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Úloha vybraných proteinů při kapacitaci a akrozomální 
reakci kancích spermií 

Souhrn 

Diplomová práce byla zacílena na úlohu vybraných proteinů kancích spermií 

při procesu kapacitace a akrozomální reakce. Zvoleným proteinem se stal sulfan produkující 

enzym cystathionin-y-lyáza (CSE). Tento enzym spolu s cystathionin-|3-syntázou (CBS) 

a 3-merkaptopyruvát sulfurtransferázou (3-MST) syntetizuje intracelulární sulfan (H2S). 

H2S je plynná signální molekula, která se vyskytuje i v savčím organismu. Sulfan zajišťuje 

v různých orgánových soustavách mnoho fyziologických procesů. Sulfan byl popsán 

i v reprodukční soustavě, kde se zapojuje i do procesu kapacitace spermií. Cílem teoretické 

části práce bylo shrnutí obecných poznatků o spermiogenezi a následných dějích, které vedou 

k procesu oplození. Práce byla zacílená na kapacitaci a akrozomální reakci u spermií savců. 

Literární rešerše dále pojednává o sulfanu a o enzymech, které tuto molekulu produkují. 

Praktická část byla zaměřena na detekci přítomnosti sulfan produkujícího enzymu 

CSE v kančích spermiích. Vzorky byly získávány z komerčně dostupných inseminačních dávek. 

Exprese CSE byla sledována pomocí specifických protilátek. Lokalizace a exprese tohoto 

enzymu byla detekována pomocí metody Western blot a nepřímé imunofluorescence 

s využitím fluorescenční a konfokální mikroskopie. Přítomnost CSE byla v kančích spermiích 

prokázána. Metody, které byly použity, prokázaly, že výskyt tohoto enzymu se během 

kapacitace a akrozomální reakce snižuje. 

Klíčová slova: spermie, kapacitace, akrozomální 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-v-lyase (CSE). This enzyme, together with cystathionine-
|3-synthase (CBS) and 3-mercaptopyruvate sulphurtransferase (3-MST), synthesizes 
intracellular sulphan (H2S). H2S is a gaseous signaling molecule that is also found 
in mammalian organisms. H2S provides many physiological processes in various organ 
systems. H2S has also been described in the reproductive system, where it is involved 
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 
H2S 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, H2S, CSE 



Obsah 

Obsah 7 

1 Úvod 9 

2 Vědecká hypotéza a cíle práce 10 

3 Literárni rešerše 11 

3.1 Spermatogeneze 11 

3.1.1 Spermatocytogeneze 11 

3.1.2 Spermiohistogeneze 13 

3.2 Morfologie spermie 15 

3.2.1 Hlavička spermie 16 

3.2.2 Akrozom 17 

3.2.3 Krček spermie 17 

3.2.4 Bičík spermie 18 

3.2.5 Plazmatická membrána 18 

3.3 Epididymální maturace 19 

3.4 Kapacitace 21 

3.5 Akrozomální reakce 24 

3.6 Gasotransmitery 25 

3.6.1 Sulfan 26 

3.6.2 Enzymy produkující sulfan 27 

3.6.3 Výskyt a funkce sulfanu v savčím organismu 29 

3.6.4 Sulfan v reprodukci 30 

4 Metodika 33 

4.1 Zpracování biologického materiálu 33 

4.1.1 Lyzace vzorků spermií 33 

4.2 SDS elektroforéza a Western blot 34 

4.2.1 Použité chemikálie a roztoky 34 

4.2.2 SDS elektroforéza 35 

4.2.3 Western blot metoda 36 

4.2.4 Imunodetekce pomoci protilátky 37 

4.3 Nepřímá imunofluorescence 37 

4.3.1 Použité chemikálie a roztoky 37 

4.3.2 Postup 38 

4.4 Statistické vyhodnocení 38 

5 Výsledky 39 

7 



5.1 Detekce enzymu produkující sulfan CSE v kancích spermiích 39 

5.2 Lokalizace enzymu produkující sulfan CSE v kancích spermiích 41 

6 Diskuze 45 

7 Závěr 47 

8 Literatura 48 



1 Úvod 

Savčí spermie, které opouští varle, nejsou zcela schopny dosáhnout úspěšného 
oplodnění za normálních okolností in vivo, i přes to, že jsou zcela zralé a motilní. Proto musí 
nejprve podstoupit mnoho maturačních procesů, následnou kapacitaci a akrozomální reakci. 
Tyto složité děje umožňují spermiím dosáhnout schopnosti oplodnění. Během procesu 
kapacitace dochází k fyziologickým změnám, které souvisí s hyperaktivací pohybu spermie, 
následné uvolnění spermií z oviduktálního rezervoáru a přípravě spermie na splynutí 
s vajíčkem (Yanagimachi 1994). Všechny tyto procesy jsou spojeny se spoustou proteinových 
změn, a to jak uvnitř spermatické buňky, tak na jejím povrchu. Je tomu tak právě u proteinů 
semenné plazmy, které se při ejakulaci vážou na povrch spermie. Jejich přítomnost 
je nezbytná pro ochranu a zajištění přežitelnosti spermií v samicím reprodukčním traktu 
(Evans & Kopf 1998; Tópfer-Petersen 1999). 

Reaktivní formy síry již nejsou považovány za škodlivé molekuly vedoucí k oxidačnímu 
stresu a apoptóze. Považují se za základní signální molekuly, které se účastní mnoha 
fyziologických událostí, jako je právě vývoj spermií, zrání a kapacitace. Sulfan (H2S) 
je nejnověji objevená plynná molekula, která patří do rodiny Gasotransmiterů. Podílí 
se na různých biologických funkcích, stejně jako oxid dusnatý (NO) a oxid uhelnatý 
(CO). U savců může být sulfan syntetizován enzymatickými nebo neenzymatickými cestami 
(Kolluru et al. 2013). Sulfan je v savčích tkáních produkován enzymy cystathionin-|3-syntázou 
(CBS), cystathionin-y-lyázou (CSE) a 3-merkaptopyruvát sulfurtransferázou (3-MST) 
(towicka & Bettowski 2007). Tyto enzymy využívají jako substrát aminokyselinu L-cystein 
a produkují různé množství sirovodíku (Starka 2009). 

Produkce sulfanu byla nalezena v různých tkáních savců, v nichž má sulfan svoji 
specifickou funkci. Tento plynný přenašeč byl lokalizován a následně popsán například 
v kardiovaskulárním systému. Podporuje neokapilarizaci, hypotenzi, chrání srdce před srdeční 
zástavou a zabraňuje vzniku artériosklerózy (towicka & Bettowski 2007). Sulfan také působí 
v nervovém systému. Jednou z jeho hlavních funkcí je ochrana neuronových buněk před 
oxidativním stresem (Etoetal. 2002). Sulfan je dále důležitý v gastrointestinálním traktu. 
Nachází se v játrech, ledvinách, ale i buňkách pankreatu. Nízká až nedostatečná koncentrace 
sulfanu může být příčinou arteriální a plicní hypertonie, Alzheimerovy choroby, poškození 
žaludeční sliznice ajaterní cirhózy. Naopak zvýšená koncentrace může mít za následek 
zánětlivé onemocnění, srdeční selhání, mozkovou mrtvici a mentální postižení u pacientů 
s Downovým syndromem (towicka & Bettowski 2007). 

V poslední době se však v nedávných studiích potvrdilo, že se sulfan podílí 
i na reprodukčních procesech. Exprese enzymů, které regulují produkci sulfanu, byly 
detekovány v samčím i samicím reprodukčním systému. Účinky sulfanu napomáhají kontrakci 
dělohy, vývoji oocytů, regulaci funkce varlat a erekci penisu. Navíc byl tento plynný přenašeč 
nalezen i v oocytech, folikulárních buňkách a spermiích (Sugiura et al. 2005; Liang et al. 2006; 
Guzmán et al. 2006; Liang et al. 2007; ďEmmanuele et al. 2009; Patel et al. 2009; Srilatha et al. 
2009). Z výsledků těchto studií se dá usuzovat, že sulfan má důležitou roli v samicí i samčí 
reprodukci. 
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2 Vědecká hypotéza a cíle práce 
Nutnou podmínkou pro získání oplozeníschopnosti spermie je projít procesy kapacitace 

a akrozomální reakce. To jsou velmi složité, a ne zcela detailně objasněné děje, během kterých 
dochází ke změnám v proteinovém profilu spermie. Změny se týkají skladby jak povrchových, 
tak intracelulárních proteinů spermie. Cílem práce je ověřit hypotézu, kdy vybraný protein 
kancích spermií sulfan produkující enzym CSE se podílí na kapacitaci a akrozomální reakci 
a jeho exprese a lokalizace v buňce se během těchto procesů mění. Pro ověření hypotézy byla 
k detekci enzymu CSE využita metoda Western blot a nepřímá imunofluorescence. 
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3 Literární rešerše 

3.1 Spermatogeneze 

Spermatogeneze je postupný děj diferenciace a opětovného dělení spermatogenních 
kmenových buněk vedoucí ke vzniku zralé spermie schopné pohybu a možnosti oplodnit 
samicí pohlavní buňku (viz Obrázek 1). Ke spermatogenezi dochází v semenotvorných 
tubulech varlat. Krevní cévy, nervy, lymfatické kapiláry a Leydigovy buňky jsou uloženy mimo 
semenotvorné tubuly v intersticiálním prostoru, zatímco zárodečné buňky a Sertoliho buňky 
sídlí v semenotvorných kanálcích. Sertoliho buňky podporují vývoj samčích zárodečných 
buněk. (Parrish et al. 2017). 

Proces spermatogeneze lze rozčlenit do dvou cyklů (spermatocytogeneze a spermato-
histogeneze) a tří fází (množení, růstu a zrání) (Leblond & Clermont 1952). 

Lumen semenného tubulu 

spermie 

Prodloužené spermatidy 

Prodlužující se spermatidy 

Kulaté spermatidy 

Sekundární spermatocyt 
Primární spermatocyt (Pachytene) 
Primární spermatocyt (Zygotene) 

Primární spermatocyt (Leptotene) 
Primární spermatocyt (Preleptotene) 

Nediferencované spermatogonie 
Diferenované spermatogonie 

Meióza 

Mióza 

Bazálni membrána 

Obrázek 1: Spermatogeneze - schématické znázornění u myší (Převzato a upraveno 
z Teves & Ronal 2022). 

3.1.1 Spermatocytogeneze 

Spermatocytogeneze je proces, který se odehrává ve stočených semenotvorných 
kanálcích varlete. Po dosažení pohlavní dospělosti probíhá vývoj vznikajících spermií ve třech 
základních fázích - množení, růst a zrání (viz Obrázek 2) (Russell et al. 1993). 

Spermatogeneze vyžaduje opakující se diferenciaci a následnou obnovu samčích 
zárodečných buněk. Obnovu zajišťují postupná mitotická dělení spermatogenních kmenových 
buněk a spermatogonií. Samčí zárodečné buňky tedy čekají dva možné osudy. 
Buď se duplikuje pomocí mitózy, nebo vstoupí do meiózy, která vede k redukci počtu 
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chromozomů na polovinu a následně k diferenciaci buněk procesem nazývaným 
spermatohistogeneze. Proliferativní fáze, tedy mitóza a meiotická fáze mohou probíhat 
buď souběžně (obnova a diferenciace buněk nastává ve stejný čas v každém segmentu 
semenotvorného tubulu), nebo sekvenčně (po ukončení proliferativní fáze následuje 
meiotická fáze v každé jednotlivé zárodečné buňce). Proliferativní fáze se prostorově 
vyskytuje v kompartmentu semenotvorného tubulu hojném na živiny, zatímco buňky 
procházející diferenciací se nacházejí v adluminálním kompartmentu a jsou navíc chráněny 
před imunitní obranou díky hematotestikulární bariéře (Sutovsky & Manandhar 2006). 

Fáze množení spočívá v mitotickém dělení kmenových buněk. U kance začíná fáze 
množení vnikáním nediferencované spermatogoniální kmenové buňky typu 
A do proliferativního pólu. Z tohoto důvodu se jedna dceřiná buňka vrací do pólu 
spermatogoniálních kmenových buněk, zatímco druhá dceřiná buňka, spermatogonie AI, dále 
pokračuje v dělení a diferenciaci. Dojde tedy ke vzniku dvou typů spermatogonie A2, které 
přetrvávají spojeny cytoplazmatickými můstky podobně jako všechny následné dceřiné buňky. 
Buňky typu A2 se dále mitoticky dělí, čímž dávají vzniknout čtyřem spermatogoniím typu A3, 
osm typu A4, 16 intermediálních spermatogonií, 32 spermatogonií typu B a na závěr 
64 primárních spermatocytů (Franca et al. 2005). 

Další fází spermatocytogeneze je fáze růstu. Při tomto stádiu dochází krustu 
spermatogonií typu B a k následným změnám v jádře buněk. Ze spermatogonií typu B vznikají 
primární spermatocyty (Franca et al. 2005). 

