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Uloha vybranych proteina pfi kapacitaci a akrozomalni
reakci kancCich spermii

Souhrn

Diplomova prace byla zacilena na ulohu vybranych proteini kancich spermii
pfi procesu kapacitace a akrozomalni reakce. Zvolenym proteinem se stal sulfan produkujici
enzym cystathionin-y-lyaza (CSE). Tento enzym spolu s cystathionin-B-syntazou (CBS)
a 3-merkaptopyruvat sulfurtransferdzou (3-MST) syntetizuje intraceluldrni sulfan (H,S).
H.S je plynna signalni molekula, kterad se vyskytuje ivsavéim organismu. Sulfan zajistuje
v rliznych organovych soustavach mnoho fyziologickych procesd. Sulfan byl popsan
i v reprodukéni soustavé, kde se zapojuje i do procesu kapacitace spermii. Cilem teoretické
Casti prace bylo shrnuti obecnych poznatk(l o spermiogenezi a naslednych déjich, které vedou
k procesu oplozeni. Prace byla zacilend na kapacitaci a akrozomalni reakci u spermii savcu.
Literarni reSerSe dale pojedndva o sulfanu a o enzymech, které tuto molekulu produkuji.

Prakticka ¢ast byla zamérena na detekci pritomnosti sulfan produkujiciho enzymu
CSE v kancich spermiich. Vzorky byly ziskdvany z komeréné dostupnych inseminaénich davek.
Exprese CSE byla sledovana pomoci specifickych protilatek. Lokalizace a exprese tohoto
enzymu byla detekovdana pomoci metody Western blot a nepfimé imunofluorescence
s vyuzitim fluorescencni a konfokdlni mikroskopie. Pritomnost CSE byla v kancich spermiich
prokazana. Metody, které byly pouzity, prokazaly, Ze vyskyt tohoto enzymu se béhem

kapacitace a akrozomalni reakce snizuje.

Klicova slova: spermie, kapacitace, akrozomalni reakce, enzymy, sulfan, CSE



The role of selected proteins in boar sperm capacitation
and acrosomal reaction

Summary

The thesis focused on the role of selected proteins of boar sperm in the process
of capacitation and acrosome reaction. The selected protein was the sulphan-producing
enzyme cystathionine-y-lyase (CSE). This enzyme, together with cystathionine-
B-synthase (CBS) and 3-mercaptopyruvate sulphurtransferase (3-MST), synthesizes
intracellular sulphan (H2S). H.Sis agaseous signaling molecule that isalso found
in mammalian organisms. H;S provides many physiological processes in various organ
systems. H,S has also been described inthe reproductive system, where itisinvolved
in the process of sperm capacitation. The aim of the theoretical part of the thesis
was to summarize the general knowledge about spermatogenesis and the subsequent events
that lead to the fertilization process. The work was focused on capacitation and the acrosome
reaction in mammalian spermatozoa. The literature search further discusses
H,S and the enzymes that produce this molecule.

The practical part was focused on the detection of the presence
of the sulfan-producing enzyme CSE in boar spermatozoa. Samples were obtained from
commercially available insemination doses. CSE expression was monitored using specific
antibody. The localization and expression of this enzyme was detected by Western blot
and indirect immunofluorescence using epifluorescent and confocal microscopy.
The presence of CSE in boar spermatozoa was proven. The used methods showed that
the occurence of this enzyme decreases during capacitation and acrosome reaction.

Keywords: sperm, capacitation, acrosomal reaction, enzymes, H,S, CSE
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1 Uvod

Savéi spermie, které opousti varle, nejsou zcela schopny dosdahnout Uspésného
oplodnéni za normalnich okolnosti in vivo, i pfes to, Ze jsou zcela zralé a motilni. Proto musi
nejprve podstoupit mnoho maturacnich procest, naslednou kapacitaci a akrozomalni reakci.
Tyto slozité déje umozinuji spermiim dosdhnout schopnosti oplodnéni. Béhem procesu
kapacitace dochazi k fyziologickym zménam, které souvisi s hyperaktivaci pohybu spermie,
nasledné uvolnéni spermii zoviduktdlniho rezervodru a pfipravé spermie na splynuti
s vajickem (Yanagimachi 1994). VSechny tyto procesy jsou spojeny se spoustou proteinovych
zmén, a to jak uvniti spermatické buriky, tak na jejim povrchu. Je tomu tak pravé u proteint
semenné plazmy, které se pfiejakulaci vaZzou napovrch spermie. Jejich pfitomnost
je nezbytnd pro ochranu a zajisténi prezitelnosti spermii v samié¢im reprodukénim traktu
(Evans & Kopf 1998; Topfer-Petersen 1999).

Reaktivni formy siry jiz nejsou povazovany za Skodlivé molekuly vedouci k oxida¢nimu
stresu aapoptdze. Povazuji se zazdkladni signalni molekuly, které se Gcastni mnoha
fyziologickych uddlosti, jako je pravé vyvoj spermii, zrani a kapacitace. Sulfan (H:S)
je nejnovéji objevend plynnd molekula, kterd patfi dorodiny Gasotransmitert. Podili
se na rliznych biologickych funkcich, stejné jako oxid dusnaty (NO) aoxid uhelnaty
(CO). U savcli mlze byt sulfan syntetizovan enzymatickymi nebo neenzymatickymi cestami
(Kolluru et al. 2013). Sulfan je v savcich tkanich produkovan enzymy cystathionin-B-syntazou
(CBS), cystathionin-y-lyadzou (CSE) a 3-merkaptopyruvat sulfurtransferdzou (3-MST)
(towicka & Bettowski 2007). Tyto enzymy vyuZivaji jako substrat aminokyselinu L-cystein
a produkuji rizné mnozstvi sirovodiku (Starka 2009).

Produkce sulfanu byla nalezena v rlznych tkanich savci, v nichz ma sulfan svoji
specifickou funkci. Tento plynny prenase¢ byl lokalizovdn a nasledné popsan napfiklad
v kardiovaskuldarnim systému. Podporuje neokapilarizaci, hypotenzi, chrani srdce pred srdecni
zastavou a zabranuje vzniku arteriosklerdzy (towicka & Bettowski 2007). Sulfan také plsobi
v nervovém systému. Jednou z jeho hlavnich funkci je ochrana neuronovych bunék pred
oxidativnim stresem (Eto et al. 2002). Sulfan je dale dulezity v gastrointestindlnim traktu.
Nachazi se v jatrech, ledvinach, ale i bunikach pankreatu. Nizka az nedostateénda koncentrace
sulfanu muzZe byt pricinou arteridlni a plicni hypertonie, Alzheimerovy choroby, poskozeni
zaludecni sliznice a jaterni cirhdzy. Naopak zvySend koncentrace miize mit za nasledek
zanétlivé onemocnéni, srdecni selhani, mozkovou mrtvici a mentalni postiZzeni u pacientd
s Downovym syndromem (towicka & Bettowski 2007).

V posledni dobé sevsak vneddvnych studiich potvrdilo, Zesesulfan podili
i na reprodukénich procesech. Exprese enzymu, které reguluji produkci sulfanu, byly
detekovany v samé&im i sami¢im reprodukénim systému. Uginky sulfanu napomahaji kontrakci
délohy, vyvoji oocytd, regulaci funkce varlat a erekci penisu. Navic byl tento plynny prenasec
nalezen i v oocytech, folikularnich burikach a spermiich (Sugiura et al. 2005; Liang et al. 2006;
Guzman et al. 2006; Liang et al. 2007; d'Emmanuele et al. 2009; Patel et al. 2009; Srilatha et al.
2009). Z vysledk( téchto studii se da usuzovat, Ze sulfan ma dulezitou roli v samici i samci
reprodukci.



2 Védecka hypotéza a cile prace

Nutnou podminkou pro ziskani oplozenischopnosti spermie je projit procesy kapacitace
a akrozomalni reakce. To jsou velmi sloZité, a ne zcela detailné objasnéné déje, béhem kterych
dochazi ke zménam v proteinovém profilu spermie. Zmény se tykaji skladby jak povrchovych,
tak intracelularnich proteini spermie. Cilem préace je ovéfit hypotézu, kdy vybrany protein
kancich spermii sulfan produkujici enzym CSE se podili na kapacitaci a akrozomalni reakci
a jeho exprese a lokalizace v burice se béhem téchto procestd méni. Pro ovéreni hypotézy byla
k detekci enzymu CSE vyuZita metoda Western blot a nepfima imunofluorescence.
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3 Literarni reserse
3.1 Spermatogeneze

Spermatogeneze je postupny déj diferenciace a opétovného déleni spermatogennich
kmenovych bunék vedouci ke vzniku zralé spermie schopné pohybu a moZnosti oplodnit
sami¢i pohlavni burnku (viz Obrdzek 1). Ke spermatogenezi dochazi v semenotvornych
tubulech varlat. Krevni cévy, nervy, lymfatické kapilary a Leydigovy buriky jsou uloZzeny mimo
semenotvorné tubuly v intersticidlnim prostoru, zatimco zarode¢né burky a Sertoliho burky
sidli v semenotvornych kandlcich. Sertoliho burnky podporuji vyvoj samcich zarodecnych
bunék. (Parrish et al. 2017).

Proces spermatogeneze lze rozélenit do dvou cykll (spermatocytogeneze a spermato-
histogeneze) a tfi fazi (mnozeni, ristu a zrani) (Leblond & Clermont 1952).

Lumen semenného tubulu

spermie

ProdlouZené spermatidy
in

Prodluujici se spermatidy

Kulaté spermatidy

Sekundarni spermatocyt

Primarni spermatocyt (Pachytene) ——@@ }: G} in

Primarni spermatocyt (Zyzotene) @ a7/ sl eudou @ Meioza
R N ) 2n
Primarni spermatocyt (Leptotene) & @% £~ —
Primarni spermatocyt (Preleptotene) 7 / 7} 2n i
mirispemaoo e — @) @) (@)©)/(@) ) * (e
ediferencované spermatogonie o 5
g 3 T~ Bazalni membrana

Diferenované spermatogonie —
Obrdzek 1: Spermatogeneze — schématické zndzornéni u mysi (Pfevzato a upraveno

z Teves & Ronal 2022).

3.1.1 Spermatocytogeneze

Spermatocytogeneze je proces, ktery se odehrava ve stocenych semenotvornych
kanalcich varlete. Po dosaZeni pohlavni dospélosti probiha vyvoj vznikajicich spermii ve tfech
zakladnich fazich — mnozeni, rlGst a zrani (viz Obrazek 2) (Russell et al. 1993).

Spermatogeneze vyzZaduje opakujici se diferenciaci a naslednou obnovu samcdich
zarodecénych bunék. Obnovu zajistuji postupna mitoticka déleni spermatogennich kmenovych
bunék aspermatogonii. Samdéi zarodecné bunky tedy cekaji dva moiné osudy.
Bud'se duplikuje pomoci mitdézy, nebo vstoupi do meidzy, kterd vede kredukci poctu
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chromozom(i napolovinu anasledné kdiferenciaci bunék procesem nazyvanym
spermatohistogeneze. Proliferativni faze, tedy mitdéza a meiotickd faze mohou probihat
bud soubéiné (obnova a diferenciace bunék nastava ve stejny casvkazdém segmentu
semenotvorného tubulu), nebo sekvencéné (po ukonceni proliferativni faze ndsleduje
meiotickd faze vkaidé jednotlivé zarodecné bunce). Proliferativni faze se prostorové
vyskytuje v kompartmentu semenotvorného tubulu hojném na zZiviny, zatimco bunky
prochazejici diferenciaci se nachazeji v adluminalnim kompartmentu a jsou navic chranény
pfed imunitni obranou diky hematotestikularni bariéfe (Sutovsky & Manandhar 2006).

Faze mnoZeni spociva v mitotickém déleni kmenovych bunék. U kance zacina faze
mnozeni  vnikdanim  nediferencované spermatogonidlni kmenové bunky typu
A do proliferativniho pdlu. Ztohoto dlivodu sejedna dcefind burnka vraci do pdlu
spermatogonialnich kmenovych bunék, zatimco druha dcefind burika, spermatogonie A1, dale
pokracuje v déleni a diferenciaci. Dojde tedy ke vzniku dvou typl spermatogonie A2, které
pretrvavaji spojeny cytoplazmatickymi muistky podobné jako vSechny ndsledné dcetiné buriky.
Bunky typu A2 se dale mitoticky déli, ¢imzZ ddvaji vzniknout ¢tyfem spermatogoniim typu A3,
osmtypu A4, 16 intermedidlnich spermatogonii, 32 spermatogonii typu B anazavér
64 primarnich spermatocytl (Franca et al. 2005).

Dalsi fazi spermatocytogeneze je faze rlstu. Pfitomto stadiu dochazi krlstu
spermatogonii typu B a k ndslednym zméndm v jadie bunék. Ze spermatogonii typu B vznikaji
primarni spermatocyty (Francga et al. 2005).

Treti fazi vyvoje spermie je faze zrani. Tento proces je charakterizovan meidzou,
pfi které dochazi k prvnimu a druhému zracimu déleni. BE€hem prvniho meiotického déleni
vznikaji z primarnich spermatocytl spermatocyty sekundarni a z nich pfi druhém meiotickém
déleni se vytvori spermatidy s haploidnim poctem chromozom(. Prvni zraci déleni
ma mnohem delSi profazi, nez je tomu u ostatnich bunék. Tento dlouhy proces lze rozdélit
na leptotene, zygotene, pachytene adiplotene (de Kretser et al. 1998). Pfifazi leptotene
dochazi ke spiralizaci a kondezaci chromozomu. Zygotene je faze, ve které vznikd tvorba
bivalentd, kdy se k sobé pfripojuji dva homologni chromozomy. Pachytene je faze, ktera
ma za nasledek zkracovani bivalentl. Z tohoto divodu se kazdy chromozom zvlast rozdéluje
na dvé chromatidy. Nasledné jsou vSechny bivalenty tvoreny tetrddami. Dale nasleduje proces
crossing-over, jehoZ podstatou je vzdjemnd vymeéna genetického materidlu (Tanaka & Baba
2005). V diplotene stadiu dochazi k oddélovani chromozomdi, ale jejich chromatidy zUstavaji
stale spojené v mistech, tzv. chiazmatech, kde jesté probihd vymeéna genetické informace.
V diakinezi se bivalentni chromozémy nadale zkracuji a v misté centromery se uz jen spojuiji.
Dalsim nasledujicim déjem meiozy je metafaze |.. Na zacatku metafaze I. dojde k rozpusténi
jaderné membrany, jadro zanika a nasledné se tvofi délici vieténko. Bivalentni chromozomy
se usporadaji do ekvatoridlni roviny. Niasleduje stadium anafdze |I.. Pfitomto déji
se homologni chromozomy presouvaji k opacnému podlu bunky, protoZze centromery
se rozdélily. Ve stadiu telofaze I. vznikaji dva sekundarni spermatocyty s polovi¢énim poctem
chromozomu. Po kratké telofaze zacina druhé zraci déleni, béhem kterého dochazi ke vzniku
Ctyf spermatid. Dvé spermatidy obsahuji chromozom X a zbylé dvé chromozom Y. Vznikem
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spermatid skoncilo zraci déleni a ndasleduje proces spermiohistogeneze (Phillips et al. 2010;
Ohkura 2015).

e - S
PrimérnispermatocyN ®_> EE——— @

Sekundarni \
spermatocyty _
P

Spermatidy Spermie

Spermatogonie \ .
o —— Q

Meiodza I. Meiodza Il. Diferenciace

Obrazek 2: Jednotlivé kroky spermatogeneze — 1. - spermatogonie, 2. - spermatocyt prvniho
radu, 3. - spermatocyt druhého rddu, 4. - spermatida, 5. — spermie (prevzato a upraveno
Z Foster 2018).

3.1.2 Spermiohistogeneze

Béhem procesu spermiohistogeneze, nebo také spermiogeneze, dochdzi ke zméndm
na spermatidé, atozejména kezménam morfologickym, chemickym a biochemickym
(Champroux et al. 2016). Spermatidy pti preméné na zralé spermie prochazi Sirokou $kdlou
morfologickych zmén (viz Obrdzek 3). Vtomto obdobi spermatidy jiz neprodélavaji zadné
déleni, ale postupné dochazi k jejich pfeméné z kulatych spermatid na zralé spermie, schopné
aktivné proniknout do vajicka a vnést do ného své geny. Pfeménu spermii lze schématicky
rozdélit do nékolika fazi: Golgiho faze, faze akrozomalni cepicky, akrozomalni faze (faze
kaudalni manzety) a faze maturace (Clermont & Leblond 1955).

Prvni zmény probihaji v Golgiho fazi, pfi které dochazi ke vzniku a formovani akrozomalniho
vacku, ktery navic obsahuje akrozomalni zrno. Akrozomalni vacek se zvétsuje a zplostuje.
Zaroven je samotné jadro presunuto k jednomu pdlu buriky. Diky tomu ziskava oplostély
a hruskovity tvar (Russell et al. 1993; Konrddova et al. 2000). BEhem kondenzace chromatinu
nahrazuji vétsinu histon( prechodné proteiny (TP). Tyto TP jsou poté z velké ¢asti nebo zcela
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Uplné nahrazeny malymi jadernymi proteiny bohaté na arginin — protaminy (Oliva & Dixon
1991; Wouters-Tyrou et al. 1998).

Ve druhé fazi akrozomalni ¢epicky dochazi ke zvétseni akrozomdlnich zrn. P¥i tomto zvétseni
se zacinaji akrozomalni zrna rozsitfovat po predni ¢asti jadra a vytvaret akrozomalni ¢epicku
(Talbot & Kleve 1978).

Ve treti akrozomalni fazi podstupuje akrozom kondenzaci a nasledné se formuje do konecné
podoby. U prodluzujicich se spermatid nastava také tvorba nuklearniho prstence, pod nimz
se organizuji do valcovitého tvaru manzetové mikrotubuly, které vytvareji kauddlni manzetu
(Ashman etal. 1992). Béhem akrozomalni faze dochazi také ke zménam ve struktuie
mitochondrii. Nejdfive se mitochondrie kulovitého tvaru sefadi do spiralovité probihajiciho
vldkna ve stredni casti biciku, kde poté nastava tvorba mitochondridlni pochvy (Otani et al.
1988; Shimada et al. 2021).

V posledni fazi maturace je diferenciace spermie doprovazena prodluzovanim biciku
a odlucovanim prebytecné cytoplazmy (Sakai & Yamashina 1989; Han et al. 2020). Pfitomnost
akrozomu a zhusténé jadro poskytuje spermiim jedinecny tvar, ktery zlepSuje proniknuti pres
zona pellucida(Suede et al. 2021). Spermie po dokonceni spermiohistogeneze nejsou schopné
pohybu. Tuto schopnost spermie ziskaji az v nadvarleti, kam jsou transportovany vyvodnymi
kanalky varlat (Slipka & Tonar 2019).

