savéich tkanich.
Zatimco v nékterych tkéanich je potieba pro tvorbu sulfanu vice sulfan produkujicich enzymi,
v jinych postaci jen jeden z nich.

331 CBS

Cystathionin-p-syntaza je hlavnim sulfan produkujicim enzymem v centralnim nervovém
systému (Kimura 2010), nachazi se napiiklad v astrocytech ¢i Bergmannovych bunikach. Bylo
prokdzano, ze koncentrace CBS v mozku je zavisla na v€ku jedince. Zatimco V prenatalnim
obdobi byly ve tkani mozku zméfeny nizké hladiny tohoto enzymu, po porodu se hodnoty CBS
vyrazn¢ zvysily. U dospélych jedinct vsak byly opét naméteny nizké hodnoty (Enokido et al.
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2005; Kimura 2013). CBS je dale produkovan v jatrech, ledvinach, tenkém stieve,
pankreatickych bunkach, déloze, placent¢ (Enokido et al. 2005; Ichinohe et al. 2005)
a ve vajecnicich. Zde byl CBS lokalizovan nejen ve vSech stadiich folikularnich bungk, ale
i v bunikach granuloznich (Liang et al. 2006). CBS byl také detekovan ve varleti, a to konkrétné
v zarodeénych bunkach varlete a v Sertoliho i v Leydigovych burikach (Oi et al. 2001). CBS
se mimo varlete nachazi i v dalSich tkanich sam¢iho reprodukcniho traktu, a to ve tkani penisu
(Huang et al. 2012) a v prostaté (Guo et al. 2012). Ptitomnost CBS byla mimo jiné také
prokazéana v kancich spermiich (Pilsova 2019).

3.3.2 CSE

vvvvvv

Cystathionin-y-lyaza  je  nejdalezitéjsim  sulfan  produkujicim  enzymem
Vv kardiovaskularnim systému (Kimura 2010). Nachazi se ptedevsim v hladkosvalovych
bunikach cév a v kardiomyocytech (Huang et al. 2015). CSE byl také detekovan v jatrech,
ledvinach, tenkém stieve, déloze, placenté a v mensi miie v mozku (Hosoki et al. 1997; Kaneko
et al. 2006; Vitvitsky et al. 2006; Patel et al. 2009). Tento enzym je soucasti nékterych
pankreatickych bunék, svou roli hraje i v koZnich fibroblastech, krevnich lymfocytech (Wang
2002) ¢i osteoklastech (Mo & Hua 2018). CSE byl detekovan i v reprodukénim systému.
U samic byl prokazan v déloze, plodovych obalech a placenté (Patel et al. 2009). V sam¢im
reprodukénim traktu dochazi k jeho exprimaci napiiklad v prostaté (Guo et al. 2012), ve tkani
penisu (d'Emmanuele di Villa Bianca et al. 2009), v nezralych zarode¢nych burikach varlete
aV Sertoliho bunkach (Sugiura et al. 2005). CSE byl v neposledni fad¢ také detekovan
Vv kancich spermiich (Pilsova 2019).

3.3.3 3-MST

3-merkaptopyruvat sulfurtransferaza je v organismu minoritnéj$§im sulfan produkujicim
enzymem. Spole¢né s CBS se nachazi v nervové tkani, a to piedev§im v neuronech (Wang
2010). Tento enzym byl dale detekovan v ledvinach, srdci, jatrech a brzliku (Ogasawara &
Tanabe 1994; Shibuya et al. 2009a; Shibuya et al. 2009b). 3-MST byl pozorovan
i v endotelialnich bunkach a v hladkosvalovych bunkach cév (Wang 2010). V reproduk¢énim
traktu byl 3-MST popsan ve varleti a ve tkani prostaty (Gai et al. 2013). Exprimace 3-MST byla
zjisténa také u kancich spermii (Zelinkova 2019).

3.4 Funkce sulfanu v organismu

Vroce 1996 bylo poprvé publikovano, Ze sulfan zastava v organismu funkci
gasotransmiteru (Abe & Kimura 1996). Po této udalosti nasledovalo mnoho vyzkumu
zaméfenych na tuto signdlni molekulu, pficemZ riizni védecti pracovnici zacali zvetejiiovat,
jaké nejraznéjsi fyziologickée role sulfan zastava (viz Obr. €. 13). Jiz bylo publikovano mnoho
praci, které objasnily, jak by mohla nedostate¢na koncentrace ¢i naopak nadprodukce sulfanu
ovlivnit patogenezi nékterych onemocnéni (viz Tab. 2).
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Endogenni sulfan ke svému ucinku vyuziva hned né¢kolik signalnich cest. V mnoha
systémech sav¢iho organismu je ucinek sulfanu zprostiedkovan draselnymi kanaly, jez jsou
citlivé na ATP (Katp kanaly) (Cheng et al. 2004; Tang et al. 2005). Dalsimi signalnimi cestami
mohou byt napiiklad vapenaté kanaly typu T a L (Maeda et al. 2009; Marques-da-Silva et al.
2010), mitochondrialni cytochrom ¢ oxidaza (Li & Moore 2008) ¢i iontové kanaly TRPA 1
(Streng et al. 2008). Jakozto silné redukéni ¢inidlo mize HoS chranit sulthydrylové skupiny
proteinti pfed oxidaci. Také miize reagovat s kyslikovymi a dusikatymi radikaly, jako
je napiiklad peroxid vodiku (H202), peroxynitrit (ONOO") a chlornan (CIO") a chranit tim
bunky pied oxida¢nim stresem (Geng et al. 2004; Whiteman et al. 2004; Mitsuhashi et al. 2005;
Whiteman et al. 2005).

Tabulka 2 — Onemocnéni, u kterych byl popsan nedostatek ¢i nadbytek koncentrace H.S

Onemocnéni souvisejici se zménami koncentraci sulfanu v organismu

Zvysené hladiny H2S Zdroje
Downtiv syndrom (Belardinelli et al. 2001; Kamoun et al. 2003)
Septicky Sok (Lyons et al. 2001)
Kolitida (Distrutti et al. 2006)
Pankreatitida (Bhatia et al. 2005)
Diabetes mellitus (Yusuf et al. 2005)
Ischemicka choroba srde¢ni (Zhu et al. 2007)
Chronicka obstruk¢ni plicni nemoc (Chen et al. 2005)
Mozkova mrtvice (Qu et al. 2006)
SniZené hladiny H2S
Hypertenze (Yan et al. 2004)
Plicni hypertenze (Chen et al. 2005)
Ischemicko-reperfuzni poskozeni srdce (Bian et al. 2006)
Cirhoza jater (Doeller et al. 2005)
Alzheimerova choroba (Eto et al. 2002)

(Lowicka & Bettowski 2007)

V nervovém systému ma endogenni sulfan hned né¢kolik dilezitych funkci. Napomaha
napiiklad dlouhodobé potenciaci hipokampu a podporuje tak uceni a pamét'ové procesy (Abe
& Kimura 1996) a stimuluje piestup Ca?* z extracelularniho prostoru do astrocytt (Nagai et al.
2004) a neurond (Garcia-Bereguiain et al. 2008). Sulfan mtze za urcitych podminek také
chranit neurony, proto mtize byt jeho nedostatek Skodlivy. Pfikladem muze byt jeho ochranna
funkce proti neurotoxicité glutamatu. Nadmérné mnozstvi glutamatu je mozné pozorovat pfi
nékterych chorobach, jako jsou zachvaty, mozkova ischemie a dalsi (Kimura & Kimura 2004;
Kimura et al. 2006). Sulfan miZe chranit nervové buiky pted oxida¢nim stresem (Whiteman et
al. 2004; Whiteman et al. 2005), potlacuje apoptdzu, degeneraci neuroni a reguluje
intracelularni pH v mikrogliich (Lu et al. 2010). Mimo jiné byla pozorovana nedostate¢na
koncentrace H>S u pacientti s Alzheimerovou a Huntingtonovou chorobou (Eto et al. 2002), coz
znamena, ze by H2S mohl poslouzit jako terapeuticky prostiedek. Nespravnd produkce
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endogenniho sulfanu mtize vSak zpusobit n¢ktera dalsi onemocnéni nervového systému. Tak je
tomu naptiklad u pacienti s Downovym syndromem (Belardinelli et al. 2001). Nadmérna
koncentrace HS byla také popsana pii mozkové mrtvici v mozkové kiife (Qu et al. 2006).

