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Uloha vybranych proteint pti kapacitaci a akrozomalni
reakci kancich spermii

Souhrn

Diplomova prace byla zacilena na udlohu vybranych proteind kancich spermii
pfi procesu kapacitace a akrozomalni reakce. Zvolenym proteinem se stal sulfan produkujici
enzym cystathionin-y-lydza (CSE). Tento enzym spolu s cystathionin-B-syntazou (CBS)
a 3-merkaptopyruvat sulfurtransferazou (3-MST) syntetizuje intraceluldrni sulfan (H2S).
H2S je plynna signaini molekula, ktera se vyskytuje ivsavéim organismu. Sulfan zajistuje
v riznych organovych soustavach mnoho fyziologickych procest. Sulfan byl popsan
i v reprodukéni soustavé, kde se zapojuje i do procesu kapacitace spermii. Cilem teoretické
Casti prace bylo shrnuti obecnych poznatkl o spermiogenezi a naslednych déjich, které vedou
k procesu oplozeni. Prace byla zacilend na kapacitaci a akrozomalni reakci u spermii savca.
Literarni reSerSe dale pojedndava o sulfanu a o enzymech, které tuto molekulu produkuji.

Prakticka ¢ast byla zamérena na detekci pritomnosti sulfan produkujiciho enzymu
CSE v kangich spermiich. Vzorky byly ziskdvany z komeréné dostupnych inseminacénich davek.
Exprese CSE byla sledovana pomoci specifickych protilatek. Lokalizace a exprese tohoto
enzymu byla detekovdna pomoci metody Western blot a nepfimé imunofluorescence
s vyuZitim fluorescencni a konfokalni mikroskopie. Pfitomnost CSE byla v kancich spermiich
prokdzana. Metody, které byly pouZity, prokdzaly, 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 inthe 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. HjS provides many physiological processes invarious 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 inmammalian 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 dosahnout uUspésného
oplodnéni za normalnich okolnosti in vivo, i pres to, Ze jsou zcela zralé a motilni. Proto musi
nejprve podstoupit mnoho maturacnich procest, naslednou kapacitaci a akrozomalni reakci.
Tyto slozZité déje umozinuji spermiim dosdhnout schopnosti oplodnéni. Béhem procesu
kapacitace dochazi k fyziologickym zménam, které souvisi s hyperaktivaci pohybu spermie,
nasledné uvolnéni spermii zoviduktalniho rezervoaru a pripravé spermie na splynuti
s vajickem (Yanagimachi 1994). VSechny tyto procesy jsou spojeny se spoustou proteinovych
zmén, a to jak uvnitf spermatické buriky, tak na jejim povrchu. Je tomu tak pravé u proteint
semenné plazmy, které se pfiejakulaci vaiou napovrch spermie. Jejich pfitomnost
je nezbytnd pro ochranu a zajisténi prezitelnosti spermii v samic¢im reprodukénim traktu
(Evans & Kopf 1998; Topfer-Petersen 1999).

Reaktivni formy siry jiZ nejsou povazovany za Skodlivé molekuly vedouci k oxidac¢nimu
stresu aapoptéze. Povazuji se zazdkladni signalni molekuly, které se Ucastni mnoha
fyziologickych uddlosti, jako je pravé vyvoj spermii, zrani akapacitace. Sulfan (H:S)
je nejnovéji objevend plynnd molekula, kterd patfi do rodiny Gasotransmiter(i. 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-lyazou (CSE) a 3-merkaptopyruvat sulfurtransferazou (3-MST)
(kowicka & Bettowski 2007). Tyto enzymy vyuzivaji jako substrat aminokyselinu L-cystein
a produkuji rizné mnozstvi sirovodiku (Starka 2009).

Produkce sulfanu byla nalezena v raznych tkanich savcli, vnichz ma sulfan svoji
specifickou funkci. Tento plynny prenase¢ byl lokalizovdn a ndsledné popsan napfiklad
v kardiovaskuldrnim systému. Podporuje neokapilarizaci, hypotenzi, chrani srdce pred srdecni
zastavou a zabranuje vzniku arteriosklerdzy (Lowicka & Bettowski 2007). Sulfan také pusobi
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 burfikdch pankreatu. Nizka az nedostatecnd koncentrace
sulfanu muze byt pticinou arteridlni a plicni hypertonie, Alzheimerovy choroby, poskozeni
Zaludecni sliznice ajaterni cirhdzy. Naopak zvySend koncentrace mulzie mit za nasledek
zanétlivé onemocnéni, srdec¢ni selhani, mozkovou mrtvici a mentalni postizeni u pacientt
s Downovym syndromem (towicka & Bettowski 2007).

V posledni dobé sevsak vnedavnych studiich potvrdilo, Ze sesulfan podili
i na reprodukénich procesech. Exprese enzymu, které reguluji produkci sulfanu, byly
detekovény v sam¢im i samiéim 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 bunkach 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 vysledkl téchto studii se da usuzovat, Ze sulfan ma dulezitou roli v samici i samci
reprodukci.



2 Védecka hypotéza a cile prace

Nutnou podminkou pro ziskdni oplozenischopnosti spermie je projit procesy kapacitace
a akrozomalni reakce. To jsou velmi sloZité, a ne zcela detailné objasnéné déje, béhem kterych
dochazi ke zméndm v proteinovém profilu spermie. Zmény se tykaji skladby jak povrchovych,
tak intracelularnich protein 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 procesti 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
samici pohlavni bunku (viz Obrazek 1). Ke spermatogenezi dochazi v semenotvornych
tubulech varlat. Krevni cévy, nervy, lymfatické kapilary a Leydigovy bunky jsou ulozeny mimo
semenotvorné tubuly v intersticidlnim prostoru, zatimco zarode¢né bunky a Sertoliho bunky
sidli v semenotvornych kanalcich. Sertoliho bunky podporuji vyvoj samcich zarodecnych
bunék. (Parrish et al. 2017).

Proces spermatogeneze lze rozélenit do dvou cykll (spermatocytogeneze a spermato-
histogeneze) a tii fazi (mnoZeni, rdstu a zrani) (Leblond & Clermont 1952).

Lumen semenného tubulu

spermie

ProdlouZené spermatidy
in

ProdluZujici se spermatidy

Kulaté spermatidy

Sekundarni spermatocyt

X . &
Primarni spermatocyt (Pachytene) —————— a6 S @) 1n
Sorod
09 -~

Primarni spermatocyt (Zygotene) @ ) Meidza
2 -
Primarni spermatocyt (Leptotene) LT @@
Primarni spermatocyt (Preleptoteng) =" o @\. o @ ° 20 MiGza
> ; g _// =) -~/
Nediferencovane spermatogonie = S0 BaskTrl rambrAna

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 odehravad ve stoéenych semenotvornych
kandlcich varlete. Po dosazeni pohlavni dospélosti probiha vyvoj vznikajicich spermii ve tfech
zakladnich fazich — mnozeni, rlist a zrani (viz Obrazek 2) (Russell et al. 1993).

Spermatogeneze vyZaduje opakujici se diferenciaci a ndslednou obnovu samcich
zarodecénych bunék. Obnovu zajistuji postupna mitoticka déleni spermatogennich kmenovych
bunék aspermatogonii. Samdéi zdrodeéné bunky tedy cekaji dva moiné osudy.
Bud'se duplikuje pomoci mitdzy, nebo vstoupi do meidzy, kterd vede kredukci poctu
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chromozomU napolovinu anasledné kdiferenciaci bunék procesem nazyvanym
spermatohistogeneze. Proliferativni faze, tedy mitéza a meiotickd faze mohou probihat
bud soubézné (obnova a diferenciace bunék nastdvd ve stejny casv kazidém segmentu
semenotvorného tubulu), nebo sekvencné (po ukonceni proliferativni faze nasleduje
meioticka faze vkazdé jednotlivé zarodecné burice). Proliferativni faze se prostorové
vyskytuje v kompartmentu semenotvorného tubulu hojném na Ziviny, zatimco bunky
prochazejici diferenciaci se nachazeji v adluminalnim kompartmentu a jsou navic chranény
pred imunitni obranou diky hematotestikularni bariéfe (Sutovsky & Manandhar 2006).

Faze mnoZeni spociva v mitotickém déleni kmenovych bunék. U kance zacina faze
mnozeni  vnikdnim  nediferencované spermatogonidlni kmenové buniky typu
A do proliferativniho pdlu. Ztohoto dlvodu sejedna dcefind bunka vraci do pdlu
spermatogonialnich kmenovych bunék, zatimco druhd dcefind bunka, spermatogonie Al, ddle
pokracuje v déleni a diferenciaci. Dojde tedy ke vzniku dvou typl spermatogonie A2, které
pretrvavaji spojeny cytoplazmatickymi mistky podobné jako vSechny ndsledné dcetiné buriky.
Bunky typu A2 se dale mitoticky déli, ¢imz davaji vzniknout ¢tyfem spermatogoniim typu A3,
osm typu A4, 16 intermedidlnich spermatogonii, 32 spermatogonii typu B anazaveér
64 primarnich spermatocytl (Franca et al. 2005).

