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Sulfan produkujici enzymy a jejich funkce v kancich
spermiich

Souhrn

V bunikach je sulfan produkovan tfemi enzymy: Cystathionin -syntazou (CBS),
cystathionin —y — lyazou (CSE) a merkaptopyruvat sulfurtransferazou (MPST). Vyskyt téchto
enzymu V kancich spermiich nebyl dosud ptesnéji popsan.

Kanc¢i spermie byly pro pokusy ziskavany z komeréné dostupnych insemina¢nich davek.
A kapacitovany v kapacitaénim médiu v termostatu pii 37°C po dobu 30, 60, 90 a 120 minut.
Sulfan produkujici enzymy (CSE, CBS, MPST) byly sledovany ve spermiich pomoci metody
Western blott a imunocytochemicky. Vyuzity byly komeréné dostupné protilatky proti
cystathionine-B-syntaze, cystathionine-y-lyaze a 3-merkaptopyruvat sulfurtransferaze. Exprese
sulfan produkujicich enzymd byla prokazana jak metodou Western blot tak
imunocytochemicky. Exprese enzymu se s délkou kapacitace snizovala. Na zakladé¢ ziskanych
vysledkt se lze domnivat, ze signalni draha sulfanu je v kanéich spermiich funkéni a podili

se na procesu kapacitace.

Kli¢ova slova: Sulfan, CBS, CSE, MPST, spermie



Enzymes producing sulfan and their functions in boar sperm

Summary

Sulphane is produced in cells by three enzymes: Cystathionine B-synthase (CBS),
cystathionine - y - lyase (CSE) and mercaptopyrrolidine sulfurtransferase (MPST). The
presence of these enzymes in boar sperm has not been described yet.

Boar spermatozoa for experiments were obtained from commercially available insemination
doses and capacitated in a capacitor medium in a thermostat at 37 ° C for 30, 60, 90 and 120
minutes. Sulfan-producing enzymes (CSE, CBS, MPST) were monitored in sperms by Western
blotting and immunocytochemistry. There were used commercially available antibodies against
cystathionine-f-synthase, cystathionine-y-lyase and 3-mercaptopyruvate sulfurtransferase.
The expression of sulfane-producing enzymes has been demonstrated by Western blot and
immunocytochemistry. The enzyme expression decreased with length of the capacitation.
Based on the results, it can be presumed that the sulphane signaling pathway is functional

in boar spermatozoa and is involved in the process of capacitation.

Keywords: Sulphan, CBS, CSE, MPST, spermatozoa
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1 Uvod

Sulfan (H2S) je jeden ze tii znamych gasotransmiteri. Tvoii se intracelularné v nizkych
koncentracich a funguje jako plynny posel v urcitych fyziologickych procesech.

Substratem pro tvorbu endogenniho sulfanu je L-cystein, ktery savci ziskavaji z potravinovych
zdroji. Tato aminokyselina obsahujici siru je produkovana z L-methioninu prostiednictvim
tzv. transsulfurace Transsulfurace je proces, ktery mize byt katalyzovan jednim ze dvou
enzymu transsulfura¢ni drahy: Cystathionin B-syntazou (CBS) nebo cystathionin — y — lyazou
(CSE). Dalsim enzymem podilejicim se na tvorb¢ sulfanu je merkaptopyruvat sulfurtransferaza
(MPST). V mitochondriich produkuje MPST sulfan z 3-merkaptopyruvatu nebo oxiduje
obsazenou siru na sifi¢itan a thiosiran.

Varlata jsou organem, ktery aktviné vyuziva aminokyseliny obsahujici siru. Tyto
aminokyseliny slouzi také jako substrat pro syntézu glutathionu prostfednictvim glutamat-
ligdzy. Glutathion hraje Ustfedni roli pii regulaci spermatogeneze. Nizké koncentrace
sirovodiku se tedy podileji na procesu spermatogeneze. Sulfan ma také schopnost ochranit
zarode¢né buiky varlat proti apoptéze indukované teplem prostfednictvim antioxida¢niho

mechanismu.



2 Védecka hypotéza a cile prace

Sulfan (H2S) je difusibilni plyn, ktery patii do skupiny signalnich molekul ozna¢ovanych jako
gasotransmitery. Intracelularné¢ je syntetizovdn enzymy cystathionine-f-syntdzou,
cystathionine-y-lyazou a 3-mercaptopyruvate sulfurtransferazou z L-cysteinu. Funkce
a pritomnost sulfan produkujicich enzymu v kanc¢ich spermiich neni dostatecné popsana.
Cilem diplomové prace bylo ovétit hypotézu, Ze signalni draha sulfanu je v kancich spermiich
funk¢ni a jsou v nich exprimovany sulfan produkujici enzymy.

Pro ovefeni hypotézy byla vyuzita metoda Western Blot a imunodetekce pro stanoveni
pfitomnosti enzymu produkujicich sulfan (MPST, CSE, CBS). Dale byla vyuzita vyuZita

metoda imunofluorescence pro stanoveni exprese hledanych enzymd.



3 Literarni reSerse

3.1 Spermatogeneze

Spermatogeneze je proces, piikterém spermatogonalni kmenova bufika prochazi tiemi
postupnymi fazemi vyvoje (Clermont 1972). Kazda faze je velmi specificka, organizovana
a cykly, v nichz probihaji, jsou presné ¢asovany (Hess & de Franca 2009).

Epitel semenotvornych kandlkd se neskldda pouze zjednoho typu somatickych bunék
(Sertoliho bunky), ale je zde pfitomno i mnoho typi zarodeénych bunék. Stadia spermatogeneze
jsou: Mitoza, meidza, spermiogeneze, Golgiho faze, stadium akrozomalni ¢epicky, stadium

akrozomalni, zrani (Russel et al. 1993).
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Obrdzek 1 Spermatogeneze, dostupné z: https://byjus.com/biology/spermatogenesis/

Mitoza

Spermatogonie jsou diploidni (2n) zarodecné bunky, které se déli mitézou a jsou piitomné
na bazalni membrané¢ semenotvorného kanalku. Spermatogonie délime na dva zakladni typy.
Typ A a typ B. U nekterych dobfe studovanych savci (mysi, krysy) pak jeste rozliSujeme dalsi
¢tyti tridy (Russell et al. 1993).

Meioza

Spermatogonie typu B se déli mitdzou a tvoti dva spermatocyty ve fazi tzv. preleptotene. Tyto
buiiky pak predstavuji zacatek meiotické profaze. Jsou to malé buiiky (ve fazi profaze), které
zustavaji na bazalni membrané. Nasledné spermatocyty (faze leptotene a zygotene) prochazi

pies krevni bariéru (Blood-testis-barrier) nebo Sertoli-Sertoliho bariéru (Russell 1977).


https://www.google.cz/url?sa=i&source=images&cd=&ved=2ahUKEwiqjubtga7bAhXKC-wKHTcNCVYQjRx6BAgBEAU&url=https://byjus.com/biology/spermatogenesis/&psig=AOvVaw2oEIRCujXRrDx3c_CIK_2A&ust=1527789579688673

Spermatocyty jsou builkami meidzy, kterym je tieba vénovat zvlastni pozornost. Déleni
meiotickych bunék je definovano jedinou fazi, ve které najdeme tfi typy bunééného déleni:
a) meidza |. — rozdéleni diploidnich bun¢k
b) tvorba sekundarnich spermatocyta
c¢) meiodza II. — déleni sekundarnich spermatocyta
Béhem spermiogeneze se dramaticky snizuje velikost bunék, a to diky zménam chromatinu
ajaderné kondenzaci. Sekundarni spermatocyty jsou tedy vetS$i nez spermatidy (Franga &
Cardoso 1998).

Spermiogeneze

Transformace sférickych, haploidnich spermatid (In) na podlouhlé, vysoce kondenzované
a zralé spermie, uvolnujici se do lumenu semenného tubulu, se nazyva spermiogeneze.
Diferenciace spermatid probiha nejméné ve ¢étyrech krocich (nebo fazich): Golgi (Golgiho
faze), capping (stadium akrozomalni Cepicky), acrosomal (faze akrozomalni) a zrani. Tyto
kroky jsou uzite¢né pro identifikaci specifickych stadii cyklu semenného epitelu (Hess & de
Franca 2009).

Golgiho faze

Golgiho aparat je velmi dulezity béhem pocatecnich krokd spermiogeneze, jako je formace
akrozomu, ktera zavisi na schopnosti této organely produkovat vezikuly a granule obsahujici
enzymatické slozky akrosomalniho systému, jez pokryji vyvoj jadra spermie. Diferenciace
prvnich tfi krokii kultivace spermatid zahrnuje prominentni Golgiho aparat, ktery je
identifikovan barvenim Periodic Acid-Schiff, coZ je reakce pouzivana k ditkazu polysacharidd,
pii které dochazi k jejich oxidaci pomoci kyseliny jodisté, ¢imz vznikaji aldehydy reagujici
se Schiffovym barvivem a nasledné vytvaii komplex s fialové ¢ervenym zabarvenim (Rusell
1990).