Třetí fází vývoje spermie je fáze zrání. Tento proces je charakterizován meiózou, 
při které dochází k prvnímu a druhému zracímu dělení. Během prvního meiotického dělení 
vznikají z primárních spermatocytů spermatocyty sekundární a z nich při druhém meiotickém 
dělení se vytvoří spermatidy s haploidním počtem chromozomů. První zračí dělení 
má mnohem delší profázi, než je tomu u ostatních buněk. Tento dlouhý proces lze rozdělit 
na leptotene, zygotene, pachytene a diplotene (de Kretser etal. 1998). Při fázi leptotene 
dochází ke spiralizaci a kondezaci chromozomů. Zygotene je fáze, ve které vzniká tvorba 
bivalentů, kdy se k sobě připojují dva homologní chromozomy. Pachytene je fáze, která 
má za následek zkracování bivalentů. Z tohoto důvodu se každý chromozom zvlášť rozděluje 
na dvě chromatidy. Následně jsou všechny bivalenty tvořeny tetrádami. Dále následuje proces 
crossing-over, jehož podstatou je vzájemná výměna genetického materiálu (Tanaka & Baba 
2005). V diplotene stadiu dochází k oddělování chromozomů, ale jejich chromatidy zůstávají 
stále spojené v místech, tzv. chiazmatech, kde ještě probíhá výměna genetické informace. 
V diakinezi se bivalentní chromozómy nadále zkracují a v místě centromery se už jen spojují. 
Dalším následujícím dějem meiozy je metafáze I.. Na začátku metafáze I. dojde k rozpuštění 
jaderné membrány, jádro zaniká a následně se tvoří dělící vřeténko. Bivalentní chromozomy 
se uspořádají do ekvatoriální roviny. Následuje stadium anafáze I.. Při tomto ději 
se homologní chromozomy přesouvají k opačnému pólu buňky, protože centromery 
se rozdělily. Ve stádiu telofáze I. vznikají dva sekundární spermatocyty s polovičním počtem 
chromozomů. Po krátké telofáze začíná druhé zračí dělení, během kterého dochází ke vzniku 
čtyř spermatid. Dvě spermatidy obsahují chromozom X a zbylé dvě chromozom Y. Vznikem 
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spermatid skončilo zračí dělení a následuje proces spermiohistogeneze (Phillips etal. 2010; 
Ohkura 2015). 

Spermatidy Spermie 

M e i ó z a I. M e i ó z a II. Diferenciace 

Obrázek 2: Jednotlivé kroky spermatogeneze -1. -spermatogonie, 2. - spermatocyt prvního 
řádu, 3. - spermatocyt druhého řádu, 4. - spermatida, 5. - spermie (převzato a upraveno 
z Foster 2018). 

3.1.2 Spermiohistogeneze 

Během procesu spermiohistogeneze, nebo také spermiogeneze, dochází ke změnám 
na spermatidě, a to zejména ke změnám morfologickým, chemickým a biochemickým 
(Champroux etal. 2016). Spermatidy při přeměně na zralé spermie prochází širokou škálou 
morfologických změn (viz Obrázek 3). V tomto období spermatidy již neprodělávají žádné 
dělení, ale postupně dochází k jejich přeměně z kulatých spermatid na zralé spermie, schopné 
aktivně proniknout do vajíčka a vnést do něho své geny. Přeměnu spermií lze schématicky 
rozdělit do několika fází: Golgiho fáze, fáze akrozomální čepičky, akrozomální fáze (fáze 
kaudální manžety) a fáze maturace (Clermont & Leblond 1955). 
První změny probíhají v Golgiho fázi, při které dochází ke vzniku a formování akrozomálního 
váčku, který navíc obsahuje akrozomální zrno. Akrozomální váček se zvětšuje a zplošťuje. 
Zároveň je samotné jádro přesunuto k jednomu pólu buňky. Díky tomu získává oploštělý 
a hruškovitý tvar (Russell et al. 1993; Konrádova et al. 2000). Během kondenzace chromatinu 
nahrazují většinu histonů přechodné proteiny (TP). Tyto TPjsou poté z velké části nebo zcela 
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úplně nahrazeny malými jadernými proteiny bohaté na arginin - protaminy (Oliva & Dixon 
1991; Wouters-Tyrou et al. 1998). 
Ve druhé fázi akrozomální čepičky dochází ke zvětšení akrozomálních zrn. Při tomto zvětšení 
se začínají akrozomální zrna rozšiřovat po přední části jádra a vytvářet akrozomální čepičku 
(Talbot & Kleve 1978). 
Ve třetí akrozomální fázi podstupuje akrozom kondenzaci a následně se formuje do konečné 
podoby. U prodlužujících se spermatid nastává také tvorba nukleárního prstence, pod nímž 
se organizují do válcovitého tvaru manžetové mikrotubuly, které vytvářejí kaudální manžetu 
(Ashman etal. 1992). Během akrozomální fáze dochází také ke změnám ve struktuře 
mitochondrií. Nejdříve se mitochondrie kulovitého tvaru seřadí do spirálovitě probíhajícího 
vlákna ve střední části bičíku, kde poté nastává tvorba mitochondriální pochvy (Otani etal. 
1988; Shimada etal. 2021). 
V poslední fázi maturace je diferenciace spermie doprovázena prodlužováním bičíku 
a odlučováním přebytečné cytoplazmy (Sakai & Yamashina 1989; Han et al. 2020). Přítomnost 
akrozomu a zhuštěné jádro poskytuje spermiím jedinečný tvar, který zlepšuje proniknutí přes 
zona pellucida(Suecie et al. 2021). Spermie po dokončení spermiohistogeneze nejsou schopné 
pohybu. Tuto schopnost spermie získají až v nadvarleti, kam jsou transponovány vývodnými 
kanálky varlat (Slípka & Tonar 2019). 

Spermatogeneze -> Spermiace -> Spermie 

i—Golgiho aparát -i 

Obrázek 3: Jednotlivé kroky spermiohistogeneze - Proces přeměny kulaté spermatidy 
na spermii s bičíkem (převzato a upraveno z Cummings & Schnellmann 2004). 
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3.2 Morfologie spermie 

Spermie je vysoce diferencovaná samčí pohlavní buňka, která je schopna 
samostatného pohybu a jejímž hlavním cílem je dosáhnout oocytu a podílet se na jeho 
oplodnění. Celková stavba savčí spermie se skládá ze dvou hlavních částí - hlavičky a bičíku 
(viz Obrázek 4). 

Hlavička obsahuje specializované haploidní jádro s vysoce zhutněným chromatinem, 
které nese dědičnou genetickou informaci v DNA, a akrozom, jehož součástí jsou exocytotické 
granule s enzymy, které po uvolnění napomáhají samčím spermiím proniknout do samicích 
oocytů během procesu oplodnění. V hlavičce spermie lze identifikovat extraakrozomální 
a extranukleární oblasti. Dále se rozlišují cytoplazmatické kompartmenty přesně určené 
akrozomálními membránami, plazmatickou membránou a jaderným obalem. Jádro obaluje 
pochva zvaná perinukleární theca. V částech subakrozomální perinukleární theky vapikální 
oblasti se nachází specializovaná struktura - perforatorium, která slouží k ukotvení akrozomu 
k přední oblasti jádra (Avidor-Reiss 2018, Teves & Roldan 2022). 

Spojovací oddíl, který připevňuje hlavičku spermie k bičíku se nazývá krček 
a je obohacen o typické i atypické proximální a distální centrioly. Bičík spermie je složen 
ze střední, hlavní a koncové části. Ve střední části se nachází mitochondriální pochva, 
kde dochází k výrobě vlastní energie ve formě ATP. Poskytuje také hnací sílu pro pohyb (Teves 
& Roldan 2022). 

Obrázek 4: Anatomická struktura spermie (Převzato a upraveno z Boerke et al. 2008) 
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3.2.1 Hlavička spermie 

Hlavička zralých spermií je výsledkem samčí spermiogeneze, což je komplexní 
diferenciační proces, během kterého se kulatých větších raných spermií (spermatid) 
s euchromatickým jádrem vytvoří menší protáhlé spermie s heterochromatickým jádrem 
(Chemes &Sedo 2012). 

V nitru hlavičky spermie se nachází jádro, ve kterém byly histony a kondenzované 
jádro deoxyribonukleové kyseliny (DNA) zčásti během spermiogeneze nahrazeny protaminy, 
pozitivně nabitými proteiny DNA, které umožňují hyperkondenzaci jádra spermie 
do kompaktního hydrodynamického tvaru. Ten napomáhá zprostředkovávat motilitu spermií 
a jejich pronikání přes obaly oocytu (Brewer etal. 2002; Dadoune 2003). Jádro je pokryto, 
a navíc chráněno redukovaným jaderným obalem, ze kterého byly během procesu 
spermiogeneze odstraněny komplexy jaderných pórů (Ho&Suarez 2003). Ochrana jádra 
spermie je poskytována pomocí „perinuklární matrice". Tato perinuklární matrice vytváří tuhý 
obal složený ze strukturálních proteinů, upevněných disulfidovou vazbou s různými jinými 
molekulami proteinů (Oko 1995). Některé z těchto proteinů mají funkci v buněčné signalizaci, 
jakmile jsou uvolněny rozpuštěním perinukleární théky do cytoplazmy samicích oocytů 
při oplodnění (Sutovsky et al. 2003). 

Hlavička savčí spermie dále obsahuje cytoskelet a akrozom. Cytoskelet má dvě hlavní 
funkce. Určuje tvarování hlavičky a hraje nezbytnou roli při pronikání spermie přes obaly 
oocytu (Pěknicová et al. 2001). Cytoskeletární strukturu lze dle její lokalizace dělit do tří částí. 
Subakrozomální, parakrozomální a postakrozomální. Mezi akrozomem a jádrem je umístěna 
subakrozomální část, mezi plazmatickou membránou a akrozomem paraakrozomální část 
a mezi jádrem a plazmatickou membránou postakrozomální část (viz Obrázek 5) 
(Yanagimachi, 1994). 

Obrázek 5: Struktura hlavičky spermie. A) vejcorodí B) vačnatí C) placentálové (Převzato 
a upraveno z Teves & Roldan 2022). 

A B c 
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3.2.2 Akrozom 

Akrozom jeorganela, která se vyskytuje jedině na spermii a kryje přední část 
jejího jádra (Kierszenbaum etal. 2011). Tvorba akrozomu je rozdělena do čtyř fází: 
Golgiho fáze, fáze čepičky, fáze akrozomu a fáze zrání. Struktura akrozomu spermie je tvořena 
vnější a vnitřní membránou (Yanagimachi 1994). Pod plazmatickou membránou se nachází 
vnější akrozomální membrána, pod kterou je akrozomální matrix. Uvnitř matrixu je vnitřní 
akrozomální membrána a následně navazuje jádro. 

Akrozom je navázán k jádru vnitřní akrozomální membránou prostřednictvím 
akroplaxomu. Jedná se o síť proteinů, kterými jsou například |3-aktin a keratin 
(Kierszenbaum et al. 2011). Tvarem a velikostí je akrozom druhově rozdílný a rozděluje 
se na ekvatoriální část, která vytváří spodní oblast akrozomu a podílí se na fúzi spermie 
a oocytu. Akrozom obsahuje specifické enzymy. Mezi tyto enzymy patří běžné hydrolázy 
nacházející se v lysozymech, a to například proakrozin nebo hyaluronidáza. To jsou enzymy 
typické právě pro akrozom spermatogenních buněk. Tvorba akrozomálních enzymů 
je spuštěna již v pachytenním stádiu meiózy v průběhu procesu spermatogeneze, kdy ještě 
není akrozomální váček vytvořen. Proakrozin je forma neaktivního enzymu. Je syntetizován 
ve spermatidách, a je součástí serin-proteázové superrodiny. Při procesu akrozomální reakce 
(AR) je proakrozin štěpen a vytváří se jeho aktivní forma - akrozin. Ten je zodpovědný 
za štěpenízona pellucida. (Yanagimachi 1994). 

3.2.3 Krček spermie 

Na postakrozomální oblast hlavičky spermie navazuje krček, který propojuje hlavičku 
s bičíkem. Krček je tvořen dvěma za sebou uspořádanými centrioly - proximální a distální 
(viz Obrázek 6) (Eddy & 0'Brien 1994). Funkcí těchto centriol je nejen mechanicky propojovat 
hlavičku a bičík, ale také se po fertilizaci podílí na organizaci cytoskeletu zygoty (Rattner 1972; 
Avidor-Reiss etal. 2020). V oblasti krčku je také velká zásoba vápníku (Ca+2). Přítomný 
je zde také inositoltrifosfátový receptor (IP3R), který po aktivaci inositoltrifosfátem (IP3) 
funguje jako výměníkový vápníkový kanál (Ho & Suarez 2001). 

Během pohybu spermie směrem k oocytu je zapotřebí, aby měl krček spermie silnou 
integraci k hlavičce a bičíku. Jakékoliv defekty při tvorbě krčku spermie má za následek 
oddělení hlavičky spermie od ocasu během pohybu (Wu et al. 2020). 

Obrázek 6: Podélný řez krčkem a střední částí bičíku (Převzato a upraveno z Teves & Roldan 
2022). 