Fyziologickd role endogenniho sulfanu byla popsana také Vv souvislosti
s kardiovaskularnim systémem. Pfiznivé ucinky H2S byly popsany u chorob, jako
je ateroskler6za, ischemicka choroba srde¢ni a dalSich onemocnéni srdce (viz Obr. ¢. 13)
(Szab6 2007; Jin et al. 2010; Wang 2011; Liu et al. 2012; Polhemus & Lefer 2014). Objevily
se také znamky toho, Ze v prub¢hu kardiovaskuldrnich chorob H2S ovliviiuje zanétlivé
a imunitni procesy. Bylo potvrzeno, ze H2S podporuje napiiklad aktivaci a mnoZzeni
T-lymfocytd, monocyti a apoptdézu polymorfonuklearnich bunék, zvysuje adhezi a diapedézi
leukocyti (Pan et al. 2017). Bylo publikovano, Ze snizené hladiny H2S v plazmé jsou spojeny
se zvySenym rizikem infarktu a potazmo S vys§i mortalitou tohoto onemocnéni (Zhu et al.
2007). Pokud jde o samotny myokard, bylo zjisténo, ze zvySené hladiny H»S vedou k ochranné
srdce proti ischemické chorobé srde¢ni a srde¢nimu selhani (Pan et al. 2012; Pan et al. 2017).
Geng (2004) také publikoval, Ze sulfan snizuje kontraktilitu myokardu. Ali (2016) naproti tomu
potvrdil, Ze u pacientd s akutnim onemocnéni myokardu se koncentrace endogenniho sulfanu
Vv plazmé vyznamné zvysila. V poslednich letech se prokazalo, ze H>S je schopen
zprostifedkovavat angiogenezi, ktera vede ke zvySeni toku krve a podporuje obnovu srdce, a tak
dokaze po srde¢nim selhani zlepsit srde¢ni funkce (Givvimani et al. 2011; Polhemus et al.
2013). H2S navic snizuje krevni tlak plicnich cév (Feng et al. 2017). Nedavné studie naznacily,
ze nespravné fungovani CSE ¢i sniZzena hladina endogenniho sulfanu je spojena
s ateroskler6zou (Wang 2009; Mani et al. 2014). Nicméné exogenné podany sulfan chrani pied
rizikovymi faktory aterosklerdzy, jako je napiiklad hyperhomocysteinémie a cytotoxicita
vyvolana kyslikovymi radikaly. H2S ma také vasorelaxaéni G¢inky (Zhao et al. 2001). Bylo
prokazano, ze pacienti trpici hypertenzi maji snizené hladiny endogenniho sulfanu (Cheung et
al. 2007). Kram (2013) navic prokazal, ze H>S ma i antitrombotické ti¢inky.

Pokud jde o zanétlivy proces, zde hraje sulfan velmi slozitou roli. MiiZze mit totiz
pro- i protizanétlivé ucinky (Li et al. 2006; Lowicka & Bettowski 2007; Szabo 2007). Pii
experimentalnich modelech septického Soku mize byt sulfan nadmérné produkovan a miize tim
proto piispivat k hypotenzi, ke zhorSené kontrakci myokardu a tim k poSkozeni plic a jater (Hui
et al. 2003; Li et al. 2005; Zhang et al. 2006). Potlaceni produkce H2S v tomto piipadé snizuje
zanétlivou reakci a zlepSuje preZziti téchto modelll. Na druhou stranu nékteti védecti pracovnici
veéii, ze sulfan ma i prozanétlivé ucinky (Bhatia 2009). Bylo popsano, ze koncentrace H2S
se zvySuje pii endotoxickém a septickém zanétu, pankreatidé a hemoragickém Soku (Mok et al.
2004; Bhatia et al. 2005; Li et al. 2005). H2S také podporuje hojeni vieda u potkant (Meng et
ucinek sulfanu zavisi na rychlosti uvolnéni H2S, coZ je dano pouzitym donorem sulfanu. Pokud
se vyuzije jako donor NaHS, dojde k rychlému uvolnéni H2S ve vysokych koncentracich, poté
se zvysi syntéza prozanétlivych faktori. Pokud se vsak vyuzije jako donor sulfanu GYY4137,
H2S se uvoliluje pomalu a dojde ke zvyseni syntézy protizdnétlivého chemokinu IL-10
a k utlumeni produkce prozanétlivych mediatora (Whiteman et al. 2010)
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Obrazek ¢. 13 - Sulfan (H2S) a jeho funkce v organismu. Sulfan se v gastrointestinalnim
traktu (GIT) podili na 1écbé zanétlivych onemocnéni stiev a kolitid, také chrani zaludek pied
poskozenim, jenz miize byt zptisobené nesteroidnimi protizdnétlivymi léky (NSAID). HzS také
chrani pred ischemicko-reperfuznim poskozenim ledvin a jater. Endogenni sulfan ma mnoho
funkci 1 v centralnim nervovém systému a nyni se zkoumd, jak by mohl pomoci pii 1€cbé
nékterych neurodegenerativnich onemocnéni, také mulZe sniZovat riziko cévni mozkové
pfihody. Svou roli hraje sulfan u riznych plicnich nemoci, jako je naptiklad chronicka
obstrukéni plicni nemoc (COPD) a plicni hypertenze, avSak sniZuje i riziko akutniho poSkozeni
plic. V neposledni fadé ma svoji funkci i v kardiovaskularnim systému. H2S snizuje riziko
srde¢niho selhani, infarktu myokardu, ateroskler6zy a podporuje angiogenezi. V soucasné dobe
se pracuje na vyvoji 1é¢iv na bazi sulfanu, 1éky by bylo mozné podavat oralné ¢i intravendzné
(Predmore & Lefer 2010).

Z raznych védeckych praci je mozné ptepokladat, Ze sulfan je esencidlni také pro
fyziologickou funkci plic. V dychacim systému je dulezity pfi zanétlivych procesech, navic
chrani bunky proti oxidaénimu stresu (Chen & Wang 2012; Madurga et al. 2015; Jiang et al.
2019; Guan et al. 2020). Je popsano, ze exogenné podany sulfan chrani plice pied riznymi
nemocemi, jako je akutni ¢i chronické onemocnéni plic, astma, chronickd obstrukéni plicni
nemoc, fibroza plic a hypoxie zptisobena plicni hypertenzi (Feng et al. 2017; Perry et al. 2018).
Nakonec je tieba zminit, Ze byla prokazana funkce sulfanu pfi inhibici replikace nékterych RNA
virti zpusobujici plicni onemocnéni (Li et al. 2015; Bazhanov et al. 2017).

Podle vysledki nedavnych studii je mozné, ze by H>S mohl byt vyuzit pti 1écbé
onemocnéni Covid-19, a to specidlné u rizikovych skupin, jako jsou jedinci
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s kardiovaskularnimi chorobami, diabetici ¢i pacienti s poruchami ledvin. H2S mutze proti
tomuto respiraénimu onemocnéni bojovat vice zpisoby. Zaprvé, je mozné, aby HoS zablokoval
viru SARS-CoV-2 vstup do hostitelské bunky prostfednictvim interakce s angiotenzin
konvertujicim enzymem 2 (ACE2) a s transmembranovou serin proteazou 2 (TMPRSS2), coz
jsou klicové molekularni cile tohoto viru, bez kterych do hostitelsk¢ builkky nepronikne
(Lukassen et al. 2020; Yuan et al. 2020). Zadruhé, sulfan dokaze inhibovat replikaci viru, brani
totiz nashromazdéni viru a jeho naslednému uvolnéni (Li et al. 2015; Bazhanov et al. 2017).
Zatteti, HoS dokéze potlacit imunitni reakci a rozvoj zanétu, ¢imz mulze ochranit plice pred
poskozenim (viz Obr. ¢. 14) (Yang 2020). S ohledem na vSechna tato zjisténi 1ze predpokladat,
ze by endogenni sulfan mohl byt vyuzit jako prevence ¢i pifimo jako lécba onemocnéni
Covid-19.
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Obrazek €. 14 - MoZné cesty, na nichZ jsou zaloZeny ochranné funkce sulfanu (H2S) pFi
onemocnéni Covid-19. Sulfan poskytuje ochranu pied riznym poskozenim organt
(ramecek 1). HaS se rovnéz jevi uzitecny pii nékterych plicnich chorobach (ramecek 2) a pfi
inhibici replikace RNA virll (ramecek 3). CSE ¢i exogenné podany sulfan miiZe pisobit proti
rozvinuti akutniho respira¢niho syndromu Covid-19 (rdmecek 4) zabranénim vniknuti viru do
hostitelské buiiky prostfednictvim interakce s angiotenzin konvertujicim enzymem 2 (ACE2)
a transmembranovou serin proteazou 2 (TMPRSS2), dale inhibici replikace viru a ochranénim
plic pfed poskozenim tim, Ze potla¢i imunitni reakce a vyvoje zanétu. TeCkovana Cara
znazornuje piredpovéd’ a Cervena Cara prestavuje blokaci (Yang 2020)