V prvni fazi maji spermatidy maly, perinuklearni Golgiho region bez akrosomalnich vacku
nebo granuli. V nasledujicich fazich pak ukazuji proakosomalni vacky a granule v Golgiho
aparatu s naslednym vytvorenim jediné, velké akrosomalni granule ve vétsim vacku. (Leblond

& Clermont 1952).



Stadium akrozomalni ¢epic¢ky

Ve stadiu akrozomalni ¢epicky, oznacované jako capping, se akrozomalni granule, jez vznikla
v piedchozim kroku, dotyka jaderné membrany a vacek se za¢ina zplost'ovat do malého vicka
nad jadernym povrchem. Dale se akrozomalni vacek stane velmi tenkym a granule se zplost'uje.
Akrozom se dale zplostuje az na pfiblizné 1/3 jaderného povrchu. Ke konci této faze zacina

také jadro ménit sviyj tvar (Hess 1990).

Akrozomalni faze (Stadium akrozomalni, Stadium kaudalni manzZety)

Ve stadiu kaudalni manzety dochazi k migraci akrozomalniho systému pies ventralni povrch
prodluzujiciho se spermatidového jadra. V typicky histologickych vzorei je konec této migrace
obtizn¢ identifikovatelny, piedev§im diky jeji pifitomnosti v riznych rovinach vzorku.
Rozeznani tohoto specifického stadia spermatogeneze je zpravidla odvozovano podle
akrozomalniho systému pozorovaného kolem spermatid, nikoliv v podlouhlych bunkach
(spermatidach). Toto stadium také zahrnuje kondenzaci chromatinu, protoze chromozomy jsou
tésnéji u sebe. Diky této tésnosti je velmi snadné intenzivni obarveni hematoxylinem,

potvrzujici tuto skute¢nost (De Franca et al. 1995).

Zrani

V pfipad¢ tvaru a akrozomalni migrace jsou jaderni zmény mens$i. Jadro vSak pokracuje
v kondenzaci a akrozom postupné zraje do struktury vy¢nivajici na povrch a pokryvajici témet
celé jadro mimo ¢asti spojené s bi¢ikem. Dale dochazi téz k odstranéni nadbytecné cytoplazmy,
¢imz dochazi ktvorbé prominentnich cytoplazmatickych lalokti, obsahujici nepouzité
mitochondrie, ribozomy, lipidy a dalsi slozky (Russell et al. 1990; Hess et al. 1993; de Franca
et al. 1995).

3.1.1 Produkce spermii

Ze spermatogonie dojde ke vzniku spermatocytti po stanoveném poctu mitotickych déleni
charakteristickych pro kazdy druh. Jako ptiklad lze uvést dvé az Sest rozdilnych
spermatogondlnich generaci, jez byly pozorovany u savcii. Kromé toho, Ze pocty déleni jsou
uzite¢né pro srovnavaci studie mezi riznymi druhy, je také nezbytnd presna znalost poctu
spermatogonalnich generaci pro lepsi pochopeni regula¢nich mechanisml spermatogeneze
(Clermont 1972; De Rooij & Russell 2000). Pokud porovname spermatogenezi S jinymi
systémy, které produkuji bunky v téle, dojdeme k zavéru, ze spermatogeneze ma nejvetsi pocet

bunécnych déleni béhem své expanze. Takovy je aspoin predpoklad.



Naptiklad u mysi, krys a prasat je potfeba asi deset generaci spermatogonii, které jsou nezbytné
pro tvorbu spermatocytii ve fazi preleptotene, zjedné spermatogondlni kmenové burnky,
zatimco u lidi je tato hodnota mnohem nizsi a odhaduje se, Ze ma pouze Ctyii mitotické déleni.
Kinetika a rychlost ztraty zarode¢nych bunék ma dopad na pocet vyrobenych spermii (Hess &
de Franca 2009).

3.2 Kapacitace

Kapacitace je velmi rychly proces, po Kterém je spermie schopna navazat se na povrch oocytu
(na zonu pellucidu). Zonou pellucidou prochazi diky akrozomalni reakci a hyperaktivaci.
Kapacitace nastava po prirozeném pareni, kdy sperma projde prostiedim délohy (Bedford
1970).

U nékterych druht savcd, napiiklad u lidi, jsou ejakulované spermie dopraveny do vaginy,
odkud musi dal proniknout cervikalnim hlenem, v némz ztraceji nékteré z povrchové
adsorbovanych materialt. Lidsky cervikdlni hlen navozuje kapacitaci spermii (Zinamen et al.
1989) a hyperaktivaci (Zhu et al. 1992, 1994), ale nikoliv akrozomalni reakci (Bielfield et al.
1991). Jen velmi maly pocet spermii se dostane z délohy, kde jsou pfitomné neutrofily ¢asto
napadajici spermie (Barratt et al. 1990).

Sav¢i vejcovod poskytuje vhodné prostiedi pro transport spermii, skladovani a kapacitaci, sbér
oocytu, transport a zrani, oplodnéni, a nakonec i déleni casného embrya (Hunter & Rodriguez-
Martinez 2004). Spermie, které jsou jiz pln¢ diferenciované bez moznosti opravy jakéhokoliv
poskozeni, vyzaduji bezpecné utociste, kde mohou ¢ekat hodiny az dny, nez bude vhodna doba
k oplodnéni. Takové bezpetné misto poskytuje prvni ¢ast vejcovodu, kde cast spermii
(naptiklad po inseminaci) muze setrvat v tzv. rezervoaru spermii. (Rodriguez-Martinez et al.
2001). Rezervoar spermi se objevuje u vSech druhti studovanych savcu. Kapacitace je zde
zpomalena (Smith & Nothnick 1997), coz prodluzuje jejich zivotaschopnost. U prasat mohou
byt spermie uchovany také v déloznim krcku, kde vydrzi Zivotaschopné po dobu 36 hodin nebo
déle (Hunter 1987). Jejich imobilizace v této oblasti je zpusobena riznymi faktory,
které pravdépodobné puisobi v kombinaci slozené z omezeni pohybu hojné vylucovanym
hlenem, ktery se vyskytuje v déloznim krcku a v utero-tubalnim spoji (Jansen & Bajpai 1982);
dale nizsi teploty ve vejcovodu prasat (Hunter & Nichol 1986), a slozeni tekutiny (koncentrace
ionti, hormont) (Burkman et al. 1984). Pouze omezeny pocet takto skladovanych spermii

se vsak nasledn¢ ucastni oplozeni (Hunter 1981).



Pii kapacitaci spermii in vivo bylo zji§téno, ze Spermie kanci zkapacitovaly 2-3 hodiny
po vystaveni prostfedi délohy a vejcovodu, coz je o polovinu kratsi doba oproti spermiim, které
byly vystaveny pouze prostiedi vejcovodu. Tyto nalezy naznacuji, ze kapacitace trva rizné
dlouho v zavislosti na prostiedi, ve kterém se spermiec nachazi, a jak rychle dokaze toto
prostiedi modifikovat povrch membrany spermie (Hunter & Dziuk 1968). Pti pfirozenném
oplodnéni jsou spermie postupné vystaveny tekutindm v déloze a nasledné ve vejcovodech,

takze tyto tekutiny jsou schopné regulovat rychlost kapacitace (Rodriguez-Martinez 2007).

Hyperaktivace

Hyperaktivace je typ mobility spermii, ktery pozorujeme u mista oplodnéni. Je popisovana jako
energicky, rychly, kmitavy pohyb smérem vpied za hlavickou s vysokou amplitudou. Byl
pozorovan u mnoha druhi savcd véetné prasat (Suarez & Dai 1992).

Hyperaktivace spermii je zakladni udalosti kapacitace. Hyperaktivni spermie snadnéji
proniknou skrz husté tekutiny v sami¢im genitalnim traktu ¢i pies zonu pellucidu, kterou bez
hyperaktivniho pohybu neprojdou a také 1épe projdou vejcovodem (Suarez et al. 1991; Suarez
& Dai 1992).

Béhem hyperaktivace prochédzi spermie fadou komplexnich zmén. Mezi né patii napiiklad
zména v koncentracich ionti (Ca2™) nebo zmény na urovni cytosolu a axonemy. (Murad et al.
1992). MozZné axonemalni zmény mohou souviset s fosforylaci bilkovin, o kterych je znadmo,

Ze jsou zapojeny pii motilit€ spermii (Tash 1990).

Faktory ovliviiujici kapacitaci

Sodik, draslik, hydrogenuhli¢itany

lonty sodiku a drasliku jsou nutné pro kapacitci. Staci jich vSak velmi nizké koncentrace (Hyne
et al. 1984).

Bikarbonat (hydrogenuhlicitan) je pfitomen jiz v dob¢ ejakulace (naptiklad u lidskych spermii),
a to diky semennym vackiim, které ho produkuji (Okamura et al. 1986). Vysoka koncentrace
hydrogenuhli¢itanli je také v zenském genitalnim traktu (Maas et al. 1977). Jedna z funkci
bikarbonatovych iontl je umoznit vzestup intracelularniho pH v bunice. Kromé pufracni
schopnosti ovliviiuje bikarbonat spermie také funkcné, naptiklad stimulaci adenylylcyklazy

(Okamura et al. 1985).
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Vapnik

Vapnik byva Castéji davan do souvislosti s akrozomalni reakci, avSak i pii kapacitaci ma urcitou
ulohu. Napftiklad ptisobi pfimou interakci s fosfolipidy, ¢imz modifikuje jejich fyzikalni stav
a nasledn¢ také membranovou tekutost (Fénichel & Parinaud 1995).

