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Sulfan produkující enzymy a jejich funkce v kančích 
spermiích 

 
 

Souhrn 

 

V buňkách je sulfan produkován třemi enzymy: Cystathionin β-syntázou (CBS), 

cystathionin – γ – lyázou (CSE) a merkaptopyruvát sulfurtransferázou (MPST). Výskyt těchto 

enzymů v kančích spermiích nebyl dosud přesněji popsán. 

Kančí spermie byly pro pokusy získávány z komerčně dostupných inseminačních dávek. 

A kapacitovány v kapacitačním médiu v termostatu při 37°C po dobu 30, 60, 90 a 120 minut. 

Sulfan produkující enzymy (CSE, CBS, MPST) byly sledovány ve spermiích pomocí metody 

Western blott a imunocytochemicky. Využity byly komerčně dostupné protilátky proti 

cystathionine-β-syntáze, cystathionine-γ-lyáze a 3-merkaptopyruvát sulfurtransferáze. Exprese 

sulfan produkujících enzymů byla prokázána jak metodou Western blot tak 

imunocytochemicky. Exprese enzymů se s délkou kapacitace snižovala. Na základě získaných 

výsledků se lze domnívat, že signální dráha sulfanu je v kančích spermiích funkční a podílí 

se na procesu kapacitace. 

 

 

Klíčová slova: Sulfan, CBS, CSE, MPST, spermie 
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Enzymes producing sulfan and their functions in boar sperm 
 

Summary 

 

Sulphane is produced in cells by three enzymes: Cystathionine β-synthase (CBS), 

cystathionine - γ - 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-β-synthase, cystathionine-γ-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 Úvod 

Sulfan (H2S) je jeden ze tří známých gasotransmiterů. Tvoří se intracelulárně v nízkých 

koncentracích a funguje jako plynný posel v určitých fyziologických procesech. 

Substrátem pro tvorbu endogenního sulfanu je L-cystein, který savci získavají z potravinových 

zdrojů. Tato aminokyselina obsahující síru je produkovaná z L-methioninu prostřednictvím 

tzv. transsulfurace Transsulfurace je proces, který může být katalyzován jedním ze dvou 

enzymů transsulfurační dráhy: Cystathionin β-syntázou (CBS) nebo cystathionin – γ – lyázou 

(CSE). Dalším enzymem podílejícím se na tvorbě sulfanu je merkaptopyruvát sulfurtransferáza 

(MPST). V mitochondriích produkuje MPST sulfan z 3-merkaptopyruvátu nebo oxiduje 

obsaženou síru na siřičitan a thiosíran.  

Varlata jsou orgánem, který aktvině využívá aminokyseliny obsahující síru. Tyto 

aminokyseliny slouží také jako substrát pro syntézu glutathionu prostřednictvím glutamát-

ligázy. Glutathion hraje ústřední roli při regulaci spermatogeneze. Nízké koncentrace 

sirovodíku se tedy podílejí na procesu spermatogeneze. Sulfan má také schopnost ochránit 

zárodečné buňky varlat proti apoptóze indukované teplem prostřednictvím antioxidačního 

mechanismu. 
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2 Vědecká hypotéza a cíle práce 

Sulfan (H2S) je difusibilní plyn, který patří do skupiny signálních molekul označovaných jako 

gasotransmitery. Intracelulárně je syntetizován enzymy cystathionine-β-syntázou, 

cystathionine-γ-lyázou a 3-mercaptopyruvate sulfurtransferázou z L-cysteinu. Funkce 

a přítomnost sulfan produkujících enzymů v kančích spermiích není dostatečně popsána. 

Cílem diplomové práce bylo ověřit hypotézu, že signální dráha sulfanu je v kančích spermiích 

funkční a jsou v nich exprimovány sulfan produkující enzymy. 

Pro oveření hypotézy byla využita metoda Western Blot a imunodetekce pro stanovení 

přítomnosti enzymů produkujících sulfan (MPST, CSE, CBS). Dále byla využita využita 

metoda imunofluorescence pro stanovení exprese hledaných enzymů.  
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3 Literární rešerše 

3.1 Spermatogeneze 

Spermatogeneze je proces, při kterém spermatogonální kmenová buňka prochází třemi 

postupnými fázemi vývoje (Clermont 1972). Každá fáze je velmi specifická, organizovaná 

a cykly, v nichž probíhají, jsou přesně časovány (Hess & de Franca 2009). 

Epitel semenotvorných kanálků se neskládá pouze z jednoho typu somatických buněk 

(Sertoliho buňky), ale je zde přítomno i mnoho typů zárodečných buněk. Stádia spermatogeneze 

jsou: Mitóza, meióza, spermiogeneze, Golgiho fáze, stádium akrozomální čepičky, stádium 

akrozomální, zrání (Russel et al. 1993). 

 

 

Obrázek 1 Spermatogeneze, dostupné z: https://byjus.com/biology/spermatogenesis/ 

Mitóza 

Spermatogonie jsou diploidní (2n) zárodečné buňky, které se dělí mitózou a jsou přítomné 

na bazální membráně semenotvorného kanálku. Spermatogonie dělíme na dva základní typy. 

Typ A a typ B. U některých dobře studovaných savců (myši, krysy) pak ještě rozlišujeme další 

čtyři třídy (Russell et al. 1993).  

 

Meióza 

Spermatogonie typu B se dělí mitózou a tvoří dva spermatocyty ve fázi tzv. preleptotene. Tyto 

buňky pak představují začátek meiotické profáze. Jsou to malé buňky (ve fázi profáze), které 

zůstávají na bazální membráně. Následné spermatocyty (fáze leptotene a zygotene) prochází 

přes krevní 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
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Spermatocyty jsou buňkami meiózy, kterým je třeba věnovat zvláštní pozornost. Dělení 

meiotických buněk je definováno jedinou fází, ve které najdeme tři typy buněčného dělení: 

 a) meióza I. – rozdělení diploidních buněk 

 b) tvorba sekundárních spermatocytů 

 c) meióza II. – dělení sekundárních spermatocytů  

Během spermiogeneze se dramaticky snižuje velikost buněk, a to díky změnám chromatinu 

a jaderné kondenzaci. Sekundární spermatocyty jsou tedy vetší než spermatidy (França & 

Cardoso 1998). 

 

Spermiogeneze 

Transformace sférických, haploidních spermatid (1n) na podlouhlé, vysoce kondenzované 

a zralé spermie, uvolňující se do lumenu semenného tubulu, se nazývá spermiogeneze. 

Diferenciace spermatid probíhá nejméně ve čtyřech krocích (nebo fázích): Golgi (Golgiho 

fáze), capping (stádium akrozomální čepičky), acrosomal (fáze akrozomální) a zrání. Tyto 

kroky jsou užitečné pro identifikaci specifických stadií cyklu semenného epitelu (Hess & de 

Franca 2009). 

 

Golgiho fáze 

Golgiho aparát je velmi důležitý během počátečních kroků spermiogeneze, jako je formace 

akrozomu, která závisí na schopnosti této organely produkovat vezikuly a granule obsahující 

enzymatické složky akrosomálního systému, jež pokryjí vývoj jádra spermie. Diferenciace 

prvních tří kroků kultivace spermatid zahrnuje prominentní Golgiho aparát, který je 

identifikován barvením Periodic Acid-Schiff , což je reakce používaná k důkazu polysacharidů, 

při které dochází k jejich oxidaci pomocí kyseliny jodisté, čímž vznikají aldehydy reagující 

se Schiffovým barvivem a následně vytváří komplex s fialově červeným zabarvením (Rusell 

1990).  

V první fázi mají spermatidy malý, perinukleární Golgiho region bez akrosomálních váčků 

nebo granulí. V následujících fázích pak ukazují proakosomální váčky a granule v Golgiho 

aparátu s následným vytvořením jediné, velké akrosomální granule ve větším váčku. (Leblond 

& Clermont 1952).  
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Stadium akrozomální čepičky  

Ve stádiu akrozomální čepičky, označované jako capping, se akrozomální granule, jež vznikla 

v předchozím kroku, dotýká jaderné membrány a váček se začíná zplošťovat do malého víčka 

nad jaderným povrchem. Dále se akrozomální váček stane velmi tenkým a granule se zplošťuje. 