^.Vnější husté vlákno 

Mitothondriáäní plášť 

Proxinnální centnola 
p oj ovací část 
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3.2.4 Bičík spermie 

Pro motilitu spermie je zcela nezbytný bičík. Bičík spermie se skládá ze tří částí: střední, 
hlavní a koncová. Střední část je rozšířená oblast bičíku spermie, který je obklopen 
tzv. mitochondriální pochvou. Nachází se zde veliké množství spirálovitě seskupených 
mitochondrií umožňující oxidatívni fosforylaci, prostřednictvím které se produkuje 
adenosintrifosfát (ATP), který spermie využívá k pohybu bičíku. Pomocí hydrolyzace 
mitochondriálního adenosintrifosfátu dyneinovými ramínky dochází k následnému uvolnění 
energie, což má za následek ohýbání bičíku a pohyb spermie. Mitochondriální pochva 
je bohatá nejen na selen (Ursini et al. 1999), ale také na specifické proteiny, jako je cytochrom 
c nebo enzymy laktátdehydrogenáza či El-pyruvátdekarboxyláza (Goldberg 1963; 
Hessetal. 1993; Deburgos etal. 1994). Dalšími strukturami střední části bičíku je axonema, 
vnější hustá vlákna a fibrózní pochva. Axonema se skládá se ze dvou centrálních tubulů 
obklopených devíti mikrotubulárními dublety. Nachází se uvnitř celého bičíku spermie. Vnější 
hustá vlákna sahající od spojovací části bičíku po konec hlavní části přiléhají po celé délce 
k axonémě. V hlavním segmentu vnější hustá vlákna obklopuje vláknitá pochva, která reguluje 
pohyby bičíku a jejíž součástí jsou enzymy potřebné pro glykolýzu (Oura 1971; Zamboni 
& Stefanini 1971; Yanagimachi 1994). Vnější hustá vlákna majífunkci udržovat elasticitu bičíku 
a také jej chránit před vnějšími vlivy při transportu z epididymu a během ejakulace (Baltz et al. 
1990). Koncová část bičíku spermie je tvořena pouze centrálním párem mikrotubulů, jenž jsou 
obalené plazmatickou membránou (Baccetti 1984). 

3.2.5 Plazmatická membrána 

Povrch celé spermie pokrývá plazmatická membrána, která je tvořena lipidovou 
dvouvrstvou. Hlavními komponenty plazmatické membrány jsou fosfolipidy, ale i glykolipidy, 
cholesterol nebo i sfingolipidy. Tímto uspořádáním plazmatické membrány je zajištěna nejen 
její samozacelovací schopnost, ale také i tzv. „fluidita" neboli přeskupování jednotlivých 
molekul v membráně. Plazmatická membrána spermie se rozděluje do regionálních domén, 
které se liší funkcí a složením. Hlavními oblastmi plazmatické membrány na hlavičce spermie 
jsou postakrozomální a akrozomální domény. Postakrozomální oblast zahrnuje plazmatickou 
membránu mezi spojovacím úsekem a zadní částí akrozomu. Plazmatickou membránu 
akrozomální oblasti lze rozčlenit na doménu ekvatoriálního, hlavního a apikálního segmentu 
(viz Obrázek 5) (Bearer & Friend 1990; Eddy & O'Brien 1994). V plazmatické membráně 
postakrozomální a ekvatoriální části jsou obsaženy molekuly, které jsou nezbytné pro splynutí 
spermie s vajíčkem. Plazmatická membrána, která pokrývá oblast bičíku spermie, obsahuje 
molekuly potřebné pro aktivitu bičíku. Molekuly, které jsou součástí akrozomální domény 
plazmatické membrány, plní svou důležitou funkci v době vazby spermie na zona pellucida (ZP) 
po akrozomální reakci (Toshimori & Ito 2003). 
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3.3 Epididymální maturace 

Testikulární spermie ještě nejsou způsobilé oplodnit vajíčko, což je způsobeno hlavně 
tím, že spermie nejsou schopny pohybu a nemají na své membráně potřebné proteiny 
pro vznik rezervoáru a pro vazbu soocytem. V organismu samce podstupují spermie 
při průchodu nadvarletem morfologické a biochemické změny a získávají oplozovací 
schopnost. Tento děj se označuje jako epididymální maturace. 

Během zrání v nadvarleti jsou spermie uzavřeny ve specifickém prostředí, o kterém 
se předpokládá, že hraje velice zásadní úlohu při kontrole a indukci konečného zrání 
spermií. Prostředí obklopující spermie se neustále přeskupuje, a to nejen z hlediska 
chemického složení, ale i z hlediska obsahu bílkovin (viz Obrázek 7). Vnitřní prostředí 
nadvarlete je zajímavé přítomností nezvykle vysokých koncentrací různých látek 
(např. karnitin), které se nenalézají v jiných tělesných tekutinách (Daucheux etal. 2012). 
Maturační prostředí nadvarlete je vytvořeno prostřednictvím specializovaných 
membránových váčků, tzv. epididymosomů (Sullivan et al. 2005; Caballero et al. 2011). Tyto 
membránové váčky jsou vylučovány epididymálním epitelem (Sullivan etal. 2005), který 
se sestává z rozmanitých typů buněk. Současně každý tento typ má svou specifickou funkci 
a strukturu, která se odlišuje na základě toho, v jaké části nadvarlete se nachází (Hermo & 
Robaire 2002; Breton et al. 2016). Pomocí epididymosomů jsou na povrch spermie dopraveny 
proteiny a enzymy. Ty se rozličnými způsoby připojují na plazmatickou membránu spermie, 
dále transmembránové proteiny, které jsou do plazmatické membrány také začleněny 
(Kirchhoff et al. 1996; Martin-Deleon 2015). 

Nadvarle je tvořeno meandrovitě stočeným nadvarletním kanálkem a člení 
se na tři části - hlavu (caput), tělo (corpus) a ocas (cauda) (Yanagimachi 1994). Každá část 
vykazuje odlišnou expresi genů a udržuje různé koncentrace luminálních iontů. Tyto děje jsou 
nepostradatelné pro regulaci zrání spermií v nadvarleti. Ocas nadvarlete slouží jako rezervoár 
spermií. Spermie v nadvarleti zůstávají nepohyblivé s nízkou metabolickou aktivitou. 
Vanabióze se nachází až do ejakulace. Doba uchování spermií v nadvarleti záleží na druhu 
živočicha a pohybuje se v řádu několika dnů až týdnů (Yanagimachi 1994; Gervasi 
& Visconti 2017). 

Při transportu putují spermie ze semenotvorných kanálků přes úzké kanálky, 
síť kanálků na zadní straně varlete a vývodné kanálky varlete. Změny, kterými při epididymální 
maturaci spermie procházejí, zabezpečují stabilizaci plazmatické membrány spermie. 
Díky tomu je zamezeno předčasné akrozomální reakci, a kromě toho dochází k ochraně 
receptoru, umožňující vazbu na zona pellucida (Gatti et al. 2004). Nejzřetelnější morfologickou 
změnou je přesun cytoplazmatické kapky z krčku spermie směrem k prstenci, který spojuje 
střední část s hlavní částí (Cooper 2011). Cytoplazmatická kapka obsahuje zbylou cytoplazmu 
zárodečných buněk, která vznikla v procesu spermatohistogeneze (Paunescu et al. 2014). 
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VARLE NADVARLE EJAKULOVANE SPERMIE V SAMICÍM REPRODUKČNÍM TRAKTU 
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Obrázek 7: Epididymální maturace - Při průchodu epididymem jsou spermie obohaceny 
o různé proteiny epiteliálními buňkami nadvarlete. Tyto proteiny mohou působit jako 
maturační prostředí pro spermie nebo se na ně mohou vázat (převzato a upraveno z Diao et al. 
2014). 

Epididymální proteiny mohou tvořit slabé asociace s povrchem spermií. Mezi tyto 
proteiny patří určité izoformy klusterinu i lidský epididymální protein (Leahy 
& Gadella 2011). Nejvíce běžnými nalezenými proteiny jsou laktoferin (LTF), klusterin (CLU) 
a sekreční proteiny bohaté na cystein (jako je CRISP1). Tyto proteiny jsou mezidruhově 
rozdílné. Například LTF a manosidáza jsou přítomny ve vysokých koncentracích u hřebce, 
berana, člověka a kance. Naopak protein prostaglandin D2 syntáza (PTGDS) prakticky chybí 
u kance a člověka. Po sekreci dochází často k modifikaci epididymálních proteinů, což vede 
ke vzniku různých izoforem. Některé proteiny jsou v epididymální tekutině přítomné po celou 
dobu maturace spermií. Některé, jako například kančí RNAsa 10, jsou resorbovány ( Castella 
et al. 2004). 

V epididymis dále dochází k degradaci starých či poškozených spermií pomocí aktivity 
ubikvitin-proteasomového systému, který prostřednictvím specifických enzymů ničí zbytné 
proteiny (Sutovsky etal. 2001). Ubikvitin-proteasomový systém (UPS) je zodpovědný 
za regulaci substrátově specifické proteolýzy. Významnou roli v tomto procesu hraje malý 
chaperonový protein - ubikvitin. Ten kovalentně modifikuje jiné proteiny a označuje 
je pro degradaci proteazomem 26S. Ubikvitin je nejkonzervovanější eukaryotický protein, 
který má molekulovou hmotnost 8,5 kDa a skládá se ze 76 aminokyselin. Konkrétně sedm 
z nich jsou zbytky Lysinu (K6, K i l , K27, K29, K33, K48 a K63), na které se tandemovým 
způsobem vážou další molekuly ubikvitinu za vzniku isopeptidem vázaných 
multiubikvitinových řetězců. Proces ubikvitinace je řízen sérií enzymatických reakcí. Některé 
z nich vyžadují adenosintrifosfát (ATP). Pro aktivaci tohoto procesuje důležitý nekonjugovaný 
aktivační enzym ubikvitin (El), ubikvitin konjugující enzym (E2) a ubikvitin-protein ligáza (E3). 
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E2 zajišťuje transport ubiktivinu k substrátu. Enzym E3 zajišťuje polyubikvitinylaci. 
Polyubiquitinový řetězec obsahuje okolo čtyř ubiquitinových molekul. Proteiny jsou pomocí 
proteasomu degradovány na peptidy o velikosti až 25 aminokyselinových zbytků. 
Ty se uvolňují a jsou vystaveny dalšímu štěpení cytosolovými endopeptidázami (Voges 
et al. 1999; Sutovsky 2011). UPS je využit také pro „opracování" proteinů na povrchu spermie. 
Některé proteiny totiž spermie při průchodu epididymem ztrácí (Sutovsky et al. 2001). 

3.4 Kapacitace 

Kapacitace je proces, který je velmi složitý a zahrnuje řadu funkčních a strukturních 
změn spermií. Dochází při ní k modifikaci plazmatické membrány spermií, změnám 
v enzymové aktivitě a fosforylaci proteinů (Ferramosca & Zara 2014). Bezprostředně 
po ejakulaci nemají savčí spermie schopnost oplodnit oocyt (Chang 1955). Spermie tuto 
schopnost získá až během procesu kapacitace, bud in vivov reprodukčním traktu samice nebo 
ji lze navodit invitro v kapacitačním médiu (DeJonge 2005). Dále je kapacitace spojena 
s procesem hyperaktivace pohybu spermií, která je charakterizována změnou motility 
a zvýšeným pohybem bičíku spermie. Tyto změny napomáhají spermiím v pohybu oviduktem 
a průniku ZP oocytu (Ferramosca & Zara 2014). 

Během procesu ejakulace jsou zralé epididymální spermie pumpovány do prostředí 
semenné plazmy přes chámovod a zbývající část samčího pohlavního traktu. Sekrety 
bulbo-uretrální žlázy, semenných váčků a prostaty ředí, chrání a vyživují spermie. Zároveň 
poskytují metabolické substráty, faktory a ionty, které stabilizují samčí gamety (viz Obrázek 8) 
(Harkema et al. 2004). Semenná plazma obsahuje kromě nejrůznějších iontů či sacharidů 
i velké množství proteinů jako jsou například spermadheziny, inhibitory proteináz (inhibitor 
akrozinu) a povrchový protein spermií DQH. Sekreční proteiny spermadheziny jsou 
exprimovány v samčích pohlavních orgánech kance, hřebce a býka. Vykazují řadu schopností 
vázat ligandy, např. sacharidy, fosfolipidy, sulfatované glykosaminoglykany a inhibitory 
proteináz, z čehož se usuzuje, že se mohou podílet na různých krocích fertilizace. 
Mezi nejznámnější proteiny rodiny spermadhezinů v kančí semenné plazmě patří AQN, 
AWN a PSP. Další typ proteinu izolovaný z kančí semenné plazmy patřící k povrchovým 
proteinům spermií je označený jako DQH (podle jeho N-koncové aminokyselinové sekvence). 
Protein DQH nespadá do rodiny spermadhezinů, ale je členem velké rodiny buněčných 
a matricových adhezních proteinů (Calvete et al. 1997; Bork & Beckmann 1993; Jonáková et al. 
1998; Bezouška etal. 1999). Také |3-MSP a laktoferin patří mezi proteinové složky kančí 
semenné plazmy (Maňásková et al. 2002; Jelínková et al. 2003). 