Na molekularni urovni souvisi kapacitace spermii s: 1) aktivaci drahy cAMP / PKA (Harrison,
2004; Krapf et al. 2010); 2) se zvySenim intracelularniho pH (Zeng et al. 1996); 3) se zvySenim
intracelularnich koncentraci Ca?* (Ruknudin & Silver 1990); 4) s hyperpolarizaci
membranového potencialu spermie (Em) (Zeng et al. 1995; Escoffier et al. 2012); 5) se ztratou
cholesterolu (Cross 1996; Davis et al. 1980) a s jinymi lipidovymi modifikacemi (Gadella &
Harrison 2000); a 6) se zvysenou fosforylaci tyrosinu (Visconti a kol. 1995a; Krapf et al. 2010).
Ve viech typech bunék hraje Ca?" zakladni roli, a to jako druhy posel pii fizeni bunéénych
procest. U spermii ukazaly experimenty centralni ulohu tohoto iontu pii regulaci pohyblivosti
spermii a akrosomové reakci (Navarrete et al. 2015). Ve spermatu mysi byly identifikovany
dva transportni systémy Ca?": 1) Ca?* kanalovy komplex Catsper, slozeny z nejméné
7 podjednotek. Vytfazeni kazdé z nich vede k degradaci vSech ostatnich podjednotek (Qi et al.
2007). Studie provadéné na mysSich ukazaly, ze Catsper je nezbytny pro hyperaktivaci
aoplodnéni; 2) systétmy vytlatovani Ca?*, slozené ze skupiny proteini Na® / Ca?
a proteinovych membran Ca?* ATPazy (Okunade et al. 2004). Ca?" -zavislé enzymy mohou byt
aktivovany ptimo Ca?* nebo nepiimo Ca?* / Calmodulin (CaM) interakci. Cile tohoto komplexu
(CaM) ve spermiich jsou: fosfodiesteraza | (Baxendale & Fraser 2005), kalcineurin (Tash et al.
1988) a Calmodulin Kinase Il a IV (Wu & Means 2000). Velmi ¢asnou udalosti v kapacitaci
spermii je aktivace cesty cAMP (Visconti 2009). Aktivace syntézy cAMP probihd okamzité
po uvolnéni spermii z epididymis, kdy ptichazi do styku s vysokymi koncentracemi HCO3-

a Ca®" pritomnymi v semenné tekuting (Carlson et al. 2005; Wennemuth et al. 2003).

Zinek

Zinek je ve spermiich pfitomnech ve vysokych koncentracich (pfedevsim u lidskych spermii).
Funguje jako membranové stabilizacni sloucenina, a proto by mohl byt povazovan spise
za dekapacitacni faktor, ktery snizuje hyperaktivitu a potlacuje kapacitaci. Po pfidani zinku
ke spermiim kieckti a mysi doslo k inhibici kapacitace, zatimco akrozomalni reakce zistala
neovlivnéna. Nasledn¢ byl zinek opét odstranén. IkdyZz se toto odstranéni jevi jako zésadni,
nebylo samo o sobé dostacujici k vyvolani kapacitace spermii. Zinek tedy mohl byt soucasti
procesu, ktery spoustél destabilizaci membran a/nebo spoustél jiné udélosti souvisejici s timto

procesem (Andrews et al. 1994).
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Zinkové ionty hraji zasadni roli v kapacitaci spermii. Reguluji klicové udalosti zodpovidajici
za ziskani oplozenischopnosti (Kerns et al. 2018).

Existuje mirna negativni korelace mezi obsahem Zn?" a progresivni motilitou spermii u lidi
(Henkel et al. 1999). Chelatace spermii Zn?* pomoci 2,3-bis (sulfanyl) butandiové kyseliny,
2,3-dimercaptopropan-1-sulfonatu nebo DL-penicilaminu vede ke zvySeni prumérné pfimocaré
rychlosti a progresivni pohyblivosti spermii pii souCasném sniZzeni procenta nelinearné
se pohybujicich spermii (Wroblewski et al. 2003).

Prostatickd semenna tekutina s vysokou koncentraci Zn?* hraje kli¢ovou roli pii potladeni
pfedcasné kapacitace spermii a poskytuji antioxidantivni ucinky, zatimco niz§i koncentrace

Zn?* mohou byt predpokladem uspésné akrosomdlni reakce (Kerns et al. 2018).
3.2.1 Modifikace membrany

Béhem kapacitace dochazi k modifikaci memrany spermie. Latky na povrchu membrany
ziskané z nadvarlat nebo semenné plazmy jsou odstraiovany nebo ménény, membranové
antigeny jsou presouvany (Fusi & Bronson 1992; Fusi et al. 1992). Mechanismy zodpovédné
za iontové toky jsou aktivovany nebo potlaceny a zvySuje se fluidita membrany (Wolf et al.
1986) a to pfedevsim v disledku zmény membranovych lipidi (Langlais et al. 1988). Dllezitou
a Casto zkoumanou roli zde hraje cholesterol, ktery ovliviiuje propustnost ionti membranou,
vlozeni proteinti a stabilizuje membranu (Ehrenwald, Foote & Parks 1990). V lidskych
spermiich byl dale nalezen cholesterol sulfat, ktery dodava spermatu vétsi stabilitu membran

oproti samotnému cholesterolu (Langlais et al. 1981).

3.2.2 Adenylylcyklizy a cAMP

Spermie inkubované za aerobnich podminek vytvaii reaktivni druhy kysliku (ROS), jako je
tieba superoxidovy anion, ktery spontann¢ dismutuje na peroxid vodiku (Aitken & Clarkson,
1987; Alvarez et al. 1987). Vzestup hladiny vapniku a tvorba ROS se objevuji velmi brzy
po zahajeni kapacitace. (Baldi et al. 1991). Tyto dva procesy mohou byt zodpovédné
za fyziologickou aktivaci adenylylcyklazy, coz ma za nasledek vznik cAMP. Adenylylcyklaza
hraje dilezitou roli v rozvoji kapacitace lidskych spermii. Ve skute¢nosti jsou to latky, které
pfispivaji ke zvySeni intracelularnich koncentraci cAMP, jako je napi. forskolin (aktivator
adenylylcyklazy) nebo kofein (Leclerc et al. 1997). Vznikly cAMP je zapojen do procest,
pii némz se spermie stavaji motilnimi (Tash 1990) a také do kapacitace (Yanagimachi 1994;
Leclerc et al., 1996). U¢inek CAMP je nasledek aktivace protein kindzy A (Garbers et al. 1973).

Jsou znamy cesty cAMP (pies protein kindzu A, ¢i protein kindzu C), které jsou vzajemné
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propojeny a vedou nakonec k akrozomalni reakci u lidi (Doherty et al. 1995). Zaznamenavané
zvyseni stupné fosforylace proteinii béhem kapacitace spermii mize byt vysledkem stimulace

kinaz a/nebo inhibice fosfataz (Tash et al. 1990).

3.3 Akrozomalni reakce a jeji pribéh

Akrozomalni reakce je udalost, kterou musi projit spermie mnoha druht zvifat pied spojenim

s oocytem.

Pribéh akrozomalni reakce

Akrozomalni reakce nastavd na zona pellucida. Aktivita agonisti (latek vyvolavajicich
fyziologickou odpoveéd’) byla také jiz prokazana v rozpustnych extraktech zona pellucida
(Florman et al. 1982). Konkrétné se jedna o protein ZP3. Dalsi pozorovani, ktera podporuji
zafazeni agonistické aktivity do ZP3 zahrnuji nejen jeji pfitomnost na misté oplozeni a pfimou
vazbu tohoto proteinu (ZP3) na spermii (Thaler & Cardullo 1996), ale také ztratu agonistické
aktivity po oplodnéni (Bleil & Wassarman 1983). Je tieba poznamenat, ze oblast zony pellucidy
mnoha sav¢ich druhti je konstruovana ze ¢tyf proteint (Conner et al. 2005).

Otazka, zda funguje ZP3 nezavisle jako agonista v oblasti zona pellucida, ktera obsahuje
vSechny Ctyii slozky, jsou v souCasné dobé nevytfeSeny. Mnozstvi farmakologickych latek
a biologickych tekutin také indukuje akrozomalni reakci, pfesto neni jisty jejich biologicky
vyznam. Jednim z ptikladd je progesteron, ktery je uvolfiovan bunikami cumulus oophorus

(Osman et al. 1989) a vyvolava agonistické u¢inky zony pellucidy in vitro (Roldan et al. 1994).

Stimulace ZP3 a odpovéd’ Ca2*

Interakce spermie se zona pellucida spousti fadu odpovédi, které jsou potiebné pro indukci
pfisunu vapenatych ionti (Ca2") (Arnoult et al. 1999).