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

Treti fazi vyvoje spermie je fadze zrani. Tento proces je charakterizovdn meidzou,
pfi které dochazi k prvnimu a druhému zracimu déleni. BEhem prvniho meiotického déleni
vznikaji z primarnich spermatocytl spermatocyty sekundarni a z nich pfi druhém meiotickém
déleni se vytvofi spermatidy s haploidnim poctem chromozom(. Prvni zraci déleni
ma mnohem delsSi profazi, nez je tomu u ostatnich bunék. Tento dlouhy proces lze rozdélit
na leptotene, zygotene, pachytene adiplotene (de Kretser et al. 1998). Prifazi leptotene
dochdzi ke spiralizaci a kondezaci chromozomu. Zygotene je faze, ve které vznikd tvorba
bivalentl, kdy se k sobé pfipojuji dva homologni chromozomy. Pachytene je faze, ktera
ma za nasledek zkracovani bivalentll. Z tohoto divodu se kazdy chromozom zvlast rozdéluje
na dvé chromatidy. Nasledné jsou vSechny bivalenty tvoreny tetradami. Dale nasleduje proces
crossing-over, jehoZ podstatou je vzdjemna vyména genetického materidlu (Tanaka & Baba
2005). V diplotene stadiu dochazi k oddélovani chromozomd, ale jejich chromatidy zlstdvaji
stale spojené v mistech, tzv. chiazmatech, kde jesté probihd vymeéna genetické informace.
V diakinezi se bivalentni chromozdémy nadale zkracuji a v misté centromery se uz jen spojuji.
DalSim nasledujicim déjem meiozy je metafaze I.. Na zacatku metafaze I. dojde k rozpusténi
jaderné membrany, jadro zanika a nasledné se tvori délici vieténko. Bivalentni chromozomy
se usporadaji do ekvatoridlni roviny. Ndasleduje stadium anafdze |I.. Pfitomto dé&ji
se homologni chromozomy presouvaji k opacnému pdlu bunky, protoZze centromery
se rozdélily. Ve stadiu telofaze I. vznikaji dva sekundarni spermatocyty s polovi¢nim poctem
chromozomu. Po kratké telofaze zacina druhé zraci déleni, béhem kterého dochazi ke vzniku
¢tyr spermatid. Dvé spermatidy obsahuji chromozom X a zbylé dvé chromozom Y. Vznikem
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spermatid skoncilo zraci déleni a ndsleduje proces spermiohistogeneze (Phillips et al. 2010;
Ohkura 2015).

Spermatogonie v‘ / T~ @_» SE—— Q

o

Sekundarni \
spermatocyty .
—_ ——

Spermatidy Spermie

Meidza I. Meidza Il. Diferenciace

Obradzek 2: Jednotlivé kroky spermatogeneze — 1. - spermatogonie, 2. - spermatocyt prvniho
radu, 3. - spermatocyt druhého radu, 4. - spermatida, 5. — spermie (pfevzato 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 pfi preméné na zralé spermie prochazi Sirokou $kdlou
morfologickych zmén (viz Obrazek 3). Vtomto obdobi spermatidy jiz neprodélavaji zadné
déleni, ale postupné dochazi k jejich premeéné 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 akrozomadlni 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. Akrozomalini vacek se zvétsSuje a zplostuje.
Zaroven je samotné jadro presunuto k jednomu pdélu burky. Diky tomu ziskdvd oplostély
a hruskovity tvar (Russell et al. 1993; Konradova 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 ¢epic¢ky dochazi ke zvétSeni akrozomalnich zrn. Pfi tomto zvétSeni
se zacCinaji akrozomalni zrna rozsifovat po predni ¢asti jadra a vytvaret akrozomalni Cepicku
(Talbot & Kleve 1978).

Ve treti akrozomalni fazi podstupuje akrozom kondenzaci a nasledné se formuje do konec¢né
podoby. U prodluzujicich se spermatid nastava také tvorba nukledrniho prstence, pod nimz
se organizuji do valcovitého tvaru manzetové mikrotubuly, které vytvareji kauddlni manzetu
(Ashman etal. 1992). Béhem akrozomdlni faze dochazi také ke zménam ve strukture
mitochondrii. Nejdfive se mitochondrie kulovitého tvaru seradi do spiralovité probihajiciho
vldkna ve stfedni 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

Mitochodrie

Akrozom

. Stiedni
Cast Hlavicka
L 1
[ | 1

4
Spermatidni i | ZMlkrotubuIy j)‘L

jadro Bicik

/

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

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

Hlavicka obsahuje specializované haploidni jddro 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 samcim spermiim proniknout do samicich
oocytl béhem procesu oplodnéni. V hlavicce spermie lze identifikovat extraakrozomalni
a extranuklearni oblasti. Ddale se rozlisuji cytoplazmatické kompartmenty presné urcené
akrozomalnimi membranami, plazmatickou membrdnou a jadernym obalem. Jaddro obaluje
pochva zvana perinukledrni theca. V ¢astech subakrozomalni perinuklearni theky v apikalni
oblasti se nachazi specializovana struktura — perforatorium, kterd slouzi k ukotveni akrozomu
k pfedni oblasti jadra (Avidor-Reiss 2018, Teves & Roldan 2022).

Spojovaci oddil, ktery pripeviiuje hlavicku spermie k bic¢iku se nazyva kréek
a je obohacen o typické iatypické proximadlni a distdlni centrioly. Bi¢ik spermie je slozen
ze stfedni, hlavni a koncové ¢&3asti. Ve stfedni casti se nachdzi mitochondridlni pochva,
kde dochdzi k vyrobé vlastni energie ve formé ATP. Poskytuje také hnaci silu pro pohyb (Teves
& Roldan 2022).

( Vné&jsi akrozomalni membréna

Plazmatickd membrana

Akrozom

Hlavicka Vnitini akrozomalni membrana

Jaderny obal
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Stredni éast

Proximalni &ast bicdiku
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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 samdéi spermiogeneze, coz 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 hlavi¢ky 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 zprostfedkovavat motilitu spermii
a jejich pronikdni 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 pér( (Ho & Suarez 2003). Ochrana jadra
spermie je poskytovdna pomoci ,perinuklarni matrice”. Tato perinuklarni matrice vytvari tuhy
obal sloZzeny ze strukturalnich proteind, upevnénych disulfidovou vazbou s rliznymi jinymi
molekulami proteind (Oko 1995). Nékteré z téchto proteind maji funkci v bunécéné signalizaci,
jakmile jsou uvolnény rozpusténim perinuklearni théky do cytoplazmy samicich oocytl
pfi oplodnéni (Sutovsky et al. 2003).

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

Akrozom

Cast

Post-

akrozomova \ Akrozom
~ oblast

(
Ekvatorialni
segment -
Post-
% akrozomalni |
()

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, ktera se vyskytuje jediné naspermii akryje predni cast
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 membranou se nachazi
vnéjsi akrozomalni membrana, pod kterou je akrozomalni matrix. Uvnitf matrixu je vnitfni
akrozomalni membrdana a nasledné navazuje jadro.

Akrozom je navdzan kjadru vnitfni akrozomalni membranou prostrednictvim
akroplaxomu. Jednd se osit proteini, kterymi jsou napfiklad B-aktin akeratin
(Kierszenbaum et al. 2011). Tvarem a velikosti je akrozom druhové rozdilny a rozdéluje
se na ekvatoridlni ¢ast, ktera vytvari spodni oblast akrozomu a podili se nafuzi spermie
a oocytu. Akrozom obsahuje specifické enzymy. Mezi tyto enzymy patfi bézné hydrolazy
nachdazejici se v lysozymech, ato napriklad proakrozin nebo hyaluroniddza. To jsou enzymy
typické prdvé proakrozom spermatogennich bunék. Tvorba akrozomdlnich enzymu
je spusténa jiz v pachytennim stadiu meidzy v pribéhu procesu spermatogeneze, kdy jesté
neni akrozomalni vacek vytvoren. Proakrozin je forma neaktivniho enzymu. Je syntetizovan
ve spermatidach, a je soucasti serin-proteazové superrodiny. Pfi procesu akrozomalni reakce
(AR) je proakrozin Stépen avytvari se jeho aktivni forma — akrozin. Ten je zodpovédny
za Stépeni zona pellucida. (Yanagimachi 1994).