Další molekuly, které pokrývají plazmatickou membránu spermie a jsou odstraněny 
během kapacitace, se nazývají dekapacitační faktory. Tyto faktory jsou přítomny v seminální 
plazmě a jejich mechanismy účinku jsou vysoce komplexní a druhově závislé (Bedford & Chang 
1962, Yanagimachi 1994). Dekapacitační faktor je obecný termín pro látky přítomné 
v semenné plazmě samce, které stabilizují a potahují povrch spermií, nepochybně 

21 



tím zabraňují předčasné kapacitaci. Tyto komponenty jsou nutné pro správné načasování 
procesu kapacitace a akrozomální reakce (Fraser etal. 2006). Dále jsou pak odstraněny 
v oviduktálním rezervoáru, čímž dojde ke kapacitaci později v době, kdyoocyt doputuje 
do vejcovodu a tím se umožní synchronizace kapacitace a navázání spermie na ZP oocytu 
(Thérien et al. 1998). Funkcí těchto molekul je zahájení signální kaskády vazbou na receptor, 
což má za následek produkování cyklického adenosinmonofosfátu (cAMP). Vzestup hladiny 
cAMP koreluje s navozením kapacitace a akrozomální reakce. Proto musí být cyklický 
adenosinmonofosfát regulován, a to z důvodu předčasné nežádoucí akrozomální reakce. 
K jednomu z nejznámějších regulátorů kapacitace patří enzym fosfodiesteráza, jehož úkolem 
je štěpit cAMP na produkt metabolismu 5'AMP, který není aktivní (Fraser et al, 2006). 

Ejakulované spermie mají na počátku nízkou intracelulární koncentraci Na 2 + (14 mM) 
a vysokou intracelulární koncentraci K+ (120 mM). Kontinuálně s kapacitaci nastává změna 
iontového prostředí (Baldi etal. 1996). Zahajující stadium procesu kapacitace je značně 
pomalé. Začíná likvidací cholesterolu z plazmatické membrány spermie, což snižuje poměr 
cholesterolu vůči 20fosfolipidům a zvyšuje fluiditu membrány (Boerke etal. 2013). 
Dependentní protein kináza A aktivuje enzym skramblázu, která je odpovědná za šíření 
fosfolipidů ve vnějším a vnitřním listu plazmatické membrány a zprostředkovává snadnější 
odstranění membránového cholesterolu (Harrison & Gadella 2005). Ten je odstraňován 
pomocí albuminu a lipoproteinů s vysokou hustotou (HDL). Membrána je tak mnohem více 
přístupná pro částice, které vážou lipidy (Abou-haila & Tulsiani 2009). 

Dalšími látkami podílející se na kapacitaci, chemotaxi, motilitě a fertilizaci je aktivita 
vápenatých iontů (Ca+2). Endoplazmatické retikulum a mitochondrie jsou hlavními organelami 
v somatických buňkách, které se účastní ukládání vápníku. Jinak tomu je v případě spermií. 
Předpokládá se, že cílem pro ukládání vápenatých iontů je jaderný obal a akrozom spermií 
(Santi et al. 2010). Intracelulární změna pH je životně podstatná pro zahájení a regulaci 
různých činností spojených s hyperaktivací a kapacitaci spermií (Suarez 2008), 
z tohoto důvodu je intracelulární alkalizace spermií nezbytná (Darszon et al. 2006). 

Proces kapacitace je také následně spojován se zvýšenou fosforylací proteinů 
serinových, tyrosinových a threoninových zbytků, zvýšeným metabolismem 
a s hyperaktivovanou motilitou (Baldi etal. 2002). Fosforylace proteinů tyrosin kinázou 
je charakteristickou posttranslační modifikací proteinů během kapacitace a akrozomální 
reakce. Fosforylace proteinů je důležitá z hlediska signalizačních dějů v samčí gametě, 
jelikož genetická informace je v buňce vysoce kondenzována a nemá možnost ovlivnit syntézu 
nových proteinů. V průběhu procesu kapacitace dochází kfosforylaci proteinů ováže 51, 
75 a 95 kDa (Baldi etal. 1996). 

Epididymální tekutina má nižší koncentrace bikarbonátu v porovnání se semennou 
plazmou a oviduktální tekutinou. Karbonická anhydráza IV vázaná v plazmatické membráně 
mění oxid uhličitý (CO2) přítomný v samicím reprodukčním traktu na hydrogenuhličitanový 
iont (Wandernoth et al. 2010). Aktivace rozpustné adenylyl cyklázy a zvýšení koncentrace 
cyklického adenosinmonofosfátu (cAMP) vcytosolu mají za následek vznik 
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hydrogenuhličitanových iontů, které zvyšují intracelulární pH. To vyvolává tyrosinovou 
fosforylaci, která zprostředkovává hyperaktivaci motility (Hess et al. 2005). 

Reaktivní formy kyslíku (ROS), také zvané jako kyslíkové radikály, jsou jedny z dalších 
součástí procesu kapacitace. Mají velmi specifickou roli při zrání spermií. Mezi kyslíkové 
radikály (ROS) patří například peroxid vodíku a oxid dusnatý. ROS se účastní na aktivaci 
signalizační kaskády tyrosinové fosforylace. Peroxid vodíku a superoxid aktivují rozpustnou 
adenylyl cyklázu, čímž zvyšují intracelulární cyklický adenosinmonofosfát (cAMP) a následně 
aktivují tyrosinové kinázy (O'Flaherty et al. 2006; Roy & Atreja 2008; Jagan Mohanarao 
& Atreja 2011). 

Uchování zralých spermií v istmu samice je závislé na živočišném druhu. U některých 
savčích druhů vzniká vazba samčích spermií na samicí epitel vejcovodu ve spodní části isthmu 
a vytváří se tak oviduktální rezervoár. U ostatních živočišných druhů, např. u člověka dochází 
k uložení spermií nejdříve vcervikálním hlenu a následně vzniká oviduktální rezervoár. 
Zásluhou této vazby je zachována stabilita plazmatické membrány, díky čemuž se zbrzdí 
proces kapacitace a prodlouží se životaschopnost spermií. K dřívějšímu vypuštění spermií 
z isthmu a k urychlení kapacitace dochází, pokud kopulace započala po ovulaci oocytu. 
Důvodem je, aby spermie dosáhly oocytu v přijatelnou chvíli pro oplození (Yanagimachi 1994). 
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Obrázek 8: Nezbytné fyziologické změny na povrchu membrány spermií - A) Spermie 
po opuštění varlete. Získává specifickou motilitu, ztrácí cytoplazmatickou kapku a absorbuje 
na povrch plazmatické membrány specifické proteiny.; B) Spermie v nadvarleti - Ejakulace; 
C) Spermie v semenné plazmě - Kapacitace; D) Spermie v oviduktu (Leahy & Gadella 2011). 
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3.5 Akrozomální reakce 

Akrozomální reakce (AR) je ústřední maturační děj, který umožňuje penetraci 
zona pellucida a fúzi gamet. Po kontaktu kapacitované spermie s vnějšími obaly oocytu 
dochází ve spermii k aktivaci různých proteinů a signálních kaskád. To má za následek 
exocytózu akrozomálního váčku, která je ireverzibilní (Florman et al. 2004). 

Nejprve dochází ke kontaktu samčí gamety scorona radiata (CR) (viz Obrázek 9). 
Průnik přes vrstvu granulózních buněk CR se uskutečňuje primárně přes membránový protein 
PH-20 (SPAM 1 - molekula adheze spermií) hlavičkou spermie. Tento protein vykazuje 
hyaluronidázovou aktivitu, která v extracelulární matrici štěpí kyselinu hyaluronovou, 
jenž spojuje buňky CR (Kimura etal. 2009). Mezi další důležité proteiny, které umožňují 
penetraci CR, patří B - galaktosidáza a a ryl sulfatáza A (Tantibhedhyangkul etal. 2002; 
Wu et al. 2007). Kapacitovaná spermie se po průniku CR dostane k zona pellucida a následně 
dochází k vyvolání akrozomální reakce. Tento klíčový děj zahajuje kombinace 
charakteristických receptorových glykoproteinů, které jsou součástí povrchu hlavičky spermie. 
Dalším indukujícím faktorem je hormon progesteron. Ten zahajuje přechodný intracelulární 
příliv vápenatých iontů ve spermii, nezbytných pro spuštění akrozomální reakce po navázání 
na zona pellucida (De Jonge 2017; Flesch & Gadella 2000; Tosti & Ménézo 2016). 

PVS 

Obrázek 9: Fáze průniku spermiíoocytem -1. -průnik corona radiata (CR); II. - vazba na zona 
pellucida (ZP); III. - akrozomální reakce (AR) a průnik zona pellucida; IV. -průchod spermii 
do periyolkového prostoru (PVS) (Krawczyk & Jaworska-Adamu 2020). 

Akrozomální reakce probíhá v několika základních fázích. V prvním kroku začíná tvorba 
slabé vazby s glykoproteinem 3 (ZP3) na zona pellucida. U kance byl identifikován 
glykoprotein B-l-4-galaktosyltranseráza (GalTase). Následkem navázání spermií 
na ZP3 se mění uspořádání receptorových proteinů. Dochází k aktivaci intracelulární dráhy 
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za účasti např. tyrosinkináz, fosfatáz, proteinů fosfolipázy C a G. Tento proces má za následek 
otevření vápníkových kanálů a příliv Ca 2 + iontů do buňky. V důsledku toho jsou K+, Na + 

a ATP - áza inaktivovány a dále nastává příliv sodných iontů do buňky, stejně jako odtok 
vodíkových iontů z buňky. Navýšení intracelulární koncentrace Ca 2 + iontů aktivuje protein 
kalmodulin a kalmodulin dependentní kinázu, což vede ke zvýšené produkci ATP a fosforylaci 
proteinů. Také dochází k neutralizaci náboje z vnějšku vnější membrány akrozomu a z vnitřní 
strany membrány spermií, což usnadňuje splynutí spermie a oocytu. V první fázi fúze 
se vytvoří mezery, dále následuje tvorba akrozomálních váčků a rozptýlení membrán. 
Tento děj nastává v oblasti akrozomu hlavičky spermie (Larson & Miller 1997; Krawczyk 
& Jaworska-Adamu 2020). 

V dalším kroku akrozomální reakce dochází kexocytóze a aktivaci enzymů, jako jsou 
například proteinázy, kyselá glykohydroláza, fosfolipáza, esteráza, fosfatáza a kolagenáza 
usnadňující proniknutí samčí gamety do zona pellucida (Bhakta etal. 2019; Georgadaki 
etal. 2016; Kratz & Achciňska 2011). Následně je obnažena vnitřní membrána akrozomu 
a na ni navázané enzymy, mezi nimiž jsou nejvíce zastoupené akrozin a hyaluronidáza 
(Khawar 2019). Akrozin je nepostradatelný, usnadňuje penetraci zona pellucida a je schopen 
regulovat aktivitu dalších akrozomálních proteinů. Jeho další nezbytnou funkcí je podílení 
se na vazbě receptoru spermií na glykoprotein ZP2. Toto spojení je odolnější. 
Proces akrozomální reakce je také zprostředkován proteinem PH-20 a proteinem MC41, 
které jsou uloženy v membráně akrozomálního vezikulu (Bukowska etal. 2014; 
Tosti & Ménézo 2016). Při fúzi spermie s oocytem se matrice akrozomu krok zákrokem 
disperguje a v důsledku aktivního pohybu spermií se odstraní na jejím povrchu přítomné 
proteiny (Kratz & Achciňska 2011). 

Po překonání glykoproteinového obalu zona pellucida vstupuje spermie 
do perivitelinního prostoru oocytu a pohybuje se směrem koolemě. Kontakt s membránou 
samicí gamety způsobí, že se naváže spermie na její povrch, což dále vede ke splynutí obou 
buněk. Tento nepostradatelný proces je důležitý pro aktivaci oocytu, který je nevyhnutelný 
pro dokončení děje oplodnění (Krawczyk & Jaworska-Adamu 2020). 

3.6 Gasotransmitery 

Gasotransmitery jsou malé plynné signální molekuly uvolňované charakteristickými 
enzymy, které jsou exprimovány v různých savčích tkáních a podílejí se na buněčné signalizaci. 
Mezi gasotransmitery patří oxid dusnatý (NO) (Ignarro etal. 1987; Palmer etal. 1987), 
oxid uhelnatý (CO) a sulfan (H2S) (Wang 2002). 

Gasotransmitery nevyžadují pro svou tvorbu složité metabolické dráhy. 
Mají schopnost lehce pronikat buněčnou membránou a používat krevní řečiště k volnému 
pohybu v organismu (Imbrogno 2018). Jejich působení na buňku může být uskutečněno skrze 
druhé posly (Paeetal. 2009). Společným rysem těchto plynných molekul je také rychlá 
degradace po jejich uvolnění (Wang 2002). Gasotransmitery se účastní regulace fyziologických 
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dějů jako je obranyschopnost, zánět, cévní homeostáza nebo přenos nervových vzruchů 
(Paeetal. 2009). 