Endogenni sulfan ma nékolik dulezitych roli i Vv gastrointestindlnim traktu (GIT).
Objevily se spekulace, Ze HzS snizuje zalude¢ni sekreci (Mard et al. 2014), podporuje integritu
Zalude¢ni sliznice (Ise et al. 2011) a kontrakci hladkych svalt ve sténé Zaludku u mysi a morcéat
(Berg et al. 2004). Dalsi studie prokazaly, ze sulfan ma v nékterych ¢astech traviciho traktu
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stimulacni efekt na motilitu GIT, v jinych naopak inhibi¢ni. To je dano koncentraci H2S
a vyuzitou signalni cestou (Huang et al. 2013; Medeiros et al. 2012). Dalsi funkci sulfanu v GIT
je jeho schopnost posilovat reparacni procesy probihajici na sliznici, navic podporuje 1écbu
zaludec¢nich vieda (Wallace et al. 2007). Guo et al. (2014) také prokazal, Ze sulfan zabranuje
apoptoze zalude¢nich bunék pii ischemicko reperfiznim posSkozeni. Fiorucci et al. (2005)
nedavno prokazal, ze H>S se nachézi 1 v jatrech a ze zde snizuje vazokonstrikei cév. Exprimace
CSE byla pozorovana v hepatocytech a Itoovych burikach, je tedy mozné, Ze sulfan zpusobuje
vasorelaxaci jaternich sinusoid prostfednictvim relaxace izolovanych Itéovych bunék. Pokud
vSak dojde k cirhoze jater, koncentrace H>S se snizi a nedochazi tak k dostate¢nému
vasorelaxacnimu u¢inku, coz muze piispét k rozvoji hypertenze portalni zily (Garcia-Tevijano
et al. 2001).

Pokud jde o funkci sulfanu v endokrinnim systému, i zde zastava sulfan ur¢itou funkci.
Prostiednictvim K (atp) kandlli totiz snizuje sekreci inzulinu v pankreatickych B-butikach
(Yusuf et al. 2005; Jacobs et al. 1998; Yang et al. 2005). Tato data naznacuji, Zze produkce H2S
ve slinivce by mohla pomoci regulovat uvoliiovdni inzulinu a Ze abnormalni syntéza sulfanu
by mohla mit podil na nedostate¢ném uvoliiovani inzulinu pfi onemocnéni diabetes mellitus.
Mimo pankreas HzS ovlivituje sekreci hormonu uvolnujiciho kortikotropin (CRH), je proto
mozné, ze sulfan by mohl mit diileZitou roli i v regulaci hypothalamo-hypofyzarni osy zapojené
do stresové reakce (Dello Russo et al. 2000).

3.5 Funkce sulfanu v reprodukci

Sulfan produkujici enzymy byly mimo jiZ zminéné organové soustavy detekovany také
v sam¢éim a samié¢im reprodukénim traktu (Sugiura et al. 2005; Liang et al. 2006; d'Emmanuele
di Villa Bianca et al. 2009; Patel et al. 2009; Srilatha et al. 2009).

Nekteré studie jiz diive naznacovaly, ze CSE i CBS jsou dulezitymi enzymy v samici
reprodukci. Bylo zjisténo, ze mysi majici knockautovany CSE jsou fertilni a jsou schopny
porodit potomky (Yang et al. 2008). Zatimco sami¢i potomstvo mysi s knockautovanym CBS
mélo horsi plodnost, sam¢i potomci zistali zcela fertilni (Watanabe et al. 1995). Tato studie
naznacuje, ze CBS je dilezity hlavné pro reprodukci samic. CBS byl nalezen naptiklad
ve vajecniku, kde byl lokalizovan hlavné ve folikularnich a kumularnich bunikach (Liang et al.
2006). Nedostatek CBS u samic mélo za nasledek mensi pocet dozralych folikuli, kratsi
a nepravidelny reprodukéni cyklus a zkracenou dobu mezi estrem a diestrem. U téchto samic
byly také pozorovany dramatické poklesy ziv€é narozenych plodi (Guzman et al. 2006).
Potencialni role CBS byla popsana i pfi zrani oocytt. CBS byl totiz detekovan v granuldznich
bunkach a pokud doslo ke sniZeni jeho koncentrace, doslo i K utlumeni meiotického zrani
oocytt (Liang et al. 2007). Nejvyssi hladina sulfanu byla pozorovana ve zralych oocytech,
u kterych zatim neprob&hl proces starnuti. V oocytech, jenz byly vystaveny starnuti,
po 24 hodinach vyznamné klesla hladina H»S v porovnani se zralymi oocyty, které¢ procesu
starnuti vystaveny nebyly. Ve stejné studii bylo prokazano, ze snizeni produkce endogenniho
H>S vede ke zrychlenému starnuti oocytl. Pfi podani exogenniho sulfanu jsou oocyty pired
starnutim naopak chranény (Krejéova et al. 2015).

Kromé jiz zminénych organd byla pfitomnost sulfan produkujicich enzymi zjiSténa
v déloze, vaging, placenté a v plodovych obalech, konkrétné v amnionu a chorionu (Srilatha et
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al. 2006; Patel et al. 2009). V zavislosti na téchto vysledcich se zkoumalo, zda ma H>S
vasorelaxaéni uCinky na myometrium. P#i podani NaHS nebo L-cysteinu doslo
k ofekavanému snizeni kontrakci myometria, z ¢ehoz Ize usoudit, Ze sulfan je béhem biezosti
zapojen do udrzeni klidového stavu délohy (Patel et al. 2009) a Ze endogenni sulfan
pravdépodobné zasahuje i do dalSich funkci sami¢iho rozmnozovani (Sidhu et al. 2001; Wray
et al. 2001). Dalsi vyzkumnici detekovali pfitomnost CBS i CSE napiiklad v hladkosvalovych
bunkach a endotelu pupecnich tepen a zil (Zhu et al. 2011) nebo v hladké svaloviné
kavernozniho télesa v klitorisu kralika (Srilatha et al. 2009).

Sulfan produkujici enzymy byly zjistény i v sam¢im reprodukénim traktu. Oba enzymy
byly detekovany ve varlatech potkant (Sugiura et al. 2005). CSE byl lokalizovan v Sertoliho
bunkach a v nezralych zarodeénych bunkach, zatimco CBS se nachazel v Sertoliho,
v Leydigovych a v zarode¢nych bunkach varlete (Oi et al. 2001). Nasledna studie také
prokazala, ze H2S chrani varlata pted zanétlivymi procesy a pied oxidaénim stresem (Wang et
al. 2018). Sulfan byl nalezen i v prostaté, ve které ma tento gasotransmiter nejspis vliv na rozvoj
nékterych chorob postihujici prostatu, jako je naptiklad nezhoubna hyperplazie prostaty
¢i rakovina prostaty (Guo et al. 2012).