3.2.3 Krcek spermie

Na postakrozomalni oblast hlavicky spermie navazuje kréek, ktery propojuje hlavi¢ku
s bicikem. Kréek je tvofen dvéma za sebou usporadanymi 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 hlavicce a biciku. Jakékoliv defekty pfitvorbé krcku spermie ma za ndsledek
oddéleni hlavi¢ky spermie od ocasu béhem pohybu (Wu et al. 2020).
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Obrdzek 6: Podélny rez krckem a stredni ¢dasti bic¢iku (Prevzato a upraveno z Teves & Roldan
2022).
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3.2.4 Bicik spermie

Pro motilitu spermie je zcela nezbytny bicik. Bic¢ik spermie se sklada ze tfi ¢asti: stfedni,
hlavni akoncovd. Strfedni ¢ast je rozsSitena oblast biciku spermie, ktery je obklopen
tzv. mitochondridlni pochvou. Nachazi se zde veliké mnoistvi 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, coZz ma za nasledek ohybani biciku apohyb spermie. Mitochondridlni pochva
je bohata nejen na selen (Ursini et al. 1999), ale také na specifické proteiny, jako je cytochrom
cnebo enzymy laktatdehydrogenaza ¢i E1-pyruvatdekarboxyldza (Goldberg 1963;
Hess et al. 1993; Deburgos et al. 1994). DalSimi strukturami stfedni ¢asti bic¢iku je axonema,
vnéjsi husta vlakna afibrézni pochva. Axonema se skldadad se ze dvou centralnich tubul(
obklopenych deviti mikrotubuldrnimi dublety. Nachazi se uvnitf celého biciku spermie. Vnéjsi
husta vlakna sahajici od spojovaci ¢asti bic¢iku po konec hlavni ¢asti priléhaji po celé délce
k axonémé. V hlavnim segmentu vnéjsi hustd vldkna obklopuje vlaknitd pochva, ktera reguluje
pohyby biciku a jejiz soucasti jsou enzymy potrebné pro glykolyzu (Oura 1971; Zamboni
& Stefanini 1971; Yanagimachi 1994). Vnéjsi husta vlakna maji funkci udrzovat elasticitu biciku
a také jej chranit pred vné;jsimi vlivy pfi transportu z epididymu a béhem ejakulace (Baltz et al.
1990). Koncova ¢ast biciku spermie je tvorena pouze centrdlnim parem mikrotubuld, jenz jsou
obalené plazmatickou membranou (Baccetti 1984).

3.2.5 Plazmaticka membrana

Povrch celé spermie pokryva plazmatickd membrana, kterd je tvorena lipidovou
dvouvrstvou. Hlavnimi komponenty plazmatické membrany jsou fosfolipidy, ale i glykolipidy,
cholesterol nebo i sfingolipidy. Timto usporadanim plazmatické membrany je zajisténa 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 slozenim. Hlavnimi oblastmi plazmatické membrany na hlavi¢ce spermie
jsou postakrozomalni a akrozomalni domény. Postakrozomalni oblast zahrnuje plazmatickou
membranu mezi spojovacim Usekem azadni ¢asti akrozomu. Plazmatickou membranu
akrozomalni oblasti Ize roz€lenit na doménu ekvatorialniho, hlavniho a apikalniho segmentu
(viz Obrazek 5) (Bearer & Friend 1990; Eddy & O'Brien 1994). V plazmatické membrané
postakrozomalni a ekvatorialni ¢asti jsou obsazeny molekuly, které jsou nezbytné pro splynuti
spermie s vajickem. Plazmatickd membrdana, kterd pokryva oblast biciku spermie, obsahuje
molekuly potfebné pro aktivitu biciku. Molekuly, které jsou soucasti akrozomalni domény
plazmatické membrany, pIni svou dualeZitou funkci v dobé vazby spermie na zona pellucida (ZP)
po akrozomalni reakci (Toshimori & Ito 2003).

18



3.3 Epididymalni maturace

Testikularni spermie jesté nejsou zpUsobilé oplodnit vaji¢ko, coZ je zplsobeno hlavné
tim, Ze spermie nejsou schopny pohybu anemaji nasvé membrané potfebné proteiny
pro vznik rezervoaru aprovazbu soocytem. Vorganismu samce podstupuji spermie
pfi prGchodu nadvarletem morfologické abiochemické zmény a ziskdvaji oplozovaci
schopnost. Tento déj se oznacuje jako epididymalni maturace.

Béhem zrani v nadvarleti jsou spermie uzavieny ve specifickém prostredi, o kterém
se prfedpoklada, Ze hraje velice zdsadni ulohu pfikontrole aindukci konecného zrani
spermii. Prostfedi obklopujici spermie se neustale preskupuje, atonejen zhlediska
chemického sloZeni, aleiz hlediska obsahu bilkovin (viz Obrazek 7). Vnitfni prostredi
nadvarlete je zajimavé pritomnosti nezvykle vysokych koncentraci rlznych latek
(napf. karnitin), které se nenalézaji v jinych télesnych tekutindch (Daucheux et al. 2012).
Maturaéni  prostfedi nadvarlete je vytvoreno  prostfednictvim  specializovanych
membranovych vacka, tzv. epididymosomu (Sullivan et al. 2005; Caballero et al. 2011). Tyto
membranové vacky jsou vylucovany epididymalnim epitelem (Sullivan et al. 2005), ktery
se sestavd z rozmanitych typl bunék. Soucasné kazdy tento typ ma svou specifickou funkci
a strukturu, ktera se odliSuje na zakladé 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 pfipojuji na plazmatickou membranu spermie,
ddle transmembranové proteiny, které jsou do plazmatické membrany také zaclenény
(Kirchhoff et al. 1996; Martin-Deleon 2015).

Nadvarle jetvoreno meandrovité stoéenym nadvarletnim kanalkem a ¢leni
se na tfi ¢asti — hlavu (caput), télo (corpus) a ocas (cauda) (Yanagimachi 1994). Kazdd ¢ast
vykazuje odliSnou expresi genl a udrzuje rlizné koncentrace luminalnich 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 az do ejakulace. Doba uchovani spermii v nadvarleti zalezi na druhu
ZivoCicha apohybuje seviddu nékolika dnlaztydnl (Yanagimachi 1994; Gervasi
& Visconti 2017).

Pfi transportu putuji spermie ze semenotvornych kandlk(i pres uzké kanalky,
sit kanalkd na zadni strané varlete a vyvodné kandlky varlete. Zmény, kterymi pfi epididymalni
maturaci spermie prochdzeji, zabezpecuji stabilizaci plazmatické membrany spermie.
Diky tomu je zamezeno pred¢asné akrozomalni reakci, a kromé toho dochazi k ochrané
receptoru, umoznujici vazbu na zona pellucida (Gatti et al. 2004). Nejzietelnéjsi 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, kterd vznikla v procesu spermatohistogeneze (Paunescu et al. 2014).
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VARLE NADVARLE EJAKULOVANE SPERMIE V SAMICIM REPRODUKCNIM TRAKTU
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Obrazek 7: Epididymdlni maturace — Pripriichodu epididymem jsou spermie obohaceny
o rizné proteiny epitelialnimi burikami nadvarlete. Tyto proteiny mohou pusobit jako
maturacni prostredi pro spermie nebo se na né mohou vdzat (pfevzato a upraveno z Diao et al.
2014).

Epididymalni proteiny mohou tvofit slabé asociace s povrchem spermii. Mezi tyto
proteiny patii urcité izoformy klusterinu ilidsky epididymdlni protein (Leahy
& Gadella 2011). Nejvice béZznymi nalezenymi proteiny jsou laktoferin (LTF), klusterin (CLU)
a sekre¢ni proteiny bohaté na cystein (jako je CRISP1). Tyto proteiny jsou mezidruhové
rozdilné. Napftiklad LTF a manosiddza jsou pfitomny ve vysokych koncentracich u hfebce,
berana, ¢lovéka a kance. Naopak protein prostaglandin D2 syntaza (PTGDS) prakticky chybi
u kance a ¢lovéka. Po sekreci dochdzi ¢asto k modifikaci epididymalnich proteind, coz vede
ke vzniku rlznych 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 dochdzi k degradaci starych ¢i poSkozenych spermii pomoci aktivity
ubikvitin-proteasomového systému, ktery prostfednictvim specifickych enzymu 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 sklada se ze 76 aminokyselin. Konkrétné sedm
z nich jsou zbytky Lysinu (K6, K11, K27, K29, K33, K48 a K63), na které se tandemovym
zpUsobem vdziou dalsi molekuly ubikvitinu zavzniku isopeptidem vazanych
multiubikvitinovych fetézcl. 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 ligaza (E3).
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E2 zajistuje transport ubiktivinu k substratu. Enzym E3 zajistuje polyubikvitinylaci.
Polyubiquitinovy fetézec obsahuje okolo ¢tyr ubiquitinovych molekul. Proteiny jsou pomoci
proteasomu degradovany napeptidy o velikosti az 25 aminokyselinovych  zbytkd.
Ty se uvolniuji ajsou vystaveny dalSimu Stépeni cytosolovymi endopeptidazami (Voges
et al. 1999; Sutovsky 2011). UPS je vyuzit také pro ,,opracovani“ proteinli 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 pfinik modifikaci plazmatické membrany spermii, zménam
v enzymové aktivité a fosforylaci proteinid (Ferramosca & Zara 2014). Bezprostfedné
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 Ize navodit in vitro v kapacitacnim médiu (De Jonge 2005). Dale je kapacitace spojena
s procesem hyperaktivace pohybu spermii, ktera je charakterizovdna zménou motility
a zvySenym pohybem biciku spermie. Tyto zmény napomahaji spermiim v pohybu oviduktem
a pruniku ZP oocytu (Ferramosca & Zara 2014).