3.6.1 Sulfan 

Sulfan (H2S) je hořlavý, bezbarvý a ve vodě rozpustný plyn s velmi specifickým 
výrazným zápachem po zkažených vejcích (Szabó 2007; Beauchamp et al. 1984). Podobně jako 
NO a CO byl H2S po desetiletí považován za toxickou molekulu a jako riziko pro životní 
prostředí až do doby, kdy Abe a Kimura (1996) poprvé objevili jeho fyziologickou produkci 
a funkci v nervovém systému. 

Tato malá plynná molekula se ve volné přírodě syntetizuje při rozkladu bílkovinných 
molekul, které obsahují aminokyseliny obsahující síru. V nepatrném množství je obsažen 
i ve střevech zvířat a lidí. Jeho bod varu je 60,3 °C, bod tání 82,3 °C a bod tuhnutí -86 °C. 
Koncentrace sulfanu by za normálních okolností neměla překročit 0,1 mg/m3. Z tohoto 
důvodu zůstává sulfan nebezpečnější a 5x toxičtější než oxid uhelnatý díky své schopnosti 
inhibovat procesy tkáňového dýchání potlačením enzymu - cytochromoxidázy 
v mitochondriích. Intenzita syntézy, biologický účinek a celkový obsah tohoto enzymu jsou 
v různých buňkách těla odlišné (towicka & Bettowski 2007; Zaichko et al. 2014). 

Furne et al. (2001) dodává, že koncentrace endogenního sirovodíku v savčích tkáních 
se pohybují v rozmezí od 50 pM do 160 pM. Z tohoto důvodu je zcela nezbytné, aby existoval 
degradační mechanismus sulfanu pro udržení adekvátních hladin ve tkáních. V mitochondriích 
sirovodík oxiduje na thiosulfid, který se dále přemění na konečný produkt sulfid. 
Druhou metabolickou cestou sulfidu je methylace thiolem S-methyltransferáza (TSMT) 
na dimethylsulfid. Podle Starka (2009) se sulfan váže podobně jako oxid uhelnatý a oxid 
dusnatý na hemoglobin za vzniku sulfhemoglobinu (Wang 2002). Kromě toho může sulfan 
reagovat společně s oxidem dusnatým za vzniku nitrosothiolové sloučeniny, která se účastní 
na reverzní regulaci aktivity enzymu syntázy oxidu dusnatého (NOS) (Whiteman 2006). 

Endogenní sulfan může být vytvářen enzymatickými i neenzymatickými cestami 
(Wang 2002). Nejvýznamnější pro endogenní hladinu sulfanu je enzymatická produkce. 
Enzymatická syntéza sulfanu v savčích tkáních může být zprostředkovávána 
prostřednictvím cystathionin y-lyázou (CSE), cystathionin |3-syntázou (CBS) a 3-merkapto-
pyruvátsulfurtransferázou (MST) ve shodě s cysteinaminotransferázou (CAT) (viz Obrázek 10). 
Enzymy CBS a CSE jsou závislé na pyridoxal-5'-fosfátu. Substrátem CBS a CSE je L-cystein. 
Cystein může být pomocí enzymů CBS a CSE hydrolyzován. CSE působí na cystein 
za vzniku sulfanu, pyruvátu a amoniaku. CBS kondenzuje cystein a homocystein za vzniku 
H2S a vedlejšího produktu L-serinu, což má za následek tvorbu cystathionu (Singh et al. 2009; 
Ahmad etal. 2016; Taoetal. 2017; Ahmad etal. 2019; Augsburger & Szabo 2020). Pomocí 
tohoto procesu je poté hydrolyzován CSE. Následně vznikne cystein s vedlejšími produkty 
amoniaku a a-ketobutyrátem. CBS je schopný katalyzovat kondenzaci cysteinu 
a homocysteinu za vzniku cytathioninu a sulfanu. Enzym CSE také může přeměnit cystein 
a siřičitan na L-cysteát a sulfan (Cavallini et al. 1962). 
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Další enzymatickou reakcí přispívající k produkci endogenního sulfanu, je 3-merkapto-
pyruvátsulfurtransferáza (3MST). Tato reakce je katalyzována dalším enzymem -
cysteinaminotransferázou (CAT/AAT) Shibuya etal. 2009a; Shibuya etal. 2009b). 
V mitochondriích mohou být L-cystein a o-ketoglutarát jako substráty převedeny 
na 3-MST pomocí CAT, poté se tento meziprodukt převede na H2S pomocí 3MST (Shibuya 
et al. 2009b). 

Důležitá je i neenzymatická cesta získávání endogenního sulfanu. Jedná se o přeměnu 
elementární síry a oxidace glukózy. Neenzymatická cesta zahrnuje fosfoglukonát, glykolýzu 
a glutathion (Wang 2002). 
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Obrázek 10: Endogenní produkce a metabolismus L<ysteinu a H2S. Enzymatické cesty 
produkce H2S využívá tkáňové specifické enzymy: Cystathionin-6-syntázu (CBS) a Cystathionin 
y-lyázu (CSE) a merkaptopyruvát sulfurtransferázu (MPST) (Elsey et al. 2010). 

3.6.2 Enzymy produkující sulfan 

Sulfan je ve většině savčích tkáních tvořen třemi enzymy. Mezi hlavní enzymy 
produkující sulfan se řadí cystathionin-|3-syntáza (CBS) a cystathionin-y-lyáza (CSE) 
(Wang 2002). Tyto dva enzymy působí velmi podobně. Odlišná je jejich tkáňová distribuce. 
U obou enzymů je společným substrátem pro tvorbu sulfanu L-cystein. Tato neesenciální 
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aminokyselina může být buď alimentárního původu nebo může být uvolňována 
z endogenních proteinů, případně být syntetizována z methioninu (Starka 2009). 

Dalším enzymem produkující sulfan je 3-merkaptopyruvát sulfurtransferáza (3MPST) 
(Shibuya etal. 2009). Každý z těchto enzymů se vyskytuje v různých savčích tkáních (Starka 
2009). 

Cystathionin 0-syntáza 

Cystathionin-|3-syntáza (CBS) je považována za hlavní enzym produkující sulfan (H2S) 
a reguluje metabolismus homocysteinu. CBS má velmi významnou roli v regulaci buněčné 
energetiky, redox stavu, metylaci DNA a modifikaci proteinů (Zhu et al. 2018). 

CBS je savčí protein o velikosti okolo 551 aminokyselin. Má aktivní krystalovou 
strukturu tvořenou čtyřmi 63kDa podjednotkami (viz Obrázek 11) (Ereno-Orbea etal. 2013; 
Ereno-Orbea etal. 2014). Každá podjednotka se skládá ze tří strukturních 
domén. Těmi jsou N-terminální doména, katalytická doména a C-terminální regulační 
doména. Má kovalentně vázaný kofaktor pyridoxal-5'-fosfátu (PLP) v každém monomeru 
(Zhu etal. 2018). 

Protein CBS je nejvíce exprimován v mozku, slinivce břišní, játrech a ledvinách. 
U specifických typů buněk byla zjištěna lokalizace tohoto enzymu v jádře a mitochondriích, 
primárně se však nalézá vcytosolu (Kabil etal. 2006; Bhattacharyya etal. 2013). 
Enzym CBS může být translokován do mitochondrií v reakci na nukleolární stres 
(Pagliara et al. 2016) nebo hypoxii (Teng etal. 2013). Exprese enzymu CBS je při různých 
stimulech regulována na více úrovních. Například hormonální regulace steroidních hormonů 
glukokortikoidů zvyšuje expresi CBS na transkripční úrovni v jaterních buňkách. Tento proces 
může být narušen podáváním inzulínu (Ratnam et al. 2002). Kromě toho může i testosteron 
regulovat aktivitu a expresi CBS v renální tkáni (Vitvitsky et al. 2007). 

Cystathionin y- lyáza 

Cystathionin y-lyáza (CSE) je v savčích buňkách jedním z dalších významných enzymů 
produkujících sulfan využívajících L-cystein jako hlavní substrát (Zhao etal. 2014). 
CSE je bílkovina o 405 aminokyselinách. Strukturně jdeotetramer (viz Obrázek 11), který 
se skládá ze čtyř identických monomerů s kovalentně vázaným kofaktorem 
pyridoxal-5'-fosfátu (PLP) v každém monomeru (Starka 2009; Zhu et. al. 2008). CSE působí 
jako jeden z hlavních enzymů produkujících sulfan v kardiovaskulárním systému, játrech, 
slinivce, ledvinách a prostatě (Yang et al. 2008; Mustafa et al. 2009; Zhao et al. 2001; Pei et al. 
2011; Bos etal. 2013). CSE je součástí transsulfurační dráhy, která má za následek katalyzaci 
cystathioninu na cystein, amoniaku na alfaketobutyrát u většiny eukaryot i prokaryot (Aitken 
& Kirsch 2005). CSE má širokou substrátovou specifitu. Enzym CSE může štěpit cystein 
na pyruvát, amoniak a thiocystein (Marco 1962; Stipanuk & Beck 1982). Thiocystein může 
být dále katalyzován CSE za vzniku sulfanu (Hargrove etal. 1989). CSE může také využívat 
homocystein jako substrát pro tvorbu sulfanu (Jacobs et al. 2001). 
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3-merkaptopyruvát sulfurtransferáza 

Enzym 3-MSTje přítomen ve všech savčích tkáních a jeho hladiny exprese jsou na nich 
zcela závislé. Mozek, ledviny, játra, varlata, tlusté střevo a endokrinní orgány vykazují zvláště 
vysoké hladiny exprese tohoto proteinu (Nagahara 2018). 

Tento enzym o velikosti 33 kDa (viz Obrázek 11) existuje v rovnováze monomer-dimer, 
přičemž jeho aktivní formou je monomer 3-MST. Jeho C - terminálni doména je katalyticky 
aktivní. 

3-MST pro biologickou syntézu sulfanu potřebuje nutně druhý enzym 
(cysteinaminotransferáza nebo CAT). Molekulární mechanismus produkce sulfanu 
zprostředkované enzymem 3-MST zahrnuje přenos síry z 3-merkaptopyruvátu na nukleofilní 
cystein (Cys247) v jeho aktivním místě. (Nagahara 2018; Mikami et al. 2011; Kimura 2015). 

3-MST je závislý na zinku, který se většinou nachází v mitochondriích 
(Kolluru etal. 2017). 

CBS CSE MST 

Obrázek 11: Struktura ústředních enzymů sulfanu - CBS - Cystathionin beta - syntáza; 
CSE-Cystathionin gama-lyáza; MST -3-merkaptopyruvát sulfurtransferáza (Wang 2012). 

3.6.3 Výskyt a funkce sulfanu v savčím organismu 

Větší zájem sulfanu byl věnován od objevu jeho přítomnosti v savčích tkáních. Tento 
plyn je produkován v různých částech těla, jako např. v oběhové, nervové, reprodukční 
soustavě. Zhao etal. (2001) potvrdil, žesulfan, podobně jako oxid dusnatý, může snižovat 
krevní tlak a regulovat kontraktilitu cév. Účinek sulfanu závisí na jeho koncentraci (towicka 
& Beltowsky 2007). Současně byla značná pozornost věnována roli sulfanu v centrálním 
nervovém systému. Vysoké koncentrace endogenního sulfanu v mozkové tkáni byly naměřeny 
u skotu, potkanů a lidí (Eto et al. 2002). Sirovodík podobně jako oxid dusnatý náleží 
k molekulám, které se účastní na přenosu informací mezi nervovými buňkami. 
Dokonce se podílí na procesech tvorby paměti a učení. Reguluje aktivitu mnoha enzymů 
a membránové iontové kanály v mozkové tkáni, které mohou různě ovlivňovat mozkovou 
aktivitu (Abe & Kimura 1996). Kromě funkce přenašečů signálu mezi neurony může sulfan plnit 

29 



také neuroprotektivní úlohu a chránit neurony před oxidačním stresem. 
Děje se tak jak zvyšováním koncentrace glutathionu (Kimura Y & Kimura H 2004), tak i aktivací 
ATP, K+ a Cl - kanálů (Kimura et al. 2006). Při některých onemocnění mozku se koncentrace 
sulfanu v centrální nervové soustavě může rapidně měnit. Hladina sirovodíku klesá o více 
než polovinu u Alzheimerovy nemoci (Etoetal. 2002). U Dow nova syndromu se hladina 
sulfanu naopak zvyšuje (Ichinohe 2005). 

Jednou ze zásadních vlastností sulfanu je schopnost modifikace aktivity mnoha 
enzymů. Zatímco oxid dusnatý může měnit aktivitu proteinu procesem S-nitrosylace (Hanafy 
et al. 2001), sulfan reguluje aktivitu proteinů nahrazením sulfanylové skupiny (SH) skupinou 
SSH v proteinu. Tato reakce, která je nazývaná sulfhydratace, je významným faktorem, 
který řídí aktivity 10 až 25 % proteinů v játrech. Pomocí sulfhydratace se například velmi 
rychle zvyšuje aktivita enzymu glyceraldehyd-3-fosfátdehydrogenázy. Tento enzym 
je nezbytnou součástí při procesu glykolýzy. Sulfhydratace je jednou z velmi důležitých reakcí, 
která řídí mnoho dalších nezbytných metabolických procesů v těle zvířat a lidí (Mustafa 
et al. 2009). Signální molekula může být součástí řízení kontraktilních funkcí v motilitě střev 
(Teague et al. 2002). Endogenní produkce sulfanu a exprese CSE a CBS byla také prokázána 
vacinárních i beta-buňkách slinivky břišní. Dále bylo prokázáno zvýšení koncentrace sulfanu 
při diabetu (Cao 2006). 