Jednim z nejpozoruhodnéjSich zjisténi byl fakt, ze v saméim reprodukcénim traktu
endogenni sulfan usnadnuje erekci penisu. Srilatha et al. (2006) prokazal, Zze u primata
intramuskularni injekce NaHS prodluzuje délku penisu a zvysuje intramuskularni tlak. Naproti
tomu inhibice CSE u potkantd snizuje tlak v kavernoznich télesech. Proerektilni funkce HoS
byla pozdéji potvrzena stejnymi autory u kralikd, u nichZ zjistili, ze NaHS uvoliiuje topofiva
télesa, zatimco pii inhibici CBS i CSE dochazi ke zna¢né kontraktilité téchto struktur (Srilatha
et al. 2007). Pozdg&ji byla exprese CBS i CSE rovnéz detekovana u lidské tkané penisu. CSE
byl nazelen v tram¢ité svalové tkani, v hladké svaloviné cév a v perifernich nervech penisu,
zatimco CBS byl lokalizovan hlavné v trdmcité svalové tkani. Tato zjiSténi naznacuji, Ze sulfan
by mohl byt dals$im terapeutickym prostiedkem pii 1é€bé erektilni dysfunkce (Shukla et al.
2009).

Koncentrace endogenniho sulfanu byly dalsi skupinou védeckych pracovnikii méfeny
v seminalni plazmé subfertilnich a neplodnych muzi (Wang et al. 2018). Cilem této studie bylo
objasnit, zda nebo jakym zptsobem sulfan ovliviiuje funkci lidskych spermii. Bylo zjisténo,
ze koncentrace H2S v seminalni plazmé byla vyznamné niz$i u neplodnych jedincd. Tato nizka
hladina byla prokazana hlavné u oligoasthenozoospermickych (ejakulat se snizenou
koncentraci a motilitou spermii) a asthenospermickych (ejakulat se snizena motilitou spermii)
pacientl. U asthenospermickych jedinct byla prokazana nizsi aktivita CBS, avsak CTH se jevil
byt v norm¢. Pfi nasledné inhibici CBS navic spermie vykazovaly jesté horsi motilitu. Spermie
byly poté vystaveny ucinku dvou riznych donoru sulfanu — GY'Y4137, ktery uvolnuje sulfan
pomalu a v nizsich koncentracich, nebo NaHS, pfi jehoZz pouziti dojde k rychlému uvolnéni HoS
ve vysokych koncentracich. Pfi dodani GY'Y4137 doslo ke zlepSeni motility spermii, pfi pouZiti
NaHS vsak ke kyzenému efektu nedoslo, pohyblivost spermii naopak byla jeSté nizsi nez
pfi podani inhibitoru CBS. Wang et al. (2018) vyslovil hypotézu, Ze tento kontrastni ucinek
mezi donory sulfanu by mohl byt dan praveé rozdily v rychlostech a koncentracich uvoliujiciho
se sulfanu. U asthenospermickych pacientii bylo mozné zlep$it snizenou motilitu exogennim
podanim sulfanu, ale k tomu dos§lo pouze v pfipad¢, ze v seminalni plazmé byly hodnoty
sulfanu nizsi, nez je jeho fyziologickéa norma.
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Dalsi studie se zaméfila na spermie a jejich moznou ochranu pied oxida¢nim stresem
pomoci sulfanu. V tomto vyzkumu byl vyuzit jak NaHS jakozto donor rychle uvolitujici HzS,
tak GYY4137, jenz uvolnuje H2S pomalu. Bylo zjisténo, Ze tyto donory sulfanu maji zcela
odli$né antioxidac¢ni vlastnosti. GY'Y4137 dokdze zachovat motilitu spermii navzdory piisobeni
oxida¢niho stresu, uc¢inky NaHS jsou vSak znacné zavislé na aplikované davce. Pti nizSich
koncentracich i tento donor dokaze zachovat motilitu spermii, ale pfi vy$s$ich davkach se ukazal
jako cytotoxicky. Nicméné bylo potvrzeno, ze¢ NaHS i GYY4137 casteéné zmirnuji Skody
zpusobené oxida¢nim stresem (Pintus et al. 2020).

Na zavér je tieba fict, ze sulfan produkujici enzymy jiz byly prokazany v ejakulovanych
I V kapacitovanych spermiich. Enzymy byly detekovany piedevsim v bi¢iku a u ejakulovanych
spermii také v akrozomu. Intenzita signalu CSE byla oproti ejakulovanym spermiim nizsi
Vv kapacitovanych spermiich. Z toho lze odvodit, ze sulfan se nejspi§ tcastni i samotného
procesu kapacitace a akrozomalni reakce (Pilsova 2019).
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4 Metodika

4.1 Pouzité chemikalie a média

Jako kapacitacni médium bylo pouzito médium TL-HEPES-PVA. Piesné slozeni
kapacitaéniho média je popsané v tabulce 3. VSechny slozky média byly rozpustény v 250 ml
ultra ¢isté H20.

V pribéhu experimentl byl jako pufrovaci roztok vyuzit PBS (Phosphate buffered saline;
0,01 M fosfatovy pufr; 0,0027 M KCI; 0,137 M NaCl; pH 7,4; Sigma-Aldrich, USA).
Pro vizualizaci akrozomu spermii byl pouzit PNA lektin konjugovany s rhodaminem (Vector
Laboratories, USA) a pro vizualizaci jadra spermii bylo pouZzito montovaci médium
Vectashield s DAPI (Vector Laboratories, USA).

Tabulka 3 — SloZeni 250 ml kapacita¢niho média TL-HEPES-PVA

| BASIC TL-HEPES

Mnozstvi Slozka
1,6585 g NaCl (Sigma-Aldrich, USA)
0,05965 g KCI (Sigma-Aldrich, USA)
0,0102 g NaH2POg4 (Sigma-Aldrich, USA)
0,35 ml Laktat sodny (Sigma-Aldrich, USA)
0,02545 ¢ MgCl> . 6H20 (Sigma-Aldrich, USA)
0,59575 ¢ HEPES (Sigma-Aldrich, USA)
0,0055¢g Pyruvat sodny (Sigma-Aldrich, USA)
0,5465 g Sorbitol (Sigma-Aldrich, USA)
0,00625 g Gentamicin (Sigma-Aldrich, USA)
0,01625 g Penicilin (Sigma-Aldrich, USA)
0,025 ¢ Poly(vinyl-alcohol) (Sigma-Aldrich, USA)

Pro naslednou kapacitaci muselo byt pH kapacitatniho média upraveno na 7,3-7,4,
prostiednictvim pH metru (inoLAB, Ceské republika). Nasledné bylo do 50 ml kapacitaéniho
média pfidano 0,099 g glukézy, 0,0275 g pyruvatu sodného, 1 g BSA, 0,0084 g NaHCOs3
a 0,0147 g CaCl . 2H,0.

Pro imunofluorescenci byly vyuzity primarni protilatky — krali¢i polyklonalni anti-CBS
(CBS Polyclonal Antibody; fedéni 1:100; ThermoFisher Scientific, USA) a anti-MST (MPST
Polyclonal Antibody; fedéni 1:200; ThermoFisher Scientific, USA) a mysi monoklonalni
anti-CSE (Monoclonal Anti-CTH, clone 4E1-1B7 antibody, purified immunoglobulin; fedéni
1:700; Sigma-Aldrich, USA). Jako sekundarni protilatka byla v pokusech pouzita polyklonalni
anti-rabbit (Goat anti-Rabbit IgG (H+L), Superclonal™ Recombinant Secondary Antibody,
Alexa Fluor 488; ThermoFisher Scientific, USA) a anti-mouse (Goat anti-Mouse 1gG (H+L)
Superclonal™ Recombinant Secondary Antibody, Alexa Fluor 488; ThermoFisher Scientific,
USA), obé konjugované s Alexa Fluor 488. Pro metodu Western blot byly vyuzité tytéz
primarni protilatky, jako sekundarni protilatka byla pouzita anti-rabbit (Goat anti-Rabbit 1gG
(L+H), Horseradish Peroxidase-Linked; Bio-Rad, USA) a ani-mouse (Goat anti-Mouse IgG
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(L+H), Horseradish Peroxidase-Linked; Bio-Rad, USA), ob¢ konjugované s kienovou
peroxidazou.

Pro priikaz proteinii metodou Western blot byl vyuzit 15% separacni gel a 4% zaostrovaci
gel. Slozeni separac¢niho gelu je znazornéno v tabulce 4, slozeni zaostiovaciho gelu je popsano
v tabulce 5. Pro elektroforézu byl piipraven elektroforeticky pufr (ELFO pufr) ve slozeni
15 g Tris (Sigma-Aldrich, USA), 72 g glycinu (Sigma-Aldrich, USA), 5 g SDS (Bio-Rad, USA)
v 11 destilované vody. Pufr byl nasledné zfedén 1:4 s destilovanou vodou. Pro elektroblotting
byl vyuzit blotovaci pufr ve slozeni 3,03 g Tris, 14,4 g glycinu, 800 ml destilované vody, 200 ml
methanolu (Sigma-Aldrich, USA).