Béhem procesu ejakulace jsou zralé epididymalni spermie pumpovany do prostredi
semenné plazmy pres chamovod a zbyvajici ¢ast samciho pohlavniho traktu. Sekrety
bulbo-uretraini Zlazy, semennych vackl a prostaty fedi, chrdni a vyZivuji spermie. Zaroven
poskytuji metabolické substraty, faktory a ionty, které stabilizuji samci gamety (viz Obrazek 8)
(Harkema et al. 2004). Semennd plazma obsahuje kromé nejriznéjSich iontl ¢i sacharidu
i velké mnoZstvi proteinl jako jsou napfiklad spermadheziny, inhibitory proteindz (inhibitor
akrozinu) a povrchovy protein spermii DQH. Sekrecni proteiny spermadheziny jsou
exprimovany v samcich pohlavnich organech kance, hifebce a byka. Vykazuji fadu schopnosti
vazat ligandy, napf. sacharidy, fosfolipidy, sulfatované glykosaminoglykany a inhibitory
proteindz, zcehoZz se usuzuje, Ze se mohou podilet nartznych krocich fertilizace.
Mezi nejzndmnéjsi proteiny rodiny spermadhezin(i v kanci semenné plazmé patfi AQN,
AWN a PSP. Dalsi typ proteinu izolovany z kanci semenné plazmy patfici k povrchovym
proteinlim spermii je oznaceny jako DQH (podle jeho N-koncové aminokyselinové sekvence).
Protein DQH nespada do rodiny spermadhezini, ale je clenem velké rodiny bunécénych
a matricovych adheznich proteinli (Calvete et al. 1997; Bork & Beckmann 1993; Jonakov4 et al.
1998; Bezouska etal. 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 membrdnu spermie a jsou odstranény
béhem kapacitace, se nazyvaji dekapacitacéni faktory. Tyto faktory jsou pfitomny v seminalni
plazmé a jejich mechanismy Ucinku jsou vysoce komplexni a druhové zavislé (Bedford & Chang
1962, Yanagimachi 1994). Dekapacitacni faktor je obecny termin pro latky pfitomné
vsemenné plazmé samce, které stabilizuji a potahuji povrch spermii, nepochybné
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tim zabranuji predcasné kapacitaci. Tyto komponenty jsou nutné pro spravné nacasovani
procesu kapacitace aakrozomalni reakce (Fraser et al. 2006). Dale jsou pak odstranény
v oviduktdInim rezervoaru, ¢imZz 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 zahdjeni signalni kaskady vazbou na receptor,
coZ ma za nasledek produkovani cyklického adenosinmonofosfatu (cAMP). Vzestup hladiny
cAMP koreluje snavozenim kapacitace a akrozomalni reakce. Proto musi byt cyklicky
adenosinmonofosfat regulovan, ato z dlivodu predcasné nezadouci akrozomalni reakce.
K jednomu z nejznaméjsich reguldtor( kapacitace patfi enzym fosfodiesteraza, 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 Na%* (14 mM)
a vysokou intraceluldrni koncentraci K* (120 mM). Kontinualné s kapacitaci nastavd zména
iontového prostredi (Baldi etal. 1996). Zahajujici stadium procesu kapacitace je znacné
pomalé. Zacina likvidaci cholesterolu z plazmatické membrany spermie, cozZ sniZuje pomér
cholesterolu vici 20 fosfolipidim 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 membrdny a zprostfedkovavd snadnéjsi
odstranéni membrdnového cholesterolu (Harrison & Gadella 2005). Ten je odstrariovdn
pomoci albuminu a lipoprotein( s vysokou hustotou (HDL). Membréna je tak mnohem vice
pristupna pro Castice, které vazou lipidy (Abou-haila & Tulsiani 2009).

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

Proces kapacitace jetaké ndsledné spojovan se zvySenou fosforylaci proteint
serinovych, tyrosinovych a threoninovych zbytka, zvySenym metabolismem
a s hyperaktivovanou motilitou (Baldi et al. 2002). Fosforylace protein( tyrosin kinazou
je charakteristickou posttranslaéni modifikaci proteini béhem kapacitace a akrozomalni
reakce. Fosforylace proteind je dllezitd z hlediska signalizacnich déji v samdi gameté,
jelikoZz genetickd informace je v burice vysoce kondenzovana a nema moznost ovlivnit syntézu
novych proteinG. V pribéhu procesu kapacitace dochazi k fosforylaci proteini 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 anhydraza IV vdzana 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  zanasledek  vznik
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hydrogenuhli¢itanovych iontl, které zvySuji intraceluldrni pH. To vyvolava tyrosinovou
fosforylaci, kterd zprostfedkovava hyperaktivaci motility (Hess et al. 2005).

Reaktivni formy kysliku (ROS), také zvané jako kyslikové radikaly, jsou jedny z dalSich
soucasti procesu kapacitace. Maji velmi specifickou roli pfizrani spermii. Mezi kyslikové
radikaly (ROS) patfi napriklad peroxid vodiku a oxid dusnaty. ROS se ucastni na aktivaci
signaliza¢ni kaskady tyrosinové fosforylace. Peroxid vodiku a superoxid aktivuji rozpustnou
adenylyl cyklazu, ¢imz zvysuji intraceluldrni cyklicky adenosinmonofosfat (CAMP) 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 druht vznika vazba samcich spermii na samici epitel vejcovodu ve spodni ¢dsti isthmu
a vytvari se tak oviduktaini rezervodr. U ostatnich Zivocisnych druht, napf. u ¢lovéka dochazi
k uloZeni spermii nejdfive v cervikdlnim hlenu a ndsledné vznikd oviduktdlni rezervoar.
Zasluhou této vazby je zachovana stabilita plazmatické membrany, diky ¢emuzZ se zbrzdi
proces kapacitace a prodlouZi se Zivotaschopnost spermii. K drivéjSimu vypusténi spermii
zisthmu akurychleni kapacitace dochdazi, pokud kopulace zapocala po ovulaci oocytu.
Dlavodem je, aby spermie dosahly oocytu v pfijatelnou chvili pro oplozeni (Yanagimachi 1994).
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Obrdzek 8: Nezbytné fyziologické zmény na povrchu membrdny spermii - A) Spermie
po opusténi varlete. Ziskdvad 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

Akrozomalni reakce (AR) je ustfedni maturacni déj, ktery umoZnuje penetraci
zona pellucida a fuzi gamet. Po kontaktu kapacitované spermie svnéjSimi obaly oocytu
dochdzi ve spermii kaktivaci rlznych proteind asigndlnich kaskad. To ma za nasledek
exocytézu 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
hyaluronidazovou aktivitu, kterd vextraceluldrni matrici $tépi kyselinu hyaluronovou,
jenz spojuje buniky CR (Kimura etal. 2009). Mezi dalsi dalezité proteiny, které umoznuji
penetraci CR, patfi B— galaktosidaza aaryl sulfatdza A (Tantibhedhyangkul etal. 2002;
Wou et al. 2007). Kapacitovana spermie se po praniku CR dostane k zona pellucida a nasledné
dochazi kvyvoldani akrozomdlni reakce. Tento klicovy déjzahajuje kombinace
charakteristickych receptorovych glykoprotein(, které jsou soucasti povrchu hlavicky spermie.
DalSim indukujicim faktorem je hormon progesteron. Ten zahajuje prechodny intracelularni
priliv vdpenatych iontl ve spermii, nezbytnych pro spusténi akrozomdlni 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 prinik zona pellucida; IV. - priichod spermii
do periyolkového prostoru (PVS) (Krawczyk & Jaworska-Adamu 2020).