ZP3 depolarizuje membranovy potencial dostate¢né siln€ na to, aby oteviel TRPC — kanaly
(aktivovany pomoci receptorti spfazenych s G-proteiny a tyrozinkindzovymi receptory). Tato
reakce je vSak pomérné€ pomala a da se ocekavat, Ze existuje jiny spoustéc (Arnoult et al. 1996).
Alternativni mechanismy regulace kanali mohou byt ve spermii zprosttedkovany
napt. fosforylaci tyrosinu (Arnoult et al. 1997). Tyto prvky pienosu signalu ZP3 se nemohou
vzajemn¢ dopliiovat a funguji spise paraleln€. V dasledku toho jsou tyto kroky predstavovany
jako dvé& oddé€lené cesty, které se skladaji z pfechodného vstupu Ca2™, G proteinu a pH reakce.
Ob¢ tyto cesty vSak musi fungovat, aby byl zajistén efektivni pfenos (Florman & Ducibella
2006).
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Vstup Ca2* a nasledna exocytéza

Rychly vzestup Ca2* spousti uvolnéni akrosomalnich granuli.

Uznani, ze kanaly TRPC zprostiedkovavaji a jsou hlavni soucasti trvalého vstupu Ca2", ktery
je spustén ZP3, vyustil ve snahu o identifikaci asociovanych proteinti vazajicich Ca2™s témito
kanaly. To vedlo k identifikaci enkurinu, vicedoménového proteinu obsahujici na prolin
bohatou N-koncovou oblast s piedpokladanym SH3 (mala proteinova doména) a motivy
WW domény (proteinova doména, specifické interakce s ligandy) a C-koncovou oblast,
ktera vaze TRPC2 (protein, Transient receptor potential cation) (Sutton et al. 2004).

Enkurin ma vlastnosti adaptorového proteinu (bilkovina, ktera se ucastni signaliza¢ni kaskady,
ale sama nemd enzymatickou aktivitu), ktery vaze na SH3 a WW doménu TRPC kanaly
aktivované ZP3, ¢imz se sestavi signalizaéni modul v misté aktivity ZP3. Jeden takovy
signaliza¢ni modul se zda byt 1-fosfatidylinositol-3-kinazy (PI3K) (Sutton et al. 2004).
Porozuméni mechanismut, kterymi zona pellucida reguluje akrozomalni reakci je klicové
pro modely oplozeni a také diky nim mtizeme vést strategii rozvoje kontroly plodnosti. Kroky
této signalizace by se dali shrnout takto: 1) rané udalosti tj. aktivace G-proteinu,
intracelularni alkalizace a pfechodny vstup Ca2™; 2) trvaly pfisun Ca2*, jehoz hlavni ¢ast je
nesena kanaly TRPC; 3) nasledné udalosti v¢etné aktivace fosfoinositid-dependentnich protein
kinaz a nasledné procesy spojené s piistupem Ca2" enkurinem, proteinu vazajiciho TRPC a P13

kinazu. (Garbers & Kopf 1980; Garbers 1989)

3.4 Sulfan

Sirovodik (Sulfan, HzS) je jeden ze tii znamych gasotransmitert, které se podili na uréitych
fyziologickych procesech, a to véetné reprodukénich funkci (Qiao-li & Jun-bao 1986).
Intracelularné je sulfan tvofen v bufice a slouzi jako plynny bunéény posel. V buiikach

se nachazi v nizkych koncentracich (Wang 2003).

Za fyziologicky relevantnich podminek, tj.ve vodném roztoku pii pH 7.4, je jedna tfetina
sulfanu nedisociovana a dvé tietiny disociuji na H" a HS™ (hydrosulfidovy ion), ktery se mize
nasledné rozlozit na H™ a sulfidovy iont (S27). Nicméné, posledni zminéna reakce nastava pouze
pii vysokém pH, kdy S2” ionty se nevyskytuji in vivo v podstatnych mnozstvich. Hydrosulfid
sodny (NaHS) se béZné pouziva jako donor sulfanu, protoze disociuje na Na* a HS". HS™ pak
Caste¢né vaze H za vzniku nedisociované H2S (sulfanu). Podobné jako NO (oxid dusnaty)

a CO (oxid uhelnaty) je sulfan lipofilni a voln¢ pronika do plazmatickych membran.

14



Ale pouze diky castecné disociaci jsou membrany relativné méné propustné pro sulfan oproti
CO a NO. Sulfan je detekovatelny v séru a ve vétsiné tkdnich v koncentraci ptiblizné 50 pM.
Jeho fyziologickd uroven v mozku je az tfikrat vyS$i nez v séru a ve skuteCnosti se blizi

az toxické koncentraci (Lowicka, & Beltowski 2007).

Enzymy produkujici sulfan

V bunikach je sulfan produkovan tfemi enzymy: Cystathionin p-syntazou (CBS),
cystathionin —y — lyazou (CSE) a merkaptopyruvat sulfurtransferazou (MPST).

CBS

Cystathionin B-syntaza katalyzuje pyridoxal 5-fosfat (PLP) pomoci reakce, ve které je thiolat
v L-homocysteinu nahrazovan hydroxylovou skupinou z L-serinu. Allostericky aktivator,
S- adenosyl — L — methionin (AdoMet) zvySuje aktivitu CBS piiblizné 3krat a pravdépodobné
se vaze na C-terminalni regulacni doménu (Kery et al. 1998).

HEME  PLP AdoMet
CysS2 His65 Lys119

CBS1 CBS2

70 413 416468 486 543
L I
Y ~ Al ~ J
Heme binding Highly conserved Regulatory domain
domain catalytic domain

Obrdzek 2 Struktura domény lidského CBS ukazujici N-termindini doménu, kterd vdZe hem, katalytickou doménu a C-
termindlini regulacni doménu, kterd obsahuje dveé ,,CBS“ domény (CBS 1 a CBS 2). Autor: Jane Oliverius (Zdroj: Miles and Kraus
2004)

Velké mnozstvi mutaci v riznych oblastech lidské CBS byly nalezeny u pacienti
s homocystinurii (lidské dédiéné onemocnéni, které se vyznaCuje Vvysokou hladinou
aminokyseliny L-homocysteinu v plazmé (Kraus et al. 1999; Mudd et al. 2001). Mutace v genu
CBS mohou ménit bud mRNA nebo stabilitu enzymu, aktivitu, vazbu na PLP a hem
nebo narusit alosterickou regulaci (Miles & Kraus 2004).

Enzymy, které maji koenzym PLP, katalyzuji Cirokou Skalu rozmanitych reakci souvisejicich
s metabolismem aminokyselin. PLP enzymy jsou rozdéleny do 4 rodin na zakladé podobnosti
Vv jejich tercialni (trojrozmérné) struktufe, sekvenci, Sekundarni struktufe a na zaklade

hydrofobnich profilt (Grishin et al. 1995).
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CBS je soucasti druhé nejvétsi skupiny (rodiny), jejiz ¢lenové vykazuji vyznamnou homologii
Vv jadre, katalytické oblasti, a naopak malou podobnost v N- a C- koncovém prodlouzeni. Lidsky
CBS gen je transkripné regulovan dvéma promotorovymi oblastmi. Hlavni promotor
je ovliviiovan rustovym faktorem fibroblast. Jeho snizovani je zavislé na hladiné inzulinu,
vycerpani zivin... Druhy promotor je regulovan pomoci specifickych reakci (Miles & Kraus
2004).

Zakladem uzite¢nych testovacich metod je také reakce L-cysteinu a 2-merkaptoethanolu
za vzniku S-hydroxyethyl- L- cysteinu a H2S (Jhee, McPhie & Miles 2000).

CSE

Lidsky cystathionin — y — lyaza je enzym zavisly na pyridoxal — 5'- fosfatu (PLP), ktery hraje
roli v transsulfura¢ni cesté, ktera pfevadi homocystein na cystein a je jednim ze dvou hlavnich
enzymu, které mohou katalyzovat tvorbu sirovodiku, coz je dilezita plynna signalni molekula
(Zhu et al. 2008).

CSE transkript, proteiny a enzymatickd aktivita byly detekovany v jatrech, ledvinach a v nizsi
urovni také Vv tenkém stievé a zaludku potkani a mys$i. P¥i vyvoji mySich jater a ledvin
se hladiny exprese CSE proteinu zvysuji s vékem az do stafi 3 tydn a nasledné dochazi
k poklesu v ledvinach, zatimco v jatrech zUstavaji hladiny konstantni. Exprese CSE byla

nalezena také v mysich hepatocytech (Ishii et al. 2004).

MPST

Merkaptopyruvat sulfurtransferaza byla nalezena v krysich jatrech, ale bylo o ni znamo pouze
malo, a to pfedevSim diky nestabilité a také ztiZenému ocisténi od ostatnich latek. MPST je
enzym velmi rozsiteny jak v prokaryotech, tak v eukaryotech (Meister 1953; Wood & Fiedler
1953). Cisty enzym byl poprvé ziskan roku 1995 (Nagahara et al. 1995), piicemz cDNA byla
klonovana opét z krysich jater (Nagahara & Nishino 1996).