Tabulka 4 — SloZeni 15% separac¢niho gelu pro Western blot
15% separacni gel

MnozZstvi Slozka
2,5 ml Destilovana H2O
2,5ml Pufr (1,5 M Tris. HCI, pH 8,8; Bio-Rad, USA)
5mi 30% roztok akrylamidu/bis-akrylamidu (Bio-Rad, USA)
100 pl 10% SDS (Bio-Rad, USA)
4,5 ul TEMED (Cytiva, USA)
70 pl 10% persiran amonny (Bio-Rad, USA)

Tabulka 5 — SloZeni 4% zaostirovaciho gelu pro Western blot

4% zaostrovaci gel

MnoZzstvi Slozka
1,52 ml Destilovana H20
0,625 ml Pufr (0,5 M Tris. HCI, pH 6,8; Bio-Rad, USA)
0,325 ml 30% roztok akrylamidu/bis-akrylamidu (Bio-Rad, USA)
0,025 ml 10% SDS (Bio-Rad, USA)
3,8 ul TEMED (Cytiva, USA)
50 pl 10% persiran amonny (Bio-Rad, USA)

4.2 Priprava vzorki

V experimentech byl pouzit nativni ejakulat odebrany od kanci plemene Duroc
Z inseminacni stanice Skrsin. Pi fedéni a ptipravé ejakulatu pro vlhkou fixaci se po celou dobu
pracovalo s PBS ohtatym na 38 °C.

Do dvou zkumavek typu Falcon byl ihned po dovezeni davek odebran 1 ml ejakulatu
a zkumavky byly doplnény 9 ml PBS. Nasledn¢ byla provedena centrifugace (Hettich Mikro
22R; DJB Labcare, Velka Britanie) pfi 300 x g a 30 °C po dobu 10 minut. Vznikly supernatant
byl odstranén, objem zkumavek byl dopInén do 10 ml PBS. Cely tento proces byl jesté dvakrat
zopakovan. Jedna ze zkumavek byla po posledni centrifugaci doplnéna do 10 ml PBS, druha
kapacitaénim médiem TL-HEPES-PVA. Takto pfipravené vzorky byly resuspendovany.
Po ukon¢eném promyvani ejakuldtu byla provedena kontrola koncentrace spermii pomoci
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Biirkerovy komurky. Pokud byla koncentrace nevyhovujici, byl vzorek upraven na vyslednou
koncentraci 5x107 spermii/ml.

Vzorky s kapacitatnim médiem byly rozpipetovany do mikrozkumavek Eppendorf®
po 1 ml. Timto zptsobem byly vytvofeny ¢tyfi skupiny vzorka s rozdilnou dobou kapacitace
(30 minut, 60 minut, 90 minut a 120 minut), které byly vlozeny do CO; inkubatoru (Sanyo
MCO-19AIC; Marshall Scientific, USA) o teploté 38 °C a 5 % CO2 na pozadovanou dobu
kapacitace. Jeden ze vzorku s kapacitaénim médiem, ktery byl pouZit jako kontrola (kapacitace
0 minut), nebyl do COz inkubatoru viitbec vlozen. Nasledné byly jednotlivé vzorky dvakrat
centrifugovany (Labnet International, Inc., USA) pti 300 x g, po kazdé centrifugaci byl odsan
supernatant, objem byl doplnén PBS do 1 ml a vzorky byly resuspendovany.

U vSech vzorkd byla pod svételnym mikroskopem (Nikon YS100; Nikon, Japonsko)
provedena kontrola koncentrace spermii v suspenzi pro piipravu preparatii na mikroskopicka
skla pro fluorescenéni mikroskopii. Pokud byla v suspenzi vysoka koncentrace spermii, bylo
pfiddno PBS, pokud bylo naopak spermii v suspenzi malo, vzorek byl znovu odstfedén
a nasledné byl sniZen objem PBS.

Pted samotnou vlhkou fixaci spermii bylo tfeba na mikroskopickd skla nakreslit dvé
kolecka pomoci PAP Pen Liquid Blocker (Sigma-Aldrich, USA). Do kazdého takto
pripraveného kolecka bylo naneseno 20 pl suspenze spermii v PBS a 50 pl vymrazeného
roztoku acetonu a methanolu (LACH-NER s. r. 0., Neratovice) v poméru 1:1. Jedno kolecko
bylo ptipraveno pro reakci s protilatkou, druhé slouzilo jako negativni kontrola. Preparaty byly
poté inkubovany 5 minut pii pokojové teploté, nasledné¢ byly omyty PBS a nechaly
se zaschnout. Takto zpracované vzorky byly uskladnény v lednici a byly pfipravené
pro imunodetekci.

4.3 TImunofluorescencni stanoveni sulfan produkujicich enzymi

Jednotlivé preparaty se spermiemi byly omyty PBS a inkubovany v kyveté s vymrazenym
acetonem po dobu 10 minut. Vzorky byly poté opét omyty PBS a bylo na né¢ naneseno
150 ul SuperBlock (ThermoFisher Scientific, USA). Nasledovala inkubace pii pokojové
teploté po dobu 30 minut. Po oplachnuti PBS byly vzorky inkubovany se 100 pl primarni
protilatky krali¢i anti-CBS fedénou 1:100 s PBS, krali¢i anti-MST fedénou 1:200 s PBS a mysi
anti-CSE fedénou 1:700 s PBS. Nasledovala dvouhodinova inkubace pii pokojové teploté
ve vlhké komirce. Primarni protilatka byla nanesena pouze do experimentu, pro negativni
kontrolu bylo vyuzito 100 ul PBS.

Po oplachnuti preparati nasledovala inkubace se 100 pl sekundarni protilatky anti-rabbit
konjugovanou s Alexa Fluor 488 (ThermoFisher Scientific, USA) fedénou 1:300 s PBS nebo
anti-mouse taktéz konjugovanou s Alexa Fluor 488 a fedénou 1:300 s PBS. Sekundarni
protilatky byly tentokrat naneseny jak na experiment, tak na negativni kontrolu. Nésledovala
inkubace 60 minut ve tmé pii pokojové teploté ve vlhké komurce. Poté byly vzorky omyty PBS
a destilovanou vodou a na skli¢ka bylo nasledné naneseno 100 pl PNA lektinu konjugovaného
s rhodaminem (Vector Laboratories, USA), jenz byl nafedén v poméru 1:700 s PBS, inkubace
trvala 30 minut ve tmé pii pokojové teploté ve vlhké komtrce.

Na zavér byly preparaty omyty PBS a destilovanou vodou a po osuSeni bylo aplikovéano
10 pl montovaciho média Vectashield s DAPI (Vector Laboratories, USA). Vzorky byly
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piekryty krycimi skly a zafixovany lakem na nehty. Takto pfipravené vzorky byly uchovany
pti teploté 4 °C a nasledné snimany konfokalnim mikroskopem (Zeiss LSM 800, Némecko)
pii zvétSeni 630krat. Intenzita signalu stanovend jako primérnd intenzita signalu v jednotlivych
spermiich byla hodnocena pomoci pocitatové analyzy obrazu NIS-Elements AR 4.30.01
(Nicon, Japonsko).

4.4 Stanoveni sulfan produkujicich enzymi metodou Western blot

Pro SDS elektroforézu byly pouzity jiz diive pfipravené promyté ejakulované spermie
a kapacitované spermie s rozdilnou dobou kapacitace (0, 30, 60, 90 a 120 minut) bez
supernatantu. Vzorky byly zlyzovany za pouziti 100 pl 2x koncentrovaného vzorkového pufru
pro elektroforézu (2 ml glycerol; 4 ml 10% SDS; 1,6 ml0,5M TRIS.HCI, pH 6,8;
0,5 mg bromfenolova mod#; doplnéno do 10 ml destilovanou vodou). Takto pfipravené vzorky
byly uchovany vledu po dobu 1hodiny a béhem této hodiny byly kazdych 5 minut
vortexovany. Vzorky byly nasledné po dobu 5 minut povafeny a poté centrifugovany
pti 10 000 x g 5 minut. Ptipravené vzorky byly uchovany v mrazaku pfi teploté -20 °C nebo
byly ihned vyuzity pro SDS elektroforézu.