Akrozomalni reakce probiha v nékolika zakladnich fazich. V prvnim kroku zacind tvorba
slabé vazby sglykoproteinem 3 (ZP3) nazona pellucida. U kance byl identifikovan
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 napt. tyrosinkindz, fosfataz, proteinli fosfolipazy C a G. Tento proces ma za nasledek
otevieni vapnikovych kanald a pfiliv Ca®* iontd do bufiky. V disledku toho jsou K*, Na*
a ATP - dza inaktivovany a dale nastava priliv sodnych iontl do bunky, stejné jako odtok
vodikovych iont z buriky. Navy3eni intraceluldrni koncentrace Ca?* iontd aktivuje protein
kalmodulin a kalmodulin dependentni kindzu, coz vede ke zvysené produkci ATP a fosforylaci
proteinl. Také dochdzi k neutralizaci ndboje z vnéjsku vnéjsi membrany akrozomu a z vnitini
strany membrany spermii, coZ usnadiuje splynuti spermie aoocytu. V prvni fazi fuze
se vytvofi mezery, ddle nasleduje tvorba akrozomalnich vackd arozptyleni membran.
Tento déj nastdva v oblasti akrozomu hlavicky spermie (Larson & Miller 1997; Krawczyk
& Jaworska-Adamu 2020).

V dal$im kroku akrozomalni reakce dochazi k exocytéze a aktivaci enzymd, jako jsou
napriklad proteindzy, kyseld glykohydroldza, fosfolipaza, esteraza, fosfataza a kolagenaza
usnadnujici proniknuti sam¢i gamety do zona pellucida (Bhakta etal. 2019; Georgadaki
et al. 2016; Kratz & Achcinska 2011). Nasledné je obnaZena vnitfni membrana akrozomu
a naninavazané enzymy, mezi nimiz jsou nejvice zastoupené akrozin a hyaluronidaza
(Khawar 2019). Akrozin je nepostradatelny, usnadniuje penetraci zona pellucida a je schopen
regulovat aktivitu dalSich akrozomalnich protein(. Jeho dalsi nezbytnou funkci je podileni
se navazbé receptorl spermii naglykoprotein ZP2. Toto spojeni je odolnéjsi.
Proces akrozomalni reakce je také zprostfedkovan proteinem PH-20 a proteinem MCA41,
které jsou ulozeny vmembrané akrozomdlniho vezikulu (Bukowska etal. 2014;
Tosti & Ménézo 2016). Prifuzi spermie s oocytem se matrice akrozomu krok za krokem
disperguje av dusledku 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 dulezity pro aktivaci oocytu, ktery je nevyhnutelny
pro dokonceni déje oplodnéni (Krawczyk & Jaworska-Adamu 2020).

3.6 Gasotransmitery

Gasotransmitery jsou malé plynné signdlni molekuly uvolfiované charakteristickymi
enzymy, které jsou exprimovany v riznych savcich tkanich a podileji se na bunécéné signalizaci.
Mezi gasotransmitery patfi 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 buné¢nou membranou a pouzivat krevni fecisté k volnému
pohybu v organismu (Imbrogno 2018). Jejich pusobeni na buriku maze byt uskutec¢néno skrze
druhé posly (Pae et al. 2009). Spoleénym rysem téchto plynnych molekul je také rychla
degradace po jejich uvolnéni (Wang 2002). Gasotransmitery se Ucastni regulace fyziologickych
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déji jako je obranyschopnost, zanét, cévni homeostaza nebo prenos nervovych vzruch(
(Pae et al. 2009).

3.6.1 Sulfan

Sulfan (H2S) je hoflavy, bezbarvy avevodé rozpustny plyn svelmi specifickym
vyraznym zapachem po zkaZenych vejcich (Szab6 2007; Beauchamp et al. 1984). Podobné jako
NO a CO byl H,S po desetileti povazovan zatoxickou molekulu ajako riziko pro Zivotni
prostfedi az do doby, kdy Abe a Kimura (1996) poprvé objevili jeho fyziologickou produkci
a funkci v nervovém systému.

Tato mala plynnda molekula se ve volné prirodé syntetizuje pfi rozkladu bilkovinnych
molekul, které obsahuji aminokyseliny obsahujici siru. V nepatrném mnoiZstvi je obsazen
i ve stfevech zvirat alidi. Jeho bod varu je 60,3 °C, bod tani 82,3 °C a bod tuhnuti -86 °C.
Koncentrace sulfanu by za normalnich okolnosti neméla pFekrodit 0,1 mg/m3. Ztohoto
dlvodu z(stdva sulfan nebezpecnéjsi a 5x toxictéjsi nez oxid uhelnaty diky své schopnosti
inhibovat procesy tkanového dychani potlatenim enzymu - cytochromoxidazy
v mitochondriich. Intenzita syntézy, biologicky uUcinek a celkovy obsah tohoto enzymu jsou
v rliznych bunkach téla odlisné (Lowicka & Bettowski 2007; Zaichko et al. 2014).

Furne et al. (2001) doddva, Ze koncentrace endogenniho sirovodiku v savéich tkanich
se pohybuji v rozmezi od 50 uM do 160 uM. Z tohoto dlivodu 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-methyltransferdza (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 muzZe sulfan
reagovat spolecné s oxidem dusnatym za vzniku nitrosothiolové slouceniny, ktera se ucéastni
na reverzni regulaci aktivity enzymu syntazy oxidu dusnatého (NOS) (Whiteman 2006).

Endogenni sulfan muzZe byt vytvaren 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 zavislé na pyridoxal-5‘-fosfatu. Substratem CBS a CSE je L-cystein.
Cystein mulzZe bytpomoci enzym(O CBS a CSE hydrolyzovan. CSE pUsobi na cystein
za vzniku sulfanu, pyruvatu a amoniaku. CBS kondenzuje cystein ahomocystein za vzniku
H.S a vedlejsiho produktu L-serinu, coZz ma za nésledek 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. Ndasledné vznikne cystein s vedlejSimi produkty
amoniaku  a a-ketobutyratem. CBSje schopny katalyzovat kondenzaci cysteinu
a homocysteinu za vzniku cytathioninu a sulfanu. Enzym CSE také muUZe prfeménit cystein
a siti¢itan na L-cysteat a sulfan (Cavallini et al. 1962).

26



Dalsi enzymatickou reakci pfispivajici k produkci endogenniho sulfanu, je 3-merkapto-
pyruvatsulfurtransferaza (3MST). Tato reakce je katalyzovana 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).

DuleZitd je i neenzymatickd cesta ziskavani endogenniho sulfanu. Jednd se o preménu
elementarni siry a oxidace glukdzy. Neenzymatickd cesta zahrnuje fosfoglukonat, glykolyzu
a glutathion (Wang 2002).
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Obrdzek 10: Endogenni produkce a metabolismus L-cysteinu a HxS. Enzymatické cesty
produkce H3S vyuZivd tkdariové specifické enzymy: Cystathionin-8-syntdzu (CBS) a Cystathionin
y-lydzu (CSE) a merkaptopyruvdt sulfurtransferdzu (MPST) (Elsey et al. 2010).

3.6.2 Enzymy produkuijici sulfan

Sulfan je ve vétsSiné savCich tkanich tvoren tfemi enzymy. Mezi hlavni enzymy
produkujici sulfan sefadi cystathionin-B-syntdza (CBS) a cystathionin-y-lydza (CSE)
(Wang 2002). Tyto dva enzymy pusobi velmi podobné. Odlisna je jejich tkanova distribuce.
U obou enzym( je spoleCnym substratem pro tvorbu sulfanu L-cystein. Tato neesencidlni
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aminokyselina muZe byt bud alimentdrniho plvodu nebo mulZe byt uvolfiovéna
z endogennich protein(, pripadné byt syntetizovana z methioninu (Starka 2009).

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

Cystathionin B-syntaza

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

CBS je sav¢i protein o velikosti okolo 551 aminokyselin. Ma aktivni krystalovou
strukturu tvotfenou ¢tyfmi 63kDa podjednotkami (viz Obrazek 11) (Erefio-Orbea et al. 2013;
Erefio-Orbea  etal. 2014). Kazda podjednotka  sesklddd  ze tfi strukturnich
domén. Témi jsou N-terminalni doména, katalytickdi doména a C-termindini regulacni
doména. M4 kovalentné vazany kofaktor pyridoxal-5'-fosfatu (PLP) v kazdém monomeru
(Zhu et al. 2018).