Akrozom se dále zplošťuje až na přibližně 1/3 jaderného povrchu. Ke konci této fáze začíná 

také jádro měnit svůj tvar (Hess 1990).  

 

Akrozomální fáze (Stádium akrozomální, Stádium kaudální manžety) 

Ve stádiu kaudální manžety dochází k migraci akrozomálního systému přes ventrální povrch 

prodlužujícího se spermatidového jádra. V typicky histologických vzorcí je konec této migrace 

obtížně identifikovatelný, především díky její přítomnosti v různých rovinách vzorku. 

Rozeznání tohoto specifického stadia spermatogeneze je zpravidla odvozováno podle 

akrozomálního systému pozorovaného kolem spermatid, nikoliv v podlouhlých buňkách 

(spermatidách). Toto stádium také zahrnuje kondenzaci chromatinu, protože chromozomy jsou 

těsněji u sebe. Díky této těsnosti je velmi snadné intenzivní obarvení hematoxylinem, 

potvrzující tuto skutečnost (De Franca et al. 1995).  

 

Zrání 

V případě tvaru a akrozomální migrace jsou jaderní změny menší. Jádro však pokračuje 

v kondenzaci a akrozom postupně zraje do struktury vyčnívající na povrch a pokrývající téměř 

celé jádro mimo části spojené s bičíkem. Dále dochází též k odstranění nadbytečné cytoplazmy, 

čímž dochází k tvorbě prominentních cytoplazmatických laloků, obsahující nepoužité 

mitochondrie, ribozomy, lipidy a další složky (Russell et al. 1990; Hess et al. 1993; de Franca 

et al. 1995).  

3.1.1 Produkce spermií 

Ze spermatogonie dojde ke vzniku spermatocytů po stanoveném počtu mitotických dělení 

charakteristických pro každý druh. Jako příklad lze uvést dvě až šest rozdílných 

spermatogonálních generací, jež byly pozorovány u savců. Kromě toho, že počty dělení jsou 

užitečné pro srovnávací studie mezi různými druhy, je také nezbytná přesná znalost počtu 

spermatogonálních generací pro lepší pochopení regulačních mechanismů spermatogeneze 

(Clermont 1972; De Rooij & Russell 2000). Pokud porovnáme spermatogenezi s jinými 

systémy, které produkují buňky v těle, dojdeme k závěru, že spermatogeneze má největší počet 

buněčných dělení během své expanze. Takový je aspoň předpoklad.  
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Například u myší, krys a prasat je potřeba asi deset generací spermatogonií, které jsou nezbytné 

pro tvorbu spermatocytů ve fázi preleptotene, z jedné spermatogonální kmenové buňky, 

zatímco u lidí je tato hodnota mnohem nižší a odhaduje se, že má pouze čtyři mitotické dělení. 

Kinetika a rychlost ztráty zárodečných buněk má dopad na počet vyrobených spermií (Hess & 

de Franca 2009). 

 

3.2 Kapacitace 

Kapacitace je velmi rychlý proces, po kterém je spermie schopná navázat se na povrch oocytu 

(na zonu pellucidu). Zonou pellucidou prochází díky akrozomální reakci a hyperaktivaci. 

Kapacitace nastává po přirozeném páření, kdy sperma projde prostředím dělohy (Bedford 

1970).  

U některých druhů savců, například u lidí, jsou ejakulované spermie dopraveny do vaginy, 

odkud musí dál proniknout cervikálním hlenem, v němž ztrácejí některé z povrchově 

adsorbovaných materiálů. Lidský cervikální hlen navozuje kapacitaci spermií (Zinamen et al. 

1989) a hyperaktivaci (Zhu et al. 1992, 1994), ale nikoliv akrozomální reakci (Bielfield et al. 

1991). Jen velmi malý počet spermií se dostane z dělohy, kde jsou přítomné neutrofily často 

napadající spermie (Barratt et al. 1990). 

Savčí vejcovod poskytuje vhodné prostředí pro transport spermií, skladování a kapacitaci, sběr 

oocytu, transport a zrání, oplodnění, a nakonec i dělení časného embrya (Hunter & Rodriguez-

Martinez 2004). Spermie, které jsou již plně diferenciované bez možnosti opravy jakéhokoliv 

poškození, vyžadují bezpečné útočiště, kde mohou čekat hodiny až dny, než bude vhodná doba 

k oplodnění. Takové bezpečné místo poskytuje první část vejcovodu, kde část spermií 

(například po inseminaci) může setrvat v tzv. rezervoáru spermií. (Rodriguez-Martinez et al. 

2001). Rezervoár spermí se objevuje u všech druhů studovaných savců. Kapacitace je zde 

zpomalena (Smith & Nothnick 1997), což prodlužuje jejich životaschopnost. U prasat mohou 

být spermie uchovány také v děložním krčku, kde vydrží životaschopné po dobu 36 hodin nebo 

déle (Hunter 1987). Jejich imobilizace v této oblasti je způsobena různými faktory, 

které pravděpodobně působí v kombinaci složené z omezení pohybu hojně vylučovaným 

hlenem, který se vyskytuje v děložním krčku a v utero-tubálním spoji (Jansen & Bajpai 1982); 

dále nižší teploty ve vejcovodu prasat (Hunter & Nichol 1986), a složení tekutiny (koncentrace 

iontů, hormonů) (Burkman et al. 1984). Pouze omezený počet takto skladovaných spermií 

se však následně účastní oplození (Hunter 1981). 
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Při kapacitaci spermií in vivo bylo zjištěno, že spermie kanců zkapacitovaly 2-3 hodiny 

po vystavení prostředí dělohy a vejcovodu, což je o polovinu kratší doba oproti spermiím, které 

byly vystaveny pouze prostředí vejcovodu. Tyto nálezy naznačují, že kapacitace trvá různě 

dlouho v závislosti na prostředí, ve kterém se spermie nachází, a jak rychle dokáže toto 

prostředí modifikovat povrch membrány spermie (Hunter & Dziuk 1968). Při přirozenném 

oplodnění jsou spermie postupně vystaveny tekutinám v děloze a následně ve vejcovodech, 

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

 

Hyperaktivace 

Hyperaktivace je typ mobility spermií, který pozorujeme u místa oplodnění. Je popisována jako 

energický, rychlý, kmitavý pohyb směrem vpřed za hlavičkou s vysokou amplitudou. Byl 

pozorován u mnoha druhů savců včetně prasat (Suarez & Dai 1992).  

Hyperaktivace spermií je základní událostí kapacitace. Hyperaktivní spermie snadněji 

proniknou skrz husté tekutiny v samičím genitálním traktu či přes zonu pellucidu, kterou bez 

hyperaktivního pohybu neprojdou a také lépe projdou vejcovodem (Suarez et al. 1991; Suarez 

& Dai 1992). 

Během hyperaktivace prochází spermie řadou komplexních změn. Mezi ně patří například 

změna v koncentracích iontů (Ca2+) nebo změny na úrovni cytosolu a axonemy. (Murad et al. 

1992). Možné axonemální změny mohou souviset s fosforylací bílkovin, o kterých je známo, 

že jsou zapojeny při motilitě spermií (Tash 1990). 

 

Faktory ovlivňující kapacitaci 

 

Sodík, draslík, hydrogenuhličitany 

Ionty sodíku a draslíku jsou nutné pro kapacitci. Stačí jich však velmi nízké koncentrace (Hyne 

et al. 1984).  

Bikarbonát (hydrogenuhličitan) je přítomen již v době ejakulace (například u lidských spermií), 

a to díky semenným váčkům, které ho produkují (Okamura et al. 1986). Vysoká koncentrace 

hydrogenuhličitanů je také v ženském genitálním traktu (Maas et al. 1977). Jedna z funkcí 

bikarbonátových iontů je umožnit vzestup intracelulárního pH v buňce. Kromě pufrační 

schopnosti ovlivňuje bikarbonát spermie také funkčně, například stimulací adenylylcyklázy 

(Okamura et al. 1985). 
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Vápník 

Vápník bývá častěji dáván do souvislosti s akrozomální reakcí, avšak i při kapacitaci má určitou 

úlohu. Například působí přímou interakci s fosfolipidy, čímž modifikuje jejich fyzikální stav 

a následně také membránovou tekutost (Fénichel & Parinaud 1995). 