Pro Western blot byla sestavena aparatura Mini-PROTEAN Tetra Cell (Bio-Rad, USA)
a nasledné byl pfipraven roztok pro 15% separacni gel. Roztok byl nalit mezi skla a ptevrstven
destilovanou vodou. Po 30minutové polymeraci byla voda z povrchu gelu vylita a na separa¢ni
gel byl navrstven 4% zaostfovaci gel. Nasledné byly mezi skla umistény hiebinky pro tvorbu
jamek. Gel se po 15minutové polymeraci umistil do aparatury pro elektroforézu. Hiebinky byly
z gelu odstranény a do vzniklych jamek byly aplikovany pfipravené proteinové vzorky
po 14 ul do kazdé jamky a proteinové molekulové standardy (Precision Plus Protein Dual Color
Standards; Bio-Rad, USA) po 2 ul. Aparatura byla zalita ELFO-pufrem a nasledovala
elektroforéza nejdiive pfi elektrickém napéti 80 V po dobu 20 minut, poté pii elektrickém
napéti 120 V po dobu jedné hodiny.

Po elektroforéze byl proveden elektroblotting. Pro tuto metodu byl pfipraven gel
se separovanymi proteiny, filtra¢ni papir Whatman (Chromatography paper; GE Heathcare,
USA), PVDF membrana (ThermoFisher Scientific, USA) a houbicky. Jednotlivé ¢asti byly
po dobu 15 min namoceny v blotovacim pufru a nasledné byly seskladany do kazety (viz
Obr. ¢. 15). Kazeta byla vlozena do aparatury pro elektroblotting, aparatura byla zalita
blotovacim pufrem a byla pfipojena ke zdroji o elektrickém proudu 500 mA. Pfenos probihal
1,5 hodiny, poté byla kazeta vyjmuta, membrana byla oplachnuta v destilované vodé a obarvena
Ponceau (Ponceau S solution; Sigma-Aldrich, USA) pro vizualizaci proteini. Tato membrana
byla nasledné pouZita pro imunodetekeci.

Nejprve probéhla deaktivace volnych vazebnych mist na membrané pomoci 5% suSeného
mléka (Blotting Grade Blocker Non-Fat Dry Milk; Bio-Rad, USA) rozpusténého v PBS
pii laboratorni  teplot¢ po dobu jedné hodiny. Poté byla membrana promyta
ato 2x po 5 minutdch v PBS s 0,1% Tweenem 20 (Merck; Némecko) na rotacni tfepacce
(MC-T6-Pro; LABtechnik, s.r.o., Brno). Nasledovala inkubace se specifickymi primarnimi
protilatkami - krali¢i polyklonalni anti-CBS a anti-MST fedénymi 1:1000 s PBS a s mysi
monoklonalni primarni protilatkou anti-CSE fedénou taktéz 1:1000 s PBS. Inkubace probihala
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po dobu 1 hodiny a 30 minut. Pro zjisténi koncentrace nanesenych proteinti byly membrany
inkubovany s protilatkou anti-mouse proti alfa-tubulinu (Sigma-Aldrich, USA).

1 23345332 1
Obrazek ¢. 15 - SloZeni blotovaci kazety pro Western blot. 1 - kazety, 2 - houbicky,
3 - fitra¢ni papir Whatman, 4 - gel, 5 - membrana.

Nasledné byla membrana promyta 3x po dobu 10 minutv PBS s 0,1% Tweenem 20 a poté
byla inkubovana se sekundarni protilatkou anti-rabbit nebo anti-mouse, obé protilatky byly
fedény 1:3000 s PBS. Po hodinové inkubaci ptfi laboratorni teploté byla membrana
4x po 5 minutach omyta v PBS s 0,1% Tweenem 20 a 2x po 5 minutach v PBS.

Nasledovala vizualizace detekce proteinii protilatkou pomoci elektrogenerované
chemiluminiscence. Na membranu byl nanesen chemiluminiscen¢ni substrat (SuperSignal
West Pico Chemiluminescent Substrate; ThermoFisher Scientific, USA) a detekce probéhla
Vv piistroji Azure c600 (Azure Biosystems; Biocev, Vestec). Vysledky detekce proteint byly
zpracovany denzitometrii v programu Image Studio Lite Verze 5.2. (LI-COR Biosciences,
USA).

4.5 Statisticka analyza
Detekce enzymil pomoci imunofluorescence byla tfikrat zopakovéana a s vyuzitim analyzy
obrazu byly ziskany hodnoty primérné intenzity signaly. Tyto hodnoty byly podrobeny

statistické analyze rozptylu ANOVA s jednofaktorovym vybérem v programu Statistica 12
(StatSoft CR s.r.0., Ceska republika). Hladina statistické vyznamnosti odpovidala p <0,05.
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5 Vysledky

Imunofluorescen¢ni metodou byla ve spermiich prokazana ptitomnost vSech sulfan
produkujicich enzymu a jejich lokalizace ve spermiich. VSechny enzymy se nachazely jak
Vv hlavicce, tak v biciku spermie. Primérnd intenzita signilu jednotlivych enzymi byla
zhodnocena analyzou obrazu, nasledné byla vyjadiena relativné a byla vztazena k primérné
intenzité signalu ejakulovanych spermii. Ve vysledcich neni uvedena skupina spermii
s kapacitaénim médiem s dobou kapacitace O minut. Tato skupina byla kontrolni a slouzila pro
overeni, zda kapacitaéni médium neovlivnilo expresi enzymu.

Metoda Western blot byla vyuzita jako kontrolni metoda k potvrzeni, Ze se dané enzymy
v extraktech spermii skutecné vyskytuji. Pomoci této metody byly v ejakulovanych
i v kapacitovanych spermiich detekovany vSechny tii sulfan produkujici enzymy.
Ve vysledcich jsou uvedeny také vzorky extraktii spermii s kapacitatnim médiem, které ale
samotnou kapacitaci nepodstoupily (kapacitované 0 minut). Tato kontrolni skupina slouzila
pro ovéfeni, ze kapacitacni médium nijak neovlivnilo expresi enzymu.

Cystathionin-p-syntaza (CBS)

Imunodetekce primarni protilatky proti proteinu CBS oznacila na membrané protein
0 molekulové hmotnosti 61 kDa, ktery odpovida molekulové hmotnosti CBS (viz Obr. ¢. 16).
Metodou Western blot byla tedy pfitomnost CBS prokazana.
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Obrazek ¢. 16 - Imunodetekce CBS v extraktech kanéich spermii metodou Western blot.
Ej - ejakulované spermie, Kap 0° - spermie Kapacitované 0 minut, Kap 30° - spermie
kapacitované 30 minut, Kap 60° - spermie kapacitované 60 minut, Kap 90° - spermie
kapacitované 90 minut, Kap 120° - spermie kapacitované 120 minut.

Imunofluorescenci byla prokdzana pifitomnost a rozlozeni CBS ve spermiich a pomoci
analyzy obrazu zméfena intenzita signalu enzymu. Signal CBS byl pozorovan v celé spermii
a vykazoval snizujici se tendenci (viz Obr. €. 17). Nejvys$si primérna intenzita byla pozorovana
u ejakulovanych spermii a spermii kapacitovanych 30 minut. Signifikantné nizsi signal byl
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naméfen U spermii kapacitovanych 60 minut. Signal spermii, jez byly kapacitovany 120 minut,
byl signifikantné vyss$i oproti spermiim kapacitovanych 90 minut. Jednotlivé rozdily mezi
skupinami vzorkil jsou popsany na Obr. ¢. 18.

Signal CBS byl porovnavan Vv bi¢iku a v hlavicce spermie. Na rozdil od dalSich sulfan
produkujicich enzymti byl CBS zieteln¢ pfitomen v akrozomu ejakulovanych spermii (viz
Obr. ¢. 19). Ztohoto divodu byla zméfena primérna intenzita signalu enzymu zvlast
v akrozomu a zvlast' v hlavicce spermie. Primérna intenzita signalu CBS v akrozomu byla

po statistické analyze vyhodnocena jako signifikantné vy$si nez v hlavi¢ce spermie (viz
Obr. ¢. 20).