Protein CBS je nejvice exprimovan v mozku, slinivce bfisni, jatrech a ledvinach.
U specifickych typl bunék byla zjisSténa lokalizace tohoto enzymu v jadie a mitochondriich,
primarné sevsSak nalézd vcytosolu (Kabil etal. 2006; Bhattacharyya etal. 2013).
Enzym CBS mUZe byt translokovdan  do mitochondrii  vreakci nanukleoldrni  stres
(Pagliara et al. 2016) nebo hypoxii (Teng et al. 2013). Exprese enzymu CBS je pfi riznych
stimulech regulovéna na vice urovnich. Naptiklad hormondlni regulace steroidnich hormonu
glukokortikoidd zvySuje expresi CBS na transkripéni Grovni v jaternich burikdch. Tento proces
muZe byt narusen podavanim inzulinu (Ratnam et al. 2002). Kromé toho mUZe 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 enzyma
produkujicich sulfan vyuZivajicich L-cystein jako hlavni substrat (Zhao etal. 2014).
CSE je bilkovina o 405 aminokyselinadch. Strukturné jde o tetramer (viz Obrazek 11), ktery
seskldda zectyf  identickych  monomer( s kovalentné vazanym  kofaktorem
pyridoxal-5'-fosfatu (PLP) v kazdém monomeru (Starka 2009; Zhu et. al. 2008). CSE pUsobi
jako jeden z hlavnich enzym( 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, kterd ma za nédsledek katalyzaci
cystathioninu na cystein, amoniaku na alfaketobutyrat u vétSiny eukaryot i prokaryot (Aitken
& Kirsch 2005). CSE ma Sirokou substratovou specifitu. Enzym CSE mlZe 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 pritomen ve vSech savcich tkanich a jeho hladiny exprese jsou na nich
zcela zavislé. Mozek, ledviny, jatra, varlata, tlusté stfevo a endokrinni organy vykazuji zvlasté
vysoké hladiny exprese tohoto proteinu (Nagahara 2018).

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

3-MST pro biologickou  syntézu sulfanu potfebuje nutné druhy enzym
( cysteinaminotransferdaza nebo CAT). Molekuldrni mechanismus produkce sulfanu
zprostredkované enzymem 3-MST zahrnuje prenos 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 nachdzi v mitochondriich
(Kolluru et al. 2017).

CBS

Obrazek 11: Struktura ustrednich enzymu sulfanu — CBS — Cystathionin beta — syntdza;
CSE — Cystathionin gama-lydza; MST - 3-merkaptopyruvdt sulfurtransferdza (Wang 2012).

3.6.3 Vyskyt a funkce sulfanu v sav€im organismu

Vétsi zdjem sulfanu byl vénovan od objevu jeho pfitomnosti v savéich tkanich. Tento
plyn je produkovan v rliznych castech téla, jako napf. v obéhové, nervové, reprodukéni
soustavé. Zhao et al. (2001) potvrdil, Ze sulfan, podobné jako oxid dusnaty, mUZe sniZzovat
krevni tlak a regulovat kontraktilitu cév. U¢inek sulfanu zavisi na jeho koncentraci (towicka
& Beltowsky 2007). Soucasné byla zna¢nd 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 molekuldam, které se Ucastni naprfenosu informaci mezi nervovymi burikami.
Dokonce se podili na procesech tvorby paméti a uceni. Reguluje aktivitu mnoha enzymu
a membranové iontové kanaly v mozkové tkani, které mohou rGzné ovliviovat mozkovou
aktivitu (Abe & Kimura 1996). Kromé funkce prenasect signalu mezi neurony muze sulfan plnit
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také neuroprotektivni  Ulohu achranit neurony prfed oxidatnim  stresem.
Déje se tak jak zvySovanim koncentrace glutathionu (Kimura Y & Kimura H 2004), tak i aktivaci
ATP, K* a Cl — kanald (Kimura et al. 2006). Pfi nékterych onemocnéni mozku se koncentrace
sulfanu v centrdlni nervové soustavé muze rapidné ménit. Hladina sirovodiku klesa o vice
neZ polovinu u Alzheimerovy nemoci (Etoetal. 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 proteint nahrazenim sulfanylové skupiny (SH) skupinou
SSH v proteinu. Tato reakce, kterd je nazyvana sulfhydratace, je vyznamnym faktorem,
ktery fidi aktivity 10 az 25 % protein( v jatrech. Pomoci sulfhydratace se napftiklad velmi
rychle zvySuje aktivita enzymu glyceraldehyd-3-fosfatdehydrogendzy. Tento enzym
je nezbytnou soucasti pfi procesu glykolyzy. Sulfhydratace je jednou z velmi dalezitych reakci,
kterd fidi mnoho dalSich nezbytnych metabolickych proces(i vtéle zvifat alidi (Mustafa
et al. 2009). Signalni molekula mUzZe byt soucasti fizeni kontraktilnich funkci v motilité strev
(Teague et al. 2002). Endogenni produkce sulfanu a exprese CSE a CBS byla také prokazana
v acinarnich i beta-bunkach slinivky brisni. Dale bylo prokdzano zvySeni koncentrace sulfanu
pfi diabetu (Cao 2006).

Jatra produkuji ve srovnani s ostatnimi tkanémi velké mnoZstvi sulfanu, nicméné
zvySenad tvorba sulfanu muize prispét k poskozeni jater (Shirozu et al. 2014; Li et al. 2005).

Neddvné vysledky zkoumdni nazvifatech dokdzaly, Ze sulfan ma klicovou roli
pfi zamezeni zanétu ahojeni poranéni (Nishida etal. 2012; Cheng etal. 2004).
Ve vétsiné vyzkumech se navic prokazalo, Ze sulfan chrani burky atkané proti poskozeni
vlastnosti sulfanu (Qabazard et al. 2013; Erwin et al. 2006; Li et al. 2012).

Prokdzdna 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 savc. Drive vsak bylo u sulfanu
l[éta znamo, Ze v reprodukénim systému nemél zcela pozitivni U€inek ve spojitosti s plodnosti
(Reiffenstein et al. 1992). Exprese sulfan produkujicich enzym( regulujici jeho endogenni
produkci, byly nalezeny vsamcim isamiéim reprodukénim systému. Sulfan se podili
na procesech erekce penisu, kontraktility d&lohy a vyvoji oocytt (Smelcové & Tichovska 2011).

Patel et al. (2009) nalezl enzymy CBS a CSE v déloze, fetalni membrané a placenté
potkand. Ddle byla detekovana vysokda exprese enzymu CBSv mysich vajecnicich
ve folikularnich burikach. CBS je také nezbytny pro plodnost mysi, protoZze jeho knock-out vedlI
ke zkrdcenému nepravidelnému estralnimu cyklu a nizSimu poctu vyvijejicich se folikult
(Guzman et al. 2006).

Liang etal. (2007) zkoumal potlaceni exprese CBS v granuldznich bunkach. V jeho
vyzkumu zjistil inhibici meiotického zrani oocytu, coz naznacuje podil CBS na zrdni oocytu.
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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 podani tohoto sulfanu jsou oocyty naopak chranény pred
starnutim.

Podobné jako NO aClseisulfan podili naregulaci kontraktility déloZzniho svalu
v samici reprodukéni soustavé. Srilatha etal. (2009) zjistil, Ze sulfan ma za nasledek
uvoliiovani hladké svaloviny samiciho reprodukéniho systému pomoci signalni drahy
NO a zvySené permeability senzitivnich draslikovych kanal(.

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

Sulfan hraje roli i v muzské neplodnosti. Nékolik studii prokazalo nerovnovahu enzymu
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 muz(
a jeho pozitivni vliv na motilitu. Nizkd hladina H,S v semenné plazmé byla zjisténa hlavné
u pacientd, ktefi méli ejakulat se snizenou koncentraci a motilitou spermii. Dale byly spermie
vystaveny ucinku dvou rlGznych donor( sulfanu — GYY4137 a NaHS. Pomalejsi uvolfovani
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 podani inhibitoru CBS. Wang et al. (2018) dale potvrdil, Ze ma sulfan pozitivni uc¢inek
a antioxidacnich ucinkd sulfanu. Tyto ucinky pomahaji spermii zvladat oxidativni stres a zanét.

Snizend exprese CBS a CSE u neplodnych muzl byla dale prokazana v nedavné studii
Akbarian et al. (2022). Prokazalo se, Ze koncentrace a motilita spermii u neplodnych muzu byly
vyznamné nizsi. Také hladiny exprese gen(i CBS a CSE u neplodnych muzl byly vyznamné nizsi
nez u fertilni skupiny.