Játra produkují ve srovnání s ostatními tkáněmi velké množství sulfanu, nicméně 
zvýšená tvorba sulfanu může přispět k poškození jater (Shirozu et al. 2014; Li et al. 2005). 

Nedávné výsledky zkoumání na zvířatech dokázaly, že sulfan má klíčovou roli 
při zamezení zánětu a hojení poranění (Nishida etal. 2012; Cheng etal. 2004). 
Ve většině výzkumech se navíc prokázalo, že sulfan chrání buňky a tkáně proti poškození 
zeslabením oxidačního stresu. Vychytávání oxidantů tedy také svědčí o protizánětlivé 
vlastnosti sulfanu (Qabazard et al. 2013; Erwin et al. 2006; Li et al. 2012). 

Prokázána byla tvorba sulfanu in vitro v kavernózních tělíscích penisu a byl proto 
předpokládán farmakologický proerektilní účinek sulfanu (Srilatha et al. 2007). 

3.6.4 Sulfan v reprodukci 

Sulfan se také široce podílí na reprodukčních funkcích savců. Dříve však bylo u sulfanu 
léta známo, že v reprodukčním systému neměl zcela pozitivní účinek ve spojitosti s plodností 
(Reiffenstein etal. 1992). Exprese sulfan produkujících enzymů regulující jeho endogenní 
produkci, byly nalezeny v samčím i samicím reprodukčním systému. Sulfan se podílí 
na procesech erekce penisu, kontraktility dělohy a vývoji oocytů (Šmelcová & Tichovská 2011). 

Patel etal. (2009) nalezl enzymy CBS a CSE v děloze, fetální membráně a placentě 
potkanů. Dále byla detekována vysoká exprese enzymu CBS v myších vaječnících 
ve folikulárních buňkách. CBS je také nezbytný pro plodnost myší, protože jeho knock-out vedl 
ke zkrácenému nepravidelnému estrálnímu cyklu a nižšímu počtu vyvíjejících sefolikulů 
(Guzmán et al. 2006). 

Liang etal. (2007) zkoumal potlačení exprese CBS v granulózních buňkách. V jeho 
výzkumu zjistil inhibici meiotického zrání oocytu, což naznačuje podíl CBS na zrání oocytů. 
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Také Krejčová etal. (2015) pozorovala hladinu sulfanu ve zralých oocytech, u kterých zatím 
neproběhl proces stárnutí. U těchto oocytů, které byly po dobu 24 hodin vystaveny stárnutí, 
významně klesla hladina sulfanu. V porovnání se zralými oocyty bez vystavení procesu 
stárnutí. Dále bylo v této studii prokázáno, že snížení produkce endogenního sulfanu vede 
ke zrychlenému stárnutí oocytů. Při podání tohoto sulfanu jsou oocyty naopak chráněny před 
stárnutím. 

Podobně jako NO a Cl se i sulfan podílí na regulaci kontraktility děložního svalu 
v samicí reprodukční soustavě. Srilatha etal. (2009) zjistil, že sulfan má za následek 
uvolňování hladké svaloviny samičího reprodukčního systému pomocí signální dráhy 
NO a zvýšené permeability senzitivních draslíkových kanálů. 

Sulfan je molekula nezbytná pro usnadnění erekce penisu. Podle výzkumu Srilatha 
etal. (2006) se sulfan podílí na relaxaci hladkého svalstva v cévách a tento proces je jeden 
ze základních dějů vedoucích ke ztopoření penisu. Dále vkladném smyslu ovlivňuje tlak 
v kavernózních tělískách u primátů. Enzymy produkující sulfan CBS a CSE a také mRNA byly 
dále nalezeny v tkáni lidského penisu (d'Emmanuele et al. 2009). Na základě těchto výsledků 
se předpokládá, že sulfan by mohl sloužit jako alternativní lék proti poruchám erekce. 
Ve studii Sugiura etal. (2005) byla odhalena ve varlatech potkana odlišná distribuce sulfan 
produkujících enzymů. Protein CBS byl přítomen hlavně vSertoliho, Leydigových 
a zárodečných buňkách. Avšak enzym CSE byl lokalizován výhradně vSertoliho buňkách 
a nezralých zárodečných buňkách. 

Sulfan hraje roli i v mužské neplodnosti. Několik studií prokázalo nerovnováhu enzymů 
CBS a CSE v transsulfurační dráze u spermií (Sugiura et al. 2005; Wu et al. 2021). Wang et al. 
(2018) také ve své studii uvádí snížené množství sulfanu v semenné plazmě infertilních mužů 
a jeho pozitivní vliv na motilitu. Nízká hladina H2S v semenné plazmě byla zjištěna hlavně 
u pacientů, kteří měli ejakulát se sníženou koncentrácia motilitou spermií. Dále byly spermie 
vystaveny účinku dvou různých donorů sulfanu - GYY4137 a NaHS. Pomalejší uvolňování 
a nižší koncentrace sulfanu byly zaznamenány u donoru GYY4137. Při postupném zvyšování 
hladiny sulfanu došlo ke zlepšení motility spermií. Naopak rychlé uvolňování sulfanu 
ve vysokých koncentracích měl za následek NaHS. Motilita spermií byla naopak ještě nižší 
než při podání inhibitoru CBS. Wang et al. (2018) dále potvrdil, že má sulfan pozitivní účinek 
na spermatogenezi a udržení hematotestikulární bariéry. Je to z důvodu protizánětlivých 
a antioxidačních účinků sulfanu. Tyto účinky pomáhají spermií zvládat oxidatívni stres a zánět. 

Snížená exprese CBS a CSE u neplodných mužů byla dále prokázaná v nedávné studii 
Akbarian et al. (2022). Prokázalo se, že koncentrace a motilita spermií u neplodných mužů byly 
významně nižší. Také hladiny exprese genů CBS a CSE u neplodných mužů byly významně nižší 
než u fertilní skupiny. 

U samčí reprodukční soustavy jsou reaktivní formy kyslíku, dusíku a síry považovány 
za základní signální molekuly, které se velmi často účastní mnoha fyziologických dějů, 
jako je vývoj spermií, zrání a kapacitace. V nedávné studii Řimnáčková etal. (2022) 
byl detekován H2S i jeho enzymy (CSE, CBS a 3MST) v samčí reprodukci, včetně spermií. V této 
studii byl poskytnut důkaz, že spermie s obsahem H2S vede k persulfidaci proteinů, jako 

31 



je glyceraldehyd-3-fosfát dehydrogenáza, tubulin a kotevní protein A-kináza. Celkově tato 
studie naznačuje, že persulfidace, jako součást redoxní signální dráhy, je přísně regulována 
enzymatickou produkcí H2S a je nezbytná pro životaschopnost spermií. Na základě nedávných 
poznatků se potvrdilo, že postupná ztráta enzymů produkující sulfan není jenom při zrání 
v nadvarleti, ale pokračuje v dalších krocích, jako je právě kapacitace a akrozomální reakce. 
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4 Metodika 

4.1 Zpracování biologického materiálu 

K experimentům byl využit nativní kančí ejakulát v podobě inseminačních dávek 
plemene Duroc. Vzorky spermií byly získány z inseminační stanice Skršín (NATURAL, spol. 
s.r.o.). Při převzetí došlo k okamžitému zpracování nativního kančího ejakulátu, který 
byl uchováván v inseminačních dávkách v chladicím termoboxu při 17 °C. 

4.1.1 Lyzace vzorků spermií 

Při ředění a přípravě nativního kančího ejakulátu se po celou dobu experimentu 
pracovalo s roztokem PBS (0,01 M fosfátový pufr; výrobce: Sigma-Aldrich, USA) ohřátým 
na 38 °C. Do dvou zkumavek byl ihned odebrán 1 ml ejakulátu a následně byly zkumavky 
doplněny 9 ml PBS. Při laboratorní teplotě podobu 10 minut byla provedena centrifugace 
(Hettich Mikro 22R; DJB Labcare, Velká Británie) při 300 xg. Vzniklý supernatant byl odebrán 
a odstraněn. Ve zkumavce se zbylými spermiemi byl objem doplněn do 10 ml PBS. Celý tento 
proces byl ještě dvakrát zopakován. Pro potřeby kapacitace a akrozomální reakce bylo 
po poslední centrifugaci doplněno kapacitační médium TL-HEPES-PVA do 10 ml. Na přípravu 
250 ml BASIC-TL-HEPES byly použity následující chemikálie od výrobce Sigma-Aldrich, USA: 

• 1,6585 g NaCI 

• 0,05965 g KCI 
• 0,0102 g NaH2P04 

• 0,35 ml laktát sodný 
• 0,02545 g MgCI2 • 6H20 

• 0,59575 g HEPES 

• 0,0055 g pyruvát sodný 

• 0,5465 g sorbitol 
• 0,00625 g gentamicin 

• 0,01625 g penicilin 

• 0,025 g PVA. 
Do zbývajících experimentálních skupin byl přidán roztok PBS. Takto připravené vzorky 

byly resuspendovány. Poté v inkubátoru (Sanyo MCO-19AIC; Marshall Scientific, USA) 
probíhala kapacitace po dobu 120 minut o teplotě 38 °C a 5% CO2. 

Po kapacitaci byly vzorky spermií samostatně podobu 5 minut 3x centrifugovány 
(Labnet International, Inc., USA) při 300xg. Následně po první a druhé centrifugaci byl znovu 
odstraněn supernatant a přimíchán roztok PBS do objemu 1 ml. Taktéž i po třetí centrifugaci 
byl odstraněn supernatant. Pro následnou metodu Western blot bylo k těmto vzorkům 
přidáno 100 u.1 neredukujícího vzorkového pufru (2 ml glycerol, 4 ml 10% SDS, 
1,6 ml 0,5 M TRIS.HCI, pH 6,8, 0,5 mg bromfenolové modři). Následně byly tyto vzorky vždy 
po 5 sekundách vortexovány a celkově lyžovány 1 hodinu. Po ukončení tohoto procesu byly 
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vzorky nejdříve povařeny po dobu 5 minut. V dalším kroku byly lyzáty spermií centrifugovány 
při 10 000 xg po dobu 5 minut. Takto připravené vzorky byly uskladněny v mrazáku pro další 
zpracování. 

Pro potřeby nepřímé imunofluorescence bylo odebráno 200 u.1 suspenze spermií, 
ke kterým bylo přidáno 800 u.1 roztoku PBS. Následně bylo do předem připravených sklíček 
s označenými kolečky pomocí PAP Pen liquid blocker (Sigma-Aldrich, USA) přeneseno 
20 u.1 suspenze spermií a následně také 50 u.1 vymraženého aceton:methanolu (ředění 1:1). 
Jedno kolečko bylo připraveno pro reakci s protilátkou, druhé sloužilo jako negativní kontrola. 
Vzorky byly takto 5 min inkubovány při pokojové teplotě a následně byly omyty 
v rozotku PBS a následně se nechaly zaschnout. Takto připravené vzorky byly uskladněny 
v lednici a byly připravené pro nepřímou imunofluorescenci. 

4.2 SDS elektroforéza a Western blot 

4.2.1 Použité chemikálie a roztoky 

Použité protilátky: 

• králičí polyklonární primární protilátka anti-CTH - CTH Polyclonal 
Antibody #AB136604; výrobce: ABCAM, USA 

• • anti-rabbit sekundární protilátka - IgG Antibody Goat anti Rabbit 
IgG 402001, konjugovaná s křenovou peroxidázou; výrobce: Bio-Rad Laboratories, 
USA. 

• protilátka proti alfa-tubulinu - výrobce: Sigma-Aldrich, USA 

Další použité chemikálie: 
• PBS - 0,01 M fosfátový pufr; výrobce: Sigma-Aldrich, USA 
• Neredukující vzorkový pufr - 2mlglycerol, 4 ml 10% SDS, 1,6 ml 0,5 M TRIS.HCI, 

pH 6,8, 0,5 mg bromfenolové modři 
• Roztok A-30% roztok akrylamidu/bis-akrylamidu; výrobce: Sigma-Aldrich, USA 
• Pufr B - 1,5 M Tris, pH 8,8; výrobce: Bio-Rad Laboratories, USA 
• Pufr C - 0,5 M Tris, pH 6,8; výrobce: Bio-Rad Laboratories, USA 
• 10% SDS - 10 % dodecylsíran sodný; výrobce: Bio-Rad Laboratories, USA 
• TEMED - výrobce - PlusOne, USA 
• 10% APS - 1 g persíranu amonného, 10 ml destilované vody 
• Elektrodový pufr - 15 g Tris, 72 g glycin, 5 g SDS, 11 destilovaná voda, ředění 1:4 
• Transferový pufr - 3,03 g Tris, 14,4 g glycin, 800 ml destilovaná voda, 

200 ml methanol 
• Ponceau S solution - výrobce: Sigma-Aldrich, USA 
• PBS s 0,1% Tweenem - Tween 20; výrobce: Sigma-Aldrich, USA 
• Sušené mléko - Blotting Grade Blocker Non-Fat Dry Milk; výrobce: 

Bio-Rad Laboratories, USA 
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• chemiluminiscenční substrát - SuperSignal West Pico Chemiluminescent Substrate; 
výrobce: ThermoFisher Scientific, USA 

• Proteinový molekulový standard - Precision Plus Protein™ WesternC™ Blotting 
Standards; výrobce: Bio-Rad, USA 

• Coomassie Brilliant Blue R-250- 0,25 g Coomassie Brilliant Blue R-250 (výrobce: 
Sigma-Aldrich, USA), 45ml methanolu, 9 ml kyseliny octové do 100 ml destilované 
vody. 