MPST je mimo jiné enzym, ktery katalyzuje transsulfuraci. Pti otravé kyanidem jsou napadeny
hlavné meta-loproteiny a karbonylové kyseliny obsahujici proteiny. Obranou proti této otravé
je prave reakce tzv. transsulfurace, pii které se kyanid metabolizuje na méné¢ toxicky thiokyanat
(Naghara et al. 1999). U savcu se piredpoklada, ze se MPST ucastni také dalSich procesi.
Kromé¢ detoxikace kyanidu se hovoii naptiklad o karcinogenezi, anaerobni metabolismus
cysteinu a methioninu, sulfurace po transkripci tRNA ¢i imunitni funkce (Iciek & Wlodek
2001).
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Sulfan v sav¢ich bunkach potla¢uje mitochondrialni funkce inhibici cytochrom-c oxidazy.
Podavani H,S sav¢éim buitkdm vSak mize slouzit také jako donor elektronii a anorganicky zdroj
energie (Modis et al 2013).

MPST se vyskytuje pievazné v ledvinach, jaternich buiikach, srde¢nich buikach ¢i v epitelu
proximalniho tubulu (Naghara et al 1998). Je ¢lenem rodiny sulfutransferaz a sdili 60%
sekvenéni podobnost s rhodanem, coz je prototypovy ¢len této rodiny. Oba tyto proteiny maji
aktivni stranu s katalytickym zbytkem cysteinu, coz je disledkem spolecného evolu¢niho

vyvoje (Spallarossa et al 2004).

3.41 Vznik sulfanu

Sulfan se produkuje ve vyznamném mnozstvi ve vétSing€ tkani. Nejvyssi mira produkce byla
zaznamenana v mozku, kardiovaskularnim systému, jatrech a ledvinach (Lowicka, & Bettowski
2007).

Jedinym substratem pro tvorbu endogenniho sulfanu je L-cystein, aminokyselina obsahujici
siru pochdzejici z potravinovych zdroji, produkovana z L-methioninu prostfednictvim
tzv. transsulfurace (Stipanuk 2004).

Existuji dvé hlavni cesty katabolismu cysteinu. Jednou z nich je oxidace -SH skupiny cystein
dioxygenazy (CDO) na cystein sulfinat. Ten pak mize byt dekarboxylovan na hypotaurin nebo
preveden na pyruvat. Druha draha, oznac¢ovana jako "desulfhydrace", je spojena s odstranénim
cysteinového atomu siry bez jeho oxidace a vede k produkci sulfan. Tento proces muze byt
katalyzovan jednim ze dvou enzymu transsulfura¢ni drahy: cystathionin a-syntaza (enzym
CBS) a cystathionin a-lyazy (enzym CSE). Oba enzymy jsou zavislé na pyridoxal 5'-fosfat
(vitamin B6), ale lisi se v mechanismu tvorby sulfan. CSE katalyzuje cystin (cystein disulfidu)
na thiocystein, pyruvat a amoniak. Thiocystein se pak nonenzymaticky rozklada na cystein
asulfan. Hlavni mechanismus produkce sulfan pomoci CBS pravdépodobné zahrnuje
kondenzaci homocysteinu s cysteinem za vzniku cystathioninu a sulfan je uvolnén béhem této
reakce (Chen et al. 2004).

Je tieba poznamenat, ze tato reakce izce souvisi s reakci katalyzovanou CBS v transsulfuracni
cesté (Obrazek 3). Ob¢ cesty (CBS a CSE) jsou Siroce rozsifené. Avsak v centralni nervové
soustaveé prevlada cesta s enzymem CBS, zatimco v kardiovaskuldrnim systému pozorujeme

prevahu tvorby sulfanu pomoci enzymu CSE (Stipanuk 2004).
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Obrdzek 3 Metabolismus cysteinu. CBS — cystathionin -syntdza, CDO — cystein dioxygendza, CSE — cystathionin -lydza, SO —
sulfid oxiddza (Lowicka, and Bettowski (2007))

Dal$im enzymem podilejicim se na tvorbé sulfanu je MPST (3-merkaptosulfurtransferaza)
(Obrazek 4). Jeho pritomnost byla potvrzena v epitelu proximalniho tubulu ledvin,
v hepatocytech, v srde¢ni tkani a také v mozku (Selhub 1999). MPST je enzym podilejici
se na tvorb¢ sulfanu v myokardu (Swaroop et al. 1992). V mitochondriich produkuje MPST
sulfan z 3-merkaptopyruvatu nebo oxiduje obsazenou siru na sifiitan a thiosiran. V cytosolu
je thiocystein tvofen CSE a ten mize pulsobit jako akceptor siry pienesené
z 3- merkaptopyruvatu pomoci MPST (Elsey, Fowkes & Baxter 2010). Exprese CSE a CBS
byla potvrzena u mysi, potkant i u reprodukénich pochodii u lidi, avsak exprese MPST zde
nebyla (Patel et al 2009; Srilatha et al 2009).
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Obrdzek 4 Metabolismus L-cysteinu a H,S: Primdrni enzymatické cesty produkce H,S vyuZivd tkdriocé specifické enzymy
cystathionin-g-lyazu (CSE) a cystathionin-b-syntazu (CBS) za pouZiti L-cysteinu jako substrdtu. V mitochondrii mizZe byt L-
Cystein konvertovdn cystein aminotransferazou (CAT) na 3-merkaptopyruvdt, substrdt pro produkci H,S pfi vyuZiti enzymu
merkaptopyruvat sulfurtransferazy (MPST) (zdroj: Elsey et al. 2010).

3.4.2 Katabolismus sulfanu

Sulfan se rychle oxiduje zejména v mitochondriich. Zpoc¢atku na thiosulfat, ktery se dale
konvertuje na sifi¢itan a siran (Obrazek 6). Oxidace sulfanu na thiosiran je pravdépodobné
neenzymaticky proces spojeny s respira¢nimi mechanismy mitochondrii (Searcy 1996).
Konverze thiosiranu na sifi¢itany je katalyzovana thiosiranem - kyanid sulfotransferaza (TST),
ktery pienasi siru z thiosiranu na kyanid nebo dal$i akceptory (Picton et al. 2002). Sulfid, ktery
pochazi ztéto reakce, se rychle oxiduje sulfatovou oxiddzou na sulfat. Proto je
za fyziologickych podminek sulfat hlavnim koneénym produktem metabolismu sulfanu,
I kdyz vétsina siranu v moci pochazi z oxidace cysteinu spise nez z thiosiranu odvozeného
od sulfanu. I kdyz se vyluCuje thiosulfat moci, jeho koncentrace je mensi nez 1% siranu
(Kamoun 2004).

Druhou cestou metabolismu sulfanu je metylace thiol-S-methyltransferazy (TSMT)
na methanthiol a dimethylsulfid (Furne et al. 2001) (Obrazek 6). Tato reakce se vyskytuje
hlavné v cytosolu. Neékteré studie zpochybnuji vyznam této cesty, piinejmensSim

Vv gastrointestinalnim traktu (Levitt et al. 1999; Picton et al. 2002).
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Posledni moznosti katabolismu sulfanu je jeho vazbat na methemoglobin za vzniku
sulthemoglobinu. Protoze hemoglobin mulze také vazat NO a CO je to spolecnad cesta

katabolismu pro vsechny tfi plynové vysilace (Lowicka, & Bettowski 2007).

(1) 2HS  + 20, == S,0,> + H,0
thiosulfate

S,0,% + CN'@ SCN + SO0,*

cyanide thiocyanate sulfite

S0,% ’ o)

Sulfite sulfate

(2) HZS@Cm -SI-@CH3-S-CH3
methanethiol dimethylsulfide (DMS)

(3) H.S + methemoglobin ——= sulfhemoglobin
Obradzek 5 Katabolismus sulfanu, ( towicka, and Beftowski (2007)

3.4.3 Sulfan ve tkanich

Sulfan ptispiva k udrzovani ochrany a k regeneraci gastrointestinalni sliznice. To napomaha
leukocytli do mist zanétu. Naopak inhibice endogenni syntézy sulfanu vede ke ztraté integrity
sliznice a ke zvySenému vyskytu zanétu sliznice (Wallace 2010).

Pfi zkoumani tvorby endogenniho sulfanu uvniti délohy krys a Zeny, bylo prokazano,
ze enzymova funkce CBS a CSE je ovlivnéna hladinou kysliku. Za hypoxickych podminek je
produkce sulfanu zvySena, coz muze hrat vyznamnou roli v problematice preeklampsie (Patel
et al. 2009).

Syntéza sulfanu enzymy CBS a CSE probiha také ve vejcovodu. Produkovany sulfan zde
reguluje kontrakce svaloviny, které napomahaji prichodu ¢asného embrya vejcovodem. Zmény
v signalizaci sulfanem, véetné ztlumeni nebo zesileni aktivity indukované farmakologickymi
nebo genetickymi metodami, mé¢ly za nasledek zadrzeni embrya ptipadné zpomaleni vyvoje

embrya ve vejcovodu mysi (Ning et al. 2014).
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U samcii endogenné produkovany sulfan zprostitedkovava erektilni funkce (Srilatha et al. 2006).
Dalsi vliv ma sulfan na spermatogonalni proliferaci a relaxaci hladkého svalstva (Sugiure et al.

2005).