U samdi reprodukéni soustavy jsou reaktivni formy kysliku, dusiku a siry povazovany
za zékladni signdlni molekuly, které se velmi casto ucastni mnoha fyziologickych déjd,
jako je vyvoj spermii, zrani a kapacitace. V neddvné studii Rimnackovd etal. (2022)
byl detekovan H,S i jeho enzymy (CSE, CBS a 3MST) v samci reprodukci, véetné spermii. V této
studii byl poskytnut dikaz, Ze spermie sobsahem H,S vede k persulfidaci protein(, jako
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je glyceraldehyd-3-fosfadt dehydrogenaza, tubulin a kotevni protein A-kinaza. Celkové tato
studie naznacuje, Ze persulfidace, jako soucédst redoxni signalni drahy, je pfisné regulovdna
enzymatickou produkci H2S a je nezbytna pro Zivotaschopnost spermii. Na zakladé neddvnych
poznatkl se potvrdilo, Ze postupna ztrata enzym( 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 experimentiim byl vyuZit nativni kanci ejakulat v podobé inseminacnich davek
plemene Duroc. Vzorky spermii byly ziskany z inseminacni stanice Skrsin (NATURAL, spol.
s.r.o.). Priprevzeti 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

Pri fedéni a pripravé nativniho kancéiho ejakulatu se pocelou dobu experimentu
pracovalo sroztokem PBS (0,01 M fosfatovy pufr; vyrobce: Sigma-Aldrich, USA) ohratym
na 38 °C. Do dvou zkumavek byl ihned odebran 1 mlejakulatu a nasledné byly zkumavky
doplnény 9 ml PBS. Pfilaboratorni teploté po dobu 10 minut byla provedena centrifugace
(Hettich Mikro 22R; DJB Labcare, Velka 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 potrfeby kapacitace aakrozomalni reakce bylo
po posledni centrifugaci doplnéno kapacita¢ni médium TL-HEPES-PVA do 10 ml. Na pfipravu
250 ml BASIC-TL-HEPES byly pouZzity 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 MgCl2 - 6H20
. 0,59575 g HEPES

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

° 0,00625 g gentamicin

o 0,01625 g penicilin

. 0,025 g PVA.

Do zbyvajicich experimentalnich skupin byl pridan roztok PBS. Takto pfipravené vzorky
byly resuspendovany. Poté vinkubdtoru (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 pfimichan roztok PBS do objemu 1 ml. Taktéz i po tfeti centrifugaci
byl odstranén supernatant. Pro naslednou metodu Western blot bylo ktémto vzorkim
pfiddno 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 vidy
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 odebrano 200 pl suspenze spermii,
ke kterym bylo pfiddno 800 ul roztoku PBS. Nasledné bylo do pfedem pfripravenych 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 mininkubovany pfipokojové teploté andsledné 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 Pouzité chemikalie a roztoky

Pouzité protilatky:

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

° ¢ anti-rabbit sekundarni protilatka — IgG Antibody Goat anti Rabbit
IgG 402001, konjugovana s kfenovou 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
e Neredukujici vzorkovy pufr - 2 mlglycerol, 4 ml 10 % SDS, 1,6 ml 0,5 M TRIS.HClI,
pH 6,8, 0,5 mg bromfenolové modfi
e Roztok A—30% roztok akrylamidu/bis-akrylamidu; vyrobce: Sigma-Aldrich, USA
e PufrB-1,5MTris, 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 | destilovana voda, fedéni 1:4

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

* 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

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

Tabulka II: SloZeni zaostrovaciho 4% gelu

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

4.2.2 SDS elektroforéza

Pro pripravu SDS elektroforézy je potreba si pfipravit pfisluSnou aparaturu. Sestavend
skla se zajisti svorkami. Dale byl pfipraven 12% separacni gel (viz Tabulka I.). VSechny vyse
vypsané slouceniny z tabulky €. I. byly smichany pfesné podle uvedeného potadi. Pro pfipravu
2 gell bylo pouZito 10 ml namichaného 12% gelu. Po tomto procesu se nanesla destilovana
voda napovrch separacniho gelu adale se nechala ve vertikdlni poloze zaschnout
na 30 minut.

V pribéhu zasychani separacniho gelu se pfipravil podle tabulky €. Il. 4% zaostfovaci
gel. Opét podle uvedeného poradi. Po ubéhnuti 30 minut azaschnuti separacniho gelu
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bylo nutné vylit destilovanou vodu a nasledné nahradit zaostfovacim gelem, do kterého
byl aplikovdn 15 Zlabkovy htebinek pro tvorbu jamek. Polymerizace trvala cca 20 minut.
Po ubéhnuti 20 minut byly hrebinky 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 ul molekuldrnich
proteinovych standard@ a 15 pl lyzatu spermii.

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

Barveni protein( bylo provedeno prostrednictvim Comassie Brilliant Blue R-250 v gelu
rozdélenych pomoci SDS elektroforézy za icelem denzitometrického hodnoceni.

4.2.3 Waestern blot metoda

Metoda Western blot navazovala na SDS elektroforézu. Pro experimenty byla vyuzita
nitrocelul6zovd membrana (0.45 pm NC; Amersham™ Protran™, Germany) nebo PVDF
membrana (0.45 um PVDF; Immobilon®-P Transfer Mebrane, Ireland).

Komponenty pro elektroprfenos na 1 membrdnu (viz Obrdzek 12):
e filtra¢ni papiry Whatman™ (Chromatography paper; GE Heathcare, USA)
e Nitrocelulézova nebo PVDF membrana
e 2 houbicky
e Kazeta

[l Kazeta

B Houbitka

[ Filtraéni papir
O Gel

B membréna

Obrdzek 12: SloZeni 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 ponofit
do 20 ml methanolu. Ze skli¢ek byl po SDS elektroforéze odstranén zaostfovaci gel. Nasledné
byl separacni gel prenesen do blotovaci kazety v tomto sestaveni (viz Obrazek 12): kazeta,
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houbicka, 2 filtraéni papiry Whatman, gel, membrana, 2 filtracni papiry Whatman, kazeta. Celd
tato sestava byla vloZena do blotovaciho rdmu a ten byl nasledné vloZzen do vani¢ky uréené
pro elektropfenos. Do tohoto =zafizeni byl az porysku nalit transferovy pufr. Transfer
byl proveden pfi 500 mA po dobu 90 minut.

4.2.4 Imunodetekce pomoci protilatky

Po preneseni protein z gelu na membranu byla kazeta vyjmuta, membrana byla
oplachnuta v destilované vodé a5 minut barvena Ponceau pro vizualizaci proteind.
Pro nasledné 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 promyvanav PBS s 0,1% Tweenem
po dobu 5 minut na rotacni trepacce (MC-T6-Pro; LABtechnik, s.r.o., Brno). Dale nasledovala
aplikace 2 mlfedéné (1:1000 v PBS) specifické primarni protilatky: krali¢i polyklondlni
anti-CTH. Inkubace probihala v lednici po dobu 1,5 hodiny nebo pres noc. Pro zjisténi
proteinového obsahu v lyzatech byly membrany inkubovany s kréli¢i protilatkou proti
alfa-tubulinu (Sigma-Aldrich, USA). Druhy den byla membrdna promyta 3x po 10 minutach
vPBSs0,1% Tweenem a nasledovala aplikace 2 mlsekundarni protilatky proti krali¢cim
imunoglobulinim fedéném 1:3000 v roztoku PBS. Membréna byla inkubovana se sekundarni
protildtkou po dobu 60 minut na rotacni tfepadce. Poté byla opét membrdna promyta
4x po 5 minutach v roztoku PBS s 0,1% Tweenem a 2x po 5 minutdch v PBS bez Tweenu.

Nasledovala vizualizace specifické detekce proteinu protildtkou pomoci
elektrogenerované chemiluminiscence. Na kaidou membranu byl nanesen 1 mlchemi-
luminiscenéniho substratu. Pro tento proces vizualizace byl pouzit pristroj Azure c300
Gel Imaging System (Azure Biosystems, USA).