Spermatogeneze - Spermiace - Spermie

Golgiho aparat
krozomalni l

Mitochodrie

vacek
Akrozom

N\ Stiedni
¢ast  Hlavicka
L 1
I l 1

Spermatidni
jadro

y N
o o
Centrioly ""| Mikrotubulv\‘

Bicik

Obrdazek 3: Jednotlivé kroky spermiohistogeneze — Proces premény kulaté spermatidy
na spermii s bicikem (pfevzato a upraveno z Cummings & Schnellmann 2004).
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3.2 Morfologie spermie

Spermie je vysoce diferencovand samdéi pohlavni bunka, kterd je schopna
samostatného pohybu a jejimZz hlavnim cilem je dosahnout oocytu a podilet se najeho
oplodnéni. Celkova stavba savci spermie se skladd ze dvou hlavnich ¢asti — hlavicky a biciku
(viz Obrazek 4).

Hlavi¢ka obsahuje specializované haploidni jadro s vysoce zhutnénym chromatinem,
které nese dédi¢nou genetickou informaci v DNA, a akrozom, jehoZ soucdsti jsou exocytotické
granule s enzymy, které po uvolnéni napomahaji saméim spermiim proniknout do samicich
oocytll béhem procesu oplodnéni. V hlavicce spermie lze identifikovat extraakrozomalni
a extranuklearni oblasti. Ddle se rozliSuji cytoplazmatické kompartmenty presné urcené
akrozomalnimi membranami, plazmatickou membrdnou a jadernym obalem. Jadro obaluje
pochva zvana perinuklearni theca. V ¢astech subakrozomalni perinuklearni theky v apikalni
oblasti se nachazi specializovana struktura — perforatorium, ktera slouzi k ukotveni akrozomu
k pfedni oblasti jadra (Avidor-Reiss 2018, Teves & Roldan 2022).

Spojovaci oddil, ktery pripeviiuje hlavicku spermie k bi¢iku se nazyva kréek
a je obohacen o typické iatypické proximalni a distdlni centrioly. Bicik spermie je slozen
ze stfedni, hlavni akoncové ¢asti. Ve stfedni casti se nachdzi mitochondridlni pochva,
kde dochazi k vyrobé vlastni energie ve formé ATP. Poskytuje také hnaci silu pro pohyb (Teves
& Roldan 2022).
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Obrdzek 4: Anatomickad struktura spermie (Prevzato a upraveno z Boerke et al. 2008)
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3.2.1 Hlavicka spermie

Hlavicka zralych spermii je vysledkem samdci spermiogeneze, cozZ je komplexni
diferenciacni proces, béhem kterého se kulatych vétsich ranych spermii (spermatid)
s euchromatickym jadrem vytvofi mensi protahlé spermie s heterochromatickym jadrem
(Chemes &Sedo 2012).

V nitru hlaviéky spermie se nachazi jadro, ve kterém byly histony a kondenzované
jadro deoxyribonukleové kyseliny (DNA) z¢asti béhem spermiogeneze nahrazeny protaminy,
pozitivné nabitymi proteiny DNA, které umoziuji hyperkondenzaci jadra spermie
do kompaktniho hydrodynamického tvaru. Ten napomaha zprostifedkovavat motilitu spermii
a jejich pronikani pres obaly oocytu (Brewer et al. 2002; Dadoune 2003). Jadro je pokryto,
a navic chranéno redukovanym jadernym obalem, ze kterého byly béhem procesu
spermiogeneze odstranény komplexy jadernych poér (Ho & Suarez 2003). Ochrana jadra
spermie je poskytovana pomoci ,perinuklarni matrice”. Tato perinukldrni matrice vytvafri tuhy
obal sloZeny ze strukturalnich proteind, upevnénych disulfidovou vazbou s rliznymi jinymi
molekulami protein( (Oko 1995). Nékteré z téchto proteinl maiji funkci v bunécné signalizaci,
jakmile jsou uvolnény rozpusténim perinuklearni théky do cytoplazmy samicich oocytl
pfi oplodnéni (Sutovsky et al. 2003).

Hlavicka savéi spermie ddle obsahuje cytoskelet a akrozom. Cytoskelet ma dvé hlavni
funkce. Urcuje tvarovani hlavicky a hraje nezbytnou roli pfipronikani spermie pres obaly
oocytu (Péknicova et al. 2001). Cytoskeletarni strukturu lIze dle jeji lokalizace délit do tfi ¢asti.
Subakrozomdlni, parakrozomalni a postakrozomalni. Mezi akrozomem a jddrem je umisténa
subakrozomalni ¢ast, mezi plazmatickou membranou a akrozomem paraakrozomalni cast
amezi jadrem aplazmatickou membranou postakrozomalni c¢ast (viz Obrazek 5)
(Yanagimachi, 1994).

Akrozom
Subakrozomalni
Cast

‘ Post-
akrozomova
"~ oblast

Akrozom

Ekvatorialni
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pochva ;
Jadro gﬂa

Obrdzek 5: Struktura hlavicky spermie. A) vejcorodi B) vacnati C) placentdlové (Prevzato
a upraveno z Teves & Roldan 2022).
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3.2.2 Akrozom

Akrozom je organela, kterd se vyskytuje jediné naspermii akryje predni ¢ast
jejiho jadra (Kierszenbaum etal. 2011). Tvorba akrozomu je rozdélena do ¢tyr fazi:
Golgiho faze, faze ¢epicky, faze akrozomu a faze zrani. Struktura akrozomu spermie je tvorena
vnéjsi a vnitfni membranou (Yanagimachi 1994). Pod plazmatickou membrdnou se nachazi
vnéjsi akrozomalni membrdna, pod kterou je akrozomalni matrix. Uvnitf matrixu je vnitini
akrozomalni membrdna a nasledné navazuje jadro.

Akrozom je navazan kjadru vnitfni akrozomadlni membrdanou prostrfednictvim
akroplaxomu. Jednd se osit proteinli, kterymi jsou napfiklad B-aktin akeratin
(Kierszenbaum et al. 2011). Tvarem a velikosti je akrozom druhové rozdilny arozdéluje
se na ekvatoridlni ¢ast, kterd vytvari spodni oblast akrozomu a podili se nafuzi spermie
a oocytu. Akrozom obsahuje specifické enzymy. Mezi tyto enzymy patfi bézné hydrolazy
nachazejici se v lysozymech, a to napfiklad proakrozin nebo hyaluronidaza. To jsou enzymy
typické pravé proakrozom spermatogennich bunék. Tvorba akrozomalnich enzymu
je spusténa jiz v pachytennim stadiu meidzy v pribéhu procesu spermatogeneze, kdy jesté
neni akrozomalni vacek vytvoren. Proakrozin je forma neaktivniho enzymu. Je syntetizovdn
ve spermatidach, a je soucdsti serin-proteazové superrodiny. Pfi procesu akrozomalni reakce
(AR) je proakrozin Stépen avytvafi sejeho aktivni forma — akrozin. Ten je zodpovédny
za Stépeni zona pellucida. (Yanagimachi 1994).

3.2.3 Krcek spermie

Na postakrozomalni oblast hlavicky spermie navazuje krcek, ktery propojuje hlavicku
s bi¢ikem. Kréek je tvofen dvéma za sebou uspordadanymi centrioly — proximalni a distalni
(viz Obrazek 6) (Eddy & O’Brien 1994). Funkci téchto centriol je nejen mechanicky propojovat
hlavicku a bicik, ale také se po fertilizaci podili na organizaci cytoskeletu zygoty (Rattner 1972;
Avidor-Reiss et al. 2020). V oblasti kréku je také velkd zdsoba vapniku (Ca*?). Pfitomny
je zde také inositoltrifosfatovy receptor (IP3R), ktery po aktivaci inositoltrifosfatem (IP3)
funguje jako vyménikovy vapnikovy kanal (Ho & Suarez 2001).

Béhem pohybu spermie smérem k oocytu je zapotrebi, aby mél kréek spermie silnou
integraci k hlaviéce a biciku. Jakékoliv defekty pfitvorbé kréku spermie ma za ndasledek
oddéleni hlavicky spermie od ocasu béhem pohybu (Wu et al. 2020).
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Obrazek 6: Podélny fez krckem a stiedni ¢dsti biciku (Prevzato a upraveno z Teves & Roldan
2022).
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3.2.4 Bicik spermie

Pro motilitu spermie je zcela nezbytny bicik. Bi¢ik spermie se sklada ze tfi ¢asti: stfedni,
hlavni a koncovd. Strfedni ¢ast je rozSifena oblast biciku spermie, ktery je obklopen
tzv. mitochondridlni pochvou. Nachazi se zde veliké mnoiZstvi spirdlovité seskupenych
mitochondrii umoZiujici oxidativni fosforylaci, prostfednictvim které se produkuje
adenosintrifosfat (ATP), ktery spermie vyuZivd k pohybu biciku. Pomoci hydrolyzace
mitochondridlniho adenosintrifosfatu dyneinovymi raminky dochazi k naslednému uvolnéni
energie, coZ ma za nasledek ohybani biciku a pohyb spermie. Mitochondridlni pochva
je bohatd nejen na selen (Ursini et al. 1999), ale také na specifické proteiny, jako je cytochrom
cnebo enzymy laktatdehydrogenaza i E1l-pyruvatdekarboxyldza (Goldberg 1963;
Hess et al. 1993; Deburgos et al. 1994). DalSimi strukturami stfedni ¢asti bic¢iku je axonema,
vnéjsi husta vlakna a fibrézni pochva. Axonema se sklada se ze dvou centralnich tubuli
obklopenych deviti mikrotubuldrnimi dublety. Nachazi se uvnitt celého biciku spermie. Vnéjsi
hustd vldkna sahajici od spojovaci ¢asti bic¢iku po konec hlavni ¢asti priléhaji po celé délce
k axonémé. V hlavnim segmentu vné;jsi husta vlakna obklopuje vlaknita pochva, ktera reguluje
pohyby biciku a jejiz soucdsti jsou enzymy potfebné pro glykolyzu (Oura 1971; Zamboni
& Stefanini 1971; Yanagimachi 1994). Vnéjsi husta vldkna maji funkci udrzovat elasticitu biciku
a také jej chranit pred vnéjsimi vlivy pfi transportu z epididymu a béhem ejakulace (Baltz et al.
1990). Koncova cast biciku spermie je tvorena pouze centralnim parem mikrotubuld, jenzZ jsou
obalené plazmatickou membranou (Baccetti 1984).

3.2.5 Plazmaticka membrana

Povrch celé spermie pokryva plazmatickd membrdna, kterd je tvorena lipidovou
dvouvrstvou. Hlavnimi komponenty plazmatické membrany jsou fosfolipidy, ale i glykolipidy,
cholesterol nebo i sfingolipidy. Timto usporadanim plazmatické membrany je zajisSténa nejen
jeji samozacelovaci schopnost, ale také itzv. ,fluidita“ neboli preskupovani jednotlivych
molekul v membrané. Plazmatickd membrana spermie se rozdéluje do regionalnich domén,
které se liSi funkci a sloZzenim. Hlavnimi oblastmi plazmatické membrany na hlavicce spermie
jsou postakrozomalni a akrozomalni domény. Postakrozomalni oblast zahrnuje plazmatickou
membranu mezi spojovacim Usekem azadni ¢asti akrozomu. Plazmatickou membranu
akrozomalni oblasti Ize rozélenit na doménu ekvatoriadlniho, hlavniho a apikdlniho segmentu
(viz Obrazek 5) (Bearer & Friend 1990; Eddy & O'Brien 1994). V plazmatické membrané
postakrozomalni a ekvatoridlni ¢asti jsou obsazeny molekuly, které jsou nezbytné pro splynuti
spermie s vajickem. Plazmatickd membrana, kterd pokryva oblast biciku spermie, obsahuje
molekuly potfebné pro aktivitu bi¢iku. Molekuly, které jsou soucdsti akrozomalni domény
plazmatické membrany, pIni svou dllezZitou funkci v dobé vazby spermie na zona pellucida (ZP)
po akrozomalni reakci (Toshimori & Ito 2003).
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3.3 Epididymalni maturace

Testikularni spermie jesté nejsou zpUlsobilé oplodnit vaji¢ko, coz je zpUsobeno hlavné
tim, Ze spermie nejsou schopny pohybu anemaji nasvé membrdné potfebné proteiny
pro vznik rezervoaru aprovazbu soocytem. Vorganismu samce podstupuji spermie
pfi prichodu nadvarletem morfologické a biochemické zmény a ziskavaji oplozovaci
schopnost. Tento déj se oznacuje jako epididymalni maturace.

Béhem zrani v nadvarleti jsou spermie uzavieny ve specifickém prostfedi, o kterém
se predpokladd, Ze hraje velice zdsadni ulohu pfikontrole aindukci konecného zrani
spermii. Prostfedi obklopujici spermie se neustdle preskupuje, atonejen zhlediska
chemického sloZeni, aleizhlediska obsahu bilkovin (viz Obrazek 7). Vnitfni prostredi
nadvarlete jezajimavé pritomnosti nezvykle vysokych koncentraci rdznych latek
(napft. karnitin), které se nenalézaji v jinych télesnych tekutindch (Daucheux et al. 2012).
Maturacni  prostfedi nadvarlete je vytvoreno  prostfednictvim  specializovanych
membranovych vackd, tzv. epididymosoma (Sullivan et al. 2005; Caballero et al. 2011). Tyto
membranové vacky jsou vylucovany epididymalnim epitelem (Sullivan et al. 2005), ktery
se sestava z rozmanitych typl bunék. Soucasné kazdy tento typ ma svou specifickou funkci
a strukturu, kterd se odliSuje na zdkladé toho, v jaké ¢asti nadvarlete se nachazi (Hermo &
Robaire 2002; Breton et al. 2016). Pomoci epididymosom jsou na povrch spermie dopraveny
proteiny a enzymy. Ty se rozlicnymi zpUsoby ptipojuji na plazmatickou membranu spermie,
dale transmembranové proteiny, které jsou do plazmatické membrany také zaclenény
(Kirchhoff et al. 1996; Martin-Deleon 2015).

Nadvarle jetvofeno meandrovité stocenym nadvarletnim kandlkem a ¢leni
se na tfi ¢asti — hlavu (caput), télo (corpus) a ocas (cauda) (Yanagimachi 1994). Kazda cast
vykazuje odliSnou expresi genu a udrzuje rlizné koncentrace lumindlnich iontl. Tyto déje jsou
nepostradatelné pro regulaci zrani spermii v nadvarleti. Ocas nadvarlete slouZi jako rezervoar
spermii. Spermie v nadvarleti z(stdvaji nepohyblivé s nizkou metabolickou aktivitou.
V anabidze se nachazi aZz do ejakulace. Doba uchovani spermii v nadvarleti zalezi na druhu
zivoCicha apohybuje sevfadu nékolika dnlaztydnG (Yanagimachi 1994; Gervasi
& Visconti 2017).

Pti transportu putuji spermie ze semenotvornych kanalkdl pres uzké kandlky,
sit kanalk( na zadni strané varlete a vyvodné kanalky varlete. Zmény, kterymi pti epididymalni
maturaci spermie prochazeji, zabezpecuji stabilizaci plazmatické membrany spermie.
Diky tomu je zamezeno predcasné akrozomalni reakci, a kromé toho dochazi k ochrané
receptorl, umoZnujici vazbu na zona pellucida (Gatti et al. 2004). Nejzretelnéjsi morfologickou
zménou je presun cytoplazmatické kapky z kréku spermie smérem k prstenci, ktery spojuje
stfedni ¢ast s hlavni ¢asti (Cooper 2011). Cytoplazmaticka kapka obsahuje zbylou cytoplazmu
zarodecnych bunék, ktera vznikla v procesu spermatohistogeneze (Paunescu et al. 2014).
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Obrazek 7: Epididymalni maturace — Pripriichodu epididymem jsou spermie obohaceny
o rtizné proteiny epitelidinimi bunikami nadvarlete. Tyto proteiny mohou pusobit jako
maturacni prostredi pro spermie nebo se na né mohou vazat (prevzato a upraveno z Diao et al.
2014).

Epididymalni proteiny mohou tvofit slabé asociace s povrchem spermii. Mezi tyto
proteiny patfi urcité izoformy klusterinu ilidsky epididymalni protein (Leahy
& Gadella 2011). Nejvice béznymi nalezenymi proteiny jsou laktoferin (LTF), klusterin (CLU)
a sekre¢ni proteiny bohaté na cystein (jako je CRISP1). Tyto proteiny jsou mezidruhové
rozdilné. Naptiklad LTF a manosidaza jsou pfitomny ve vysokych koncentracich u hrebce,
berana, ¢lovéka a kance. Naopak protein prostaglandin D2 syntaza (PTGDS) prakticky chybi
u kance a ¢lovéka. Po sekreci dochazi ¢asto k modifikaci epididymalnich proteinQ, coz vede
ke vzniku rGznych izoforem. Nékteré proteiny jsou v epididymalni tekutiné pfitomné po celou
dobu maturace spermii. Nékteré, jako napfiklad kan¢i RNAsa 10, jsou resorbovany ( Castella
et al. 2004).

V epididymis dale dochazi k degradaci starych ¢i poskozenych spermii pomoci aktivity
ubikvitin-proteasomového systému, ktery prostfednictvim specifickych enzyma nici zbytné
proteiny (Sutovsky etal. 2001). Ubikvitin-proteasomovy systém (UPS) je zodpovédny
za regulaci substratové specifické proteolyzy. Vyznamnou roli vtomto procesu hraje maly
chaperonovy protein — ubikvitin. Ten kovalentné modifikuje jiné proteiny a oznacuje
je pro degradaci proteazomem 26S. Ubikvitin je nejkonzervovanéjsi eukaryoticky protein,
ktery ma molekulovou hmotnost 8,5 kDa a skldda se ze 76 aminokyselin. Konkrétné sedm
z nich jsou zbytky Lysinu (K6, K11, K27, K29, K33, K48 a K63), na které se tandemovym
zpUsobem vazou dalSi molekuly ubikvitinu zavzniku isopeptidem vazanych
multiubikvitinovych retézcl. Proces ubikvitinace je fizen sérii enzymatickych reakci. Nékteré
z nich vyzaduji adenosintrifosfat (ATP). Pro aktivaci tohoto procesu je dulezity nekonjugovany
aktivacni enzym ubikvitin (E1), ubikvitin konjugujici enzym (E2) a ubikvitin-protein ligdza (E3).
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E2 zajistuje transport ubiktivinu k substratu. Enzym E3 zajistuje polyubikvitinylaci.
Polyubiquitinovy fetézec obsahuje okolo ¢tyf ubiquitinovych molekul. Proteiny jsou pomoci
proteasomu degradovdany na peptidy o velikosti aZ 25 aminokyselinovych  zbytk(.
Ty se uvolfiuji ajsou vystaveny dalSimu Stépeni cytosolovymi endopeptidazami (Voges
et al. 1999; Sutovsky 2011). UPS je vyuZit také pro ,,opracovani” protein{ na povrchu spermie.
Nékteré proteiny totiz spermie pfi prlichodu epididymem ztraci (Sutovsky et al. 2001).