Na molekulární úrovni souvisí kapacitace spermií s: 1) aktivací dráhy cAMP / PKA (Harrison, 

2004; Krapf et al. 2010); 2) se zvýšením intracelulárního pH (Zeng et al. 1996); 3) se zvýšením 

intracelulárních koncentrací Ca2+ (Ruknudin & Silver 1990); 4) s hyperpolarizací 

membránového potenciálu spermie (Em) (Zeng et al. 1995; Escoffier et al. 2012); 5) se ztrátou 

cholesterolu (Cross 1996; Davis et al. 1980) a s jinými lipidovými modifikacemi (Gadella & 

Harrison 2000); a 6) se zvýšenou fosforylací tyrosinu (Visconti a kol. 1995a; Krapf et al. 2010). 

Ve všech typech buněk hraje Ca2+ základní roli, a to jako druhý posel při řízení buněčných 

procesů. U spermií ukázaly experimenty centrální úlohu tohoto iontu při regulaci pohyblivosti 

spermií a akrosomové reakci (Navarrete et al. 2015). Ve spermatu myší byly identifikovány 

dva transportní systémy Ca2+: 1) Ca2+ kanálový komplex Catsper, složený z nejméně 

7 podjednotek. Vyřazení každé z nich vede k degradaci všech ostatních podjednotek (Qi et al. 

2007). Studie prováděné na myších ukázaly, že Catsper je nezbytný pro hyperaktivaci 

a oplodnění; 2) systémy vytlačování Ca2+, složené ze skupiny proteinů Na+ / Ca2+ 

a proteinových membrán Ca2+ ATPázy (Okunade et al. 2004). Ca2+ -závislé enzymy mohou být 

aktivovány přímo Ca2+ nebo nepřímo Ca2+ / Calmodulin (CaM) interakcí. Cíle tohoto komplexu 

(CaM) ve spermiích jsou: fosfodiesteráza I (Baxendale & Fraser 2005), kalcineurin (Tash et al. 

1988) a Calmodulin Kinase II a IV (Wu & Means 2000). Velmi časnou událostí v kapacitaci 

spermií je aktivace cesty cAMP (Visconti 2009). Aktivace syntézy cAMP probíhá okamžitě 

po uvolnění spermií z epididymis, kdy přichází do styku s vysokými koncentracemi HCO3- 

a Ca2+ přítomnými v semenné tekutině (Carlson et al. 2005; Wennemuth et al. 2003). 

 

Zinek 

Zinek je ve spermiích přítomnech ve vysokých koncentracích (především u lidských spermií). 

Funguje jako membránově stabilizační sloučenina, a proto by mohl být považován spíše 

za dekapacitační faktor, který snižuje hyperaktivitu a potlačuje kapacitaci. Po přidání zinku 

ke spermiím křečků a myší došlo k inhibici kapacitace, zatímco akrozomální reakce zůstala 

neovlivněna. Následně byl zinek opět odstraněn. Ikdyž se toto odstranění jeví jako zásadní, 

nebylo samo o sobě dostačující k vyvolání kapacitace spermií. Zinek tedy mohl být součástí 

procesu, který spouštěl destabilizaci membrán a/nebo spouštěl jiné události související s tímto 

procesem (Andrews et al. 1994). 
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Zinkové ionty hrají zásadní roli v kapacitaci spermií. Regulují klíčové události zodpovídající 

za získání oplozeníschopnosti (Kerns et al. 2018). 

Existuje mírná negativní korelace mezi obsahem Zn2+ a progresivní motilitou spermií u lidí 

(Henkel et al. 1999). Chelatace spermií Zn2+ pomocí 2,3-bis (sulfanyl) butandiové kyseliny, 

2,3-dimercaptopropan-1-sulfonátu nebo DL-penicilaminu vede ke zvýšení průměrné přímočaré 

rychlosti a progresivní pohyblivosti spermií při současném snížení procenta nelineárně 

se pohybujících spermií (Wroblewski et al. 2003).  

Prostatická semenná tekutina s vysokou koncentrací Zn2+ hraje klíčovou roli při potlačení 

předčasné kapacitace spermií a poskytují antioxidantivní účinky, zatímco nižší koncentrace 

Zn2+ mohou být předpokladem úspěšné akrosomální reakce (Kerns et al. 2018). 

3.2.1 Modifikace membrány 

Během kapacitace dochází k modifikaci memrány spermie. Látky na povrchu membrány 

získané z nadvarlat nebo semenné plazmy jsou odstraňovány nebo měněny, membránové 

antigeny jsou přesouvány (Fusi & Bronson 1992; Fusi et al. 1992). Mechanismy zodpovědné 

za iontové toky jsou aktivovány nebo potlačeny a zvyšuje se fluidita membrány (Wolf et al. 

1986) a to především v důsledku změny membránových lipidů (Langlais et al. 1988). Důležitou 

a často zkoumanou roli zde hraje cholesterol, který ovlivňuje propustnost iontů membránou, 

vložení proteinů a stabilizuje membránu (Ehrenwald, Foote & Parks 1990). V lidských 

spermiích byl dále nalezen cholesterol sulfát, který dodává spermatu větší stabilitu membrán 

oproti samotnému cholesterolu (Langlais et al. 1981). 

3.2.2 Adenylylcyklázy a cAMP 

Spermie inkubované za aerobních podmínek vytváří reaktivní druhy kyslíku (ROS), jako je 

třeba superoxidový anion, který spontánně dismutuje na peroxid vodíku (Aitken & Clarkson, 

1987; Alvarez et al. 1987). Vzestup hladiny vápníku a tvorba ROS se objevují velmi brzy 

po zahájení kapacitace. (Baldi et al. 1991). Tyto dva procesy mohou být zodpovědné 

za fyziologickou aktivaci adenylylcyklázy, což má za následek vznik cAMP. Adenylylcykláza 

hraje důležitou roli v rozvoji kapacitace lidských spermií. Ve skutečnosti jsou to látky, které 

přispívají ke zvýšení intracelulárních koncentrací cAMP, jako je např. forskolin (aktivátor 

adenylylcyklázy) nebo kofein (Leclerc et al. 1997). Vzniklý cAMP je zapojen do procesů, 

při němž se spermie stávají motilními (Tash 1990) a také do kapacitace (Yanagimachi 1994; 

Leclerc et al., 1996). Účinek cAMP je následek aktivace protein kinázy A (Garbers et al. 1973). 

Jsou známy cesty cAMP (přes protein kinázu A, či protein kinázu C), které jsou vzájemně 
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propojeny a vedou nakonec k akrozomální reakci u lidí (Doherty et al. 1995). Zaznamenávané 

zvýšení stupně fosforylace proteinů během kapacitace spermií může být výsledkem stimulace 

kináz a/nebo inhibice fosfatáz (Tash et al. 1990). 

3.3 Akrozomální reakce a její průběh 

Akrozomální reakce je událost, kterou musí projít spermie mnoha druhů zvířat před spojením 

s oocytem. 

Průběh akrozomální reakce 

Akrozomální reakce nastává na zona pellucida. Aktivita agonistů (látek vyvolávajících 

fyziologickou odpověď) byla také již prokázána v rozpustných extraktech zona pellucida 

(Florman et al. 1982). Konkrétně se jedná o protein ZP3. Další pozorování, která podporují 

zařazení agonistické aktivity do ZP3 zahrnují nejen její přítomnost na místě oplození a přímou 

vazbu tohoto proteinu (ZP3) na spermii (Thaler & Cardullo 1996), ale také ztrátu agonistické 

aktivity po oplodnění (Bleil & Wassarman 1983). Je třeba poznamenat, že oblast zony pellucidy 

mnoha savčích druhů je konstruována ze čtyř proteinů (Conner et al. 2005).  

Otázka, zda funguje ZP3 nezávisle jako agonista v oblasti zona pellucida, která obsahuje 

všechny čtyři složky, jsou v současné době nevyřešeny. Množství farmakologických látek 

a biologických tekutin také indukuje akrozomální reakci, přesto není jistý jejich biologický 

význam. Jedním z příkladů je progesteron, který je uvolňován buňkami cumulus oophorus 

(Osman et al. 1989) a vyvolává agonistické účinky zóny pellucidy in vitro (Roldan et al. 1994). 