3.4.4 Sulfan jako regulator sam¢ich pohlavnich bunék

Varlata jsou organem, ktery aktivné vyuzivd aminokyseliny obsahujici siru. Tyto
aminokyseliny slouzi také jako substrat pro syntézu glutathionu prostfednictvim glutamat-
ligazy. Glutathion hraje ustfedni roli pfi regulaci spermatogeneze (Sugiure et al 2005). Samci
mysi, ktefi maji nedostatek B-glutamyltranspeptiddzy vykazuji atrofie varlat soubézné
s oligospermii (Kumar et al. 2000). Exogenné aplikovany sulfan chrani varlata i spermie
pted zanétlivym a oxida¢nim poskozenim. (Wang et al. 2018).

Tekutina vylucovand semenotvornymi kanalky obsahuje dostatené mnozstvi glutathion
S - transferazy, ktera ptispiva K pienosu testosteronu do tekutiny (Mukherjee et al. 1999).
S-adenosylmethionin (SAM) dekarboxyldza ptedstavuje hlavni cestu pro biosyntézu
polyamind, které jsou nezbytné pro zrani Sertliho bun€k a bun¢k zarodeénych (Shubhada et al.
1989).

CSE je lokalizovano v Sertoliho bunikach a v nezralych zarode¢nych burnikach zahrnujicich
spermatogonie, zatimco CBS je exprimovano nejen v Sertoliho bunkach a v zarode¢nych
burikach, ale také v Leydigovych bunkach (Oi et al. 2001).

VSechny tfi enzymy (CBS,CSE 1 MPST) jsou exprimovany v testikularnich zarode¢nych
buiikéch. Pii zvySené teploté se hladiny CSE a CBS snizili, zatimco u MPST nebyla pozorovana
Zadna vyznamnejsi zména. Po tepelném zvySeni se snizila také hladina sulfanu.

Endogenni produkce sulfanu mize byt tedy narusena tepelnym Sokem. Ziskané vysledky v této
studii naznacily, Ze sulfan miiZe ochranit zarode¢né buiiky varlat proti apoptéze indukované
teplem prostfednictvim antioxidaéniho mechanismu (Li et al 2015).

Vyskyt sulfan produkujicich enzymt ve spermiich kancti nebyl doposud podrobnéji popsan.
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4 Material a metody

4.1 Material

Spermie

V experimentu byl pouzivan ejakulat odebrany od kanct plemene Landrace linie 9120
Z komecnich insemina¢nich davek z chovné stanice PROAGRO NYMBURK a.s.. Pouzito bylo
komeréni fedidlo SUS, motilita 85%, davka 80-100 ml, koncentrace 5x10’ spermii/ml,

uchovavani pii 17°C.

Piiprava vzorku:

Z davek byly okamzité po dovezeni odebrany vzorky, které byly kapacitovany. Vytvotreny byly
4 skupiny s rozdilnou dobou kapacitace (30 minut, 60 minut, 90 minut, 120 minut). V kazdé
z téchto skupin byla kapacitovana kontrolni skupina (kapacitované spermie), experimentalni
skupina (kapacitované spermie s piidavkem donoru sulfanu) a kontrolni skupina s DMSO,

jelikoZ donor sulfanu byl rozpusten v DMSO. Po kapacitaci byly spermie pouzity pro Western

Blot a naslednou imunodetekcei a k vlhké fixaci pro imunofluorescenci.

4.2 Metody

4.2.1 Pouzité chemikalie a média

Pro kapacitaci bylo pouzito médium TL-HEPES-PVA v nasledujicim slozeni (na 100 ml

media):

NaCl (0,6663 g)

Sorbitol (0,2186 g)

KCI (0,0239 g)

NaHCOs (0,0168 g)

NaH2PO4 (0,0041 g)

CaCl,.2H,0 (0,0294 g)

Sodium DL-lactate (0,14 ml)

Gentamicin (0,0025 ml)

MgCl.6H.0 (0,0102 g)

Penicillin G (0,0065 g)

HEPES (0,2383 g)

Poly(vinyl-alcohol) (0,01 g)

Sodium pyruvate (0,0022 g)

Tabulka 1 SloZeni kapacitacniho média TL-HEPES-PVA

Pouzivané chemikalie byly vyrobené firmou Sigma-Aldrich s.r.o, USA; NaCl, KCl a NaH2PO4

vyrobeny firmou Lach-ner s.r.0, Neratovice

pH Kapacitacniho média srovnat na 7,3-7,4.
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12% separaéni gel

Destilovana voda (3,5 ml)

10% dodecylsiran sodny (100 ml)

30% roztok akrylamidu (4 ml)

10% persiran (APS; 70ul)

Pufr (1,5 M Tris; 2,5 ml)

TEMED (4,5 pl)

Tabulka 2 SloZeni 12 % separacniho gelu pro WesternBlot

Chemikalie vyrobeny firmou GE Healthcare Bio-Sciences AB, Sweden; akrylamid SIGMA-

ALDRICH s.r.o, USA

15% separacni gel

Destilovana voda (2,5 ml)

10% dodecylsiran sodny (100 ml)

30% roztok akrylamidu (5 ml)

10% persiran (APS; 70ul)

Pufr (1,5 M Tris; 2,5 ml)

TEMED (4,5 pl)

Tabulka 3 SloZeni 15 % separacniho gelu pro WesternBlot

Chemikalie vyrobeny firmou GE Healthcare Bio-Sciences AB, Sweden; akrylamid SIGMA-
ALDRICH s.r.0, USA

4% zaostifovaci gel

10% SDS (0,025 ml)
10% APS (50 pl)
TEMED (3,8 ul)

Destilovana voda (1,25 ml)
Pufr (0,5 M TRIS; 0,625 ml)
30 % roztok akrylamidu (0,325 ml)

Tabulka 4 SloZeni 4 % zaostirovaciho gelu pro WesternBlot

Chemikalie vyrobeny firmou GE Healthcare Bio-Sciences AB, Sweden; akrylamid SIGMA-
ALDRICH s.r.o, USA

4.2.2 Kapacitace

Pro kapacitaci bylo pouzito kapacitaéni médium TL-HEPES-PVA.

5 ml ejakulatu sto¢eno (RT, 10 minut, 300xg) 2x oplachnuto PBS (SIGMA-ALDRICH s.r.0,
USA), doplnéno do 5 ml.

Kapacitace probihala ve 3 typech medii. Kontrolni skupina byla kapacitovana v samotném
kapacita¢nim mediu, kontrolni skupina s DMSO byla kapacitovana v kapacitacnim médiu
spiidavkem DMSO (SIGMA-ALDRICH s.r.0, USA) (koncentrace 150 pmol.l?)

a experimentalni skupina byla kapacitovana v kapacitacnim médiu s pfidavkem donoru sulfanu

(Dichloromethane complex, SIGMA-ALDRICH s.r.o, USA) (koncentrace 150 pmol.1'%).
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Vsechny tii vzorky byly néasledné rozpipetovany po 0,5 ml do vzorkli (20 vzorkd kontrolni
skupiny, 20 vzorkt kontrolni skupiny s DMSO, 20 vzorkd experimentalni skupiny s donorem
H>S). Kapacitace probihala v termostatu pii teploté¢ 37 °C, Cas kapacitace rozdélen do ctyt
skupin (30 minut, 60 minut, 90 minut a 120 minut).

Jednotlivé vzorky byly nésledné¢ zpracovany pro imunodetekci pomoci Western blot

a imunocytochemickou detekci protein.

4.2.3 Western Blot

K pokustim byl pouzit 12 % separac¢ni gel pro stanoveni enzymi CSE a CBS a 15 % separac¢ni
gel pro stanoveni MPST.

Separa¢ni gel byl naplnén do stojanki a piekryty H20. Po 30 minutach byla voda z povrchu
vylita a na separac¢ni gel se nanesl 4 % gel zaostfovaci.

Aparatura byla naplnéna elfo-pufrem (Stacking gel buffer, Bio-Rad Laboratories, Inc., USA)
(fedény v H20O 1:5). Elektroforesa probihala prvnich 20 minut pti 80 V, poté bylo elektrické
napéti navySeno na 150 V a pfi tomto napéti bézi elektroforesa hodinu.

Ziskané gely se dale pouzily pro elektroblotting. Elektricky proud byl pfi blotovani nastaven
na 500 mA a doba elektroblottingu byla 1,5 hodiny. Po uplynuti této doby byla membrana
oplachnuta v destilované vodé a obarvena v barvé Ponceau (SIGMA-ALDRICH s.r.o, USA)
(staci 30-60 sekund) a nasledné opét promyta (2 x pomoci PBS). Obarvena membrana byla
vloZena do 5 % roztoku mléka (Bio-Rad Laboratories, Inc., USA) v PBS na 1 hodinu.

Pro imunodetekci byla membrana promyta v PBS s 0,05 % Tweenem 20 (SIGMA-ALDRICH
s.r.o, USA). Hotova membrana se dale inkubovala se specifickou protilatkou (anti-CBS,
anti- CSE, anti-MPST, ThermoFischer SCIENTIFIC, USA). Vsechny protilatky byly nafedény
na koncentraci 1:250 v PBS.