3.4 Kapacitace

Kapacitace je proces, ktery je velmi sloZity a zahrnuje fadu funkénich a strukturnich
zmén spermii. Dochazi pftini k modifikaci plazmatické membrany spermii, zménam
v enzymové aktivité a fosforylaci proteini (Ferramosca & Zara 2014). Bezprostiedné
po ejakulaci nemaji sav¢i spermie schopnost oplodnit oocyt (Chang 1955). Spermie tuto
schopnost ziskd az béhem procesu kapacitace, bud'in vivo v reprodukénim traktu samice nebo
ji lze navodit in vitro v kapacitacnim médiu (De Jonge 2005). Dale je kapacitace spojena
s procesem hyperaktivace pohybu spermii, kterd je charakterizovana zménou motility
a zvySenym pohybem biciku spermie. Tyto zmény napomahaji spermiim v pohybu oviduktem
a prliniku ZP oocytu (Ferramosca & Zara 2014).

Béhem procesu ejakulace jsou zralé epididymalni spermie pumpovany do prostredi
semenné plazmy pfes chdmovod a zbyvajici ¢ast samciho pohlavniho traktu. Sekrety
bulbo-uretrdlni Zlazy, semennych vackl a prostaty fedi, chrani a vyZivuji spermie. Zaroven
poskytuji metabolické substraty, faktory a ionty, které stabilizuji samci gamety (viz Obrazek 8)
(Harkema et al. 2004). Semenna plazma obsahuje kromé nejrliznéjsich iontl ¢i sacharidd
i velké mnozZstvi proteint jako jsou napfiklad spermadheziny, inhibitory proteinaz (inhibitor
akrozinu) a povrchovy protein spermii DQH. Sekrecni proteiny spermadheziny jsou
exprimovany v samcich pohlavnich organech kance, hiebce a byka. Vykazuji fadu schopnosti
vazat ligandy, napf. sacharidy, fosfolipidy, sulfatované glykosaminoglykany a inhibitory
proteindz, zc¢ehoZ seusuzuje, Ze se mohou podilet nardznych krocich fertilizace.
Mezi nejzndmnéjsi proteiny rodiny spermadhezinli v kan¢i semenné plazmé patii AQN,
AWN a PSP. Dalsi typ proteinu izolovany z kanéi semenné plazmy patfici k povrchovym
proteinlim spermii je oznaceny jako DQH (podle jeho N-koncové aminokyselinové sekvence).
Protein DQH nespada do rodiny spermadhezint, ale je ¢lenem velké rodiny bunécénych
a matricovych adheznich protein( (Calvete et al. 1997; Bork & Beckmann 1993; Jondkova et al.
1998; Bezouska et al. 1999). Také B-MSP a laktoferin patfi mezi proteinové slozky kanci
semenné plazmy (Manaskova et al. 2002; Jelinkova et al. 2003).

Dalsi molekuly, které pokryvaji plazmatickou membranu spermie a jsou odstranény
béhem kapacitace, se nazyvaji dekapacitaéni faktory. Tyto faktory jsou pfitomny v semindlni
plazmé a jejich mechanismy ucinku jsou vysoce komplexni a druhové zavislé (Bedford & Chang
1962, Yanagimachi 1994). Dekapacitacni faktor je obecny termin prolatky pfitomné
vsemenné plazmé samce, které stabilizuji apotahuji povrch spermii, nepochybné
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tim zabranuji predcasné kapacitaci. Tyto komponenty jsou nutné pro spravné nacasovani
procesu kapacitace aakrozomalni reakce (Fraser etal. 2006). Dale jsou pak odstranény
v oviduktdlnim rezervoaru, ¢imZ dojde ke kapacitaci pozdéji v dobé, kdy oocyt doputuje
do vejcovodu a tim se umozni synchronizace kapacitace a navazani spermie na ZP oocytu
(Thérien et al. 1998). Funkci téchto molekul je zahdajeni signalni kaskady vazbou na receptor,
coZ ma za nasledek produkovani cyklického adenosinmonofosfatu (cAMP). Vzestup hladiny
cAMP koreluje snavozenim kapacitace aakrozomalni reakce. Proto musi byt cyklicky
adenosinmonofosfat regulovan, ato z dlvodu predcasné nezadouci akrozomalni reakce.
K jednomu z nejznaméjsich reguldtor( kapacitace patti enzym fosfodiesterdza, jehoz ukolem
je Stépit cAMP na produkt metabolismu 5°’AMP, ktery neni aktivni (Fraser et al, 2006).

Ejakulované spermie maji na poc¢atku nizkou intraceluldrni koncentraci NaZ* (14 mM)
a vysokou intracelularni koncentraci K* (120 mM). Kontinudlné s kapacitaci nastava zména
iontového prostiedi (Baldi etal. 1996). Zahajujici stadium procesu kapacitace je znacné
pomalé. Zacina likvidaci cholesterolu z plazmatické membrdny spermie, coZ sniZuje pomér
cholesterolu vici 20 fosfolipiddm a zvySuje fluiditu membrany (Boerke etal. 2013).
Dependentni protein kindza A aktivuje enzym skramblazu, kterd je odpovédna za Siteni
fosfolipidl ve vnéjSim a vnitfnim listu plazmatické membrdany a zprostfedkovava snadnéjsi
odstranéni membrdnového cholesterolu (Harrison & Gadella 2005). Ten je odstrafiovan
pomoci albuminu a lipoproteinl s vysokou hustotou (HDL). Membrana je tak mnohem vice
pfistupna pro Castice, které vazou lipidy (Abou-haila & Tulsiani 2009).

Dalsimi latkami podilejici se na kapacitaci, chemotaxi, motilité a fertilizaci je aktivita
vapenatych iontt (Ca*?). Endoplazmatické retikulum a mitochondrie jsou hlavnimi organelami
v somatickych burikach, které se ucastni ukladani vapniku. Jinak tomu je v pfipadé spermii.
Predpoklada se, Ze cilem pro ukladani vdpenatych iont( je jaderny obal a akrozom spermii
(Santi et al. 2010). Intraceluldrni zména pH je Zivotné podstatnd pro zahdjeni a regulaci
rGznych  ¢innosti  spojenych s hyperaktivaci a kapacitaci spermii  (Suarez 2008),
z tohoto dlvodu je intracelularni alkalizace spermii nezbytna (Darszon et al. 2006).

Proces kapacitace jetaké nasledné spojovan se zvySenou fosforylaci proteind
serinovych, tyrosinovych a threoninovych zbytka, zvySenym metabolismem
a s hyperaktivovanou motilitou (Baldi etal. 2002). Fosforylace protein( tyrosin kinazou
je charakteristickou posttranslaéni modifikaci proteini béhem kapacitace a akrozomalni
reakce. Fosforylace protein( je dulezita z hlediska signalizaénich déji v samcéi gameté,
jelikoz genetickd informace je v burice vysoce kondenzovana a nemd moznost ovlivnit syntézu
novych protein(. V prlibéhu procesu kapacitace dochazi k fosforylaci proteinl o vaze 51,
75 a 95 kDa (Baldi et al. 1996).

Epididymalni tekutina ma nizsi koncentrace bikarbonatu v porovnani se semennou
plazmou a oviduktalni tekutinou. Karbonicka anhydrdza IV vazana v plazmatické membrané
méni oxid uhli¢ity (CO;) pfitomny v sami¢im reprodukénim traktu na hydrogenuhlicitanovy
iont (Wandernoth et al. 2010). Aktivace rozpustné adenylyl cyklazy azvyseni koncentrace
cyklického  adenosinmonofosfatu  (cAMP)  vcytosolu  maji  za nasledek  vznik
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hydrogenubhli¢itanovych iontd, které zvySuji intraceluldarni pH. To vyvolavad tyrosinovou
fosforylaci, kterd zprostfedkovava hyperaktivaci motility (Hess et al. 2005).

Reaktivni formy kysliku (ROS), také zvané jako kyslikové radikaly, jsou jedny z dalSich
soucdsti procesu kapacitace. Maji velmi specifickou roli pfizrani spermii. Mezi kyslikové
radikdly (ROS) patfi napfiklad peroxid vodiku a oxid dusnaty. ROS se Ucéastni na aktivaci
signaliza¢ni kaskady tyrosinové fosforylace. Peroxid vodiku a superoxid aktivuji rozpustnou
adenylyl cykldzu, ¢imz zvysuji intracelularni cyklicky adenosinmonofosfat (cCAMP) a nasledné
aktivuji tyrosinové kinazy (O'Flaherty et al.2006; Roy & Atreja 2008; Jagan Mohanarao
& Atreja 2011).

Uchovani zralych spermii v istmu samice je zavislé na ZivociSném druhu. U nékterych
savcich druhl vznika vazba samcich spermii na samici epitel vejcovodu ve spodni ¢asti isthmu
a vytvari se tak oviduktalni rezervodr. U ostatnich Zivocisnych druhd, napt. u ¢lovéka dochazi
k ulozeni spermii nejdfive v cervikdlnim hlenu a ndsledné vznikd oviduktalni rezervoar.
Zasluhou této vazby je zachovana stabilita plazmatické membrany, diky ¢emuz se zbrzdi
proces kapacitace a prodlouZi se Zivotaschopnost spermii. K dfivéjSimu vypusténi spermii
zisthmu a k urychleni kapacitace dochdzi, pokud kopulace zapocala po ovulaci oocytu.
Davodem je, aby spermie dosahly oocytu v pfijatelnou chvili pro oplozeni (Yanagimachi 1994).
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Obrazek 8: Nezbytné fyziologické zmény na povrchu membrdny spermii - A) Spermie
po opusténi varlete. Ziskavad specifickou motilitu, ztrdci cytoplazmatickou kapku a absorbuje
na povrch plazmatické membrdny specifické proteiny.; B) Spermie v nadvarleti — Ejakulace;
C) Spermie v semenné plazmé — Kapacitace; D) Spermie v oviduktu (Leahy & Gadella 2011).
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3.5 Akrozomalni reakce

Akrozomdlni reakce (AR) je ustfedni maturaéni déj, ktery umozinuje penetraci
zona pellucida afuzi gamet. Po kontaktu kapacitované spermie svnéjSimi obaly oocytu
dochazi ve spermii kaktivaci rlznych proteind asigndlnich kaskad. To ma za nasledek
exocytdzu akrozomalniho vacku, ktera je ireverzibilni (Florman et al. 2004).

Nejprve dochazi ke kontaktu samci gamety s corona radiata (CR) (viz Obrazek 9).
Pranik pres vrstvu granuldznich bunék CR se uskutecnuje primarné pres membranovy protein
PH-20 (SPAM 1 - molekula adheze spermii) hlavickou spermie. Tento protein vykazuje
hyaluroniddzovou aktivitu, ktera v extraceluldrni matrici Stépi kyselinu hyaluronovou,
jenz spojuje buniky CR (Kimura etal. 2009). Mezi dalsi dalezité proteiny, které umozniuji
penetraci CR, patfi B— galaktosiddza aaryl sulfataza A (Tantibhedhyangkul etal. 2002;
Wou et al. 2007). Kapacitovana spermie se po pruniku CR dostane k zona pellucida a nasledné
dochdzi kvyvolani akrozomdlni reakce. Tento klicovy déjzahajuje kombinace
charakteristickych receptorovych glykoprotein, které jsou soucasti povrchu hlavicky spermie.
Dalsim indukujicim faktorem je hormon progesteron. Ten zahajuje pfechodny intraceluldrni
priliv vapenatych iontl ve spermii, nezbytnych pro spusténi akrozomalni reakce po navazani
na zona pellucida (De Jonge 2017; Flesch & Gadella 2000; Tosti & Ménézo 2016).

Obrazek 9: Faze priniku spermii oocytem — |. - priinik corona radiata (CR); Il. - vazba na zona
pellucida (ZP); Ill. - akrozomdlni reakce (AR) a prunik zona pellucida; IV. - prichod spermii
do periyolkového prostoru (PVS) (Krawczyk & Jaworska-Adamu 2020).

Akrozomalni reakce probiha v nékolika zakladnich fazich. V prvnim kroku zacina tvorba
slabé vazby sglykoproteinem 3 (ZP3) nazona pellucida. U kance bylidentifikovan
glykoprotein  B-1-4-galaktosyltranserdza (GalTase). Nasledkem navazani spermii
na ZP3 se méni usporadani receptorovych proteinli. Dochazi k aktivaci intracelularni drahy
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za Ucasti napf. tyrosinkinaz, fosfataz, protein(i fosfolipazy C a G. Tento proces ma za nasledek
otevfeni vapnikovych kandld a pfiliv Ca®* iontd do buriky. V dlsledku toho jsou K*, Na*
a ATP - dza inaktivovany a dale nastava pfiliv sodnych iontl do bunky, stejné jako odtok
vodikovych iont z buriky. NavySeni intraceluldrni koncentrace Ca?* iontU aktivuje protein
kalmodulin a kalmodulin dependentni kindzu, coz vede ke zvySené produkci ATP a fosforylaci
proteind. Také dochazi k neutralizaci naboje z vnéjsku vnéjsi membrany akrozomu a z vnitini
strany membrany spermii, coZ usnadiuje splynuti spermie aoocytu. V prvni fazi fuze
se vytvori mezery, déale nasleduje tvorba akrozomalnich vackd arozptyleni membran.
Tento déj nastavd v oblasti akrozomu hlavicky spermie (Larson & Miller 1997; Krawczyk
& Jaworska-Adamu 2020).

V dalsim kroku akrozomalni reakce dochazi k exocytéze a aktivaci enzymd, jako jsou
napriklad proteindzy, kysela glykohydroldza, fosfolipdza, esterdza, fosfatdza a kolagendza
usnadnujici proniknuti samci gamety do zona pellucida (Bhakta etal. 2019; Georgadaki
et al. 2016; Kratz & Achcinska 2011). Nasledné je obnaZena vnitfni membrana akrozomu
a na ni navdzané enzymy, mezi nimiZ jsou nejvice zastoupené akrozin a hyaluronidaza
(Khawar 2019). Akrozin je nepostradatelny, usnadniuje penetraci zona pellucida a je schopen
regulovat aktivitu dalSich akrozomdlnich protein(. Jeho dalsi nezbytnou funkci je podileni
se navazbé receptorll spermii naglykoprotein ZP2. Toto spojeni je odolnéjsi.
Proces akrozomalni reakce je také zprostfedkovan proteinem PH-20 a proteinem MC41,
které jsou uloZzeny vmembrané akrozomdlniho vezikulu (Bukowska etal. 2014;
Tosti & Ménézo 2016). Prifuzi spermie s oocytem se matrice akrozomu krok za krokem
disperguje avdusledku aktivniho pohybu spermii se odstrani na jejim povrchu pritomné
proteiny (Kratz & Achcinska 2011).

Po prekonani glykoproteinového obalu zona pellucida vstupuje spermie
do perivitelinniho prostoru oocytu a pohybuje se smérem k oolemé. Kontakt s membranou
samici gamety zpUsobi, Ze se navaZe spermie na jeji povrch, coz ddle vede ke splynuti obou
bunék. Tento nepostradatelny proces je dulezZity pro aktivaci oocytu, ktery je nevyhnutelny
pro dokonceni déje oplodnéni (Krawczyk & Jaworska-Adamu 2020).

3.6 Gasotransmitery

Gasotransmitery jsou malé plynné signalni molekuly uvolfiované charakteristickymi
enzymy, které jsou exprimovany v rliznych savcich tkanich a podileji se na bunécné signalizaci.
Mezi gasotransmitery patii oxid dusnaty (NO) (lgnarro etal. 1987; Palmer etal. 1987),
oxid uhelnaty (CO) a sulfan (H2S) (Wang 2002).

Gasotransmitery nevyZaduji prosvou tvorbu sloZité ~metabolické drahy.
Maiji schopnost lehce pronikat bunécénou membranou a pouzivat krevni fecisté k volnému
pohybu v organismu (Imbrogno 2018). Jejich plsobeni na buriku mizZe byt uskute¢néno skrze
druhé posly (Pae et al. 2009). Spoleénym rysem téchto plynnych molekul je také rychld
degradace po jejich uvolnéni (Wang 2002). Gasotransmitery se Ucastni regulace fyziologickych
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déju jako je obranyschopnost, zanét, cévni homeostaza nebo prenos nervovych vzruchi
(Pae et al. 2009).

3.6.1 Sulfan

Sulfan (H2S) je hoflavy, bezbarvy avevodé rozpustny plyn svelmi specifickym
vyraznym zapachem po zkaZzenych vejcich (Szabé 2007; Beauchamp et al. 1984). Podobné jako
NO a CO byl H,S po desetileti povazovan zatoxickou molekulu ajako riziko pro Zivotni
prostredi az do doby, kdy Abe a Kimura (1996) poprvé objevili jeho fyziologickou produkci
a funkci v nervovém systému.

Tato mala plynnd molekula se ve volné pfirodé syntetizuje pfi rozkladu bilkovinnych
molekul, které obsahuji aminokyseliny obsahujici siru. V nepatrném mnoizstvi je obsazen
i ve stfevech zvifat alidi. Jeho bod varu je 60,3 °C, bod tani 82,3 °C a bod tuhnuti -86 °C.
Koncentrace sulfanu by za normélnich okolnosti neméla prekrodit 0,1 mg/m3. Z tohoto
inhibovat procesy tkanového dychdni potlaéenim enzymu — cytochromoxidazy
v mitochondriich. Intenzita syntézy, biologicky ucinek a celkovy obsah tohoto enzymu jsou
v rlznych burikach téla odlisné (towicka & Bettowski 2007; Zaichko et al. 2014).

Furne et al. (2001) dodava, Ze koncentrace endogenniho sirovodiku v savéich tkanich
se pohybuji v rozmezi od 50 uM do 160 uM. Z tohoto divodu je zcela nezbytné, aby existoval
degradacéni mechanismus sulfanu pro udrzeni adekvatnich hladin ve tkanich. V mitochondriich
sirovodik oxiduje nathiosulfid, ktery sedale preméni nakoneény produkt sulfid.
Druhou metabolickou cestou sulfidu je methylace thiolem S-methyltransferaza (TSMT)
na dimethylsulfid. Podle Starka (2009) se sulfan vaze podobné jako oxid uhelnaty a oxid
dusnaty na hemoglobin za vzniku sulfhemoglobinu (Wang 2002). Kromé toho muze sulfan
reagovat spolecné s oxidem dusnatym za vzniku nitrosothiolové slouéeniny, ktera se ucastni
na reverzni regulaci aktivity enzymu syntdzy oxidu dusnatého (NOS) (Whiteman 2006).