Stimulace ZP3 a odpověď Ca2+ 

Interakce spermie se zona pellucida spouští řadu odpovědí, které jsou potřebné pro indukci 

přísunu vápenatých iontů (Ca2+) (Arnoult et al. 1999). 

ZP3 depolarizuje membránový potenciál dostatečně silně na to, aby otevřel TRPC – kanály 

(aktivovány pomocí receptorů spřažených s G-proteiny a tyrozinkinázovými receptory). Tato 

reakce je však poměrně pomalá a dá se očekávat, že existuje jiný spouštěč (Arnoult et al. 1996). 

Alternativní mechanismy regulace kanálů mohou být ve spermii zprostředkovány 

např. fosforylací tyrosinu (Arnoult et al. 1997). Tyto prvky přenosu signálu ZP3 se nemohou 

vzájemně doplňovat a fungují spíše paralelně.  V důsledku toho jsou tyto kroky představovány 

jako dvě oddělené cesty, které se skládají z přechodného vstupu Ca2+ , G proteinu a pH reakce. 

Obě tyto cesty však musí fungovat, aby byl zajištěn efektivní přenos (Florman & Ducibella 

2006).  
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Vstup Ca2+ a následná exocytóza 

Rychlý vzestup Ca2+ spouští uvolnění akrosomalních granulí. 

Uznání, že kanály TRPC zprostředkovávají a jsou hlavní součástí trvalého vstupu Ca2+ , který 

je spuštěn ZP3, vyústil ve snahu o identifikaci asociovaných proteinů vázajících Ca2+s těmito 

kanály. To vedlo k identifikaci enkurinu, vícedoménového proteinu obsahující na prolin 

bohatou N-koncovou oblast s předpokládaným SH3 (malá proteinová doména) a motivy 

WW domény (proteinová doména, specifické interakce s ligandy) a C-koncovou oblast, 

která váže TRPC2 (protein, Transient receptor potential cation) (Sutton et al. 2004). 

Enkurin má vlastnosti adaptorového proteinu (bílkovina, která se účastní signalizační kaskády, 

ale sama nemá enzymatickou aktivitu), který váže na SH3 a WW doménu TRPC kanály 

aktivované ZP3, čímž se sestaví signalizační modul v místě aktivity ZP3. Jeden takový 

signalizační modul se zdá být 1-fosfatidylinositol-3-kinázy (PI3K) (Sutton et al. 2004).  

Porozumění mechanismů, kterými zona pellucida reguluje akrozomální reakci je klíčové 

pro modely oplození a také díky nim můžeme vést strategii rozvoje kontroly plodnosti. Kroky 

této signalizace by se dali shrnout takto:  1) rané události tj. aktivace G-proteinu, 

intracelulární alkalizace a přechodný vstup Ca2+; 2) trvalý přísun Ca2+, jehož hlavní část je 

nesena kanály TRPC; 3) následné události včetně aktivace fosfoinositid-dependentních protein 

kináz a následné procesy spojené s přístupem Ca2+ enkurinem, proteinu vazájícího TRPC a PI3 

kinázu. (Garbers & Kopf 1980; Garbers 1989) 

3.4 Sulfan 

Sirovodík (Sulfan, H2S) je jeden ze tří známých gasotransmiterů, které se podílí na určitých 

fyziologických procesech, a to včetně reprodukčních funkcí (Qiao-li & Jun-bao 1986). 

Intracelulárně je sulfan tvořen v buňce a slouží jako plynný buněčný posel. V buňkách 

se nachází v nízkých koncentracích (Wang 2003). 

 

Za fyziologicky relevantních podmínek, tj.ve vodném roztoku při pH 7,4, je jedna třetina 

sulfanu nedisociovaná a dvě třetiny disociují na H+ a HS- (hydrosulfidový ion), který se může 

následně rozložit na H+ a sulfidový iont (S2-). Nicméně, poslední zmíněná reakce nastává pouze 

při vysokém pH, kdy S2- ionty se nevyskytují in vivo v podstatných množstvích.  Hydrosulfid 

sodný (NaHS) se běžně používá jako donor sulfanu, protože disociuje na Na+ a HS-. HS- pak 

částečně váže H+ za vzniku nedisociované H2S (sulfanu). Podobně jako NO (oxid dusnatý) 

a CO (oxid uhelnatý) je sulfan lipofilní a volně proniká do plazmatických membrán.  
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Ale pouze díky částečné disociaci jsou membrány relativně méně propustné pro sulfan oproti 

CO a NO. Sulfan je detekovatelný v séru a ve většině tkáních v koncentraci přibližně 50 µM. 

Jeho fyziologická úroveň v mozku je až třikrát vyšší než v séru a ve skutečnosti se blíží 

až toxické koncentraci (Łowicka, & Bełtowski 2007). 

Enzymy produkující sulfan 

V buňkách je sulfan produkován třemi enzymy: Cystathionin β-syntázou (CBS), 

cystathionin – γ – lyázou (CSE) a merkaptopyruvát sulfurtransferázou (MPST). 

 

CBS 

Cystathionin β-syntáza katalyzuje pyridoxal 5-fosfát (PLP) pomocí reakce, ve které je thiolát 

v L-homocysteinu nahrazován hydroxylovou skupinou z L-serinu. Allosterický aktivátor, 

S- adenosyl – L – methionin (AdoMet) zvyšuje aktivitu CBS přibližně 3krát a pravděpodobně 

se váže na C-terminální regulační doménu (Kery et al. 1998).  

 
Obrázek 2  Struktura domény lidského CBS ukazující N-terminální doménu, která váže hem, katalytickou doménu a C-
terminální regulační doménu, která obsahuje dvě „CBS“ domény (CBS 1 a CBS 2). Autor: Jane Oliverius (Zdroj: Miles and Kraus 
2004) 

Velké množství mutací v různých oblastech lidské CBS byly nalezeny u pacientů 

s homocystinurií (lidské dědičné onemocnění, které se vyznačuje vysokou hladinou 

aminokyseliny L-homocysteinu v plazmě (Kraus et al. 1999; Mudd et al. 2001). Mutace v genu 

CBS mohou měnit buď mRNA nebo stabilitu enzymu, aktivitu, vazbu na PLP a hem 

nebo narušit alosterickou regulaci (Miles & Kraus 2004). 

Enzymy, které mají koenzym PLP, katalyzují čirokou škálu rozmanitých reakcí souvisejících 

s metabolismem aminokyselin. PLP enzymy jsou rozděleny do 4 rodin na základě podobností 

v jejich terciální (trojrozměrné) struktuře, sekvenci, sekundární struktuře a na základě 

hydrofobních profilů (Grishin et al. 1995). 
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CBS je součástí druhé největší skupiny (rodiny), jejíž členové vykazují významnou homologii 

v jádře, katalytické oblasti, a naopak malou podobnost v N- a C- koncovém prodloužení. Lidský 

CBS gen je transkripčně regulován dvěma promotorovými oblastmi. Hlavní promotor 

je ovlivňován růstovým faktorem fibroblastů. Jeho snižování je závislé na hladině inzulinu, 

vyčerpání živin... Druhý promotor je regulován pomocí specifických reakcí (Miles & Kraus 

2004).  

Základem užitečných testovacích metod je také reakce L-cysteinu a 2-merkaptoethanolu 

za vzniku S-hydroxyethyl- L- cysteinu a H2S (Jhee, McPhie & Miles 2000).  

 

CSE 

Lidský cystathionin – γ – lyáza je enzym závislý na pyridoxal – 5´- fosfátu (PLP), který hraje 

roli v transsulfurační cestě, která převádí homocystein na cystein a je jedním ze dvou hlavních 

enzymů, které mohou katalyzovat tvorbu sirovodíku, což je důležitá plynná signální molekula 

(Zhu et al. 2008).  

CSE transkript, proteiny a enzymatická aktivita byly detekovány v játrech, ledvinách a v nižší 

úrovni také v tenkém střevě a žaludku potkanů a myší. Při vývoji myších jater a ledvin 

se hladiny exprese CSE proteinu zvyšují s věkem až do stáří 3 týdnů a následně dochází 

k poklesu v ledvinách, zatímco v játrech zůstavají hladiny konstantní. Exprese CSE byla 

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

 

MPST 

Merkaptopyruvát sulfurtransferáza byla nalezena v krysích játrech, ale bylo o ní známo pouze 

málo, a to především díky nestabilitě a také ztíženému očištění od ostatních látek. MPST je 

enzym velmi rozšířený jak v prokaryotech, tak v eukaryotech (Meister 1953; Wood & Fiedler 

1953). Čistý enzym byl poprvé získán roku 1995 (Nagahara et al. 1995), přičemž cDNA byla 

klonována opět z krysích jater (Nagahara & Nishino 1996). 