Gely: 

Tabulka I: Složeníse pa radního 12% gelu 

Separátní 12% gel 

Sloučenina Množství 

Destilovaná H2O 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 II: Složení zaostřovacího 4% gelu 

Zaostřovací 4% gel 

Sloučenina Množství 

Destilovaná H2O 1,52 ml 

Pufr C 625 ul 
Roztok A 325 ul 

10 % SDS 25 ul 
0,05% Bromfenolová modř 5 ul 

TEMED 3,8 ul 
10% APS 50 ul 

4.2.2 SDS elektroforéza 

Pro přípravu SDS elektroforézy je potřeba si připravit příslušnou aparaturu. Sestavená 
skla se zajistí svorkami. Dále byl připraven 12% separační gel (viz Tabulka I.). Všechny výše 
vypsané sloučeniny z tabulky č. I. byly smíchány přesně podle uvedeného pořadí. Pro přípravu 
2 gelů bylo použito 10 ml namíchaného 12% gelu. Po tomto procesu se nanesla destilovaná 
voda na povrch separačního gelu a dále se nechala ve vertikální poloze zaschnout 
na 30 minut. 

V průběhu zasychání separačního gelu se připravil podle tabulky č. II. 4% zaostřovací 
gel. Opět podle uvedeného pořadí. Po uběhnutí 30 minut a zaschnutí separačního gelu 
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bylo nutné vylít destilovanou vodu a následně nahradit zaostřovacím gelem, do kterého 
byl aplikován 15 žlábkový hřebínek pro tvorbu jamek. Polymerizace trvala cca 20 minut. 
Po uběhnutí 20 minut byly hřebínky ze zaostřovacího gelu opatrně vyjmuty. 
Skla se zaschnutými gely byla odjištěna ze svorek a přesunuta do elektroforetické aparatury 
(Bio-Rad Laboratories, Inc., USA). Po tomto procesu byla celá souprava zalita elektrodovým 
pufrem. Do vzniklých jamek byly naneseny Hamiltonovou pipetou 3 u.1 molekulárních 
proteinových standardů a 15 u.1 lyzátu spermií. 

Elektroforetická aparatura byla připojena ke zdroji. Elektroforéza byla nastavena 
na 80 V po dobu 30 minut, než došlo k průchodu vzorku přes zaostřovací gel. Ve chvíli, 
kdy vzorky postoupily přes zaostřovací gel bylo napětí zvýšeno na 120 V po dobu 60 minut. 

Barvení proteinů bylo provedeno prostřednictvím Comassie Brilliant Blue R-250 v gelu 
rozdělených pomocí SDS elektroforézy za účelem denzitometrického hodnocení. 

4.2.3 Western blot metoda 

Metoda Western blot navazovala na SDS elektroforézu. Pro experimenty byla využita 
nitrocelulózová membrána (0.45 u.m NC; Amersham™ Protran™, Germany) nebo PVDF 
membrána (0.45 u.m PVDF; lmmobilon®-P Transfer Mebrane, Ireland). 

Komponenty pro elektropřenos na 1 membránu (viz Obrázek 12): 

• filtrační papíry Whatman™ (Chromatography paper; GE Heathcare, USA) 

• Nitrocelulózová nebo PVDF membrána 

• 2 houbičky 

• Kazeta 

• Kazeta 

• Houbička 

H Filtrační papír 
• Gel 

LJ Membrána 

Obrázek 12: Složení kazety na Western Blot 

Sestavená blotovací souprava byla namočena na 15 minut do transferového pufru. 
Pro aktivaci PVDF membrány bylo nezbytné membránu na 1 minutu ponořit 
do 20 ml methanolu. Ze sklíček byl po SDS elektroforéze odstraněn zaostřovací gel. Následně 
byl separační gel přenesen do blotovací kazety v tomto sestavení (viz Obrázek 12): kazeta, 
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houbička, 2 filtrační papíry Whatman, gel, membrána, 2 filtrační papíry Whatman, kazeta. Celá 
tato sestava byla vložena do blotovacího rámu a ten byl následně vložen do vaničky určené 
pro elektropřenos. Do tohoto zařízení byl až po rysku nalit transferový pufr. Transfer 
byl proveden při 500 mA po dobu 90 minut. 

4.2.4 Imunodetekce pomocí protilátky 

Po přenesení proteinů z gelu na membránu byla kazeta vyjmuta, membrána byla 
opláchnuta v destilované vodě a 5 minut barvena Ponceau pro vizualizaci proteinů. 
Pro následné použití membrány pro imunodetekci bylo pozadí odbarveno destilovanou vodou 
a roztokem PBS. Deaktivace volných míst na membráně byla provedena pomocí 5% sušeného 
mléka v PBS 1 hodinu na třepačce. Poté byla membrána 2x promývána v PBS s 0,l%Tweenem 
podobu 5 minut na rotační třepačce (MC-T6-Pro; LABtechnik, s.r.o., Brno). Dále následovala 
aplikace 2 ml ředěné (1:1000 v PBS) specifické primární protilátky: králičí polyklonální 
anti-CTH. Inkubace probíhala v lednici po dobu 1,5 hodiny nebo přes noc. Pro zjištění 
proteinového obsahu v lyzátech byly membrány inkubovány s králičí protilátkou proti 
alfa-tubulinu (Sigma-Aldrich, USA). Druhý den byla membrána promyta 3x po 10 minutách 
v PBS s 0,1% Tweenem a následovala aplikace 2 ml sekundární protilátky proti králičím 
imunoglobulinům ředěném 1:3000 v roztoku PBS. Membrána byla inkubována se sekundární 
protilátkou po dobu 60 minut na rotační třepačce. Poté byla opět membrána promyta 
4x po 5 minutách v roztoku PBS s 0,1% Tweenem a 2x po 5 minutách v PBS bez Tweenu. 

Následovala vizualizace specifické detekce proteinu protilátkou pomocí 
elektrogenerované chemiluminiscence. Na každou membránu byl nanesen 1 ml chemi-
luminiscenčního substrátu. Pro tento proces vizualizace byl použit přístroj Azure c300 
Gel Imaging System (Azure Biosystems, USA). 

4.3 Nepřímá imunofluorescence 

4.3.1 Použité chemikálie a roztoky 

Použité protilátky: 

• králičí polyklonární primární protilátka anti-CTH- CTH Polyclonal 
Antibody#AB136604; ABCAM, USA 

• anti-rabbit sekundární protilátka - IgG Antibody Goat anti Rabbit 
IgG 402001, konjugovaná s Alexa Fluor 488 (výrobce: ThermoFisher Scientific, USA); 
výrobce: Bio-Rad Laboratories, USA. 

Další použité chemikálie: 
• PBS - 0,01 M fosfátový pufr; výrobce: Sigma-Aldrich, USA 
• SuperBlock - Blocking Buffer in PBS; výrobce: ThermoFisher Scientific, USA 
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• PNA lektin s Rhodaminem - Rhodamine Peanut Agglutinin; výrobce: Vector 
Laboratories, USA 

• Montovací médium Vectashield s DAPI - výrobce: Vector Laboratories, USA 

4.3.2 Postup 

Připravená skla se spermiemi zafixovaná aceton/methanol, byla nejprve omyta 
v roztoku PBS a následně ponechána oschnout. Na kontrolní a experimentální spermie bylo 
naneseno 150 u.1 SuperBlocku pro blokaci. Dalším krokem byla inkubace vzorků po dobu 
30 minut ve vlhké komůrce. Po uplynutí 30 minut byla sklíčka opět omyta v roztoku 
PBS a destilované vodě. Na sklíčka se spermiemi bylo přidáno 100 u.1 primární protilátky. 
Králičí polyklonární protilátka anti-CTH byla ředěna 1:200 s roztokem PBS. Primární protilátka 
anti-CTH byla nanesena pouze do experimentu. Do kontrolních vzorků bylo aplikováno 
100 u.1 roztoku PBS, místo primární protilátky. Následovala inkubace do druhého dne v lednici. 
Následující den byla sklíčka promyta v roztoku PBS a následně bylo na pokusné i kontrolní 
vzorky naneseno 100 u.1 sekundární protilátky konjugované s Alexa Fluor 488 ředěnou 
1:300 v PBS. Sekundární protilátky byly tentokrát naneseny jak na experiment, 
tak na negativní kontrolu. Po nanesení sekundární protilátky byly vzorky uchovávány ve tmě. 
Inkubace vzorků se sekundární protilátkou trvala ve vlhké komůrce 60 minut při laboratorní 
teplotě. Po uplynutí této doby byly vzorky omyty nejprve v roztoku PBS a následně ještě 
v destilované vodě. V dalším kroku na ně bylo aplikováno 100 u.1 PNA lektinu s Rhodaminem 
pro obarvení akrozomů, které bylo ředěno v poměru 1:700. Po nanesení PNA proběhla 
inkubace, která trvala 30 minut ve vlhké komůrce při laboratorní teplotě. Na závěr byly vzorky 
opět omyty v roztoku PBS a destilované vodě. Po osušení byla posledním krokem aplikace 
10 u.1 montovacího média Vectashield s DAPI pro vizualizaci jader. Sklíčka byla zakryta krycími 
skly a zafixována lakem na nehty. Takto připravená sklíčka byla skladována při teplotě 
4 °C ve tmě a jejich dokumentace proběhla na konfokálním mikroskopu v programu (Zeiss 
LSM 800, Německo) při zvětšení 630krát. 
4.4 Statistické vyhodnocení 

Detekce enzymu CTH pomocí metody Western blot a nepřímé imunofluorescence byla 
minimálně 3x zopakována. Pro denzitometrickou analýzu exprese a lokalizace proteinů 
byl použit program NISEIements Viewer (Nikon Európe BV, Nizozemsko). Pro vypracování 
statistických analýz byl využit program Statistica 12 (StatSoft CRs.r.o., Česká republika). 
Pro zjištění statistické významnosti byla vybrána metoda jednofaktorová ANOVA. Hladina 
statistické významnosti odpovídala p<0,05. 
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5 Výsledky 

5.1 Detekce enzymu produkující sulfan CSE v kancích spermiích 

Pomocí metody Western blot (kap. 4.2) byla prokázána přítomnost enzymu 
CSE v extraktech spermií. Detekce byla provedena u ejakulovaných (EJ) a kapacitovaných 
(KAP) spermií a spermií po akrozomální reakci (AR), nicméně intenzita signálu se v rámci 
jednotlivých procesů lišila. Nejvyšší průměrná intenzita signálu sulfan produkujícího enzymu 
byla detekována u ejakulovaných spermiích. U spermií kapacitovaných a po akrozomální 
reakci se intenzita snižovala (viz Obrázek 13). Průměrná intenzita signálu enzymu CSE byla 
zhodnocena analýzou obrazu, dále byla vyjádřena relativně a byla vztažena k průměrné 
intenzitě signálu ejakulovaných spermií. Imunodetekce primární protilátky proti sulfan 
produkujícímu enzymu CSE označila na membráně tetramer o molekulové hmotnosti 44 kDa. 
Dále byl na membráně detekován i proteinový proužek o molekulové hmotnosti 22 kDa. 
Tento protein odpovídá svojí molekulovou hmotností enzymu CSE (viz Obrázek 13). Kontrola 
výskytu proteinů byla provedena zjištěním a-tubulinu na membráně a také obarvením 
proteinů v gelu pomocí Comassie Brilliant Blue R-250 (viz Obrázek 14). 
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Obrázek 13: Imunodetekce CSE v extraktech kančích spermií metodou Western blot. 
EJ - ejakulované spermie; KAP - kapacitované spermie; AR - spermie po akrozomální reakci. 
Šipky značí odpovídající detekci CSE proteinu. 
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Obrázek 14: Kontrolní imunodetekce (A) a-tu bul in u a (B) obarvení proteinů v gelu pomocí 
Comassie. Ej- ejakulované spermie; Kap- kapacitované spermie; AR- spermie 
po akrozomální reakci. Šipka značí odpovídající detekci a-tubulinu (~50 kDa). 

Hodnoty proteinu CSE byly naměřeny pomocí denzitometrické analýzy v programu 
NIS Elements Viewer. Výsledky jsou buď vztažené k obarveným proteinům v gelu pomocí 
Comassie Brilliant Blue R-250 anebo k signálu a-tubulinu (viz Obrázek 15) za účelem zahrnutí 
rozdílného množství proteinů v celkové nanášce v extraktech ejakulovaných a kapacitovaných 
spermií a spermií po akrozomální reakci. 