Endogenni sulfan muzZe byt vytvafen enzymatickymi ineenzymatickymi cestami
(Wang 2002). Nejvyznamnéjsi pro endogenni hladinu sulfanu je enzymatickd produkce.
Enzymatickd  syntéza sulfanu  vsavcich tkanich mlZe byt zprostfedkovavana
prostfednictvim cystathionin y-lydzou (CSE), cystathionin B-syntdzou (CBS) a 3-merkapto-
pyruvatsulfurtransferazou (MST) ve shodé s cysteinaminotransferazou (CAT) (viz Obrazek 10).
Enzymy CBS a CSE jsou zdavislé na pyridoxal-5‘-fosfatu. Substratem CBS a CSE je L-cystein.
Cystein mulze bytpomoci enzymG CBS a CSE hydrolyzovan. CSE pusobi na cystein
za vzniku sulfanu, pyruvatu a amoniaku. CBS kondenzuje cystein a homocystein za vzniku
H.,S a vedlejsiho produktu L-serinu, coz ma za nasledek tvorbu cystathionu (Singh et al. 2009;
Ahmad et al. 2016; Tao et al. 2017; Ahmad et al. 2019; Augsburger & Szabo 2020). Pomoci
tohoto procesu je poté hydrolyzovan CSE. Nasledné vznikne cystein s vedlejSimi produkty
amoniaku  a a-ketobutyratem. CBS je schopny katalyzovat kondenzaci cysteinu
a homocysteinu za vzniku cytathioninu a sulfanu. Enzym CSE také mlZe preménit cystein

.....
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Dalsi enzymatickou reakci prispivajici k produkci endogenniho sulfanu, je 3-merkapto-
pyruvatsulfurtransferaza (3MST). Tato reakce je katalyzovdna dalSim enzymem -
cysteinaminotransferazou (CAT/AAT) Shibuya etal. 2009a; Shibuya etal. 2009b).
V mitochondriich mohou byt L-cystein a a-ketoglutardt jako substraty prevedeny
na 3-MST pomoci CAT, poté se tento meziprodukt prevede na H;S pomoci 3MST (Shibuya
et al. 2009b).

DuleZita je i neenzymatickd cesta ziskdvani endogenniho sulfanu. Jedna se o pfeménu
elementarni siry a oxidace glukézy. Neenzymaticka cesta zahrnuje fosfoglukonat, glykolyzu
a glutathion (Wang 2002).
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Obrdazek 10: Endogenni produkce a metabolismus L-cysteinu a HS. Enzymatické cesty
produkce H>S vyuZivd tkariové specifické enzymy: Cystathionin-8-syntdzu (CBS) a Cystathionin
v-lydzu (CSE) a merkaptopyruvdt sulfurtransferdzu (MPST) (Elsey et al. 2010).

3.6.2 Enzymy produkujici sulfan

Sulfan je ve vétsiné savcich tkanich tvoren tfemi enzymy. Mezi hlavni enzymy
produkujici sulfan sefadi cystathionin-B-syntaza (CBS) a cystathionin-y-lyaza (CSE)
(Wang 2002). Tyto dva enzymy pusobi velmi podobné. Odlisna je jejich tkanova distribuce.
U obou enzym( je spole€nym substratem pro tvorbu sulfanu L-cystein. Tato neesencidlni
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aminokyselina mlZe byt bud alimentarniho plvodu nebo mulze byt uvolfiovdna
z endogennich protein(, pfipadné byt syntetizovana z methioninu (Starka 2009).

Dalsim enzymem produkujici sulfan je 3-merkaptopyruvat sulfurtransferaza (3MPST)
(Shibuya et al. 2009). Kazdy z téchto enzymU se vyskytuje v riznych savcich tkanich (Starka
2009).

Cystathionin B-syntaza

Cystathionin-B-syntdza (CBS) je povazovana za hlavni enzym produkujici sulfan (H2S)
a reguluje metabolismus homocysteinu. CBS ma velmi vyznamnou roli v regulaci bunécné
energetiky, redox stavu, metylaci DNA a modifikaci protein( (Zhu et al. 2018).

CBS je sav¢i protein o velikosti okolo 551 aminokyselin. Ma aktivni krystalovou
strukturu tvorenou ¢tyfmi 63kDa podjednotkami (viz Obrdzek 11) (Erefio-Orbea et al. 2013;
Erefio-Orbea  etal. 2014). Kazdd podjednotka  sesklddd  ze tfi strukturnich
domén. Témi jsou N-termindlni doména, katalytickh doména a C-termindlni regulaéni
doména. M4 kovalentné vdazany kofaktor pyridoxal-5'-fosfatu (PLP) v kazdém monomeru
(Zhu et al. 2018).

Protein CBS je nejvice exprimovan v mozku, slinivce bfisni, jatrech aledvinach.
U specifickych typl bunék byla zjisténa lokalizace tohoto enzymu v jadie a mitochondriich,
primarné sevsSak nalézd vcytosolu (Kabil etal. 2006; Bhattacharyya etal. 2013).
Enzym CBS mUZe byt translokovdn  do mitochondrii v reakci nanukleoldrni  stres
(Pagliara et al. 2016) nebo hypoxii (Teng et al. 2013). Exprese enzymu CBS je pfi rliznych
stimulech regulovana na vice urovnich. Naptiklad hormonalni regulace steroidnich hormonu
glukokortikoidl zvySuje expresi CBS na transkripéni Grovni v jaternich burikach. Tento proces
muzZe byt narusen podavanim inzulinu (Ratnam et al. 2002). Kromé toho muZze i testosteron
regulovat aktivitu a expresi CBS v renalni tkani (Vitvitsky et al. 2007).

Cystathionin y- lyaza

Cystathionin y-lyaza (CSE) je v savcich bunkach jednim z dalSich vyznamnych enzyml
produkujicich sulfan wvyuzivajicich L-cystein jako hlavni substrat (Zhao etal. 2014).
CSE je bilkovina o 405 aminokyselindch. Strukturné jde o tetramer (viz Obrazek 11), ktery
sesklddd zectyt  identickych  monomerl s kovalentné  vazanym  kofaktorem
pyridoxal-5'-fosfatu (PLP) v kazdém monomeru (Starka 2009; Zhu et. al. 2008). CSE pusobi
jako jeden z hlavnich enzym0 produkujicich sulfan v kardiovaskularnim systému, jatrech,
slinivce, ledvinach a prostaté (Yang et al. 2008; Mustafa et al. 2009; Zhao et al. 2001; Pei et al.
2011; Bos et al. 2013). CSE je soucasti transsulfuracni drahy, ktera ma za nasledek katalyzaci
cystathioninu na cystein, amoniaku na alfaketobutyrat u vétSiny eukaryot i prokaryot (Aitken
& Kirsch 2005). CSE ma Sirokou substratovou specifitu. Enzym CSE mlzZe Stépit cystein
na pyruvat, amoniak a thiocystein (Marco 1962; Stipanuk & Beck 1982). Thiocystein muze
byt dale katalyzovan CSE za vzniku sulfanu (Hargrove et al. 1989). CSE muzZe také vyuZivat
homocystein jako substrat pro tvorbu sulfanu (Jacobs et al. 2001).
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3-merkaptopyruvat sulfurtransferaza

Enzym 3-MST je pfitomen ve vSech savcich tkanich a jeho hladiny exprese jsou na nich
zcela zavislé. Mozek, ledviny, jatra, varlata, tlusté stfevo a endokrinni orgdny vykazuji zvlasté
vysoké hladiny exprese tohoto proteinu (Nagahara 2018).

Tento enzym o velikosti 33 kDa (viz Obrazek 11) existuje v rovnovaze monomer-dimer,
pficemz jeho aktivni formou je monomer 3-MST. Jeho C— terminalni doména je katalyticky
aktivni.

3-MST pro biologickou  syntézu sulfanu  potfebuje  nutné druhy enzym
( cysteinaminotransferdza nebo CAT). Molekuldrni mechanismus produkce sulfanu
zprostredkované enzymem 3-MST zahrnuje pfenos siry z 3-merkaptopyruvatu na nukleofilni
cystein (Cys247) v jeho aktivnim misté. (Nagahara 2018; Mikami et al. 2011; Kimura 2015).

3-MST je zavisly na zinku, ktery se vétsinou nachazi v mitochondriich
(Kolluru et al. 2017).

Obrdzek 11: Struktura ustfednich enzymi sulfanu — CBS — Cystathionin beta — syntdza;
CSE — Cystathionin gama-lydza; MST - 3-merkaptopyruvdt sulfurtransferdza (Wang 2012).

3.6.3 Vyskyt a funkce sulfanu v savéim organismu

Vétsi zajem sulfanu byl vénovan od objevu jeho pfitomnosti v savéich tkanich. Tento
plyn je produkovan v rlznych castech téla, jako napf. v obéhové, nervové, reprodukéni
soustavé. Zhao et al. (2001) potvrdil, Ze sulfan, podobné jako oxid dusnaty, mUzZe sniZovat
krevni tlak a regulovat kontraktilitu cév. U¢inek sulfanu zavisi na jeho koncentraci (towicka
& Beltowsky 2007). Soucasné byla znacnd pozornost vénovana roli sulfanu v centralnim
nervovém systému. Vysoké koncentrace endogenniho sulfanu v mozkové tkani byly naméreny
u skotu, potkant alidi (Etoetal. 2002). Sirovodik podobné jako oxid dusnaty nalezi
k molekuldm, které se Ucastni naprfenosu informaci mezi nervovymi bunkami.
Dokonce se podili na procesech tvorby paméti a uceni. Reguluje aktivitu mnoha enzyma
a membranové iontové kanaly v mozkové tkani, které mohou rGzné ovliviovat mozkovou
aktivitu (Abe & Kimura 1996). Kromé funkce prenasecu signdlu mezi neurony muze sulfan plnit
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také  neuroprotektivni  dlohu achranit neurony pfed oxidaCnim  stresem.
Déje se tak jak zvySovanim koncentrace glutathionu (Kimura Y & Kimura H 2004), tak i aktivaci
ATP, K* a Cl — kandll (Kimura et al. 2006). Pfi nékterych onemocnéni mozku se koncentrace
sulfanu v centrdlni nervové soustavé mUzZe rapidné ménit. Hladina sirovodiku klesa o vice
nez polovinu u Alzheimerovy nemoci (Eto etal. 2002). U Downova syndromu se hladina
sulfanu naopak zvysuje (Ichinohe 2005).

Jednou ze zdsadnich vlastnosti sulfanu je schopnost modifikace aktivity mnoha
enzym(. Zatimco oxid dusnaty mize ménit aktivitu proteinu procesem S-nitrosylace (Hanafy
et al. 2001), sulfan reguluje aktivitu proteini nahrazenim sulfanylové skupiny (SH) skupinou
SSH v proteinu. Tato reakce, kterd je nazyvand sulfhydratace, je vyznamnym faktorem,
ktery tidi aktivity 10 az 25 % protein(i v jatrech. Pomoci sulfhydratace se napfiklad velmi
rychle zvysSuje aktivita enzymu glyceraldehyd-3-fosfatdehydrogenazy. Tento enzym
je nezbytnou soucasti pfi procesu glykolyzy. Sulfhydratace je jednou z velmi dllezitych reakci,
ktera fidi mnoho dalSich nezbytnych metabolickych procesl v téle zvifat alidi (Mustafa
et al. 2009). Signalni molekula miZe byt soucasti fizeni kontraktilnich funkci v motilité stfev
(Teague et al. 2002). Endogenni produkce sulfanu a exprese CSE a CBS byla také prokazana
v acinarnich i beta-bunkach slinivky btisni. Dale bylo prokdzano zvySeni koncentrace sulfanu
pfi diabetu (Cao 2006).

Jatra produkuji ve srovnani s ostatnimi tkanémi velké mnoiZstvi sulfanu, nicméné
zvySend tvorba sulfanu mUze prispét k poSkozeni jater (Shirozu et al. 2014; Li et al. 2005).

Nedavné vysledky zkoumani na zvifatech dokazaly, Ze sulfan ma klicovou roli
pfizamezeni zanétu ahojeni poranéni (Nishida etal. 2012; Cheng etal. 2004).
Ve vétsiné vyzkumech se navic prokdazalo, Ze sulfan chrani burnky atkané proti poskozeni
vlastnosti sulfanu (Qabazard et al. 2013; Erwin et al. 2006; Li et al. 2012).

Prokdzana byla tvorba sulfanu invitro v kaverndznich téliscich penisu a byl proto
predpokladan farmakologicky proerektilni Gcinek sulfanu (Srilatha et al. 2007).

3.6.4 Sulfan v reprodukci

Sulfan se také Siroce podili na reprodukénich funkcich savcll. Drive vsak bylo u sulfanu
[éta znamo, Ze v reprodukénim systému nemél zcela pozitivni Uéinek ve spojitosti s plodnosti
(Reiffenstein et al. 1992). Exprese sulfan produkujicich enzym( regulujici jeho endogenni
produkci, byly nalezeny vsamdcim isamiéim reprodukénim systému. Sulfan se podili
na procesech erekce penisu, kontraktility délohy a vyvoji oocytd (Smelcové & Tichovska 2011).

Patel etal. (2009) nalezl enzymy CBS a CSE v déloze, fetalni membrané a placenté
potkand. Dale byla detekovana vysokd exprese enzymu CBSv mysich vajecnicich
ve folikularnich burikdch. CBS je také nezbytny pro plodnost mysi, protoze jeho knock-out vedl
ke zkracenému nepravidelnému estralnimu cyklu a nizSimu poctu vyvijejicich se folikulQ
(Guzman et al. 2006).

Liang et al. (2007) zkoumal potlaceni exprese CBSv granuldznich bunkach. V jeho
vyzkumu zjistil inhibici meiotického zrani oocytu, coz naznacuje podil CBS na zrani oocyta.
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Také Krejcova et al. (2015) pozorovala hladinu sulfanu ve zralych oocytech, u kterych zatim
neprobéhl proces starnuti. U téchto oocytl, které byly po dobu 24 hodin vystaveny starnuti,
vyznamné klesla hladina sulfanu. V porovndni se zralymi oocyty bez vystaveni procesu
starnuti. Dale bylo v této studii prokdzano, Ze snizeni produkce endogenniho sulfanu vede
ke zrychlenému starnuti oocytl. Pfi poddni tohoto sulfanu jsou oocyty naopak chranény pred
starnutim.

Podobné jako NO a Clseisulfan podili naregulaci kontraktility délozniho svalu
v samici reprodukéni soustavé. Srilatha etal. (2009) zjistil, Ze sulfan ma za nasledek
uvolfiovani hladké svaloviny samiciho reprodukéniho systému pomoci signdlni drahy
NO a zvySené permeability senzitivnich draslikovych kanald.

Sulfan je molekula nezbytnd pro usnadnéni erekce penisu. Podle vyzkumu Srilatha
et al. (2006) se sulfan podili na relaxaci hladkého svalstva v cévach a tento proces je jeden
ze zékladnich déju vedoucich ke ztoporeni penisu. Dale v kladném smyslu ovliviiuje tlak
v kaverndznich téliskach u primatQ. Enzymy produkujici sulfan CBS a CSE a také mRNA byly
dale nalezeny v tkani lidského penisu (d’Emmanuele et al. 2009). Na zakladé téchto vysledki
se predpoklada, zZe sulfan by mohl slouzit jako alternativni Iék proti poruchdm erekce.
Ve studii Sugiura et al. (2005) byla odhalena ve varlatech potkana odlisna distribuce sulfan
produkujicich enzym(. Protein CBS byl pfitomen hlavné v Sertoliho, Leydigovych
a zarodecnych burkach. Avsak enzym CSE byl lokalizovan vyhradné v Sertoliho burkach
a nezralych zarodecénych burkach.

Sulfan hraje roli i v muzské neplodnosti. Nékolik studii prokazalo nerovnovahu enzymfi
CBS a CSE v transsulfuraéni draze u spermii (Sugiura et al. 2005; Wu et al. 2021). Wang et al.
(2018) také ve své studii uvadi snizené mnozstvi sulfanu v semenné plazmé infertilnich muzd
a jeho pozitivni vliv na motilitu. Nizka hladina H,S v semenné plazmé byla zjisténa hlavné
u pacientd, ktefi méli ejakuldt se snizenou koncentraci a motilitou spermii. Ddle byly spermie
vystaveny Ucinku dvou rlznych donor( sulfanu — GYY4137 a NaHS. Pomalejsi uvoliovani
a nizsi koncentrace sulfanu byly zaznamenany u donoru GYY4137. PFi postupném zvySovani
hladiny sulfanu doslo ke zlepSeni motility spermii. Naopak rychlé uvolfiovani sulfanu
ve vysokych koncentracich mél za nasledek NaHS. Motilita spermii byla naopak jesté nizsi
neZ pfi poddani inhibitoru CBS. Wang et al. (2018) déle potvrdil, Ze ma sulfan pozitivni ucinek
a antioxidacnich ucinkd sulfanu. Tyto Ucinky pomahaji spermii zvladat oxidativni stres a zanét.

SniZzenda exprese CBS a CSE u neplodnych muzd byla déle prokazana v nedavné studii
Akbarian et al. (2022). Prokazalo se, Ze koncentrace a motilita spermii u neplodnych muzu byly
vyznamneé nizsi. Také hladiny exprese genl CBS a CSE u neplodnych muz( byly vyznamné nizsi
nez u fertilni skupiny.

U samdi reprodukéni soustavy jsou reaktivni formy kysliku, dusiku a siry povazovany
za zakladni signdlni molekuly, které se velmi casto ucastni mnoha fyziologickych déjd,
jako je vyvoj spermii, zrani a kapacitace. V neddvné studii Rimnackovd etal. (2022)
byl detekovdan H,S i jeho enzymy (CSE, CBS a 3MST) v samdi reprodukci, véetné spermii. V této
studii byl poskytnut duikaz, Ze spermie sobsahem H,S vede k persulfidaci protein(i, jako
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je glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenaza, tubulin a kotevni protein A-kindza. Celkové tato
studie naznacuje, Ze persulfidace, jako souéast redoxni signdlni drahy, je pfisné regulovana
enzymatickou produkci H;S a je nezbytna pro Zivotaschopnost spermii. Na zdkladé neddvnych
poznatkl se potvrdilo, Ze postupna ztrata enzym0 produkujici sulfan neni jenom pfi zrani
v nadvarleti, ale pokracuje v dalSich krocich, jako je pravé kapacitace a akrozomalni reakce.
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4 Metodika
4.1 Zpracovani biologického materialu

K experimentim byl vyuzit nativni kanci ejakuldt v podobé inseminacnich davek
plemene Duroc. Vzorky spermii byly ziskany z inseminacni stanice Skrsin (NATURAL, spol.
s.r.o.). Pfiprevzeti doSlo k okamzitému zpracovani nativniho kanciho ejakuldtu, ktery
byl uchovavan v inseminacnich davkach v chladicim termoboxu pfi 17 °C.