Obrazek ¢. 17 - Intenzita signalu CBS v kanc¢ich spermiich. Jadro ozna¢eno DAPI (modte),
akrozom PNA-Rhodaminem (Cerven¢) a protein CBS Alexa fluorem 488 (zelen¢).
A) ejakulované, B) kapacitované 30 minut, C) kapacitované 60 minut, D) kapacitované
90 minut, E) kapacitované 120 minut. Snimano konfokalnim mikroskopem, zvétseni 630x.
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Obrazek ¢. 18 - Relativné vyjadiena prumérna intenzita signialu CBS v kanéich
spermiich. Ej - ejakulované, Kap 30° - kapacitované 30 minut, Kap 60° - kapacitované
60 minut, Kap 90° - kapacitované 90 minut, Kap 120° - kapacitované 120 minut. Statisticky
vyznamny rozdil vyznacen hvézdickami (*).

Obrazek €. 19 - Intenzita signalu CBS v kandich ejakulovanych spermiich. A) CBS
oznacen Alexa fluorem 488 (zelen¢), B) akrozom oznaceny PNA-Rhodaminem (Cerveng),
C) jadro ozna¢ené DAPI (modie), D) slozeny obraz. Snimano konfokalnim mikroskopem,
zvétseni 630x.
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Obrazek ¢. 20 - Relativné vyjadiena primérna intenzita signalu CBS v akrozomech
a hlavickach kancich ejakulovanych spermii. Statisticky vyznamny rozdil vyznaen
hvézdickou (*).

Cystathionin-y-lyaza (CSE)

Pomoci imunodetekce byla na membrané zndzornéna také reakce primarni protilatky
proti proteinu CSE s proteinem o molekulové hmotnosti 44 kDa. Tento protein odpovida svoji
molekulovou hmotnosti enzymu CSE (viz Obr. ¢. 21). Timto byla prokazana ptitomnost CSE
Vv extraktech spermii.
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Obrazek ¢. 21 - Imunodetekce CSE v extraktech kan¢ich spermii metodou Western blot.
Ej - ejakulované spermie, Kap 0° - spermie kapacitované 0 minut, Kap 30° - spermie
kapacitované 30 minut, Kap 60° - spermie kapacitované¢ 60 minut, Kap 90° - spermie
kapacitované 90 minut, Kap 120° - spermie kapacitované 120 minut.

Imunofluorescenci byla potvrzena pfitomnost CSE jak v hlavicce, tak v biciku spermie
(viz Obr. €. 22). Primérna intenzita signalu byla zmétena a na rozdil od CBS vykazovala

cvwr
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a zvySovala se s prodluzujici se dobou kapacitace. Rozdil mezi ejakulovanymi spermiemi
a spemiemi kapacitovanymi 30 minut nebyl signifikantni. Také rozdil mezi skupinou spermii
kapacitovanych 60 a 90 minut nebyl statisticky vyznamny. Mezi ostatnimi porovnavanymi
skupinami vSak byla statistickd vyznamnost prokdzana. Signifikantni rozdily mezi jednotlivymi
skupinami jsou znazornény na Obr. ¢. 23.

Také u CSE byla zméfena pramérna intenzita signalu zvlast' v akrozomu a v hlavicce
ejakulovanych spermii. Piestoze se enzym vyskytoval po celé délce spermie, v akrozomu
vykazoval opacnou tendenci nez u CBS (viz Obr. €. 24). Po statistické analyze byla primérna
intenzita signalu CSE vyhodnocena jako signifikantné niz$i v akrozomu nez v hlavicee (viz
Obr. €. 25).

Obrazek ¢. 22 - Intenzita signalu CSE v kancdich spermiich. Jadro ozna¢eno DAPI (modre),
akrozom PNA-Rhodaminem (Cervené) a protein CSE Alexa fluorem 488 (zeleng).
A) ejakulované, B) kapacitované 30 minut, C) kapacitované 60 minut, D) kapacitované
90 minut, E) kapacitované 120 minut. Snimano konfokalnim mikroskopem, zvétseni 630x.
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Obrazek €. 23 - Relativné vyjadiena primérna intenzita signalu CSE v kan¢ich spermiich.
Ej - ejakulované, Kap 30° - kapacitované 30 minut, Kap 60° - kapacitované 60 minut,
Kap 90° - kapacitované 90 minut, Kap 120° - kapacitované 120 minut. Statisticky vyznamny
rozdil vyznacen hvézdickami (*).
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Obrazek ¢. 24 - Intenzita signalu CSE v kan¢ich ejakulovanych spermiich. A) CSE oznacen
Alexa fluorem 488 (zeleng), B) akrozom oznaceny PNA-Rhodaminem (Cerven¢), C) jadro
oznacené¢ DAPI (modie), D) slozeny obraz. Snimano konfokalnim mikroskopem, zvétSeni
630x.
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Obrazek ¢. 25 - Relativné vyjadirena primérna intenzita sighalu CSE v akrozomech

a hlavickach kancich ejakulovanych spermii. Statisticky vyznamny rozdil vyznacen
hvézdickou (*).

3-merkaptopyruvat sulfurtransferaza (3-MST)
Metodou Western blot byla taktéz prokazana ptitomnost proteinu o molekulové velikosti
33 kDa, ktery odpovida molekulové hmotnosti enzymu 3-MST (viz Obr. ¢. 26).

250
150

NI IR

Obrazek ¢. 26 - Imunodetekce 3-MST v extraktech kandich spermii metodou Western
blot. Ej - ejakulované spermie, K 0° - spermie kapacitované 0 minut, K 30° - spermie
kapacitované 30 minut, K 60° - spermie kapacitované 60 minut, K 90° - spermie kapacitované
90 minut, K 120° - spermie kapacitované 120 minut.

Stejné€ jako u CBS a CSE, i 3-MST byl pomoci imunofluorescence detekovan v hlavic¢ce
a Vv biciku spermii (viz Obr. ¢. 27). Rozdily v primérné intenzité¢ signalu vSak nebyly
tak vyrazné jako u dvou vyse zminénych enzymul. Signifikantné vyznamny rozdil byl prokazan
mezi skupinou ejakulovanych spermii, spermiemi kapacitovanymi 30 a 60 minut a mezi
spermiemi, jeZ prosly kapacitaci 90 minut (viz Obr. ¢. 28). Intenzita signalu 3-MST byla stejné
jako u CBS a CSE pozorovana v akrozomu a hlavi¢ce ejakulovanych spermii (viz Obr. 29).
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Po statistické analyze byla primérna intenzita signalu akrozomu vyhodnocena jako
signifikantn€ niz§i nez primérna intenzita signalu hlavicky (viz Obr. ¢. 30).

Obrazek ¢. 27 - Intenzita signalu 3-MST v kan¢ich spermiich. Jadro oznaceno DAPI
(modfe), akrozom PNA-Rhodaminem (Cerveng) a protein 3-MST Alexa fluorem 488 (zeleng¢).
A) ejakulované, B) kapacitované 30 minut, C) kapacitované 60 minut, D) kapacitované
90 minut, E) kapacitované 120 minut. Snimano konfokalnim mikroskopem, zvétSeni 630x.