Relativní průměrná intenzita signálu enzymu CSE byla podrobena statistické analýze 
v programu Statistica 12 pomocí statistické metody ANOVA. Po porovnání všech vzorků 
byl zjištěn statisticky významný rozdíl (p<0,05) mezi ejakulovanými spermiemi a spermiemi 
po akrozomální reakci. Statisticky průkazný rozdíl (p<0,05) byl také mezi kapacitovanými 
spermiemi a spermiemi po akrozomální reakci. Mezi ejakulovanými a kapacitovanými 
spermiemi nebyl zjištěn statisticky průkazný rozdíl (viz Obrázek 15). 
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Obrázek 15: Relativně vyjádřená průměrná intenzita signálu CSE v kančích spermiích 
pomocí metody Western blot vztažené k celkové nanášce proteinů ve vzorku nebo 
k signálu a-tubulinu. EJ- ejakulované spermie; KAP- kapacitované spermie; 
AR - spermie po akrozomální reakci. V grafu je uvedena směrodatná odchylka mezi 
jednotlivými měřeními vyznačená modrými svorkami; statisticky významný rozdíl (p<0,05) 
je označen hvězdičkami (*). 

5.2 Lokalizace enzymu produkující sulfan CSE v kancích spermiích 

Nepřímá imunofluorescenční metoda (kap. 4.3) byla využita jako kontrolní metoda 
k potvrzení přítomnosti sulfan produkujícího enzymu CSE a jeho lokalizace ve spermiích. 
I u této metody byla průměrná intenzita signálu CSE zhodnocena analýzou obrazu a následně 
vyjádřena relativně. Pomocí nepřímé imunofluorescence byla sledována lokalizace sulfan 
produkujícího enzymu CSE na preparátech spermií ejakulovaných (EJ), kapacitovaných (KAP) 
a akrozomálně zreagovaných (AR). 

Lokalizace CSE ve spermiích byla detekována pomocí polyklonální protilátky 
a následně sekundární protilátkou s fluorochromem (zelené značení). Akrozom byl sledován 
pomocí PNA lektinu značeného Rhodaminem (červené značení) a chromatin byl značen DAPI 
(modrá fluorescence) (viz Obrázek 16). Z experimentu je patrné, že CSE je lokalizován v celé 
spermii, a to v celé části hlavičky, krčku a bičíku. 
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Obrázek 16: Lokalizace enzymu CSE v ejakulovaných kancích spermiích. A) Jádro označeno 
DAPI (modře); B) akrozom PNA (červeně); C) protein CSE detekovanou protilátkou (zeleně); D) 
složený obrázek. Vyhodnocení pomocí konfokálního mikroskopu. Zvětšení 630x. 

CSE byl detekován u spermií ejakulovaných (viz Obrázek 17), kapacitovaných 
(viz Obrázek 18) a akrozomálně zreagovaných (viz Obrázek 19). Pomocí analýzy obrazu byla 
změřena intenzita signálu enzymu. Signál CSE byl pozorován v celé spermii a vykazoval 
snižující se tendenci (viz Obrázek 20). Největší signál byl pozorován u ejakulovaných spermií. 
U kapacitovaných spermií se signál začal postupně snižovat. Nejnižší hodnoty byly pozorovány 
u spermií po akrozomální reakci. Po porovnání vzorků EJ, KAP a AR byl úbytek proteinu 
viditelný, ale nebyl statisticky významný (p<0,05). 
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Obrázek 17: Intenzita signálu CSE u ejakulovaných kančích spermiích. Jádro označeno DAPI 
(modře); akrozom PNA (červeně); protein CSE protilátkou s fluorescenčním značením Alexa 
Fluor 488 (zeleně). Vyhodnocení pomocí konf okolního mikroskopu. Zvětšení 630x. 

Obrázek 18: Intenzita signálu CSE u kapacitovaných kančích spermiích. Jádro označeno DAPI 
(modře); akrozom PNA (červeně); protein CSE protilátkou s fluorescenčním značením Alexa 
Fluor 488 (zeleně). Vyhodnocenípomocíkonf okolního mikroskopu. Zvětšení 630x. 

Obrázek 19: Intenzita signálu CSE u akrozomálně zreagovaných kančích spermiích. Jádro 
označeno DAPI (modře); akrozom PNA (červeně); protein CSE protilátkou s fluorescenčním 
značením Alexa Fluor 488 (zeleně). Vyhodnocení pomocí konfokálního mikroskopu. Zvětšení 
630x. 
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Obrázek 20: Relativně vyjádřená průměrná intenzita signálu CSE v kancích 
spermiích pomocí metody nepřímé imunofluorescence. EJ - ejakulované spermie; 
KAP - kapacitované spermie; AR - spermie po akrozomální reakci. V grafu 
je uvedená směrodatná odchylka mezi jednotlivými měřeními; statisticky 
významný rozdíl nebyl zjištěn (p<0,05). 
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6 Diskuze 
Cílem této diplomové práce bylo prokázat přítomnost a změny exprese enzymu 

produkujícího sulfan cystathionin-y-lyáza (CSE) v kancích spermiích v průběhu kapacitace 
a akrozomální reakce. Přítomnost enzymů produkujících sulfan byla nalezena v savčích 
buňkách různých orgánových tkání. Vyskytují se v kardiovaskulární, nervové 
a gastrointestinální tkáni. V těchto tkáních mají tyto enzymy svoji specifickou funkci. Podporují 
například neokapilarizaci a hypotenzi. Dále jsou důležité při ochraně neuronových buněk před 
oxidativním stresem (Etoetal. 2002; Whiteman etal. 2004; towicka & Bettowski 2007). 
V nedávné době byly popsány enzymy produkující sulfan i v reprodukční soustavě savců. 
V reprodukčním traktu vykonávají enzymy produkující sulfan různé činnosti. Jejich 
přítomnost byla nalezena v děloze a placentě potkanů. Dále byly detekovány enzymy v myších 
vaječnících, a to především ve folikulárních a granulózních buňkách (Guzmán et al. 2006; Liang 
et al. 2007; Patel et al. 2009). Tyto enzymy byly také nalezeny a popsány v prasečích oocytech 
(Krejčová et al. 2015). V samčí reprodukční soustavě byly enzymy produkující sulfan nalezeny 
vSertoliho a Leydigových buňkách, buňkách zárodečných a tkáni lidského penisu, 
kde se podílí nátlaku v kavernózních tělískách a relaxaci hladkého svalstva v cévách, 
což je nezbytné pro usnadnění erekce penisu (Sugiura etal. 2005; Srilatha etal. 2006; 
ďEmmanuele et al. 2009). Enzymy produkující sulfan hrají roli i v mužské neplodnosti. Studie 
Sugiura etal. (2005) a W u e t a l . (2021) prokázaly ve svých experimentech nerovnováhu 
enzymů CBS a CSE v transsulfurační dráze (katabolismu cysteinu/hhS) u spermií. Wang et al. 
(2018) také ve své studii uvádí snížené množství sulfanu v semenné plazmě neplodných mužů 
a jeho pozitivní vliv na motilitu. Tuto skutečnost prokázal iAkbarian etal. (2022), který 
ve svých experimentech potvrdil nižší koncentraci sulfanu spolu se sníženou motilitou spermií 
u neplodných mužů. 

V této práci jsme se zaměřili na detekci enzymu CSE a změnu jeho exprese při procesu 
kapacitace a akrozomální reakce u kančích spermií. Metodou Western blot jsme detekovali 
pomocí polyklonální protilátky enzym produkující sulfan CSE v proteinových 
extraktech spermiích ejakulovaných, in vitro kapacitovaných a spermií po in vitro navozené 
akrozomální reakci. Podařilo se nám detekovat dva proteinové proužky ve všech vzorcích 
spermií, a to jako jeho tetramer o molekulové hmotnosti okolo 44 kDa. Řimnáčová (2022), 
která sledovala enzymy produkující sulfan v myších, lidských a kančích spermiích, ve své studii 
detekovala enzym CSE v rozmezí molekulových hmotností 40-50 kDa. Druhý námi nalezený 
proteinový proužek měl molekulovou hmotnost okolo 22 kDa. Což by naznačovalo výskyt 
dimeru CSE. Intenzita detekovaných proteinových proužků se však u vzorků spermií snižovala 
s jejich rozdílným maturačním stavem. Nejvíc výrazný proužek byl detekován u ejakulovaných 
spermií. Druhé v zastoupení množství tohoto proteinu byly kapacitované spermie. S nejnižší 
intenzitou signálu byly vyhodnoceny spermie po akrozomální reakci. Pro kontrolu výskytu 
proteinů byla provedena imunodetekce na a-tubulin. V průběhu experimentu s ním však 
byl problém při jeho detekci na membráně. Z tohoto důvodu jsme zvolili metodu barvení 
proteinů ve vzorcích spermií přímo v gelu pomocí Comassie Brilliant Blue R-250. K hodnocení 
množství enzymu CSE v kančích spermiích byly pak využity obě tyto metody pro normalizaci 
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detekce. Přítomnost CSE byla jak u kapacitovaných tak i akrozomálně zreagovaných spermií 
statisticky významně snížena. 

Metodou nepřímé imunofluorescence jsme zjišťovali přítomnost a intracelulární 
distribuci CSE a změny v jeho expresi v ejakulovaných, kapacitovaných a akrozomálně 
zreagovaných spermiích. CSE jsme ve spermiích nalezli, ale jeho intracelulární distribuce 
nebyla rovnoměrná. V akrozomu byla intenzita signálu nízká. Naopak vysoká intenzita signálu 
CSE byla naměřena v postakrozomální části hlavičky, krčku a bičíku spermie, což naznačuje, 
že by sulfan mohl hrát podstatnou roli při regulaci motility spermie. To by odpovídalo studiím, 
které publikovali Akbarian et al. (2022) a Římnáčová et al. (2022). Naopak Zhao et al. (2016) 
ve svých experimentech na kančích spermiích uvádí sníženou motilitu spermií vystavených 
působení donoru sulfanu. Výsledky našeho experimentu ukázaly na změnu exprese CSE. 
Exprese CSE se postupně v kančích spermiích v průběhu kapacitace a akrozomální reakce 
snižovala. Úbytek proteinu byl sice vizuálně zřejmý, ale rozdíly v relativně vyjádřené průměrné 
intenzitě signálu CSE nebyly signifikantní. Důvodem byla zřejmě vyšší variabilita biologického 
materiálu a tím i velká směrodatná odchylka. Řimnáčová et al. (2022) ve své práci obdobně 
popsali postupné ubývání těchto enzymů ze spermií nejen během jejich zrání v nadvarleti, 
ale také v dalších procesech, jako je například kapacitace a vazba spermie na zona pellucida 
oocytu, zatímco u myších spermií Teng etal. (2013) ve své studii uvádí naopak zvyšující 
se množství enzymů produkujících sulfan při probíhající kapacitaci. Rozdíly v distribuci 
CSE mohou být důsledkem remodelace, která doprovází zrání spermií, kdy dochází částečně 
k úbytku enzymů z povrchu spermie. Toto ve své studii potvrzuje i Řimnáčová et al. (2022). 

Nicméně přítomnost enzymu CSE produkujícího sulfan v kančích spermiích a změna 
jeho exprese v průběhu kapacitace a akrozomální reakce dává předpoklad pro domněnku, 
že je tento enzym zapojený do regulace těchto fyziologických procesů u kančích spermií. 
Pro potvrzení úlohy CSE při kapacitaci a akrozomální reakci je však třeba dalších výzkumů 
zacílených například na motilitu spermií s inhibovaným CSE enzymem nebo indukci 
akrozomální reakce s přídavkem donorů sulfanu. Další zajímavý experiment by mohl 
být zacílen na samostatný další enzym produkující sulfan 3-MST, který je stále v mnoha 
ohledech neprobádaným proteinem v samčí reprodukci. 
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7 Závěr 
Cílem této diplomové práce bylo shrnutí současných poznatků o vybraných proteinech 

kančích spermií a jejich funkce při kapacitaci a akrozomální reakci. Dále ověření hypotézy, 
že vybraný protein kančích spermií sulfan produkující enzym CSE se na kapacitaci 
a akrozomální reakci podílí, a že se jeho exprese a lokalizace v buňce během procesů mění. 
K potvrzení této hypotézy byly při laboratorním výzkumu využity metody Western blot 
a nepřímá imunofluorescence. Získané výsledky potvrdily stanovenou hypotézu, 
že se v kančích spermiích sulfan produkující enzym CSE vyskytuje a jeho exprese se v závislosti 
na kapacitaci a akrozomální reakci mění. Přítomnost CSE vykazovala s postupnými ději 
snižující se tendenci. Uvedené výsledky naznačují, že sulfan produkující enzym CSE by mohl 
hrát v průběhu kapacitace a akrozomální reakce svou určitou roli. Nicméně bylo by vhodné 
provést další experimenty se zaměřením na konkretizaci funkce enzymu v průběhu 
kapacitace, akrozomální reakce a infertility. 
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