4.1.1 Lyzace vzorkl spermii

Pti fedéni a pfipravé nativniho kanciho ejakuldtu se po celou dobu experimentu
pracovalo sroztokem PBS (0,01 M fosfatovy pufr; vyrobce: Sigma-Aldrich, USA) ohfatym
na 38 °C. Do dvou zkumavek bylihned odebran 1 ml ejakuldtu a ndsledné byly zkumavky
doplnény 9 ml PBS. Pfilaboratorni teploté po dobu 10 minut byla provedena centrifugace
(Hettich Mikro 22R; DJB Labcare, Velkda Britanie) pfi 300 xg. Vznikly supernatant byl odebran
a odstranén. Ve zkumavce se zbylymi spermiemi byl objem dopInén do 10 ml PBS. Cely tento
proces byljesté dvakrat zopakovan. Pro potieby kapacitace aakrozomdlni reakce bylo
po posledni centrifugaci doplnéno kapacita¢ni médium TL-HEPES-PVA do 10 ml. Na ptipravu
250 ml BASIC-TL-HEPES byly pouzity nasledujici chemikalie od vyrobce Sigma-Aldrich, USA:

) 1,6585 g NaCl

. 0,05965 g KCl

° 0,0102 g NaH2PO4

. 0,35 ml laktat sodny

° 0,02545 g MgCI2 - 6H20
° 0,59575 g HEPES

° 0,0055 g pyruvat sodny
. 0,5465 g sorbitol

° 0,00625 g gentamicin

. 0,01625 g penicilin

° 0,025 g PVA.

Do zbyvajicich experimentalnich skupin byl pfidan roztok PBS. Takto pfipravené vzorky
byly resuspendovany. Poté vinkubatoru (Sanyo MCO-19AIC; Marshall Scientific, USA)
probihala kapacitace po dobu 120 minut o teploté 38 °C a 5% CO?.

Po kapacitaci byly vzorky spermii samostatné po dobu 5 minut 3x centrifugovany
(Labnet International, Inc., USA) pti 300xg. Nasledné po prvni a druhé centrifugaci byl znovu
odstranén supernatant a primichan roztok PBS do objemu 1 ml. Taktéz i po tfeti centrifugaci
byl odstranén supernatant. Pro naslednou metodu Western blot bylo ktémto vzorkim
pfidano 100 ul neredukujiciho  vzorkového pufru (2 mlglycerol, 4ml10% SDS,
1,6 ml 0,5 M TRIS.HCI, pH 6,8, 0,5 mg bromfenolové modfi). Nasledné byly tyto vzorky vzdy
po 5 sekundach vortexovany a celkové lyzovany 1 hodinu. Po ukonceni tohoto procesu byly
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vzorky nejdfive povareny po dobu 5 minut. V dalSim kroku byly lyzaty spermii centrifugovany
pfi 10 000 xg po dobu 5 minut. Takto pfipravené vzorky byly uskladnény v mrazaku pro dalsi
zpracovani.

Pro potfeby nepfimé imunofluorescence bylo odebrdano 200 pl suspenze spermii,
ke kterym bylo pfidano 800 pl roztoku PBS. Nasledné bylo do pfedem ptipravenych sklicek
s oznaCenymi kole¢ky pomoci PAP Pen liquid blocker (Sigma-Aldrich, USA) preneseno
20 ul suspenze spermii a nasledné také 50 pl vymrazeného aceton:methanolu (fedéni 1:1).
Jedno kolecko bylo pfipraveno pro reakci s protilatkou, druhé slouzilo jako negativni kontrola.
Vzorky byly takto 5 mininkubovdny pfipokojové teploté anasledné byly omyty
v rozotku PBS a nasledné se nechaly zaschnout. Takto pfipravené vzorky byly uskladnény
v lednici a byly pfipravené pro nepfimou imunofluorescenci.

4.2 SDS elektroforéza a Western blot

4.2.1 Poutzité chemikalie a roztoky

Pouzité protilatky:

° krali¢ci polyklonarni primarni protilatka anti-CTH — CTH Polyclonal
Antibody #AB136604; vyrobce: ABCAM, USA

° ¢ anti-rabbit sekundarni protilatka — 1gG Antibody Goat anti Rabbit
IgG 402001, konjugovand s kifenovou peroxidazou; vyrobce: Bio-Rad Laboratories,
USA.

° protilatka proti alfa-tubulinu — vyrobce: Sigma-Aldrich, USA

Dalsi pouZité chemikalie:
e PBS-0,01 M fosfatovy pufr; vyrobce: Sigma-Aldrich, USA
¢ Neredukujici vzorkovy pufr - 2 ml glycerol, 4 ml10% SDS, 1,6 ml 0,5 M TRIS.HCI,
pH 6,8, 0,5 mg bromfenolové modfi

e Roztok A—30% roztok akrylamidu/bis-akrylamidu; vyrobce: Sigma-Aldrich, USA

e PufrB-1,5M Tris, pH 8,8; vyrobce: Bio-Rad Laboratories, USA

e Pufr C—0,5 M Tris, pH 6,8; vyrobce: Bio-Rad Laboratories, USA

e 10% SDS — 10 % dodecylsiran sodny; vyrobce: Bio-Rad Laboratories, USA

e TEMED - vyrobce — PlusOne, USA

e 10% APS — 1 g persiranu amonného, 10 ml destilované vody

e Elektrodovy pufr— 15 g Tris, 72 g glycin, 5 g SDS, 1 | destilovand voda, fedéni 1:4

e Transferovy pufr - 3,03gTris, 14,4gglycin, 800 mldestilovand voda,
200 ml methanol

e Ponceau S solution — vyrobce: Sigma-Aldrich, USA

e PBSs0,1% Tweenem — Tween 20; vyrobce: Sigma-Aldrich, USA

e Susené mléko - Blotting Grade Blocker Non-Fat Dry Milk; vyrobce:
Bio-Rad Laboratories, USA
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e chemiluminiscencni substrat — SuperSignal West Pico Chemiluminescent Substrate;
vyrobce: ThermoFisher Scientific, USA

¢ Proteinovy molekulovy standard — Precision Plus Protein™ WesternC™ Blotting
Standards; vyrobce: Bio-Rad, USA

e Coomassie Brilliant Blue R-250— 0,25 g Coomassie Brilliant Blue R-250 (vyrobce:
Sigma-Aldrich, USA), 45ml methanolu, 9 ml kyseliny octové do 100 ml destilované

vody.
Gely:

Tabulka I: SloZeni separacniho 12% gelu

Sloucenina MnoZstvi
Destilovana H,0 5,25 ml
Pufr B 3,75 ml
Roztok A 6 ml
10% SDS 150 ul
TEMED 6,75 ul
10% APS 105 ul

Tabulka Il: SloZeni zaostfovaciho 4% gelu

Zaostrovaci 4% gel

Sloucenina Mnozstvi
Destilovana H,O 1,52 ml
Pufr C 625 ul
Roztok A 325 ul
10 % SDS 25 ul
0,05% Bromfenolova modf 5 ul
TEMED 3,8 ul
10% APS 50 ul

4.2.2 SDS elektroforéza

Pro pripravu SDS elektroforézy je potreba si pfipravit prisluSnou aparaturu. Sestavena
skla se zajisti svorkami. Dale byl pfipraven 12% separacni gel (viz Tabulka 1.). VSechny vyse
vypsané slouceniny z tabulky €. I. byly smichany presné podle uvedeného poradi. Pro pfipravu
2 gell bylo pouZito 10 ml namichaného 12% gelu. Po tomto procesu se nanesla destilovana
voda napovrch separaéniho gelu adale senechala vevertikdlni poloze zaschnout
na 30 minut.

V prabéhu zasychani separacniho gelu se pripravil podle tabulky €. Il. 4% zaostfovaci
gel. Opét podle uvedeného poradi. Po ubéhnuti 30 minut azaschnuti separacniho gelu

35



bylo nutné vylit destilovanou vodu a ndsledné nahradit zaostfovacim gelem, do kterého
byl aplikovan 15 Zlabkovy hrebinek pro tvorbu jamek. Polymerizace trvala cca 20 minut.
Po ubéhnuti 20 minut byly hfebinky ze zaostfovaciho gelu opatrné vyjmuty.
Skla se zaschnutymi gely byla odjisténa ze svorek a pfesunuta do elektroforetické aparatury
(Bio-Rad Laboratories, Inc., USA). Po tomto procesu byla celd souprava zalita elektrodovym
pufrem. Do vzniklych jamek byly naneseny Hamiltonovou pipetou 3 pl molekularnich
proteinovych standard( a 15 pl lyzatu spermii.

Elektroforetickd aparatura byla pfipojena ke zdroji. Elektroforéza byla nastavena
na 80 V po dobu 30 minut, neZ doslo k prlichodu vzorku pres zaostfovaci gel. Ve chuvili,
kdy vzorky postoupily pres zaostrfovaci gel bylo napéti zvyseno na 120 V po dobu 60 minut.

Barveni proteinl bylo provedeno prostifednictvim Comassie Brilliant Blue R-250 v gelu
rozdélenych pomoci SDS elektroforézy za ucelem denzitometrického hodnoceni.

4.2.3 Western blot metoda

Metoda Western blot navazovala na SDS elektroforézu. Pro experimenty byla vyuzZita
nitrocelulézovd membrana (0.45 pm NC; Amersham™ Protran™, Germany) nebo PVDF
membrana (0.45 um PVDF; Immobilon®-P Transfer Mebrane, Ireland).

Komponenty pro elektropfenos na 1 membrdnu (viz Obrdazek 12):
e filtraéni papiry Whatman™ (Chromatography paper; GE Heathcare, USA)
e Nitrocelulézova nebo PVDF membrana
e 2 houbicky
e Kazeta

B Kazeta

B Houbitka

[ Filtraéni papir
O Gel

E membrina

Obrazek 12: SlozZeni kazety na Western Blot

Sestavena blotovaci souprava byla namocena na 15 minut do transferového pufru.
Pro aktivaci PVDF membrany  bylo nezbytné membranu na 1 minutu ponorit
do 20 ml methanolu. Ze sklicek byl po SDS elektroforéze odstranén zaostrovaci gel. Nasledné
byl separacni gel prenesen do blotovaci kazety vtomto sestaveni (viz Obrazek 12): kazeta,
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houbicka, 2 filtracni papiry Whatman, gel, membrana, 2 filtracni papiry Whatman, kazeta. Celd
tato sestava byla vloZzena do blotovaciho rdmu a ten byl nasledné vloZzen do vanicky uréené
pro elektroprenos. Do tohoto zafizeni byl az po rysku nalit transferovy pufr. Transfer
byl proveden pfi 500 mA po dobu 90 minut.

4.2.4 Imunodetekce pomoci protilatky

Po preneseni proteinli z gelu na membranu byla kazeta vyjmuta, membrdna byla
oplachnuta v destilované vodé a5 minut barvena Ponceau pro vizualizaci protein(.
Pro ndsledné pouziti membrany pro imunodetekci bylo pozadi odbarveno destilovanou vodou
a roztokem PBS. Deaktivace volnych mist na membrané byla provedena pomoci 5% suseného
mléka v PBS 1 hodinu na tfepacce. Poté byla membrana 2x promyvdna v PBS s 0,1% Tweenem
po dobu 5 minut na rotacni tfepacce (MC-T6-Pro; LABtechnik, s.r.o., Brno). Ddle nasledovala
aplikace 2 mlfedéné (1:1000 v PBS) specifické primarni protilatky: krali¢i polyklondlni
anti-CTH. Inkubace probihala v lednici podobu 1,5 hodiny nebo pfes noc. Pro zjiSténi
proteinového obsahu v lyzatech byly membrany inkubovany s krdli¢i protilatkou proti
alfa-tubulinu (Sigma-Aldrich, USA). Druhy den byla membrana promyta 3x po 10 minutach
vPBSs0,1% Tweenem a nasledovala aplikace 2 mlsekundarni protilatky proti krali¢im
imunoglobulindm fedéném 1:3000 v roztoku PBS. Membrdana byla inkubovana se sekundarni
protildtkou po dobu 60 minut narotacni trfepacce. Poté byla opét membrdna promyta
4x po 5 minutdch v roztoku PBS s 0,1% Tweenem a 2x po 5 minutach v PBS bez Tweenu.

Nasledovala vizualizace specifické detekce proteinu protilatkou pomoci
elektrogenerované chemiluminiscence. Na kazdou membrdanu byl nanesen 1 ml chemi-
luminiscenéniho substratu. Pro tento proces vizualizace byl pouzit pfistroj Azure c300
Gel Imaging System (Azure Biosystems, USA).

4.3 Neprima imunofluorescence

4.3.1 Poutzité chemikalie a roztoky

Pouzité protilatky:

. krali¢ci polyklonarni primarni protilatka anti-CTH — CTH Polyclonal
Antibody #AB136604; ABCAM, USA
° anti-rabbit sekundarni protilatka — 1gG Antibody Goat anti Rabbit

IgG 402001, konjugovana s Alexa Fluor 488 (vyrobce: ThermoFisher Scientific, USA);
vyrobce: Bio-Rad Laboratories, USA.

Dalsi pouZité chemikalie:
e PBS-0,01 M fosfatovy pufr; vyrobce: Sigma-Aldrich, USA
e SuperBlock — Blocking Buffer in PBS; vyrobce: ThermoFisher Scientific, USA
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e PNAlektin s Rhodaminem - Rhodamine Peanut Agglutinin; vyrobce: Vector
Laboratories, USA
¢ Montovaci médium Vectashield s DAPI — vyrobce: Vector Laboratories, USA

4.3.2 Postup

Pfipravena skla se spermiemi zafixovana aceton/methanol, byla nejprve omyta
v roztoku PBS a nasledné ponechana oschnout. Na kontrolni a experimentalni spermie bylo
naneseno 150 pl SuperBlocku pro blokaci. DalSim krokem byla inkubace vzorkd po dobu
30 minut ve vlhké komurce. Po uplynuti 30 minut byla sklicka opét omyta v roztoku
PBS a destilované vodé. Na sklicka se spermiemi bylo pfidano 100 pl primdrni protilatky.
Krali¢i polyklonarni protilatka anti-CTH byla fedéna 1:200 s roztokem PBS. Primdrni protilatka
anti-CTH byla nanesena pouze do experimentu. Do kontrolnich vzork( bylo aplikovano
100 ul roztoku PBS, misto primarni protilatky. Nasledovala inkubace do druhého dne v lednici.
Nasledujici den byla sklicka promyta v roztoku PBS a ndsledné bylo na pokusné i kontrolni
vzorky naneseno 100 ul sekundarni protilatky konjugované s Alexa Fluor 488 fedénou
1:300 v PBS. Sekundarni protildtky byly tentokrat naneseny jak na experiment,
tak na negativni kontrolu. Po naneseni sekundarni protilatky byly vzorky uchovavany ve tmé.
Inkubace vzork( se sekundarni protilatkou trvala ve vlihké komarce 60 minut pfi laboratorni
teploté. Po uplynuti této doby byly vzorky omyty nejprve v roztoku PBS a nasledné jesté
v destilované vodé. V dalSim kroku na né bylo aplikovano 100 pl PNA lektinu s Rhodaminem
pro obarveni akrozom, které bylo fedéno v poméru 1:700. Po naneseni PNA probéhla
inkubace, ktera trvala 30 minut ve vlhké komurce pfi laboratorni teploté. Na zavér byly vzorky
opét omyty v roztoku PBS a destilované vodé. Po osuseni byla poslednim krokem aplikace
10 ul montovaciho média Vectashield s DAPI pro vizualizaci jader. Sklicka byla zakryta krycimi
skly a zafixovdna lakem na nehty. Takto pfipravena sklicka byla skladovana pfiteploté
4 °Cve tmé a jejich dokumentace probéhla na konfokalnim mikroskopu v programu (Zeiss
LSM 800, Némecko) pfi zvétSeni 630krat.

4.4 Statistické vyhodnoceni

Detekce enzymu CTH pomoci metody Western blot a nepfimé imunofluorescence byla
minimalné 3x zopakovana. Pro denzitometrickou analyzu exprese a lokalizace protein(
byl pouzit program NIS Elements Viewer (Nikon Europe BV, Nizozemsko). Pro vypracovani
statistickych analyz byl vyuZit program Statistica 12 (StatSoft CRs.r.o0., Ceskd republika).
Pro zjisténi statistické vyznamnosti byla vybrdna metoda jednofaktorova ANOVA. Hladina
statistické vyznamnosti odpovidala p<0,05.
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5 Vysledky
5.1 Detekce enzymu produkuijici sulfan CSE v kancich spermiich

Pomoci metody Western blot (kap. 4.2) byla prokazana pfitomnost enzymu
CSE v extraktech spermii. Detekce byla provedena u ejakulovanych (EJ) a kapacitovanych
(KAP) spermii a spermii po akrozomalni reakci (AR), nicméné intenzita signdlu se v ramci
jednotlivych procesu liSila. Nejvyssi priimérnd intenzita signalu sulfan produkujiciho enzymu
byla detekovana u ejakulovanych spermiich. U spermii kapacitovanych a po akrozomalni
reakci se intenzita sniZovala (viz Obrazek 13). Primérna intenzita signalu enzymu CSE byla
zhodnocena analyzou obrazu, dale byla vyjadiena relativné a byla vztazena k prlimérné
intenzité signalu ejakulovanych spermii. Imunodetekce primarni protilatky proti sulfan
produkujicimu enzymu CSE oznacila na membrané tetramer o molekulové hmotnosti 44 kDa.
Dale byl na membrané detekovan iproteinovy prouzek o molekulové hmotnosti 22 kDa.
Tento protein odpovida svoji molekulovou hmotnosti enzymu CSE (viz Obrazek 13). Kontrola
vyskytu proteinli byla provedena zjisténim a-tubulinu na membrané ataké obarvenim
proteinl v gelu pomoci Comassie Brilliant Blue R-250 (viz Obrazek 14).
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Obrazek 13: Imunodetekce CSE v extraktech kancich spermii metodou Western blot.
EJ - ejakulované spermie; KAP — kapacitované spermie; AR — spermie po akrozomdlni reakci.
Sipky zna&i odpovidajici detekci CSE proteinu.
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Obrazek 14: Kontrolni imunodetekce (A) a-tubulinu a (B) obarveni proteini v gelu pomoci
Comassie. Ej— ejakulované spermie; Kap— kapacitované spermie; AR— spermie
po akrozomdilni reakci. Sipka zna&i odpovidajici detekci a-tubulinu (~50 kDa).

Hodnoty proteinu CSE byly naméreny pomoci denzitometrické analyzy v programu
NIS Elements Viewer. Vysledky jsou bud vztaZené k obarvenym proteiniim v gelu pomoci
Comassie Brilliant Blue R-250 anebo k signdlu a-tubulinu (viz Obrazek 15) za ucelem zahrnuti
rozdilného mnozstvi proteinl v celkové nanasce v extraktech ejakulovanych a kapacitovanych
spermii a spermii po akrozomalni reakeci.