Druhy den byla membrana proplachnuta 3x v PBS 50,05 % Tweenem po 10 minutach
a nasledn¢ byla inkubovana se sekundarni protilatkou. Pro pokus byla pouzita sekundarni
protilatka Anti-rabbit (GE Healthcare Bio-Sciences AB, Sweden) s koncentraci 1:100 000.
Po uplynuti doby inkubace (1 hod) byly membrany opét promyty v PBS s 0,05 % Tweenem
a dale jesté 2x po 5 minutach v samotném PBS.

Po vizualizaci byla provedena denzitometrickad analyza pomoci programu Image Studio Lite
Ver 5.2.
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4.2.4 Imunocytochemicka detekce proteint

Pti kapacitaci bylo odebrano po jednom vzorku od kazdé skupiny a déle byl pfipraven vzorek
ejakulovanych spermii. Vzorky byly 2x promyty a nasledn¢ byl odsat supernatant. Na podlozni
sklo bylo naneseno 20 pl suspenze spermii v PBS a 50 pl vymrazeného aceton:methanolu
(LACH-NER s.r.o0, Neratovice; 1:1 v:v). Tento postup byl pouzit u kazdé skupiny a od kazdé
skupiny bylo takto vytvofeno 5 skel. V kazdém experimentu bylo pfipraveno 5 skel
ejakulovanych spermii a po 5 sklech 30", 60°, 90"a 120" minut kapacitace od kazdé skupiny.

Dale bylo na vzorky naneseno 150 pl SuperBlocku (ThermoFischer SCIENTIFIC, USA) a skla
byla 30 minut inkubovana ve vlhké komirce pii pokojové teploté. Po oplachu destilovanou
vodou byla na skla nanesena primarni protilatka (krali¢i anti-CBS, anti-MPST a anti-CSE,
ThermoFischer SCIENTIFIC, USA; fedéni 1:100 v PBS). Na kontrolni skla bylo naneseno
pouze PBS. Skla byla inkubovana pies noc pii 4°C ve vlhké komurce. Nasledn¢ byla skla
oplachnuta destilovanou vodou a nanesena sekundarni protilatka (anti rabbit-Alexa 495;
ThermoFischer SCIENTIFIC, USA; fedéni 1:100 v PBS) a inkubovana pfi pokojové teploté
po dobu 30 minut ve vlhké komirce ve tm¢. Po inkubaci byla skla oplachnuta destilovanou
vodou a zamontovana pomoci VectaShield s DAPI (Vector Laboratories, INC. USA)
Takto ptipravené preparaty byly uchovavany pii 4°C a poté snimany konfokalnim
mikroskopem (Zeiss LSM 800) pii zvétSeni 630x. Intenzita signdlu stanovana jako primérné
intenzita signalu v jednotlivych spermiich byla hodnocena pomoci pocitacové analyzy obrazu

NIS-Elements AR 4.30.01 (Nicon, Japan).

4.2.5 Statistické vyhodnoceni

Experimenty byly zopakovany 3krat. Analyzou obrazu ziskané hodnoty primérné intenzity
signalu byly podrobeny statistické analyze. Statisticka analyza byla provadéna v programu
Microsoft Excel. Byla pouzita dvoufaktorova analyza rozptylu (ANOVA) pro zhodnoceni vlivu
délky kapacitace a vlivu pfidavku donoru sulfanu a dale dvouvybérovy t-test pro zhodnoceni
rozdilu primérné intenzity signalu v kapacitovanych a ejakulovanych spermiich. Stanovena
hladina statistické vyznamnosti byla p<0,05. Hodnoty byly vyjadieny jako relativni vztazené

K pramérné intenzité signalu ejakulovanych spermii.

25



5 Vysledky

5.1 Priikaz sulfan produkujicich enzymii metodou Western Blot

Sulfan produkujici enzymy byly v kancich spermiich sledovany pomoci imunodetekce
metodou Western Blot , VSechny tfi sulfan produkujicic enzymy, CSE, CBS a MPST byly
nalezeny jak v ejakulovanych tak v kapacitovanych spermiich. Denzitometrickd analyza

ukézala na snizujici se mnozstvi jednotlivych enzymu béhem kapacitace.

Cystathionin —y — lyaza (CSE)

Ve vzorcich spermii byl pomoci imunodetekce nalezen protein o velikosti cca 120 kDa
(Obrazek 6), ktery odpovida hledanému proteinu CSE (molekulova hmotnost 115 kDa).
Mnozstvi CSE bylo nejvyssi u ejakulovanych spermii a v pribéhu kapacitace se snizovalo

(graf 1).
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Obrazek 6 Imunodetekce pomoci protilatky anti- CSE
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Graf 1 CSE v ejakulovanych a kapacitovanych kancich spermiich prokdzdna metodou Western Blot Ej —
Ejakulované spermie, Kap 30" — spermie kapacitované po dobu 30 minut, KAP 60" - spermie kapacitované po
dobu 60 minut, KAP 90'- spermie kapacitované po dobu 90 minut, KAP 120°- spermie kapacitované po dobu 120
minut

Cystathionin p-syntaza (CBS)
Také CSE byla v kan¢ich spermiich prokazana (Obrazek 7.) Protein mé&l molekulovou hmotnost
cca 65 kDa, coz odpovida molekulové hmotnosti CSE (61 kDa). Mnozstvi CBS bylo nejvyssi

u ejakulovanych spermii a v pribéhu kapacitace se snizovalo (graf 2).
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Obrdzek 7 Imunodetekce pomoci protildtky anti -CBS
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Graf 2 CBS v ejakulovanych a kapacitovanych kancich spermiich prokdzdna metodou Western Blot Ej —
Ejakulované spermie, Kap 30" — spermie kapacitované po dobu 30 minut, KAP 60" - spermie kapacitované po
dobu 60 minut, KAP 90'- spermie kapacitované po dobu 90 minut, KAP 120'- spermie kapacitované po dobu 120
minut

Merkaptopyruvat sulfurtransferaza (MPST)

MPST byla ve vzorcich ejakulovanych a kapacitovanych kancich spermii byla rovnéz zjisténa
(Obrazek 8). Molekulova hmotnost nalezeného proteinu byla cca 35 kDa, coz opét odpovida
uvadéné molekulové hmotnosti MPST (33 kDa). Mnozstvi MPST bylo nejvyssi

u ejakulovanych spermii a v pribéhu kapacitace se snizovalo (graf 3).
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Obrdzek 8 Imunodetekce pomoci protildtky anti -MPST
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Graf 3 MPST v ejakulovanych a kapacitovanych kancich spermiich prokdzdna metodou Western Blot Ej —
Ejakulované spermie, Kap 30" — spermie kapacitované po dobu 30 minut, KAP 60’ - spermie kapacitované po
dobu 60 minut, KAP 90°- spermie kapacitované po dobu 90 minut, KAP 120’- spermie kapacitované po dobu 120
minut

5.2 Imunocytochemicka detekce sulfan produkujicich enzymi

Sulfan produkujici enzymy byly v kancich spermiich sledovany imunocytochemickou
metodou. Po inkubaci s protilatkami byly spermie snimany konfokalnim mikroskopem.
Ve vSech vzorcich spermii byl zjistén signal, i kdyz intenzita signdlu se s snizovala s délkou
kapacitace. Primérna intenzita signalu, byla vyjadiena relativné a vztazena k pramérné

intenzité signalu v ejakulovanych spermii.

Cystathionin —y — lyaza (CSE)

Intenzita signalu CSE byla nejvyssi v ejakulovanych spermiich a béhem kapacitace
se statisticky vyznamné snizovala. Signal byl zjistén zejména v biciku spermie. Statisticky
vyznamny rozdil Vv intenzit¢ signalu ale nebyl zjistén mezi ejakulovanymi ejakulovanymi
spermiemi a mezi spermiemi kapacitovanymi 30 minut. U spermii kapacitovanych 6¢ a vice
minut jiz byl rozdil v intenzité signalu signifikantni.

Vliv inkubace v kapacitatnim médiu V pfitomnosti donoru mélo sice intenzitu signalu
statisticky vyznamny vliv, ale pouze pfi hlading¢ vyznamnosti P= 0,05 (graf 4). Pfi hlading
vyznamnosti P= 0,001 nebyl rozdil mezi spermiemi inkubovanymi v médiu suplementovaném

donorem sulfanu a mezi spermiemi inkubovanymi v nemodifikovaném médiu signifikantni.
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Obrdzek 9 Imunocytochemickd detekce CSE ve spermiich kance, chromatin obarven DAPI (modre), CSE obarvem Alexou 495
(zelené), zvétseni 630x, 1 — Ejakulované, 2- Kapacitované 30 minut, 3- Kapacitované 60 minut, 4- Kapacitované 90 minut, 5-
Kapacitované 120 minut, 6- Kapacitované s donorem H2S 30 minut, 7- Kapacitované s donorem H2S 60 minut, 8- Kapacitované
s donorem H2S 90 minut, 9- Kapacitované s donorem H2S 120 minut
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Graf 4 Intenzita signdlu u spermii kance: relativni intenzita CSE u ejakulovanych, kapacitovanych spermii a kapacitovanych
spermii v médiu s pridavkem donoru, Intenzita signdlu byla vyjédrena a relativné vztaZena k intenzité signdlu

v ejakulovanych spermiich, 30 — po 30 minutdch kapacitace, 60 — po 60 minutdch kapacitace, 90 — po 90 minutdch
kapacitace, 120 — po 120 minutdch kapacitace
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Cystathionin B-syntaza (CBS)

Také intenzita signalu CBS byla nejvyssi v ejakulovanych spermiich a béhem kapacitace
se statisticky vyznamné snizovala. Signifikantni byl rovnéz rozdil mezi intenzitou signalu
Vv ejakulovanych spermiich a kapacitovanych spermiich, a to jiz po 30 minutach inkubace
Vv kapacitacnim médiu. Signal byl zjistén zejména v biciku spermie. Vliv inkubace
Vv kapacitacnim médiu suplementovaném donorem sulfanu na intenzitu signalu nemél

statisticky vyznamny vliv (graf 5).