4.3 Neprima imunofluorescence

4.3.1 Pouzité chemikalie a roztoky

Pouzité protilatky:

. krali¢i polyklonarni primarni protilatka anti-CTH— CTH Polyclonal
Antibody #AB136604; ABCAM, USA
° anti-rabbit sekundarni protilatka — IgG 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

Pripravend skla se spermiemi zafixovand aceton/methanol, byla nejprve omyta
v roztoku PBS a nasledné ponechana oschnout. Na kontrolni a experimentdlni spermie bylo
naneseno 150 pl SuperBlocku pro blokaci. DalSim krokem byla inkubace vzorki po dobu
30 minut ve vihké komdurce. Pouplynuti 30 minut byla sklicka opét omyta vroztoku
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. Primarni protilatka
anti-CTH byla nanesena pouze do experimentu. Do kontrolnich vzork( bylo aplikovano
100 pl roztoku PBS, misto primarni protilatky. Nasledovala inkubace do druhého dne v lednici.
Ndsledujici den byla sklicka promyta v roztoku PBS a nasledné 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 vzorkl se sekundarni protilatkou trvala ve vlhké komUrce 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 pul PNA lektinu s Rhodaminem
pro obarveni akrozom(, které bylo fedéno v poméru 1:700. Po naneseni PNA probéhla
inkubace, ktera trvala 30 minut ve vihké komUrce pfi laboratorni teploté. Na zavér byly vzorky
opét omyty v roztoku PBS a destilované vodé. Po osuseni byla poslednim krokem aplikace
10 pl montovaciho média Vectashield s DAPI pro vizualizaci jader. Sklicka byla zakryta krycimi
skly azafixovdna lakem na nehty. Takto pfipravend sklicka byla skladovana pfiteploté
4 °Cve tmé a jejich dokumentace probéhla na konfokdlnim 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 zopakovdna. Pro denzitometrickou analyzu exprese alokalizace proteint
byl pouZit program NIS Elements Viewer (Nikon Europe BV, Nizozemsko). Pro vypracovani
statistickych analyz byl vyuZit program Statistica 12 (StatSoft CRs.r.o., Ceskd republika).
Pro zjisténi statistické vyznamnosti byla vybrdna metoda jednofaktorovda ANOVA. Hladina
statistické vyznamnosti odpovidala p<0,05.
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5 Vysledky
5.1 Detekce enzymu produkujici sulfan CSE v kancich spermiich

Pomoci metody Western blot (kap. 4.2) byla prokdzana 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 priimérna intenzita signalu sulfan produkujiciho enzymu
byla detekovana u ejakulovanych spermiich. U spermii kapacitovanych a po akrozomalni
reakci se intenzita snizovala (viz Obrazek 13). Priimérna intenzita signdlu enzymu CSE byla
zhodnocena analyzou obrazu, dale byla vyjadiena relativné a byla vztazena k priimérné
intenzité signdlu ejakulovanych spermii. Imunodetekce primarni protilatky proti sulfan
produkujicimu enzymu CSE oznacila na membrané tetramer o molekulové hmotnosti 44 kDa.
Dale byl na membrané detekovan i proteinovy prouzek o molekulové hmotnosti 22 kDa.
Tento protein odpovida svoji molekulovou hmotnosti enzymu CSE (viz Obrazek 13). Kontrola
vyskytu proteinl 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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Obrdzek 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 proteinii 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 signalu a-tubulinu (viz Obrazek 15) za ucelem zahrnuti
rozdilného mnoZstvi protein( v celkové nandsce v extraktech ejakulovanych a kapacitovanych
spermii a spermii po akrozomalni reakeci.

Relativni priimérna intenzita signalu enzymu CSE byla podrobena statistické analyze
v programu Statistica 12 pomoci statistické metody ANOVA. Po porovnani vSech vzorki
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 a spermiemi po akrozomalni reakci. Mezi ejakulovanymi a kapacitovanymi
spermiemi nebyl zjistén statisticky prikazny rozdil (viz Obrazek 15).
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Obrazek 15: Relativné vyjadrend primérna intenzita signdlu CSE v kancich spermiich

Relativnlintenzita signalu

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

5.2 Lokalizace enzymu produkujici sulfan CSE v kancich spermiich

Nepfima imunofluorescenéni metoda (kap. 4.3) byla vyuzita jako kontrolni metoda
k potvrzeni pritomnosti sulfan produkujiciho enzymu CSE a jeho lokalizace ve spermiich.
| u této metody byla primérnad intenzita signalu CSE zhodnocena analyzou obrazu a nasledné
vyjadrena relativné. Pomoci nepfimé imunofluorescence byla sledovana lokalizace sulfan
produkujiciho enzymu CSE na preparatech spermii ejakulovanych (EJ), kapacitovanych (KAP)
a akrozomalné zreagovanych (AR).

Lokalizace CSE ve spermiich byla detekovana pomoci polyklondlni protilatky
a nasledné sekundarni protildtkou s fluorochromem (zelené znaceni). Akrozom byl sledovan
pomoci PNA lektinu zna¢eného Rhodaminem (Cervené znaceni) a chromatin byl znacen DAPI
(modra fluorescence) (viz Obrazek 16). Z experimentu je patrné, Ze 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)
sloZeny obrdzek. VVyhodnoceni pomoci konfokdlniho mikroskopu. Zvétseni 630x.

CSE byl detekovan uspermii ejakulovanych (viz Obrdazek 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 avykazoval
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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Obrdzek 17: Intenzita signdlu CSE u ejakulovanych kancich spermiich. Jadro oznaceno DAPI
(modre); akrozom PNA (Cervené); protein CSE protildtkou s fluorescenénim znacenim Alexa
Fluor 488 (zelené). 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 fluorescenénim 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). VVyhodnoceni pomoci konfokdlniho mikroskopu. Zvétseni
630x.
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Obrazek 20: Relativné vyjadrend primérnd intenzita signdlu CSE v kancich
spermiich pomoci metody nepfimé 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 pfitomnost azmény exprese enzymu
produkujiciho sulfan cystathionin-y-lyaza (CSE) v kancich spermiich v pribéhu kapacitace
a akrozomalni reakce. Pfitomnost enzym( produkujicich sulfan byla nalezena v savcich
bunkdach  rdznych organovych  tkdni.  Vyskytuji  sev kardiovaskuldrni, nervové
a gastrointestinalni tkani. V téchto tkanich maji tyto enzymy svoji specifickou funkci. Podporuji
napriklad neokapilarizaci a hypotenzi. Ddle jsou dulezité pri ochrané neuronovych bunék pred
oxidativnim stresem (Eto et al. 2002; Whiteman et al. 2004; towicka & Beftowski 2007).
V neddvné dobé byly popsany enzymy produkujici sulfan iv reprodukéni soustavé savcu.
V reprodukénim traktu vykondvaji enzymy produkujici sulfan r(zné cinnosti. Jejich
pfitomnost byla nalezena v déloze a placenté potkan(. Dale byly detekovany enzymy v mysich
vajecnicich, a to predevsim ve folikularnich a granuléznich bunikdch (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, bunikach zarodeénych atkani lidského penisu,
kde se podili natlaku v kaverndznich téliskach a relaxaci hladkého svalstva v cévach,
cozZ 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 et al. (2021) prokazaly ve svych experimentech nerovnovahu
enzym0 CBS a CSE v transsulfurac¢ni draze (katabolismu cysteinu/H2S) u spermii. Wang et al.
(2018) také ve své studii uvadi snizené mnoiZstvi sulfanu v semenné plazmé neplodnych muzu
a jeho pozitivni vliv na motilitu. Tuto skutecnost prokazal i Akbarian etal. (2022), ktery
ve svych experimentech potvrdil nizsi koncentraci sulfanu spolu se snizenou motilitou spermii
u neplodnych muzd.

V této prdci 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  protildatky enzym  produkujici  sulfan  CSE v proteinovych
extraktech spermiich ejakulovanych, in vitro kapacitovanych a spermii po in vitro navozené
akrozomalni reakci. Podafilo se nam 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 prouzkl 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 signalu 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. Z tohoto dlivodu 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 zjistovali pritomnost a intraceluldrni
distribuci CSE azmény vjeho expresi v ejakulovanych, kapacitovanych a akrozomdlné
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 namérena v postakrozomalni ¢asti hlavic¢ky, 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 vizudlné zfejmy, ale rozdily v relativné vyjadfené primérné
intenzité signdlu CSE nebyly signifikantni. Divodem byla zfejmé vyssi variabilita biologického
materidlu a tim i velkd smérodatna odchylka. Rimnacova et al. (2022) ve své praci obdobné
popsali postupné ubyvani téchto enzym( 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 enzymG produkujicich sulfan pfi probihajici kapacitaci. Rozdily v distribuci
CSE mohou byt disledkem remodelace, ktera doprovazi zrani spermii, kdy dochazi ¢astec¢né
k Uubytku 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 pribéhu 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 pti kapacitaci a akrozomalni reakci je vSak tfeba dalSich vyzkumu
zacilenych napfiklad na motilitu spermii sinhibovanym CSE enzymem nebo indukci
akrozomalni reakce s pfidavkem donor(i sulfanu. DalsSi zajimavy experiment by mohl
byt zacilen na samostatny dalsSi enzym produkujici sulfan 3-MST, ktery je stdle v mnoha
ohledech neprobadanym proteinem v samdi reprodukci.
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7 Zavér

Cilem této diplomové prace bylo shrnuti soucasnych poznatkl o vybranych proteinech
kancich spermii a jejich funkce pfi kapacitaci a akrozomalni reakci. Ddle 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 pfilaboratornim 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. PFfitomnost 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 sezamérenim na konkretizaci funkce enzymu v prabéhu
kapacitace, akrozomalni reakce a infertility.
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