Relativni priimérnd intenzita signalu enzymu CSE byla podrobena statistické analyze
v programu Statistica 12 pomoci statistické metody ANOVA. Po porovnani vsech vzorku
byl zjiStén statisticky vyznamny rozdil (p<0,05) mezi ejakulovanymi spermiemi a spermiemi
po akrozomalni reakci. Statisticky prikazny rozdil (p<0,05) byl také mezi kapacitovanymi
spermiemi aspermiemi po akrozomalni reakci. Mezi ejakulovanymi a kapacitovanymi
spermiemi nebyl zjistén statisticky priikazny rozdil (viz Obrazek 15).
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Obrdzek 15: Relativné vyjadiend primérnd intenzita signdlu CSE v kancich spermiich

Relativnlintenzita signalu

pomoci metody Western blot vztaZené k celkové nandsce proteinii ve vzorku nebo
k signalu a-tubulinu. EJ— ejakulované spermie; KAP— kapacitované spermie;
AR - spermie po akrozomdini reakci. V grafu je uvedena smérodatnd odchylka mezi
jednotlivymi méfenimi vyznacend modrymi svorkami; statisticky vyznamny rozdil (p<0,05)
je oznacen hvézdickami (*).

5.2 Lokalizace enzymu produkujici sulfan CSE v kancich spermiich

Neprima imunofluorescencni metoda (kap. 4.3) byla vyuzZita jako kontrolni metoda
k potvrzeni pritomnosti sulfan produkujiciho enzymu CSE a jeho lokalizace ve spermiich.
| u této metody byla priimérnad intenzita signalu CSE zhodnocena analyzou obrazu a ndsledné
vyjadrena relativné. Pomoci nepfimé imunofluorescence byla sledovdna lokalizace sulfan
produkujiciho enzymu CSE na preparatech spermii ejakulovanych (EJ), kapacitovanych (KAP)
a akrozomalné zreagovanych (AR).

Lokalizace CSE ve spermiich byla detekovana pomoci polyklonalni protilatky
a nasledné sekundarni protilatkou s fluorochromem (zelené znaceni). Akrozom byl sledovan
pomoci PNA lektinu znaceného Rhodaminem (Cervené znaceni) a chromatin byl znacen DAPI
(modra fluorescence) (viz Obrazek 16). Z experimentu je patrné, Zze CSE je lokalizovan v celé
spermii, a to v celé ¢asti hlavicky, kréku a biciku.
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Obrdzek 16: Lokalizace enzymu CSE v ejakulovanych kancich spermiich. A) Jadro oznaceno

DAPI (modre); B) akrozom PNA (Cervené); C) protein CSE detekovanou protildtkou (zelené); D)
sloZzeny obrdzek. VV\yhodnoceni pomoci konfokdlniho mikroskopu. Zvétseni 630x.

CSE byl detekovdn u spermii ejakulovanych (viz Obrazek 17), kapacitovanych
(viz Obrazek 18) a akrozomalné zreagovanych (viz Obrazek 19). Pomoci analyzy obrazu byla
zmérena intenzita signalu enzymu. Signdl CSE byl pozorovdn v celé spermii a vykazoval
snizujici se tendenci (viz Obrazek 20). Nejvétsi signal byl pozorovan u ejakulovanych spermii.
u spermii po akrozomalni reakci. Po porovnani vzork( EJ, KAP a AR byl ubytek proteinu
viditelny, ale nebyl statisticky vyznamny (p<0,05).
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Obrazek 17: Intenzita signdlu CSE u ejakulovanych kancich spermiich. Jadro oznaceno DAPI
(modre); akrozom PNA (Cervené); protein CSE protildtkou s fluorescenénim znacenim Alexa
Fluor 488 (zelenée). Vyhodnoceni pomoci konfokdlniho mikroskopu. Zvétseni 630x.

Obrdzek 18: Intenzita signdlu CSE u kapacitovanych kancich spermiich. Jadro oznaceno DAPI
(modre); akrozom PNA (Cervené); protein CSE protildtkou s fluorescencnim znacenim Alexa
Fluor 488 (zelené). Vyhodnoceni pomoci konfokdlniho mikroskopu. Zvétseni 630x.

Obrdzek 19: Intenzita signdlu CSE u akrozomdlné zreagovanych kancich spermiich. Jadro
oznaceno DAPI (modre); akrozom PNA (Cervené); protein CSE protildtkou s fluorescencnim
znacenim Alexa Fluor 488 (zelené). Vyhodnoceni pomoci konfokdlniho mikroskopu. Zvétseni
630x.
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Obrdzek 20: Relativné vyjadiend priimérnd intenzita signdlu CSE v kancich
spermiich pomoci metody neprimé imunofluorescence. EJ — ejakulované spermie;
KAP — kapacitované spermie; AR — spermie po akrozomdlni reakci. V grafu
je uvedend smérodatnd odchylka mezi jednotlivymi mérfenimi; statisticky
vyznamny rozdil nebyl zjistén (p<0,05).
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6 Diskuze

Cilem této diplomové prace bylo prokdzat pritomnost azmény exprese enzymu
produkujiciho sulfan cystathionin-y-lydza (CSE) v kancich spermiich v pribéhu kapacitace
a akrozomalni reakce. Pfitomnost enzym( produkujicich sulfan byla nalezena v savcich
bunkach  rGznych  orgdnovych  tkdni.  Vyskytuji  se v kardiovaskuldrni, nervové
a gastrointestinalni tkani. V téchto tkanich maji tyto enzymy svoji specifickou funkci. Podporuji
naptiklad neokapilarizaci a hypotenzi. Dale jsou dlleZité pfi ochrané neuronovych bunék pred
oxidativnim stresem (Eto et al. 2002; Whiteman et al. 2004; towicka & Bettowski 2007).
V nedavné dobé byly popsany enzymy produkujici sulfan iv reprodukéni soustavé savcu.
V reprodukénim traktu vykonavaji enzymy produkujici sulfan rdzné Ccinnosti. Jejich
pritomnost byla nalezena v déloze a placenté potkan(. Dale byly detekovany enzymy v mysich
vajecnicich, a to predevsim ve folikularnich a granuldéznich burikdch (Guzman et al. 2006; Liang
et al. 2007; Patel et al. 2009). Tyto enzymy byly také nalezeny a popsany v prasecich oocytech
(Krejcova et al. 2015). V samdi reprodukéni soustavé byly enzymy produkujici sulfan nalezeny
v Sertoliho a Leydigovych bunkach, burikach zarodecnych atkani lidského penisu,
kde se podili natlaku v kaverndznich téliskach arelaxaci hladkého svalstva v cévach,
coz je nezbytné pro usnadnéni erekce penisu (Sugiura etal. 2005; Srilatha etal. 2006;
d’Emmanuele et al. 2009). Enzymy produkujici sulfan hraji roli i v muZské neplodnosti. Studie
Sugiura etal. (2005) a Wu etal. (2021) prokazaly ve svych experimentech nerovnovahu
enzymuU CBS a CSE v transsulfuracni draze (katabolismu cysteinu/H»S) u spermii. Wang et al.
(2018) také ve své studii uvadi snizené mnozstvi sulfanu v semenné plazmé neplodnych muza
a jeho pozitivni vliv na motilitu. Tuto skutecnost prokazal i Akbarian et al. (2022), ktery
ve svych experimentech potvrdil nizsi koncentraci sulfanu spolu se snizenou motilitou spermii
u neplodnych muza.

V této praci jsme se zaméfili na detekci enzymu CSE a zménu jeho exprese pfi procesu
kapacitace a akrozomalni reakce u kancich spermii. Metodou Western blot jsme detekovali
pomoci  polyklonalni  protilatky enzym  produkujici  sulfan  CSE v proteinovych
extraktech spermiich ejakulovanych, in vitro kapacitovanych a spermii po in vitro navozené
akrozomalni reakci. Podafilo se ndm detekovat dva proteinové prouzky ve vsech vzorcich
spermii, a to jako jeho tetramer o molekulové hmotnosti okolo 44 kDa. Rimnacova (2022),
ktera sledovala enzymy produkujici sulfan v mysich, lidskych a kancich spermiich, ve své studii
detekovala enzym CSE v rozmezi molekulovych hmotnosti 40-50 kDa. Druhy nami nalezeny
proteinovy prouzek mél molekulovou hmotnost okolo 22 kDa. CoZ by naznacovalo vyskyt
dimeru CSE. Intenzita detekovanych proteinovych prouzk(i se vsak u vzork( spermii snizovala
s jejich rozdilnym maturacnim stavem. Nejvic vyrazny prouzek byl detekovan u ejakulovanych
spermii. Druhé v zastoupeni mnozstvi tohoto proteinu byly kapacitované spermie. S nejnizsi
intenzitou signdlu byly vyhodnoceny spermie po akrozomalni reakci. Pro kontrolu vyskytu
proteinl byla provedena imunodetekce na a-tubulin. V pribéhu experimentu s nim vsak
byl problém pfijeho detekci na membrané. Ztohoto dlvodu jsme zvolili metodu barveni
proteinl ve vzorcich spermii pfimo v gelu pomoci Comassie Brilliant Blue R-250. K hodnoceni
mnozstvi enzymu CSE v kancich spermiich byly pak vyuzity obé tyto metody pro normalizaci
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detekce. Pfitomnost CSE byla jak u kapacitovanych tak i akrozomalné zreagovanych spermii
statisticky vyznamné snizena.

Metodou nepfimé imunofluorescence jsme zjisStovali pfitomnost a intraceluldrni
distribuci CSE azmény vjeho expresi v ejakulovanych, kapacitovanych a akrozomalné
zreagovanych spermiich. CSE jsme ve spermiich nalezli, ale jeho intraceluldrni distribuce
nebyla rovhomérna. V akrozomu byla intenzita signalu nizka. Naopak vysoka intenzita signalu
CSE byla naméfrena v postakrozomalni ¢asti hlavicky, kr¢ku a biciku spermie, coz naznacuje,
Ze by sulfan mohl hrat podstatnou roli pfi regulaci motility spermie. To by odpovidalo studiim,
které publikovali Akbarian et al. (2022) a Rimnac¢ova et al. (2022). Naopak Zhao et al. (2016)
ve svych experimentech na kancich spermiich uvadi snizenou motilitu spermii vystavenych
pUsobeni donoru sulfanu. Vysledky naseho experimentu ukdzaly nazménu exprese CSE.
Exprese CSE se postupné v kancich spermiich v pribéhu kapacitace a akrozomalni reakce
snizovala. Ubytek proteinu byl sice vizualné ziejmy, ale rozdily v relativné vyjadiené primérné
intenzité signdlu CSE nebyly signifikantni. Dlvodem byla zfejmé vyssi variabilita biologického
materialu a tim i velkd smérodatna odchylka. Rimndacova et al. (2022) ve své praci obdobné
popsali postupné ubyvani téchto enzymuU ze spermii nejen béhem jejich zrani v nadvarleti,
ale také v dalSich procesech, jako je napfiklad kapacitace a vazba spermie na zona pellucida
oocytu, zatimco u mysich spermii Teng et al. (2013) ve své studii uvadi naopak zvysujici
se mnozstvi enzyml produkujicich sulfan pfi probihajici kapacitaci. Rozdily v distribuci
CSE mohou byt disledkem remodelace, ktera doprovazi zrani spermii, kdy dochazi ¢astec¢né
k Ubytku enzym@ z povrchu spermie. Toto ve své studii potvrzuje i Rimnacova et al. (2022).

Nicméné pritomnost enzymu CSE produkujiciho sulfan v kancich spermiich a zména
jeho exprese v prlibéhu kapacitace a akrozomalni reakce dava predpoklad pro domnénku,
Ze je tento enzym zapojeny do regulace téchto fyziologickych procest u kancich spermii.
Pro potvrzeni ulohy CSE pfti kapacitaci a akrozomdlni reakci je vSak tfeba dalSich vyzkumu
zacilenych napfiklad na motilitu spermii sinhibovanym CSE enzymem nebo indukci
akrozomalni reakce s pridavkem donorl sulfanu. Dalsi zajimavy experiment by mohl
byt zacilen na samostatny dal$i enzym produkujici sulfan 3-MST, ktery je stale v mnoha
ohledech neprobadanym proteinem v sam¢i reprodukci.
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7 Zaver

Cilem této diplomové prace bylo shrnuti soucasnych poznatk( o vybranych proteinech
kancich spermii a jejich funkce pfi kapacitaci a akrozomalni reakci. Dale ovéreni hypotézy,
Zze vybrany protein kancich spermii sulfan produkujici enzym CSE se na kapacitaci
a akrozomalni reakci podili, a Ze se jeho exprese a lokalizace v burice béhem procest méni.
K potvrzeni této hypotézy byly pftilaboratornim vyzkumu vyuZity metody Western blot
a nepfima imunofluorescence. Ziskané vysledky potvrdily stanovenou hypotézu,
Ze se v kancich spermiich sulfan produkujici enzym CSE vyskytuje a jeho exprese se v zavislosti
na kapacitaci a akrozomalni reakci méni. Pritomnost CSE vykazovala s postupnymi déji
snizujici se tendenci. Uvedené vysledky naznacuji, Ze sulfan produkujici enzym CSE by mohl
hrat v prlibéhu kapacitace a akrozomalni reakce svou urcitou roli. Nicméné bylo by vhodné
provést dalsSi experimenty sezaméfenim nakonkretizaci funkce enzymu v pribéhu
kapacitace, akrozomalni reakce a infertility.

47



8 Literatura

Abe K& Kimura H. 1996. The possible role of hydrogen sulfide asanendogenous
neuromodulator. Journal of Neuroscience 16:066-1071.

Abou-haila A & Tulsiani DR. 2009. Signal transduction pathways that regulate sperm
capacitation and the acrosome reaction. Archives of biochemistry
and biophysics 485:72-81.

Ahmad A, Druzhyna N, Szabo C. 2019. Effect of 3-mercaptopyruvate sulfurtransferase
deficiency on the development of multiorgan failure, inflammation, and wound healing
in mice subjected to burn injury. J Burn Care Res 40:148-156.

Ahmad A, Gero D, Olah G, Szabo C. 2016. Effect of endotoxemia in mice genetically deficient
in cystathionine-gamma-lyase, cystathionine-beta-synthase or 3-mercaptopyruvate
sulfurtransferase. Int J Mol Med 38:1683-1692.

Aitken SM & Kirsch JF. 2005. The enzymology of cystathionine biosynthesis: strategies
for the control  of substrate  and reaction  specificity. Archives  of biochemistry
and biophysics 433:166-175.

Akbarian F, Tavalaee M, Dattilio M, Nasr-Esfahani MH. 2022. Down-regulated expression
of cystathionine B-synthase and cystathionine y-lyase in varicocele, and infertile men:
a case-control study. Cell Journal (Yakhteh) 24:176.

Ankel-Simons F, Cummins JM. 1996. Misconceptions about mitochondria and mammalian
fertilization: Implications for theories on human evolution. Proceedings of the National
Academy of Sciences 93:13859-13863.

Ashman JB, Hall ES, Eveleth J, Boekelheide K. 1992. Tau, the Neuronal Heat-Stable
Microtubule-Associated Protein, isalso Present inthe Cross-Linked Microtubule
Network of the Testicular Spermatid Manchettel. Biology of Reproduction 46:120-129.

Augsburger F & Szabo C. 2020. Potential role of the 3-mercaptopyruvate sulfurtransferase
(3-MST)-hydrogen sulfide (H,S) pathway in cancer cells. Pharmacol Res 154:104083.

Avidor-Reiss T. 2018. Rapid evolution of sperm produces diverse centriole structures that
reveal the most rudimentary structure needed for function. Cells 7:67.

Avidor-Reiss T, Carr A, Fishman EL. 2020. The sperm centrioles. Molecular and Cellular
Endocrinology 518:110987.

Baldi E, Luconi M, Bonaccorsi L, Krausz C, Forti G. 1996. Human sperm activation during
capacitation and acrosome reaction: role of calcium, protein phosphorylation and lipid
remodelling pathways. Front Biosci. 1:189-205.

Baldi E, Luconi M, Bonaccorsi L, Forti G. 2002. Signal transduction pathways in human
spermatozoa. Journal of reproductive immunology 53:121-131.

48



Baltz JM, Oneeka Williams P, Cone RA. 1990. Dense fibers protect mammalian sperm against
damage. Biology of Reproduction 43:485-491.

Bearer E& Friend D. 1990. Morphology of mammalian sperm membranes during
differentiation, maturation, and capacitation. Journal of Electron Microscopy Technique
16:281-297.

Beauchamp RO, Bus JS, Popp JA, Boreiko CJ, Andjelkovich DA, Leber P. 1984. A critical review
of the literature on hydrogen sulfide toxicity. CRC Critical Reviews
in Toxicology 13:25-97.

Bedford JM. 2004. Enigmas of mammalian gamete form and function. Biological
Reviews 79:429-460.

Bedford JM & Chang MC. 1962. Removal of decapacitation factor from seminal plasma
by high-speed centrifugation. American Journal of Physiology-Legacy
Content, 202:179-181.

Bezouska K, Sklenar J, Novak P, Halada P, Havlicek V, Kraus M, Jonakova V. 1999.
Determination of the complete covalent structure of the major glycoform of DQH sperm
surface protein, a novel trypsin-resistant boar seminal plasma O-glycoprotein related
to pB1 protein. Protein science 8:1551-1556.

Bhakta HH, Refai FH, Avella MA. 2019. The molecular mechanisms mediating mammalian
fertilization. Development 146:176966.

Bhattacharyya S, Saha S, Giri K, Lanza IR, Nair KS, Jennings NB, Mukherjee P. 2013.
Cystathionine beta-synthase (CBS) contributes to advanced ovarian cancer progression
and drug resistance. PloS one 8:79167.

Boerke A, Brouwers J, Olkkonen V, van de Lest C, Sostaric E, Schoevers E, Helms J, Gadella B.
2013. Involvement of bicarbonate-induced radical signaling in oxysterol formation
and sterol depletion of capacitating mammalian sperm during in citro fertilization.
Biology of Reproduction 88:8-21.

Boerke A, Tsai PS, Garcia-Gil N, Brewis |A, Gadella BM. 2008. Capacitation-dependent
reorganization of microdomains in the apical sperm head plasma membrane: functional
relationship with zona binding and the zona-induced acrosome
reaction. Theriogenology 70:1188-1196.

Bork P & Beckmann G. 1993. The CUB domain: a widespread module in developmentally
regulated proteins. Journal of molecular biology 231:539-545.

Bos EM, Wang R, Snijder PM, Boersema M, Damman J, Fu M, van Goor H. 2013. Cystathionine
y-lyase protects against renal ischemia/reperfusion by modulating oxidative
stress. Journal of the American Society of Nephrology 24:759-770.

49



Breton S, Nair AV, Battistone MA. 2019. Epithelial dynamics in the epididymis: role
in the maturation, protection, and storage of spermatozoa. Andrology 7:631-643.

Brewer L, Corzett M, Balhorn R. 2002. Condensation of DNA by spermatid basic nuclear
proteins. Journal of Biological Chemistry 277:38895-38900.

Bukowska D, Kempisty B, Zaorska K, Antosik P, Pawfowska J, Nowicki M. 2014. Molecular
aspects of sperm-oocyte activation during mammalian fertilization. Medycyna
Weterynaryjna 70:269-273.