Obrdzek 10 Intenzita signdlu spermie kance: exprese CBS ve spermiich kance, chromatin obarven DAPI (modre), CBS
Alexou 495 (zelene), zvétseni 630x, 1 — Ejakulované, 2- Kapacitované 30 minut, 3- Kapacitované 60 minut, 4- Kapacitované
90 minut, 5- Kapacitované 120 minut, 6- Kapacitované s donorem H2S 30 minut, 7- Kapacitované s donorem H2S 60
minut, 8- Kapacitované s donorem H2S 90 minut, 9- Kapacitované s donorem H2S 120 minut
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Graf 5 Intenzita signdlu u spermii kance: relativni intenzita CBS u ejakulovanych, kapacitovanych spermii a kapacitovanych
spermii v médiu s pridavkem donoru, Intenzita signalu byla vyjadrena a relativné vztaZena k intenzité signdlu

v ejakulovanych spermiich, 30 — po 30 minutdch kapacitace, 60 — po 60 minutdch kapacitace, 90 — po 90 minutdch
kapacitace, 120 — po 120 minutdch kapacitace

Merkaptopyruvat sulfurtransferaza (MPST)

MPST byla nalezena v bi¢iku i v hlavi¢ce spermie (Obrazek 11). Relativni intentita signalu byla
nejvyssi u ejakulovanych spermii a béhem kapacitace se statisticky vyznamné snizovala. Rozdil
mezi intenzitou signalu v ejakulovanych spermiich a kapacitovanych spermiich byl
signifikantni po 30 minutach inkubace spermii v kapacitacnim médiu, ale statisticky vyznamné
niz8i byl ve spermiich inkubovanych v médiu s ptidavkem donoru az po 60 min inkubace

(graf 6).
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Obrdzek 11 Intenzita signdlu spermie kance: exprese MPST ve spermiich kance, chromatin obarven DAPI (modre), MPST
Alexou 495 (zelené), zvétseni 630x, 1 — Ejakulované, 2- Kapacitované 30 minut, 3- Kapacitované 60 minut, 4- Kapacitované
90 minut, 5- Kapacitované 120 minut, 6- Kapacitované s donorem H2S 30 minut, 7- Kapacitované s donorem H2S 60 minut,
8- Kapacitované s donorem H2S 90 minut, 9- Kapacitované s donorem H2S 120 minut
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Graf 6 Intenzita signdlu u spermii kance: relativni intenzita MPST u ejakulovanych, kapacitovanych spermii a kapacitovanych
spermii v médiu s pridavkem donoru, Intenzita signdlu byla vyjddrena a relativné vztaZena k intenzité signdlu

v ejakulovanych spermiich, 30 — po 30 minutdch kapacitace, 60 — po 60 minutdch kapacitace, 90 — po 90 minutdch
kapacitace, 120 — po 120 minutdch kapacitace
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6 Diskuze

V diplomové praci byla sledovana ptitomnost sulfan produkujich enzymii v kancich spermiich.
Zapojeni sulfanu do regulace reprodukénich procesii je jiz znamo. U samci endogenné
produkovany sulfan napiiklad zprostiedkovava erektilni funkce (Srilatha et al. 2006) sulfan ma
vliv ma také na spermatogonalni proliferaci a relaxaci hladkého svalstva (Sugiure et al. 2005).
U prasat byla funkce sulfanu u gamet potvrzena u oocytl. Inhibice enzymii zodpovédnych
intracelularné za produkci sulfanu zhorsila projevy starnuti u in vitro kultivovanych oocyti
a naopak piitomnost donoru sulfanu potlacovala u oocytli apoptdzu (Krejcova et al., 2015).

V naSich experimentech jsme prokazali v kancich spermiich pfitomnost vSech tfi hledanych
enzymu: cystathionin B-syntazy (CBS), cystathionin — y — lyazy (CSE) a merkaptopyruvat
sulfurtransferazy (MPST). Tyto enzymy zatim nebyly v kan¢ich spermiich v dostupné literatuie
popsany, 1 kdyz v sam¢im reprodukénim traktu byly enzymy produkujici sulfan nalezeny
jizdiive u potkand Vv Sertoliho bunkach a v nezralych zarode¢nych bunikach a také
v Leydigovych bunkach (Oi et al. 2001). V lidskych spermiich byla zatim popsana exprese
CSE a CBS, nikoliv v§ak MPST (Patel et al 2009; Srilatha et al 2009).

V naSich experimentech se mnozstvi sulfan produkujicich enzymi signifikantné snizovalo
Vv zavislosti na délce kapacitace. Teng et al. (2013), ktery sledoval sulfan produkujici enzymy
ve spermii mysi, popsal rostouci mnozstvi enzymil pii probihajici kapacitaci. Tento fakt mtize
byt dan napiiklad u kancti velmi c¢astou spontanni kapacitaci ejakulovanych spermii.
V experimentech byly pouZity inseminacni davky ziskdvané z inseminacni stanice kanct, které
obsahovaly malé procento spontanné kapacitovanych spermii. Dal§im diivodem miiZe byt fakt,
ze béhem kapacitace rychle klesala viabilita spermii. Prezentované vysledky jsou soucasti
komplexniho experimentu, ve kterém byla rovnéZz sledovana motilita spermii bcéhem
kapacitace. Pti dlouhodobé kapacitaci (90 -120 min) se parametry motility vyrazné zhorSovaly
ve srovnani s 30 min kapacitaci (vysledky nejsou zahrnuty do této prace).

Sulfan se v savéich burikach podili na regulaci hladiny volnych kyslikovych radikald (ROS).
U mysi sulfan produkovany CBS zabraiiuje nadmérné tvorbé ROS v mitochondriich, ¢imz
je chrani pied apoptdzou a varlata tak chrani pied oxidativnim stresem (Teng et al. 2013).
Bylo zjisténo, ze v savéich bunkach sulfan potlacuje mitochondridlni funkce inhibici
cytochrom-c oxidazy (Maodis et al 2013). Lze tedy predpokladat, ze i u kan¢ich spermii bude

sulfan podobnym zplisobem ovliviiovat oxidativni stres a zlepSovat motilitu spermii.
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V naSich experimentech jsme zjistili signifikantni rozdil v expresi CSE u spermiich
inkubovanych v kapacitacnim médiu s pfidavkem donoru, ale tento rozdil byl tésné¢ vyznamny
jen pii hladin€ vyzmanosti P=0,05. K potvrzeni nebo vyvraceni tohoto zjisténi by bylo tfeba
experimenty zopakovat. Spise se vSak na dosavadnich zakladé¢ vysledku pfiklanime k doménce,
ze suplementace kapacita¢niho média donorem sulfanu expresi sulfan produkujicich enzymu
neovlivituje. Naopak podle morfologie spermii z hodnocenych preparatt byl vliv donoru spise
negativni. To by odpovidalo zjisténi, které uvadi Zhao et al. (2016), ktefi popsali snizeni
motility spermii vystavenych pisobeni donoru sulfanu.

Nicmén¢ piitomnost sulfan produkujicich enzymi v kancich spermiich a zména jejcih exprese
v pribéhu kapacitace dava ptredpoklad pro doménku, ze CSE, CBS a MPST jsou zapojené
do regulace kapacitace kan¢ich spermii. Pro potvrzeni ulohy sulfanu v kapacitaci a v fizeni
motility spermii je vSak tfeba dalSich experimentll, stejné tak jako pro popsani signélni dréhy,

kterou sulfan ve spermich ovliviiuje.
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[ Zavér

Cilem prace bylo prokazat pfitomnost enzymd, které jsou v bunikach zodpovédné za produkci
sulfanu ve spermiich kance. Ziskané vysledky potvrdily stanovenou hypotézu, ze v kancich
spermiich jsou vSechny tii enzymy CSE, CBS a MPST exprimonvany a lze tedy piedpokladat,
ze signalni drédha sulfanu je v kancich spermiich funk¢ni. Exprese enzymil se snizovala
v zavislosti na délce kapacitace. Je tedy pravdépodobné, ze CSE, CBS a MPST jsou zapojené
do regulace kapacitace. Pro potvrzeni ulohy sulfanu v kapacitaci je vSak tfeba dalSich
experimenti. Do budoucna by bylo tfeba tuto doménku potvrdit napi: pomoci inhibice

jednotlivych sulfan produkujicich enzymu.
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