MPST je mimo jiné enzym, který katalyzuje transsulfuraci. Při otravě kyanidem jsou napadeny 

hlavně meta-loproteiny a karbonylové kyseliny obsahující proteiny. Obranou proti této otravě 

je právě reakce tzv. transsulfurace, při které se kyanid metabolizuje na méně toxický thiokyanát 

(Naghara et al. 1999). U savců se předpokládá, že se MPST účastní také dalších procesů.  

Kromě detoxikace kyanidu se hovoří například o karcinogenezi, anaerobní metabolismus 

cysteinu a methioninu, sulfurace po transkripci tRNA či imunitní funkce (Iciek & Wlodek 

2001). 
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Sulfan v savčích buňkách potlačuje mitochondriální funkce inhibicí cytochrom-c oxidázy. 

Podávání H2S savčím buňkám však může sloužit také jako donor elektronů a anorganický zdroj 

energie (Módis et al 2013). 

MPST se vyskytuje převážně v ledvinách, jaterních buňkách, srdečních buňkách či v epitelu 

proximálního tubulu (Naghara et al 1998). Je členem rodiny sulfutransferáz a sdílí 60% 

sekvenční podobnost s rhodanem, což je prototypový člen této rodiny. Oba tyto proteiny mají 

aktivní stranu s katalytickým zbytkem cysteinu, což je důsledkem společného evolučního 

vývoje (Spallarossa et al 2004).  

3.4.1 Vznik sulfanu 

Sulfan se produkuje ve významném množství ve většině tkání. Nejvyšší míra produkce byla 

zaznamenána v mozku, kardiovaskulárním systému, játrech a ledvinách (Łowicka, & Bełtowski 

2007). 

Jediným substrátem pro tvorbu endogenního sulfanu je L-cystein, aminokyselina obsahující 

síru pocházející z potravinových zdrojů, produkovaná z L-methioninu prostřednictvím 

tzv. transsulfurace (Stipanuk 2004).  

Existují dvě hlavní cesty katabolismu cysteinu. Jednou z nich je oxidace -SH skupiny cystein 

dioxygenázy (CDO) na cystein sulfinát. Ten pak může být dekarboxylován na hypotaurin nebo 

převeden na pyruvát. Druhá dráha, označovaná jako "desulfhydrace", je spojena s odstraněním 

cysteinového atomu síry bez jeho oxidace a vede k produkci sulfan. Tento proces může být 

katalyzován jedním ze dvou enzymů transsulfurační dráhy: cystathionin a-syntáza (enzym 

CBS) a cystathionin a-lyázy (enzym CSE). Oba enzymy jsou závislé na pyridoxal 5'-fosfát 

(vitamín B6), ale liší se v mechanismu tvorby sulfan. CSE katalyzuje cystin (cystein disulfidu) 

na thiocystein, pyruvát a amoniak. Thiocystein se pak nonenzymaticky rozkládá na cystein 

a sulfan. Hlavní mechanismus produkce sulfan pomocí CBS pravděpodobně zahrnuje 

kondenzaci homocysteinu s cysteinem za vzniku cystathioninu a sulfan je uvolněn během této 

reakce (Chen et al. 2004). 

Je třeba poznamenat, že tato reakce úzce souvisí s reakcí katalyzovanou CBS v transsulfurační 

cestě (Obrázek 3). Obě cesty (CBS a CSE) jsou široce rozšířené. Avšak v centrální nervové 

soustavě převládá cesta s enzymem CBS, zatímco v kardiovaskulárním systému pozorujeme 

převahu tvorby sulfanu pomocí enzymu CSE (Stipanuk 2004). 
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Obrázek 3 Metabolismus cysteinu. CBS – cystathionin -syntáza, CDO – cystein dioxygenáza, CSE – cystathionin  -lyáza, SO – 
sulfid oxidáza (Łowicka, and Bełtowski (2007)) 

 

Dalším enzymem podílejícím se na tvorbě sulfanu je MPST (3-merkaptosulfurtransferáza) 

(Obrázek 4). Jeho přítomnost byla potvrzena v epitelu proximálního tubulu ledvin, 

v hepatocytech, v srdeční tkáni a také v mozku (Selhub 1999). MPST je enzym podílející 

se na tvorbě sulfanu v myokardu (Swaroop et al. 1992). V mitochondriích produkuje MPST 

sulfan z 3-merkaptopyruvátu nebo oxiduje obsaženou síru na siřičitan a thiosíran. V cytosolu 

je thiocystein tvořen CSE a ten může působit jako akceptor síry přenesené 

z 3- merkaptopyruvátu pomocí MPST (Elsey, Fowkes & Baxter 2010). Exprese CSE a CBS 

byla potvrzena u myší, potkanů i u reprodukčních pochodů u lidí, avšak exprese MPST zde 

nebyla (Patel et al 2009; Srilatha et al 2009). 
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Obrázek 4 Metabolismus L-cysteinu a H2S: Primární enzymatické cesty produkce H2S využívá tkáňocé specifické enzymy 
cystathionin-g-lyazu (CSE) a cystathionin-b-syntazu (CBS) za použití L-cysteinu jako substrátu. V mitochondrii může být L-
Cystein konvertován cystein aminotransferazou (CAT) na 3-merkaptopyruvát, substrát pro produkci H2S při využití enzymu 
merkaptopyruvát sulfurtransferázy (MPST) (zdroj: Elsey et al. 2010). 

3.4.2 Katabolismus sulfanu 

Sulfan se rychle oxiduje zejména v mitochondriích. Zpočátku na thiosulfát, který se dále 

konvertuje na siřičitan a síran (Obrázek 6). Oxidace sulfanu na thiosíran je pravděpodobně 

neenzymatický proces spojený s respiračními mechanismy mitochondrií (Searcy 1996). 

Konverze thiosíranu na siřičitany je katalyzována thiosíranem - kyanid sulfotransferáza (TST), 

který přenáší síru z thiosíranu na kyanid nebo další akceptory (Picton et al. 2002). Sulfid, který 

pochází z této reakce, se rychle oxiduje sulfátovou oxidázou na sulfát. Proto je 

za fyziologických podmínek sulfát hlavním konečným produktem metabolismu sulfanu, 

i když většina síranu v moči pochází z oxidace cysteinu spíše než z thiosíranu odvozeného 

od sulfanu. I když se vylučuje thiosulfát močí, jeho koncentrace je menší než 1% síranu 

(Kamoun 2004). 

Druhou cestou metabolismu sulfanu je metylace thiol-S-methyltransferázy (TSMT) 

na methanthiol a dimethylsulfid (Furne et al. 2001) (Obrázek 6). Tato reakce se vyskytuje 

hlavně v cytosolu. Některé studie zpochybňují význam této cesty, přinejmenším 

v gastrointestinálním traktu (Levitt et al. 1999; Picton et al. 2002). 
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Poslední možností katabolismu sulfanu je jeho vazbat na methemoglobin za vzniku 

sulfhemoglobinu. Protože hemoglobin může také vázat NO a CO je to společná cesta 

katabolismu pro všechny tři plynové vysílače (Łowicka, & Bełtowski 2007). 

 

 
Obrázek 5 Katabolismus sulfanu, ( Łowicka, and Bełtowski (2007) 

  

 

3.4.3 Sulfan ve tkáních 

Sulfan přispívá k udržování ochrany a k regeneraci gastrointestinální sliznice. To napomáhá 

mnoha protizánětlivým účinkům, včetně inhibice adherence leukocytů k endotelu a migraci 

leukocytů do míst zánětu. Naopak inhibice endogenní syntézy sulfanu vede ke ztrátě integrity 

sliznice a ke zvýšenému výskytu zánětu sliznice (Wallace 2010).  

Při zkoumání tvorby endogenního sulfanu uvnitř dělohy krys a ženy, bylo prokázáno, 

že enzymová funkce CBS a CSE je ovlivněna hladinou kyslíku. Za hypoxických podmínek je 

produkce sulfanu zvýšena, což může hrát významnou roli v problematice preeklampsie (Patel 

et al. 2009). 