Bukovska G, Kery V, Kraus JP. 1994. Expression of human cystathionine [B-synthase
in Escherichia coli: purification and characterization. Protein expression
and purification 5:442-448.

Caballero J, Frenette G, Sullivan R. 2011. Post testicular sperm maturational changes
inthe bull:  important role of the epididymosomes and prostasomes. Veterinary
medicine international https://doi.org/10.4061/2011/757194.

Calvete, JJ, Raida M, Gentzel M, Urbanke C, Sanz L, Topfer-Petersen E. 1997. Isolation
and characterization  of heparin-and phosphorylcholine-binding  proteins  of boar
and stallion seminal plasma. Primary structure of porcine pB1. FEBS letters 407:201-206.

Camatini M, Colombo A, Bonfanti P. 1992. Cytoskeletal elements in mammalian
spermiogenesis and spermatozoa. Microscopy Research and Technique 20:232-250.

Cao Y, Adhikari S, Ang AD, Moore PK, Bhatia M. 2006. Mechanism of induction of pancreatic
acinar cell apoptosis by hydrogen sulfide. Am J Physiol Cell Physiol 291:503-510.

Castella S, Benedetti H, de Llorens R, Dacheux JL, Dacheux F. 2004. Train A, an RNase A-like
protein without RNase activity, is secreted and reabsorbed by the same epididymal cells
under testicular control. Biology of reproduction 71:1677-1687.

Cavallini D, Mondovi B, deMarco C, Scioscia-Santoro A. 1962. The mechanism
of desulphhydration of cysteine. Enzymologia 24:253-266.

Clermont Y & Leblond CP. 1955. Spermiogenesis of man, monkey, ram and other mammals
as shown by the ,periodic acid-schiff technique. American Journal of Anatomy
96:229-253.

Cooper TG. 2011.The epididymis, cytoplasmic droplets and male fertility. Asian
J Androl 13, 130-138.

Cummings BS & Schnellmann RG. 2004. Measurement of cell death in mammalian
cells. Current protocols in pharmacology 25:12-8.

Dadoune JP. 2003. Expression of mammalian spermatozoal nucleoproteins. Microsc Res Tech
61, 56-75.

50


https://doi.org/10.4061/2011/757194

Dacheux JL, Belleannée C, Guyonnet B, Labas V, Teixeira-Gomes AP, Ecroyd H, Dacheux F.
2012. The contribution of proteomics to understanding epididymal maturation
of mammalian spermatozoa. Systems biology in reproductive medicine 58:197-210.

Dacheux JL, Castella S, Gatti JL, Dacheux F.2005. Epididymal cell secretory activities
and the role of proteins in boar sperm maturation. Theriogenology 63:319-341.

Darszon A, Acevedo JJ, Galindo BE, Herndandez-Gonzdlez EO, Nishigaki T, Trevino CL, Beltran C.
2006. Sperm channel diversity and functional multiplicity. Reproduction: Colchester
131:977-988.

d'Emmanuele di Villa Bianca R, Sorrentino R, Maffia P, Mirone V, Imbimbo C, Fusco F, Cirino
G. 2009. Hydrogen sulfide as a mediator of human corpus cavernosum smooth-muscle
relaxation. Proceedings of the National Academy of Sciences 106:4513-4518.

De Jonge C. 2005. Biological basis for human capacitation. Human Reproduction Update
11:205-214.

De Jonge C. 2017. Biological basis for human capacitation—revisited. Human reproduction
update 23:289-299.

de Kretser DM, Loveland KL, Meinhardt A, Simorangkir D, Wreford N. 1998. Spermatogenesis.
Human reproduction 13:1-8.

De Marco C. 1962. The mechanism of desulphhydration of cysteine. Enzymologia 24:253-266.

Deburgos NMG, Gallina F, Burgos C, Blanco A. 1994. Effect ofL-Malate
on PyruvateDehydrogenase  Activity of Spermatozoa. Archives of Biochemistry
and Biophysics 308:520-524.

Diao R, Fok KL, Chen H, Yu MK, Duan Y, Chung CM, Chan HC. 2014. Deficient human B-defensin
1 underlies male infertility associated with poor sperm motility and genital tract
infection. Science translational medicine 6:249.

Eddy E & O'Brien D. 1994. The Spermatozoon. Pages 29-77 in Neill JD, Knobil E, editors.
Physiology of Reproduction edition. Academic Press, Cambridge.

Elsey DJ, Fowkes RC, Baxter GF. 2010. Regulation of cardiovascular cell function by hydrogen
sulfide (H2S). Cell Biochemistry and Function: Cellular biochemistry and its modulation
by active agents or disease 28:95-106.

Erefio-Orbea J, Majtan T, Oyenarte |, Kraus JP, Martinez-Cruz LA. 2013. Structural basis
of regulation and oligomerization of human cystathionine B-synthase, the central
enzyme of transsulfuration. Proceedings of the National Academy
of Sciences 110:3790-3799.

Erefio-Orbea J, Majtan T, Oyenarte |, Kraus JP, Martinez-Cruz LA. 2014. Structural insight into
the molecular mechanism of allosteric activation of human cystathionine B-synthase
by S-adenosylmethionine. Proceedings of the National Academy of Sciences
111:3845-3852.

o1



Erickson PF, Maxwell IH, SulJ, Baumann M, Glode LM. 1990. Sequence of cDNA
for rat cystathionine y-lyase and comparison of deduced amino acid sequence with
related Escherichia coli enzymes. Biochemical Journal 269:335-340.

Erwin PA, Mitchell DA, Sartoretto J, Marletta MA, Michel T. 2006. Subcellular targeting
and differential S-nitrosylation of endothelial nitric-oxide synthase. Journal of Biological
Chemistry 281:151-157.

Eto K, Asada T, Arima K, Makifuchi T, Kimura H. 2002. Brain hydrogen sulfide is severely
decreased in Alzheimer's disease. Biochemical and biophysical research
communications 293:1485-1488.

Evans JP & Kopf GS. 1998. Molecular mechanisms of sperm—egg interactions
and egg activation. Andrologia 30:297-307.

Ferramosca A & Zara V. 2014. Bioenergetics of Mammalian Sperm Capacitation. BioMed
Research International 2014:1-8.

Fiedler SE, Dudiki T, Vijayaraghavan S, Carr DW. 2013. Loss of R2D2 proteins ROPN1
and ROPN1L causes defects in murine sperm motility, phosphorylation, and fibrous
sheath integrity. Biology of reproduction. 88:41-1.

Flesch FM & Gadella BM. 2000. Dynamics of the mammalian sperm plasma membrane
in the process  of fertilization. Biochimica et Biophysica  Acta  (BBA)-Reviews
on Biomembranes 1469:197-235.

Florman HM, Jungnickel MK, Sutton KA. 2004. Regulating the acrosome reaction. International
Journal of Developmental Biology, 52(5-6), 503-510.

Foster J. 2018. Reproduction and Development. Page in SlidePlayer edition. Available from
https://slideplayer.com/slide/12849322/ (accessed 2020-09-27).

Franca LR, Avelar GF, Almeida FF 2005. Spermatogeneze a tranzit spermii pfes epididymis
u savcu s dirazem na prasata. Theriogenology 63:300-318.

Fraser LR, Adeoya-Osiguwa SA, Baxendale RW, Gibbons R. 2006. Regulation of mammalian
sperm capacitation by endogenous molecules. Front Biosci. 11:1636-1645.

Furne J, Springfield J, Koenig T, DeMaster E, Levitt MD. 2001. Oxidation of hydrogen sulfide
and methanethiol to thiosulfate by rat tissues: a specialized function of the colonic
mucosa. Biochemical pharmacology 62:255-259.

Gadella BM, Lopes-Cardozo M, Van Golde LM, Colenbrander B, Gadella TW. 1995. Glycolipid
migration from the apical to the equatorial subdomains of the sperm head plasma
membrane precedes the acrosome reaction. Evidence for a primary capacitation event
in boar spermatozoa. Journal of Cell Science 108:935-946.

52



Gadella BM, Tsai PS, Boerke A, Brewis IA. 2004. Sperm head membrane reorganisation during
capacitation. International Journal of Developmental Biology 52:473-480.

Gatti JL, Castella S, Dacheux F, Ecroyd H, Metayer S, Thimon V, Dacheux JL. 2004.
Post-testicular sperm environment and fertility. Animal reproduction
science 82:321-339.

Georgadaki K, Khoury N, Spandidos DA, Zoumpourlis V. 2016. The molecular basis
of fertilization. International journal of molecular medicine 38:979-986.

Gervasi MG & Visconti PE. 2017. Molecular changes and signaling events occurring
in spermatozoa during epididymal maturation. Andrology 5:204-218.

Goldberg E. 1963. Lactic and Malic Dehydrogenases in Human Spermatozoa. Science
139:602-603.

Guyonnet B, Dacheux F, Dacheux JL, Gatti, JL. 2011The epididymal transcriptome
and proteome provide some insights into new epididymal regulations. Journal
of andrology 32:651-664.

Guzman MA, Navarro MA, Carnicer R, Sarria AJ, Acin S, Arnal C, Osada J. 2006. Cystathionine
B-synthase is essential for female reproductive function. Human molecular genetics
15:3168-3176.

Gwathmey TM, Ignotz GG, Mueller JL, Manjunath P, Suarez SS. 2006. Bovine seminal plasma
proteins PDC-109, BSP-A3, and BSP-30kDa share functional roles in storing sperm
in the oviduct. Biology of reproduction 75:501-507.

HanY, Liang C, YuY, Manthari RK, Cheng C, TanY, Zhang J. 2020. Chronic arsenic exposure
lowered sperm motility via impairing ultra-microstructure and key proteins expressions
of sperm acrosome and flagellum formation during spermiogenesis in male
mice. Science of the Total Environment 734:139233.

Hanafy KA, Krumenacker JS, Murad F. 2001. NO, nitrotyrosine, and cyclic GMP in signal
transduction. Medical Science Monitor 7:801-819.

Hargrove JL, Trotter JF, Ashline HC, Krishnamurti, PV. 1989. Experimental diabetes increases
the formation of sulfane by transsulfuration and inactivation of tyrosine
aminotransferase in cytosols from rat liver. Metabolism 38:666-672.

Harkema W, Colenbrander B, Engel B, Woelders H. 2004. Effects of exposure of epididymal
boar spermatozoa to seminal plasma on the binding of zona pellucida proteins during
in vitro capacitation. Theriogenology 61:215-226.

Harrison RA & Gadella BM. 2005. Bicarbonate-induced membrane processing in sperm
capacitation. Theriogenology 63:342-351.

53



Hayden LUJ, Franklin KJ, Roth SH, Moore GJ. 1989. Inhibition of oxytocin-induced
but not angiotensin-induced rat uterine contractions following exposure to sodium
sulfide. Life sciences 45:2557-2560.

Hess RA & DeFranca LR. 2008. Spermatogenesis and cycle of the seminiferous
epithelium. Molecular mechanisms in spermatogenesis,
1-15.https://doi.org/10.1007/978-0-387-09597-4 1

Hess RA, Miller LA, Kirby JD, Margoliash E, Goldberg E. 1993. Immunoelectron Microscopic
Localization of Testicular and Somatic Cytochromes cin the Seminiferous Epithelium
of the Ratl. Biology of Reproduction 48:1299-1308.

Hess KC, Jones BH, Marquez B, Chen Y, Ord TS, Kamenetsky M, Moss SB. 2005. The “soluble”
adenylyl cyclase insperm mediates multiple signaling events required
for fertilization. Developmental cell 9:249-259.

Hermo L & Robaire B. 2002. Epididymal cell types and their functions. The epididymis: from
molecules to clinical practice 1:81-102.

Ho HC & Suarez SS. 2001. An inositol 1,4,5 — Trisphosphate receptor-gated intracellular Ca2+
store is involved in regulating sperm hyperactivated motility. Biology of Reproduction
65:1606-1615.

Ho HC & Suarez SS. 2003. Characterization of the intracellular calcium store atthe base
of the sperm flagellum that regulates hyperactivated motility. Biol Reprod 68:1590—
1596.

Hosoki R, Matsuki N, Kimura H. 1997. The possible role of hydrogen sulfide as an endogenous
smooth muscle relaxant insynergy with nitric oxide. Biochemical and biophysical
research communications 237:527-531.

Hunnicutt GR, Koppel DE, Myles DG. 1997. Analysis of the process of localization of fertilin
to the sperm posterior head plasma membrane domain during sperm maturation
in the epididymis. Developmental biology 191:146-159.

Hunter RHF, Cook B, Poyser NL. 1983. Regulation of oviduct function in pigs by local transfer
of ovarian  steroids  and prostaglandins: a mechanism  toinfluence  sperm
transport. European Journal of Obstetrics &  Gynecology and Reproductive
Biology 14:225-232.

Champroux A, Torres-Carreira J, Gharagozloo P, Drevet JR, Kocer A. 2016. Mammalian sperm
nuclear organization: resiliencies and vulnerabilities. Basic and Clinical Andrology 26:1—
22.

Chang MC. 1955. Development of Fertilizing Capacity of Rabbit Spermatozoa in the Uterus.
Nature 175:1036-1037.

54


https://doi.org/10.1007/978-0-387-09597-4_1

Chemes HE & Sedo CA. 2012. Tales of the tail and sperm head aches changing concepts
on the prognostic  significance of sperm pathologies affecting the head, neck
and tail. Asian journal of andrology, 14:14.

Cheng Y, Ndisang JF, Tang G, Cao K, Wang R. 2004. Hydrogen sulfide-induced relaxation
of resistance mesenteric artery beds of rats. American Journal of Physiology-Heart
and Circulatory Physiology 287:2316-2323.

Ignarro LJ, Buga GM, Wood KS, Byrns RE, Chaudhuri G. 1987. Endothelium-derived relaxing
factor produced andreleased from artery andvein is nitric oxide. Proceedings
of the National Academy of Sciences 84:9265-9269.

Ichinohe A, Kanaumi T, Takashima S, Enokido Y, Nagai Y, & Kimura H. 2005. Cystathionine
B-synthase is enriched in the brains of Down’s patients. Biochemical and biophysical
research communications 338:1547-1550.

Imbrogno S, Filice M, Cerra MC, Gattuso A. 2018. NO, COandH2S: What about
gasotransmitters in fish and amphibian heart. Acta Physiologica 223:13035.

Jacobs RL, Stead LM, Brosnan ME, Brosnan JT. 2001. Hyperglucagonemia in rats results
in decreased plasma homocysteine andincreased flux through the transsulfuration
pathway in liver. Journal of Biological Chemistry 276:43740-43747.

Jelinkova P, Manaskova P, Ticha M, Jonakova V. 2003. Proteinase inhibitors in aggregated
forms ofboar seminal plasma proteins. International Journal of Biological
Macromolecules 32:99-107.

Jonakova V, Kraus M, Veselsky L, Cechova D, Bezouska K, Ticha M. 1998. Spermadhesins
of the AQN and AWN families, DQH sperm  surface  protein  and HNK protein
in the heparin-binding fraction of boar seminal plasma. Reproduction 114:25-34.

Junqueira LC, Carneiro J, Kelley RO. 1997. Zaklady histoldgie. Praha, 502 p.

Kabil O, Zhou Y, Banerjee R. 2006. Human cystathionine [-synthase is atarget
for sumoylation. Biochemistry 45:13528-13536.

Khawar MB, Gao H, Li W. 2019. Mechanism of acrosome biogenesis in mammals. Frontiers
in cell and developmental biology 7:195.

Kierszenbaum AL, Rivkin E, Tres LL, Yoder BK, Haycraft CJ, Bornens M, Rios RM. 2011.
GMAP210 and IFT88 are present inthe spermatid golgi apparatus and participate
in the development of the acrosome—acroplaxome complex, head—tail coupling
apparatus and tail. Developmental Dynamics 240:723-736.

Kimura H. 2011. Hydrogen sulfide: its production and functions
96:833-835 https://doi.org/10.1113/expphysiol.2011.057455.

55


https://doi.org/10.1113/expphysiol.2011.057455

Kimura H. 2015. Physiological roles of hydrogen sulfide and polysulfides. Chemistry,
Biochemistry and Pharmacology of Hydrogen Sulfide 2015:61-81.

Kimura M, Kim E, Kang W, Yamashita M, Saigo M, Yamazaki T, Baba T. 2009. Functional roles
of mouse sperm hyaluronidases, HYAL5 and SPAM1, in fertilization. Biology
of reproduction 81:939-947.

Kimura Y& Kimura H. 2004. Hydrogen sulfide protects neurons from oxidative
stress. The FASEB journa, 18:1165-1167.

Kimura Y, Dargusch R, Schubert D, Kimura H. 2006. Hydrogen sulfide protects HT22 neuronal
cells from oxidative stress. Antioxidants & redox signaling 8:661-670.

Kirchhoff C & Hale G. 1996. Cell-to-cell transfer of glycosylphosphatidylinositol-anchored
membrane proteins during sperm maturation. MHR: Basic science of reproductive
medicine 2:177-184.

Koehler JK. 1978. The mammalian sperm surface: studies with specific labeling
techniques. International review of cytology 54:73-108.

Konradova V, Uhlik J, Vajner L. 2000. Funkéni histologie. 2. vyd. H & H, Jinocany.

Kratz E & Achcinska M. 2011. Molecular mechanisms of fertilization: The role of male
factor. Advances in Hygiene and Experimental Medicine 65:784-795.

Krawczyk A & Jaworska-Adamu J. 2020. Activation of sperm in the female reproductive tract
in mammals. Medycyna Weterynaryjna 76:559-563.

Lamirande E, Leclerc P, Gagnon C. 1997. Capacitation as a regulatory event that primes
spermatozoa for the acrosome reaction and fertilization. Molecular human reproduction
3:175-194.

Larson, JL& Miller DJ. 1997. Sperm from avariety of mammalian species express B1,
4-galactosyltransferase on their surface. Biology of reproduction 57:442-453.

Leahy T & Gadella BM. 2011. Sperm surface changes and physiological consequences induced
by sperm handling and storage. Reproduction 142:759.

Leblond CP & Clermont Y. 1952. Spermiogenesis of rat, mouse, hamster and guinea
pig as revealed by the “periodic acid-fuchsin sulfurous acid” technique. American Journal
of Anatomy, 90(2), 167-215.

LiH, Mani S, Cao W, Yang G, Lai C, Wu L, Wang R. 2012. Interaction of hydrogen sulfide
and estrogen on the proliferation of vascular smooth muscle cells.
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0041614

Li L, Bhatia M, Zhu YZ, Zhu YC, Ramnath RD, Wang ZJ, Moore PK. 2005. Hydrogen sulfide
is a novel mediator of lipopolysaccharide-induced inflammation
in the mouse. The FASEB Journal 19:1196-1198.

56


https://doi.org/10.1371/journal.pone.0041614

Liang R, Yu WD, DulJB, Yang LJ, Shang M, GuoJZ. 2006. Localization of cystathionine
B synthase inmice ovaries andits expression  profile during follicular
development. Chinese medical journal 119:1877-1883.