Primérna intenzita signalu - 3-MST

*

J *

ppp = = =
A O 0 P N B OO ON

Relativni intenzita signalu

o
N

o

Ej Kap 30' Kap 60' Kap 90' Kap 120'

Obrazek ¢. 28 - Relativné vyjadiena prumérna intenzita signalu 3-MST v kancich
spermiich. Ej - ejakulované, Kap 30° - kapacitované 30 minut, Kap 60° - kapacitované
60 minut, Kap 90° - kapacitované 90 minut, Kap 120° - kapacitované 120 minut. Statisticky
vyznamny rozdil vyznacen hvézdickami (*).
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Obrazek ¢. 29 - Intenzita signalu 3-MST v kan¢ich ejakulovanych spermiich. A) 3-MST
oznacen Alexa fluorem 488 (zelené), B) akrozom oznaeny PNA-Rhodaminem (Cerveng),

C) jadro oznacené DAPI (modfie), D) slozeny obraz. Snimano konfokalnim mikroskopem,
zvétSeni 630x.
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Obrazek ¢. 30 - Relativné vyjadiena primérna intenzita sighalu 3-MST v akrozomech

a hlavickach kancich ejakulovanych spermii. Statisticky vyznamny rozdil vyznacen
hvézdickou (*).
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6 Diskuse

Tato diplomova prace byla zacilena na prokdzani zmény exprese sulfan produkujicich
enzymi CBS, CSE a 3-MST v kanc¢ich spermiich v pribéhu kapacitace. Bylo zjisténo,
ze se vSechny tyto enzymy v kancich spermiich vyskytuji. Exprese enzymii zodpovédnych
za produkci sulfanu byla nalezena v celé fadé bunék napfi¢ organovymi soustavami, ve kterych
je sulfan zapojen do fizeni riznych fyziologickych procesi. Tyto enzymy muizeme nalézt
vV nervovém, kardiovaskularnim, dychacim ¢i gastrointestinalnim systému (Whiteman et al.
2004; Lowicka & Bettowski 2007; Yang 2020). Jejich ptitomnost byla popsana také v sami¢im
I sam¢im reprodukénim traktu. Zde zastava sulfan riizné funkce. Bezpochyby nejzajimavejsim
zjisténim je, ze sulfan napomaha erekci penisu (Srilatha et al. 2006; Srilatha et al. 2009).
Ptitomnost sulfan produkujicich enzymii byla také popsana v prasecich oocytech (Krej¢ova et
al. 2015), ale studie zabyvajici se expresi téchto enzyml v kan¢ich spermiich ve védecké
literatufe stale chybi. Enzymy byly prozatim prokazany Vv Sertoliho a Leydigovych bufikach
a v nezralych zarode¢nych buiikach ve varleti potkani (Oi et al. 2001). V roce 2018 byly sulfan
produkujici enzymy popsany také v lidskych spermiich (Wang et al. 2018). V ramci
bakaléiskych a diplomovych praci napsanych pod zastitou Katedry veterindrnich disciplin
Ceské zemédélské univerzity v Praze byly vroce 2019 popsiny tyto enzymy také
Vv ejakulovanych a Kkapacitovanych kancéich spermiich ziskanych z inseminacnich davek
(Pilsova 2019; Pilsova 2019; Zelinkova 2019).

Vysledky experimentt prokazaly zménu exprese u CBS a CSE béhem kapacitace, nikoliv
vSak u 3-MST. Exprese CBS se snizovala s prodluzujici se dobou kapacitace, coz koreluje

v kan¢ich spermiich se Vv prib&éhu kapacitace signifikantné zvySovala, coz se shoduje
s vysledky s Teng et al. (2013), ktery popsal pii probihajici kapacitaci mysich spermii zvySujici
se mnozstvi sulfan produkujicich enzymu. Pfitomnost sulfan produkujicichch enzymi
ve spermiich kance a mysi a jejich zména exprese poukazuje na to, Ze sulfan hraje roli pfi
regulaci fyziologickych procest ve spermiich.

Zména exprese 3-MST pfii probihajici kapacitaci nebyla prokazana. Jediny signifikantné
vyznamny rozdil byl mezi skupinou ejakulovanych spermii, spermiemi kapacitovanymi
30 a 60 minut a mezi spermiemi, jez prosly kapacitaci 90 minut. Exprese 3-MST u spermit
kapacitovanych 120 minut se zvySila, nicméné tento rozdil nebyl statisticky vyznamny.
Vysledky 3-MST jsou proto nejednoznaéné a bylo by vhodné provést dalsi experimenty, které
by objasnily expresi tohoto enzymu v prubéhu kapacitace.

Ptesna lokalizace CBS ve spermiich je zatim stale neznama, proto je jisté zajimavym
zjisténim, ze exprese CBS v akrozomu ejakulovanych kancich spermii byla signifikantné vyssi
nez vsamotné hlaviéce spermii. To by znamenalo, Ze se enzym nachédzi ptfedevSim
na akrozomové membrané spermie a Ze je V prubéhu kapacitace odbouravan. Jelikoz
se do degradace proteinit v pribéhu kapacitace zapojuje ubiktivin proteasomovy systém
(Sutovsky et al. 2001), bylo by jist¢ zajimavé zjistit, zda je tomu tak i v pfipadé CBS, ¢i zda
se do degradace tohoto proteinu zapojuje jiny mechanismus. Tyto vysledky poukazuji na to,
ze sulfan hraje roli i pii regulaci kapacitace kancich spermii. Pokud jde o CSE a 3-MST,
intenzita signalu v akrozomu byla naopak signifikantné niz$i v akrozomu nez v hlavicce.
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VSechny dokazované sulfan produkujici enzymy byly pfitomné predevSim v biciku
kanc¢ich spermii, coz naznacuje, ze by sulfan mohl hrat néjakou roli pfi regulaci motility
spermie. Zhao et al. (2016) prokazal, Ze Na>S (donor H»S) snizoval aktivitu ATPazy a zvySoval
AMP-aktivovanou protein kinazu (AMPK), coz vedlo ke snizeni motility spermii. Také Wang
et al. (2018) potvrdil, Ze pii pouziti NaHS dochazi ke snizeni pohyblivosti spermii
u asthenospermickych pacientii. Sulfan ke svému ucinku navic vyuziva draselné kanaly, které
ovlivituji tvorbu ATP v mitochondriich a tim i motilitu spermie (Gupta et al. 2018). Proto je
mozné piedpokladat, ze sulfan skrz rizné signalni drahy snizuje motilitu spermie. Exprese CBS
Vv kan¢ich spermiich se v pribéhu kapacitace signifikantn¢ snizovala, coz by znamenalo,
ze motilita spermii by se s prodluzujici dobou kapacitace zvysovala. Vzhledem k tomu,
7e po probeéhlé kapacitaci dochazi k hyperaktivaci spermie a ze CBS je jediny sulfan
produkujici enzym, u n€hoz byla pozorovan signifikantné snizujici se exprese v prubchu
kapacitace, je mozné, Ze pravé CBS je hlavnim sulfan produkujicim enzymem v kancich
spermiich. Na zdkladé téchto zjisténi by bylo mozné dalsi vyzkum zacilit naptiklad na detekci
motility spermii s inhibovanym CBS. Nicméné jak jiZ bylo zminéno, zména exprese béhem
kapacitace byla pozorovana také u CSE, proto by bylo vhodné objasnit roli v procesu kapacitace
také tohoto enzymu. Dal§im moznym polem vyzkumu, co se tyka sulfan produkujicich enzymu
Vv reprodukci, by mohlo byt naptiklad objasnéni, zda sulfan hraje n¢jakou roli pti akrozomové
reakci €i pti samotném procesu oplozeni.
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[ Zavér

Cilem diplomové prace bylo kromé& shrnuti soucasnych poznatki o sulfanu a sulfan
produkujicich enzymech se zaméfenim na reprodukéni systém také ovefeni hypotézy,
ze se exprese sulfan produkujicich enzymii méni v prubéhu kapacitace kancich spermii.
K potvrzeni této hypotézy byla vyuzita imonucytochemicka metoda a imunodetekce enzymi
Vv extraktech spermii pomoci metody Western blot. Exprese cystathionin-p-syntazy
se s prodluzujici délkou kapacitace snizovala. Prostfednictvim imunofluorescence byl také
prokazan rozdil exprese CBS v akrozomu a v hlaviéce ejakulovanych spermii, pficemz
prumérnd intenzita signalu v akrozomech byla signifikantn€ vyssi nez v hlavickach. Také
exprese cystathionin-y-lyazy se v pribéhu kapacitace ménila, primérna intenzita signalu vSak
m¢éla oproti CBS vzestupnou tendenci s prodluzujici se dobou kapacitace. Exprese 3-MST byla
v kanc¢ich spermiich detekovana, nicméné nebylo jednoznac¢né prokazano, Ze by se exprese
tohoto enzymu v pribéhu kapacitace vyrazné ménila.

Vzhledem k ziskanym vysledkiim je pravdépodobné, ze sulfan produkujici enzymy
se zapojuji do procesu kapacitace. Pro objasnéni funkce téchto enzymu Vv regulaci pribéhu
kapacitace by bylo vhodné provést dalsi experimenty se zamé&fenim na konkretizaci funkce
enzymui v prub&hu kapacitace, a to naptiklad inhibici jednotlivych enzymii ¢i zjisténim role
ubikvitin proteasomového systému v degradaci téchto enzymii.
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