Syntéza sulfanu enzymy CBS a CSE probíhá také ve vejcovodu. Produkovaný sulfan zde 

reguluje kontrakce svaloviny, které napomáhají průchodu časného embrya vejcovodem. Změny 

v signalizaci sulfanem, včetně ztlumení nebo zesílení aktivity indukované farmakologickými 

nebo genetickými metodami, měly za následek zadržení embrya případně zpomalení vývoje 

embrya ve vejcovodu myši (Ning et al. 2014). 
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U samců endogenně produkovaný sulfan zprostředkovává erektilní funkce (Srilatha et al. 2006). 

Další vliv má sulfan na spermatogonální proliferaci a relaxaci hladkého svalstva (Sugiure et al. 

2005). 

3.4.4 Sulfan jako regulátor samčích pohlavních buněk 

Varlata jsou orgánem, který aktivně využívá aminokyseliny obsahující síru. Tyto 

aminokyseliny slouží také jako substrát pro syntézu glutathionu prostřednictvím glutamát-

ligázy. Glutathion hraje ústřední roli při regulaci spermatogeneze (Sugiure et al 2005). Samci 

myší, kteří mají nedostatek β-glutamyltranspeptidázy vykazují atrofie varlat souběžně 

s oligospermií (Kumar et al. 2000). Exogenně aplikovaný sulfan chrání varlata i spermie 

před zánětlivým a oxidačním poškozením. (Wang et al. 2018). 

Tekutina vylučovaná semenotvornými kanálky obsahuje dostatečné množství glutathion 

S - transferázy, která přispívá k přenosu testosteronu do tekutiny (Mukherjee et al. 1999).  

S-adenosylmethionin (SAM) dekarboxyláza představuje hlavní cestu pro biosyntézu 

polyaminů, které jsou nezbytné pro zrání Sertliho buněk a buněk zárodečných (Shubhada et al. 

1989). 

CSE je lokalizováno v Sertoliho buňkách a v nezralých zárodečných buňkách zahrnujících 

spermatogonie, zatímco CBS je exprimováno nejen v Sertoliho buňkách a v zárodečných 

buňkách, ale také v Leydigových buňkách (Oi et al. 2001). 

Všechny tři enzymy (CBS,CSE i MPST) jsou exprimovány v testikulárních zárodečných 

buňkách. Při zvýšené teplotě se hladiny CSE a CBS snížili, zatímco u MPST nebyla pozorována 

žádná významnejší změna. Po tepelném zvýšení se snížila také hladina sulfanu.  

Endogenní produkce sulfanu může být tedy narušena tepelným šokem. Získané výsledky v této 

studii naznačily, že sulfan může ochránit zárodečné buňky varlat proti apoptóze indukované 

teplem prostřednictvím antioxidačního mechanismu (Li et al 2015). 

Výskyt sulfan produkujících enzymů ve spermiích kanců nebyl doposud podrobněji popsán. 
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4 Materiál a metody 

4.1 Materiál 

Spermie 

V experimentu byl používán ejakulát odebraný od kanců plemene Landrace linie 9120 

z komečních inseminačních dávek z chovné stanice PROAGRO NYMBURK a.s.. Použito bylo 

komerční ředidlo SUS, motilita 85%, dávka 80-100 ml, koncentrace 5x107 spermií/ml, 

uchovávání při 17°C. 

Příprava vzorku: 

Z dávek byly okamžitě po dovezení odebrány vzorky, které byly kapacitovány. Vytvořeny byly 

4 skupiny s rozdílnou dobou kapacitace (30 minut, 60 minut, 90 minut, 120 minut). V každé 

z těchto skupin byla kapacitována kontrolní skupina (kapacitované spermie), experimentální 

skupina (kapacitované spermie s přídavkem donoru sulfanu) a kontrolní skupina s DMSO, 

jelikož donor sulfanu byl rozpušten v DMSO. Po kapacitaci byly spermie použity pro Western 

Blot a následnou imunodetekci a k vlhké fixaci pro imunofluorescenci. 

4.2 Metody 

4.2.1 Použité chemikálie a média 

Pro kapacitaci bylo použito médium TL-HEPES-PVA v následujícím složení (na 100 ml 

media):  

 

NaCl (0,6663 g) Sorbitol (0,2186 g) 

KCl (0,0239 g) NaHCO3 (0,0168 g) 

NaH2PO4 (0,0041 g) CaCl2.2H2O (0,0294 g) 

Sodium DL-lactate (0,14 ml) Gentamicin (0,0025 ml) 

MgCl2.6H2O (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 Složení kapacitačního média TL-HEPES-PVA 

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

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

pH Kapacitačního média srovnat na 7,3-7,4. 
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12% separační gel 

Destilovaná voda (3,5 ml) 10% dodecylsíran sodný (100 ml) 

30% roztok akrylamidu (4 ml) 10% persíran (APS; 70µl) 

Pufr (1,5 M Tris; 2,5 ml) TEMED (4,5 µl) 

Tabulka 2 Složení 12 % separačního gelu pro WesternBlot 

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

ALDRICH s.r.o, USA 

 

15% separační gel 

Destilovaná voda (2,5 ml) 10% dodecylsíran sodný (100 ml) 

30% roztok akrylamidu (5 ml) 10% persíran (APS; 70µl) 

Pufr (1,5 M Tris; 2,5 ml) TEMED (4,5 µl) 

Tabulka 3 Složení 15 % separačního gelu pro WesternBlot 

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

ALDRICH s.r.o, USA 

 

4% zaostřovací gel 

Destilovaná voda (1,25 ml) 10% SDS (0,025 ml) 

Pufr (0,5 M TRIS; 0,625 ml) 10% APS (50 µl) 

30 % roztok akrylamidu (0,325 ml) TEMED (3,8 µl) 

Tabulka 4 Složení 4 % zaostřovacího gelu pro WesternBlot 

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

ALDRICH s.r.o, USA 

4.2.2 Kapacitace 

Pro kapacitaci bylo použito kapacitační médium TL-HEPES-PVA. 

5 ml ejakulátu stočeno (RT, 10 minut, 300xg) 2x opláchnuto PBS (SIGMA-ALDRICH s.r.o, 

USA), doplněno do 5 ml.  

Kapacitace probíhala ve 3 typech medií. Kontrolní skupina byla kapacitována v samotném 

kapacitačním mediu, kontrolní skupina s DMSO byla kapacitována v kapacitačním médiu 

s přídavkem DMSO (SIGMA-ALDRICH s.r.o, USA) (koncentrace 150 µmol.l-1) 

a experimentální skupina byla kapacitována v kapacitačním médiu s přídavkem donoru sulfanu 

(Dichloromethane complex, SIGMA-ALDRICH s.r.o, USA) (koncentrace 150 µmol.l-1). 
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Všechny tři vzorky byly následně rozpipetovány po 0,5 ml do vzorků (20 vzorků kontrolní 

skupiny, 20 vzorků kontrolní skupiny s DMSO, 20 vzorků experimentální skupiny s donorem 

H2S). Kapacitace probíhala v termostatu při teplotě 37 °C, čas kapacitace rozdělen do čtyř 

skupin (30 minut, 60 minut, 90 minut a 120 minut). 

Jednotlivé vzorky byly následně zpracovány pro imunodetekci pomocí Western blot 

a imunocytochemickou detekci proteinů. 

4.2.3 Western Blot 

K pokusům byl použit 12 % separační gel pro stanovení enzymů CSE a CBS a 15 % separační 

gel pro stanovení MPST.   

Separační gel byl naplněn do stojánků a překrytý H2O. Po 30 minutách byla voda z povrchu 

vylita a na separační gel se nanesl 4 % gel zaostřovací. 

Aparatura byla naplněna elfo-pufrem (Stacking gel buffer, Bio-Rad Laboratories, Inc., USA) 

(ředěný v H2O 1:5). Elektroforesa probíhala prvních 20 minut při 80 V, poté bylo elektrické 

napětí navýšeno na 150 V a při tomto napětí běží elektroforesa hodinu. 