Liang R, Yu WD, DuJB, Yang L, Yang JJ, XuJ, GuoJZ. 2007. Cystathionine B synthase
participates in murine oocyte maturatione mediated by homocysteine. Reproductive
Toxicology 24:89-96.

towicka E & Beftowski J. 2007. Hydrogen sulfide (H2S)-thethird gas of interest
for pharmacologists. Pharmacological reports 59:4-24.

Manaskova P, Ryslava H, Tichd M, Jonakova V. 2002. Characterization of proteins from boar
prostate. American Journal of Reproductive Immunology 48:283-290.

Martin-DelLeon PA. 2015. Epididymosomes: transfer of fertility-modulating proteins
to the sperm surface. Asian journal of andrology 17:720.

Mikami Y, Shibuya N, Kimura Y, Nagahara N, Ogasawara Y, Kimura H. 2011. Thioredoxin
and dihydrolipoic  acid arerequired for 3-mercaptopyruvate sulfurtransferase
to produce hydrogen sulfide. Biochemical Journal 439:479-485.

Mohanarao GJ & Atreja SK. 2012. Identification of NO induced and capacitation associated
tyrosine phosphoproteins in buffalo (Bubalus bubalis) spermatozoa. Research
in veterinary science 93:618-623.

Mustafa AK, Gadalla MM, Sen N, Kim S, Mu W, Gazi SK, Snyder SH. 2009. H2S signals through
protein S-sulfhydration. Science signaling 2:72.

Nagahara N. 2018. Multiple role of 3-mercaptopyruvate sulfurtransferase: antioxidative
function, H2S and polysulfide production and possible SOx production. British Journal
of Pharmacology 175:577-589.

Nishida M, Sawa T, Kitajima N, Ono K, Inoue H, lhara H, Akaike T. 2012. Hydrogen sulfide anion
regulates redox signaling  via electrophile  sulfhydration. Nature  chemical
biology 8:714-724.

O'Flaherty, C, de Lamirande E, Gagnon C. 2006. Positive role of reactive oxygen species
in mammalian sperm capacitation: triggering and modulation of phosphorylation
events. Free Radical Biology and Medicine 41:528-540.

Ohkura H. 2015. Meiosis: an overview of key differences from mitosis. Cold Spring Harbor
Perspectives in Biology PLoS 7(a015859) doi: 10.1101/cshperspect.a015859.

Oko RJ. 1995. Developmental expression and possible role of perinuclear theca proteins
in mammalian spermatozoa. Reprod Fertil Dev 7:777-797.

57



Oliva R & Dixon GH. 1991. Vertebrate Protamine Genes and the Histone-to-Protamine
Replacement Reaction. Progress in Nucleic Acid Research and Molecular Biology 40:25—
94.

Otani H, Tanaka O, Kasai K-1, Yoshioka T. 1988. Development of mitochondrial helical sheath
in the middle piece of the mouse spermatid tail: Regular dispositions and synchronized
changes. The Anatomical Record 222:26-33.

Oura C. 1971. The ultrastructure and development of the neck region of the golden hamster
spermatozoon. Monitore Zoologico Italiano 5:253-264.

Pae HO, Lee YC, Jo EK, Chung HT. 2009. Subtle interplay of endogenous bioactive gases (NO,
CO and H2S) in inflammation. Archives of pharmacal research 32:1155-1162.

Pagliara V, Saide A, Mitidieri E, diVilla BRDE, Sorrentino R, Russo G, Russo A. 2016.
5-FU targets rplL3 toinduce mitochondrial apoptosis via cystathionine-p-synthase
in colon cancer cells lacking p53. Oncotarget 7:50333.

Palmer RM, Ferrige AG, Moncada S. 1987. Nitric oxide release accounts for the biological
activity of endothelium-derived relaxing factor. Nature 327:524-526.

Parrish JJ, Willenburg KL, Gibbs KM, Yagoda KB, Krautkramer MM, Loether TM, Melo FC. 2017.
Scrotal insulation and sperm production inthe boar. Molecular reproduction
and development 84:969-978.

Patel P, Vatish M, Heptinstall J, Wang R, Carson RJ. 2009. The endogenous production
of hydrogen sulphide in intrauterine tissues. Reproductive Biology
and Endocrinology 7:1-9.

Paunescu TG, Shum WW, Huynh C, Lechner L, Goetze B, Brown D, Breton S.
2014. High-resolution helium ion microscopy of epididymal epithelial cells and their
interaction with spermatozoa. Mol Hum Reprod 20:929-937.

PeiY, Wu B, Cao Q, Wu L, Yang G. 2011. Hydrogen sulfide mediates the anti-survival effect
of sulforaphane on human prostate cancer cells. Toxicology and applied pharmacology
257:420-428.

Péknicova J, Capkova J, Geussova G, Ivanova M, Mollova M. 2001. Monoclonal antibodies
to intra-acrosomal proteins inhibit gamete binding. Theriogenology 56:211-223.

Phillips BT, Gassei K, Orwig KE. 2010. Spermatogonial stem cell regulation
and spermatogenesis. Philosophical transactions of the Royal Society 365:1663-1678.

Qabazard B, LiL, Gruber J, Peh MT, Ng LF, Kumar SD, Moore PK. 2014. Hydrogen sulfide
is an endogenous regulator of aging in Caenorhabditis elegans. Antioxidants & redox
signaling 20:2621-2630.

58



Ratnam S, Maclean KN, Jacobs RL, Brosnan ME, Kraus JP, Brosnan JT. 2002. Hormonal
regulation of cystathionine B-synthase expression in liver.Journal of Biological
Chemistry 277:42912-42918.

Rattner JB. 1972. Observations of centriole formation in male meiosis. Journal of Cell Biology
54:20-29.

Reiffenstein R J, Hulbert WC, Roth SH. 1992. Toxicology of hydrogen sulfide. Annual review
of pharmacology and toxikology 32:109-134.

Roy SC & Atreja SK. 2008. Effect of reactive oxygen species on capacitation and associated
protein tyrosine phosphorylation in buffalo (Bubalus bubalis) spermatozoa. Animal
reproduction science 107:68-84.

Russell LD, Ettlin RA, Hikim APS, Clegg ED. 1993. Histological and Histopathological Evaluation
of the Testis. International Journal of Andrology 16:83-83.

Rimnacova H, Moravec J, Stiavnickd M, Havrankova J, Monsef L, Hosek P, Nevoral J. 2022.
Evidence of endogenously produced hydrogen sulfide (H2S) and persulfidation in male
reproduction. Scientific Reports 12:11426.

Sakai Y & Yamashina S. 1989. Mechanism for the removal of residual cytoplasm from
spermatids during mouse spermiogenesis. The Anatomical Record 223:43-48.

Santi CM, Marti'nez-Lo’ pP, de la Vega-Beltra’ nJL, Butler A, Alisio A, Darszon A, Salkoff
L, 2010: The SLO3 sperm-specific potassium channel plays avital role inmale
fertility. FEBS Lett 584:1041-1046.

Sen N. 2017. Functional and molecular insights of hydrogen sulfide signaling and protein
sulfhydration. Journal of Molecular Biology 429:543-561.

Singh S, Padovani D, Leslie RA, Chiku T, Banerjee R. 2009. Relative contributions
of cystathionine [B-synthase and y-cystathionase to H2S biogenesis via alternative
trans-sulfuration reactions. Journal of Biological Chemistry 284:22457-22466.

Shibuya N, Mikami Y, Kimura Y, Nagahara N, Kimura H. 2009a. Vascular endothelium expresses
3-mercaptopyruvate sulfurtransferase and produces hydrogen sulfide. The journal
of biochemistry 146:623-626.

Shibuya N, Tanaka M, Yoshida M, Ogasawara Y, Togawa T, Ishii K, Kimura H. 2009b.
3-Mercaptopyruvate sulfurtransferase produces hydrogen sulfide and bound sulfane
sulfur in the brain. Antioxidants & redox signaling 11:703-714.

Shimada K, Park S, Miyata H, Yu Z, Morohoshi A, Oura S, Matzuk MM, lkawa M. 2021. ARMC12
regulates spatiotemporal mitochondrial dynamics during spermiogenesis and is required
for male fertility. Proceedings of the National Academy of Sciences PLoS
118 (€2018355118) DOI:10.1073/pnas.2018355118.

59



Shirozu K, Tokuda K, Marutani E, Lefer D, Wang R, Ichinose F. 2014. Cystathionine y-lyase
deficiency protects mice from galactosamine/lipopolysaccharide-induced acute liver
failure. Antioxidants & redox signaling 20:204-216.

Sidhu R, Singh M, Samir G, Carson RJ. 2001. L-cysteine and sodium hydrosulphide inhibit
spontaneous contractility in isolated pregnant rat uterine strips in vitro. Pharmacology &
toxicology 88:198-203.

Slipka J & Tonar Z. 2019. Zaklady embryologie. 2., upravené vydani. Univerzita Karlova,
nakladatelstvi Karolinum, Praha.

Srilatha B, Adaikan PG, Moore PK. 2006. Possible role for the novel gasotransmitter hydrogen
sulphide in erectile dysfunction—a pilot study. European journal
of pharmacology 535:280-282.

Srilatha B, Adaikan PG, Lil, Moore PK. 2007. Hydrogen sulphide: a novel endogenous
gasotransmitter facilitates erectile function. The journal of sexual medicine 4:1304-131.

Srilatha B, Hu L, Adaikan GP, Moore PK. 2009. Initial characterization of hydrogen sulfide
effects in female sexual function. The Journal of Sexual Medicine 6:1875-1884.

Starka L. 2009. Hydrogen Sulfide—Another Gaseous Hormone?. Chemické listy 103:1.

Stipanuk MH & Beck PW. 1982. Characterization of the enzymic capacity for cysteine
desulphhydration in liver and kidney of the rat. Biochemical Journal 206:267-277.

Strzezek J, Lecewicz L, Dziekoriska A, Fraser L, 2005. Asimple method of extraction
of lipoprotein fractions from avian egg yolk — protective effect on cooled boar semen.
Theriogenology 63:496-497.

Suarez SS. 2008. Regulation of sperm storage and movement inthe mammalian
oviduct. Int J Dev Biol 52:455-462.

Suede SH, Malik A, Sapra A. 2021. Histology, Spermatogenesis. StatPearls Publishing, Treasure
Island, Florida.

Sugiura Y, Kashiba M, Maruyama K, Hoshikawa K, Sasaki R, Saito K, Suematsu M. 2005.
Cadmium exposure alters metabolomics of sulfur-containing amino acids
in rat testes. Antioxidants & redox signaling 7:781-787.

Sullivan R, Saez F, Girouard J, Frenette G. 2005. Role of exosomes in sperm maturation during
the transit along themale reproductive tract. Blood Cells, Molecules,
and Diseases 35:1-10.

Sutovsky P. 2011. Sperm proteasome and fertilization. Reproduction 142:1.

Sutovsky P & Manandhar G. 2006. Mammalian spermatogenesis and sperm structure:
anatomical and compartmental analysis. The sperm cell: Production, maturation,
fertilization, regeneration 1:1-30.

60



Sutovsky P, Moreno R, Ramalho-Santos J, Dominko, T, Thompson WE, Schatten G. 2001.
A putative, ubiquitin-dependent mechanism for the recognition and elimination
of defective spermatozoa in the mammalian epididymis. Journal of cell
science 114:1665-1675.

Szabé C. 2007. Hydrogen sulphide and its therapeutic potential. Nature reviews Drug
discovery 6:917-935.

Smelcovda M & Tichovska H. 2011. Gasotransmitters in the reproductive system:
a review. Scientia Agriculturae Bohemica 42:188-198.

Talbot P & Kleve MG. 1978. Hamster sperm cross react with antiactin. Journal of Experimental
Zoology 204:131-136.

Tan BH, Wong PTH, Bian JS. 2010. Hydrogen sulfide: a novel signaling molecule in the central
nervous system. Neurochemistry international 56:3-10.

Tanaka H, Baba T. 2005. Gene expression in spermiogenesis. Cellular and Molecular Life
Sciences CMLS 62:344-354.

Tantibhedhyangkul J, Weerachatyanukul W, Carmona E, Xu H, Anupriwan A, Michaud D,
Tanphaichitr N. 2002. Role of sperm surface arylsulfatase Ain mouse sperm-zona
pellucida binding. Biology of reproduction 67:212-219.

Tao B, Wang R, Sun C, Zhu Y. 2017. 3-Mercaptopyruvate sulfurtransferase, not cystathionine
beta-synthase nor cystathionine gamma-lyase, mediates hypoxia-induced migration
of vascular endothelial cells. Front Pharmacol 8:657.

Teague B, Asiedu S, Moore PK. 2002. The smooth muscle relaxant effect of hydrogen sulphide
in vitro: evidence for a physiological role to control intestinal contractility. British journal
of pharmacology 137:139-145.

Teng H, WuB, Zhao K, Yang G, Wu L, Wang R. 2013. Oxygen-sensitive mitochondrial
accumulation of cystathionine B-synthase mediated by Lon protease. Proceedings
of the National Academy of Sciences 110:12679-12684.

Teves ME & Roldan ER. 2022. Sperm bauplan and function and underlying processes of sperm
formation and selection. Physiological Reviews 102:7-60.

Thérien |, Moreau R, Manjunath P. 1998. Major proteins of bovine seminal plasma
and high-density lipoprotein induce cholesterol efflux from epididymal sperm. Biology
of Reproduction 59:768-776.

Topfer-Petersen E. 1999. Molecules onthesperm's route to fertilization. Journal
of Experimental Zoology 285:259-266.

Toshimori K& Ito C. 2003. Formation and organization of the mammalian sperm head.
Archives of histology and cytology 66:383-396.

61



Tosti E& Ménézo Y. 2016. Gamete activation: basic knowledge and clinical
applications. Human Reproduction Update 22:420-439.

Ursini F, Heim S, Kiess M, Maiorino M, Roveri A, Wissing J, Flohé L. 1999. Dual Function
of the Selenoprotein PHGPx During Sperm Maturation. Science 285:1393-1396

Vitvitsky V, Prudova A, Stabler S, Dayal S, Lentz SR, Banerjee R. 2007. Testosterone regulation
of renal cystathionine B-synthase: implications for sex-dependent differences in plasma
homocysteine levels. American Journal of Physiology-Renal Physiology 293:594-600.

Voges D, Zwickl P, Baumeister W. 1999. The 26S proteasome: a molecular machine designed
for controlled proteolysis. Annual Review of Biochemistry. 68:1015-1068.  Yokota N,
Sawada H. 2007. Sperm proteasomes are responsible for the acrosome reaction
and sperm penetration of the vitelline envelope during fertilization of the sea urchin
Pseudocentrotus depressus. Developmental Biology 308:222-231.

Wandernoth PM, Raubuch M, Mannowetz N, Becker HM, Deitmer JW, Wandernoth
PM, Raubuch M, Mannowetz N, Becker HM, Deitmer JW, Sly WS, Wennemuth
G, 2010. Role of carbonic anhydrase IV in the bicarbonate-mediated activation of murine
and human sperm. PLoS ONE 5 (e15061) https://doi.org/10.1371/journal.pone.0015061

Wang J, Wang W, Li S, Han Y, Zhang P, Meng G, Ji Y. 2018. Hydrogen sulfide as a potential
target in preventing spermatogenic failure and testicular dysfunction. Antioxidants &
redox signaling 28:1447-1462.

Wang R. 2002. Two's company, three's a crowd: can H2S be the third endogenous gaseous
transmitter. The FASEB journal 16:1792-1798.

Wang R. 2012. Physiological implications of hydrogen sulfide: a whiff exploration that
blossomed. Physiological reviews 92:791-896.

Wen YD, Wang H, Zhu YZ. 2018. The drug developments of hydrogen sulfide on cardiovascular
disease. Oxidative medicine and cellular longevity 2018.

Whiteman M, LiL, Kostetski I, ChuSH, Siau JL, Bhatia M, Moore PK. 2006. Evidence
for the formation of a novel nitrosothiol from the gaseous mediators nitric oxide
and hydrogen sulphide. Biochemical and biophysical research
communications 343:303-310.

Wouters-Tyrou D, Martinage A, Chevaillier P, Sautiere P. 1998. Nuclear basic proteins
in spermiogenesis. Biochimie 80:117-128.

Wu A, Anupriwan A, lamsaard S, Chakrabandhu K, Santos DC, Rupar T, Tanphaichitr N. 2007.
Sperm surface arylsulfatase A can disperse the cumulus matrix of cumulus oocyte
complexes. Journal of cellular physiology 213:201-211.

Wu B, Gao H, Liu C, Li W. 2020. The coupling apparatus of the sperm head and tail. Biology
of Reproduction 102:988-998.

62


https://doi.org/10.1371/journal.pone.0015061

Wu Y, Ding R, Zhang X, Zhang J, Huang Q, Liu L, Shen H. 2021. Meet-in-metabolite analysis:
A novel strategy toidentify connections between arsenic exposure and male
infertility. Environment International 147:106360.

Yanagimachi R. 1994. Fertility of mammalian spermatozoa: its development
and relativity. Zygote 2:371-372.

Yang G, Wu L, Jiang B, Yang W, Qi J, Cao K, Wang R. 2008. H2S as a physiologic vasorelaxant:
hypertension in mice with deletion of cystathionine y-lyase. Science 322:587-590.

Yogo K. 2022. Molecular basis of the morphogenesis of sperm head and tail
in mice. Reproductive Medicine and Biology 21:12466.

Zaichko NV, Melnik AV, Yoltukhivskyy MM, Olhovskiy AS, Palamarchuk IV. 2014. Hydrogen
sulfide: metabolism, biological and medical role. Ukr. Biochem. 86:5-25.

Zamboni L & Stefanini M. 1971. The fine structure of the neck of mammalian spermatozoa.
The Anatomical Record 169:155-172.

Zhao K, LiH, LiS, Yang G. 2014. Regulation of cystathionine gamma-lyase/H2S system
and its pathological implication. Front Biosci (Landmark Ed) 19:1355-1369.

Zhao W, Zhang J, LuY, Wang R. 2001. The vasorelaxant effect of H2S as a novel endogenous
gaseous KATP channel opener. The EMBO journal 20:6008-6016.

Zhao Y, Zhang WD, Liu XQ, Zhang PF, Hao YN, LiL, Meng QS. 2016. Hydrogen sulfide
and/or ammonia reduces spermatozoa motility through AMPK/AKT related pathways.
Scientific reports 6:37884.

Zhu H, Blake S, Chan KT, Pearson RB, Kang J. 2018. Cystathionine B-synthase in physiology
and cancer. BioMed research international, PLoS 2018
https://doi.org/10.1155/2018/3205125.

Zhu W, Lin A, Banerjee R. 2008. Kinetic properties of polymorphic variants and pathogenic
mutants in human cystathionine y-lyase. Biochemistry 47:6226-6232.

63