Získané gely se dále použily pro elektroblotting. Elektrický proud byl při blotování nastaven 

na 500 mA a doba elektroblottingu byla 1,5 hodiny. Po uplynutí této doby byla membrána 

opláchnuta v destilované vodě a obarvena v barvě Ponceau (SIGMA-ALDRICH s.r.o, USA) 

(stačí 30-60 sekund) a následně opět promyta (2 x pomocí PBS). Obarvená membrána byla 

vložena do 5 % roztoku mléka (Bio-Rad Laboratories, Inc., USA) v PBS na 1 hodinu. 

Pro imunodetekci byla membrána promyta v PBS s 0,05 % Tweenem 20 (SIGMA-ALDRICH 

s.r.o, USA). Hotová membrána se dále inkubovala se specifickou protilátkou (anti-CBS, 

anti- CSE, anti-MPST, ThermoFischer SCIENTIFIC, USA). Všechny protilátky byly naředěny 

na koncentraci 1:250 v PBS.  

Druhý den byla membrána propláchnuta 3x v PBS s 0,05 % Tweenem po 10 minutách 

a následně byla inkubována se sekundární protilátkou. Pro pokus byla použita sekundární 

protilátka Anti-rabbit (GE Healthcare Bio-Sciences AB, Sweden) s koncentrací 1:100 000. 

Po uplynutí doby inkubace (1 hod) byly membrány opět promyty v PBS s 0,05 % Tweenem 

a dále ještě 2x po 5 minutách v samotném PBS. 

Po vizualizaci byla provedena denzitometrická analýza pomocí programu Image Studio Lite 

Ver 5.2. 
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4.2.4 Imunocytochemická detekce proteinů 

Při kapacitaci bylo odebráno po jednom vzorku od každé skupiny a dále byl připraven vzorek 

ejakulovaných spermií. Vzorky byly 2x promyty a následně byl odsát supernatant. Na podložní 

sklo bylo naneseno 20 µl suspenze spermií v PBS a 50 µl vymraženého aceton:methanolu 

(LACH-NER s.r.o, Neratovice; 1:1 v:v). Tento postup byl použit u každé skupiny a od každé 

skupiny bylo takto vytvořeno 5 skel. V každém experimentu bylo připraveno 5 skel 

ejakulovaných spermií a po 5 sklech 30´, 60´, 90´a 120´ minut kapacitace od každé skupiny. 

Dále bylo na vzorky naneseno 150 µl SuperBlocku (ThermoFischer SCIENTIFIC, USA) a skla 

byla 30 minut inkubována ve vlhké komůrce při pokojové teplotě. Po oplachu destilovanou 

vodou byla na skla nanesena primární protilátka (králičí anti-CBS, anti-MPST a anti-CSE, 

ThermoFischer SCIENTIFIC, USA; ředění 1:100 v PBS). Na kontrolní skla bylo naneseno 

pouze PBS. Skla byla inkubována přes noc při 4°C ve vlhké komůrce. Následně byla skla 

opláchnuta destilovanou vodou a nanesena sekundární protilátka (anti rabbit-Alexa 495; 

ThermoFischer SCIENTIFIC, USA; ředění 1:100 v PBS) a inkubována při pokojové teplotě 

po dobu 30 minut ve vlhké komůrce ve tmě. Po inkubaci byla skla opláchnuta destilovanou 

vodou a zamontována pomocí VectaShield s DAPI (Vector Laboratories, INC. USA) 

Takto připravené preparáty byly uchovávány při 4°C a poté snímány konfokálním 

mikroskopem (Zeiss LSM 800) při zvětšení 630x. Intenzita signálu stanovaná jako průměrná 

intenzita signálu v jednotlivých spermiích byla hodnocena pomocí počítačové analýzy obrazu 

NIS-Elements AR 4.30.01 (Nicon, Japan). 

 

4.2.5 Statistické vyhodnocení 

Experimenty byly zopakovány 3krát. Analýzou obrazu získané hodnoty průměrné intenzity 

signálu byly podrobeny statistické analýze. Statistická analýza byla prováděna v programu 

Microsoft Excel. Byla použita dvoufaktorová analýza rozptylu (ANOVA) pro zhodnocení vlivu 

délky kapacitace a vlivu přídavku donoru sulfanu a dále dvouvýběrový t-test pro zhodnocení 

rozdílu průměrné intenzity signálu v kapacitovaných a ejakulovaných spermiích. Stanovená 

hladina statistické významnosti byla p<0,05. Hodnoty byly vyjádřeny jako relativní vztažené 

k průměrné intenzitě signálu ejakulovaných spermií.  
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5 Výsledky 

5.1 Průkaz sulfan produkujících enzymů metodou Western Blot 

Sulfan produkující enzymy byly v kančích spermiích sledovány pomocí imunodetekce 

metodou Western Blot , Všechny tři sulfan produkujícíc enzymy, CSE, CBS a MPST byly 

nalezeny jak v ejakulovaných tak v kapacitovaných spermiích. Denzitometrická analýza 

ukázala na snižující se množství jednotlivých enzymů během kapacitace.  

 

Cystathionin – γ – lyáza (CSE) 

 
Ve vzorcích spermií byl pomocí imunodetekce nalezen protein o velikosti cca 120 kDa 

(Obrázek 6), který odpovídá hledanému proteinu CSE (molekulová hmotnost 115 kDa). 

Množství CSE bylo nejvyšší u ejakulovaných spermií a v průběhu kapacitace se snižovalo 

(graf 1). 
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Obrázek 6 Imunodetekce pomocí protilátky anti- CSE  
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 Graf 1 CSE v ejakulovaných a kapacitovaných kančích spermiích prokázána 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 β-syntáza (CBS) 

Také CSE byla v kančích spermiích prokázána (Obrázek 7.) Protein měl molekulovou hmotnost 

cca 65 kDa, což odpovídá molekulové hmotnosti CSE (61 kDa). Množství CBS bylo nejvyšší 

u ejakulovaných spermií a v průběhu kapacitace se snižovalo (graf 2). 
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Obrázek 7 Imunodetekce pomocí protilátky anti -CBS 
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Graf 2 CBS v ejakulovaných a kapacitovaných kančích spermiích prokázána 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 

 

Merkaptopyruvát sulfurtransferáza (MPST) 

MPST byla ve vzorcích ejakulovaných a kapacitovaných  kančích spermií byla rovněž zjištěna 

(Obrázek 8). Molekulová hmotnost nalezeného proteinu byla cca 35 kDa, což opět odpovídá 

uváděné molekulové hmotnosti MPST (33 kDa). Množství MPST bylo nejvyšší 

u ejakulovaných spermií a v průběhu kapacitace se snižovalo (graf 3). 
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Obrázek 8 Imunodetekce pomocí protilátky anti -MPST 
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Graf 3 MPST v ejakulovaných a kapacitovaných kančích spermiích prokázána 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 Imunocytochemická detekce sulfan produkujících enzymů 

Sulfan produkující enzymy byly v kančích spermiích sledovány imunocytochemickou 

metodou. Po inkubaci s protilátkami byly spermie snímány konfokálním mikroskopem. 

Ve všech vzorcích spermií byl zjištěn signál, i když intenzita signálu se s snižovala s délkou 

kapacitace. Průměrná intenzita signálu, byla vyjádřená relativně a vztažená k průměrné 

intenzitě signálu v ejakulovaných spermií. 

 

Cystathionin – γ – lyáza (CSE) 

Intenzita signálu CSE byla nejvyšší v ejakulovaných spermiích a během kapacitace 

se statisticky významně snižovala. Signál byl zjištěn zejména v bičíku spermie. Statisticky 

významný rozdíl v intenzitě signálu ale nebyl zjištěn mezi ejakulovanými ejakulovanými 

spermiemi a mezi spermiemi kapacitovanými 30 minut. U spermií kapacitovaných 6é a více 

minut již byl rozdíl v intenzitě signálu signifikantní.  

Vliv inkubace v kapacitačním médiu v přítomnosti donoru mělo sice intenzitu signálu 

statisticky významný vliv, ale pouze při hladině významnosti P= 0,05 (graf 4). Při hladině 

významnosti P= 0,001 nebyl rozdíl mezi spermiemi inkubovanými v médiu suplementovaném 

donorem sulfanu a mezi spermiemi inkubovanými v nemodifikovaném médiu signifikantní. 
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Obrázek 9  Imunocytochemická detekce CSE ve spermiích kance, chromatin obarven DAPI (modře), CSE obarvem Alexou 495 
(zeleně), zvětšení 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 signálu u spermií kance: relativní intenzita CSE u ejakulovaných, kapacitovaných spermií a kapacitovaných 
spermií v médiu s přídavkem donoru, Intenzita signálu byla vyjádřena a relativně vztažena k intenzitě signálu 
v ejakulovaných spermiích, 30 – po 30 minutách kapacitace, 60 – po 60 minutách kapacitace, 90 – po 90 minutách 
kapacitace, 120 – po 120 minutách kapacitace 
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Cystathionin β-syntáza (CBS) 

Také intenzita signálu CBS byla nejvyšší v ejakulovaných spermiích a během kapacitace 

se statisticky významně snižovala. Signifikantní byl rovněž rozdíl mezi intenzitou signálu 

v ejakulovaných spermiích a kapacitovaných spermiích, a to již po 30 minutách inkubace 

v kapacitačním médiu. Signál byl zjištěn zejména v bičíku spermie. Vliv inkubace 

v kapacitačním médiu suplementovaném donorem sulfanu na intenzitu signálu neměl 

statisticky významný vliv (graf 5). 

 

 

Obrázek 10 Intenzita signálu spermie kance: exprese CBS ve spermiích kance, chromatin obarven DAPI (modře), CBS 
Alexou 495 (zeleně), zvětšení 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 signálu u spermií kance: relativní intenzita CBS u ejakulovaných, kapacitovaných spermií a kapacitovaných 
spermií v médiu s přídavkem donoru, Intenzita signálu byla vyjádřena a relativně vztažena k intenzitě signálu 
v ejakulovaných spermiích, 30 – po 30 minutách kapacitace, 60 – po 60 minutách kapacitace, 90 – po 90 minutách 
kapacitace, 120 – po 120 minutách kapacitace 

 
Merkaptopyruvát sulfurtransferáza (MPST) 

MPST byla nalezena v bičíku i v hlavičce spermie (Obrázek 11). Relativní intentita signálu byla 

nejvyšší u ejakulovaných spermií a během kapacitace se statisticky významně snižovala. Rozdíl 

mezi intenzitou signálu v ejakulovaných spermiích a kapacitovaných spermiích byl 

signifikantní po 30 minutách inkubace spermií v kapacitačním médiu, ale statisticky významně 

nižší byl ve spermiích inkubovaných v médiu s přídavkem donoru až po 60 min inkubace 

(graf 6). 
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Obrázek 11 Intenzita signálu spermie kance: exprese MPST ve spermiích kance, chromatin obarven DAPI (modře), MPST 
Alexou 495 (zeleně), zvětšení 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 signálu u spermií kance: relativní intenzita MPST u ejakulovaných, kapacitovaných spermií a kapacitovaných 
spermií v médiu s přídavkem donoru, Intenzita signálu byla vyjádřena a relativně vztažena k intenzitě signálu 
v ejakulovaných spermiích, 30 – po 30 minutách kapacitace, 60 – po 60 minutách kapacitace, 90 – po 90 minutách 
kapacitace, 120 – po 120 minutách kapacitace 
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6 Diskuze 

V diplomové práci byla sledována přítomnost sulfan produkujích enzymů v kančích spermiích. 

Zapojení sulfanu do regulace reprodukčních procesů je již známo. U samců endogenně 

produkovaný sulfan například zprostředkovává erektilní funkce (Srilatha et al. 2006) sulfan má 

vliv má také na spermatogonální proliferaci a relaxaci hladkého svalstva (Sugiure et al. 2005). 

U prasat byla funkce sulfanu u gamet potvrzena u oocytů. Inhibice enzymů zodpovědných 

intracelulárně za produkci sulfanu zhoršila projevy stárnutí u in vitro kultivovaných oocytů 

a naopak přítomnost donoru sulfanu potlačovala u oocytů apoptózu (Krejčová et al., 2015).  

V našich experimentech jsme prokázali v kančích spermiích přítomnost všech tří hledaných 

enzymů: cystathionin β-syntázy (CBS), cystathionin – γ – lyázy (CSE) a merkaptopyruvát 

sulfurtransferázy (MPST). Tyto enzymy zatím nebyly v kančích spermiích v dostupné literatuře 

popsány, i když v samčím reprodukčním traktu byly enzymy produkující sulfan nalezeny 

již dříve u potkanů v Sertoliho buňkách a v nezralých zárodečných buňkách a také 

v  Leydigových buňkách (Oi et al. 2001). V lidských spermiích byla zatím popsána exprese 

CSE a CBS, nikoliv však MPST (Patel et al 2009; Srilatha et al 2009). 

V našich experimentech se množství sulfan produkujících enzymů signifikantně snižovalo 

v závislosti na délce kapacitace. Teng et al. (2013), který sledoval sulfan produkující enzymy 

ve spermií myší, popsal rostoucí množství enzymů při probíhající kapacitaci. Tento fakt může 

být dán například u kanců velmi častou spontánní kapacitací ejakulovaných spermií. 

V experimentech byly použity inseminační dávky získávané z inseminační stanice kanců, které 

obsahovaly malé procento spontánně kapacitovaných spermií. Dalším důvodem může být fakt, 

že během kapacitace rychle klesala viabilita spermií. Prezentované výsledky jsou součástí 

komplexního experimentu, ve kterém byla rovněž sledována motilita spermií během 

kapacitace. Při dlouhodobé kapacitaci (90 -120 min) se parametry motility výrazně zhoršovaly 

ve srovnání s 30 min kapacitací (výsledky nejsou zahrnuty do této práce).  

Sulfan se v savčích buňkách podílí na regulaci hladiny volných kyslíkových radikálů (ROS). 

U myší sulfan produkovaný CBS zabraňuje nadměrné tvorbě ROS v mitochondriích, čímž 

je chrání před apoptózou a varlata tak chrání před oxidativním stresem (Teng et al. 2013). 

Bylo zjištěno, že v savčích buňkách sulfan potlačuje mitochondriální funkce inhibicí 

cytochrom-c oxidazy (Módis et al 2013). Lze tedy předpokládat, že i u kančích spermií bude 

sulfan podobným způsobem ovlivňovat oxidativní stres a zlepšovat motilitu spermií.  
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V našich experimentech jsme zjistili signifikantní rozdíl v expresi CSE u spermiích 

inkubovaných v kapacitačním médiu s přídavkem donoru, ale tento rozdíl byl těsně významný 

jen při hladině výzmanosti P=0,05. K potvrzení nebo vyvrácení tohoto zjištění by bylo třeba 

experimenty zopakovat. Spíše se však na dosavadních základě výsledků přikláníme k doměnce, 

že suplementace kapacitačního média donorem sulfanu expresi sulfan produkujících enzymů 

neovlivňuje. Naopak podle morfologie spermií z hodnocených preparátů byl vliv donoru spíše 

negativní. To by odpovídalo zjištění, které uvádí Zhao et al. (2016), kteří popsali snížení 

motility spermií vystavených působení donoru sulfanu.  

Nicméně přítomnost sulfan produkujících enzymů v kančích spermiích a změna jejcih exprese 

v průběhu kapacitace dává předpoklad pro doměnku, že CSE, CBS a MPST jsou zapojené 

do regulace kapacitace kančích spermií. Pro potvrzení úlohy sulfanu v kapacitaci a v řízení 

motility spermií je však třeba dalších experimentů, stejně tak jako pro popsání signální dráhy, 

kterou sulfan ve spermích ovlivňuje.  
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7 Závěr 

Cílem práce bylo prokázat přítomnost enzymů, které jsou v buňkách zodpovědné za produkci 

sulfanu ve spermiích kance. Získané výsledky potvrdily stanovenou hypotézu, že v kančích 

spermiích jsou všechny tři enzymy CSE, CBS a MPST exprimonvány a lze tedy předpokládat, 

že signální dráha sulfanu je v kančích spermiích funkční. Exprese enzymů se snižovala 

v závislosti na délce kapacitace. Je tedy pravděpodobné, že CSE, CBS a MPST jsou zapojené 

do regulace kapacitace. Pro potvrzení úlohy sulfanu v kapacitaci je však třeba dalších 

experimentů. Do budoucna by bylo třeba tuto doměnku potvrdit např: pomocí inhibice 

jednotlivých sulfan produkujících enzymů. 
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