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Sulfan produkujici enzymy v kancich spermiich

Souhrn

Neddvné studie prokdazaly, Ze kromé oxidu dusnatého a oxidu uhelnatého se mezi
gasotransmitery v savcich tkanich mlze fadit také sulfan (H;S). Tato signalni molekula je
vorganismu endogenné produkovana vnejriznéjSich bunkach a tkanich enzymy
cystathionin-fB-syntazou, cystathionin-y-lydzou, 3-mercaptopyruvdt sulfurtransferdzou
a cystein aminotransferdzou. H,S reguluje celé spektrum fyziologickych procesti a hraje
dllezitou roli pfi vzniku nékterych onemocnéni, jako je napfiklad diabetes mellitus nebo
srdecni selhani. Bylo zjiSténo, Ze se H,S uplatiuje jako signdlni molekula i spermii laboratornich
hlodavcul. Z tohoto dlvodu byla vyslovena hypotéza, Ze v kancich spermiich bude exprimovan
sulfan produkujici enzym cystathionin-y-lydza. Cilem této prdce bylo shrnout soucasné
poznatky o enzymech produkujicich sulfan, funkci H,S vrlznych tkani a prokazat
imunocytochemickou metodou pfitomnost enzymu cystathionin-y-lydzy v kancich spermii.
Pfitomnost enzymu byla v kancich spermiich prokdzana u ejakulovanych i kapacitovanych

spermii.
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Sulphan-producing Enzymes in Boar Sperm

Summary

Recent studies have proved that not only nitric oxide and carbon monoxide, but also
hydrogen sulphide (H2S) belongs to gasotransmiters. This signalling molecule is endogenously
produced in an organism in various cells and tissues by enzymes cystathionine-f-synthase,
cystathionine-y-lyase, 3-mercaptopyruvate sulfurtransferase and cysteine aminotransferase.
H.S regulates the entire spectrum of physiological processes, and plays a significant role in
some diseases, such as diabetes mellitus or heart failure. It has been found, that the hydrogen
sulphide is used as a signalling molecule in sperm of laboratory rodents. Due to this fact, there
is a hypothesis, that the sulphan producing enzyme cystathionin-y-lyase is expressed in boar
spermatozoa. The aim of this work was to summarize current knowledge about
sulphan-producing enzymes, about the function of H,S in various tissues, and to prove the
presence of the enzyme cystathionine-y-lyase in boar sperm by immunocytochemistry. The

presence of the enzyme was proved in both ejaculated and capacitated boar sperm.

Keywords
e sperm
e cystathionine-y-lyase
e sulphan

e reproduction



1 VOO ettt ettt ettt sttt bttt sttt s aenas 1
A O I o - ol SR 2
3 LIterarni Prehled. ... .o e e e s 3
3.1 SamCireprodukCni SYSEEM ...ccciueiiii it 3
N N Y o 1= T o 0 g =Y 0 == U= 3
3.1.2 HOrmonaINi rEGUIACE ......eeieeeieiieee e e 4
K I8 R T |V o T o] [ T4 T TR o 1=T o o1 [ PP 6
3.0 4 KAPACITACE it nan 9
3.1.5 AKrozomalni reakCe ......cooueiiiiiieiiieiee et 10
312 SUIFAN e e bbb a e e n et eareas 12
3.2.1 VIAstnosti SUIFANU ...coiiiiiiiiiie e 12
3.2.2 Produkce a metabolismus sulfanu v organismu.........ccccceeevvveeeeniieeeecscieee e 14
3.2.3 Sulfan produkujici @nzymy, CTH ....cccuiiiiieiiieeecee e 16
3.2.4 Funkce sulfanu v OrganiSmMU ........cccccuveeeeieeeeeiiiiirieeeee e e eeerreeee e e e e eesrnrreeeeeeeeas 17
3.2.5 Funkce sulfanu v reproduKCi........cccccuveeeeieieieiiiiiirieeeee et e e eeevnrreee e e e 20
3.3 IMUNOCYLOCNEMIE..ccii it e e e e e e e e e e e e e s e nrrraaeeeaaaeens 24
4 Materidl @ MEtOAY....cuviiiiiee e e e e e e e e aa s 25
4.1 POUZIte Protilaty .....eveeeeeeiie e e e 25
4.2 PHIPrava VZOIKU ......veeeeeereeeeeeiiieeeeeeiteeeeeeteeeeeetreeeeeetaaeeeeeesseeeeessseeeesnssaeeesesseeeeannns 26
4.3 Imunocytochemické stanoveni CTH...........c.oveeeeeiii e, 28
4.4 Statistickd @NalyYza ....eeeeeeei i 28
5 VYSIEAKY ..t 29

LI DI E U 72 YRR 36



7 Zaver

8 SezNam POUZItE lIEEratUNY ..cccveeee et e e e



Uvod

Tato bakalarska prace byla zacilena na problematiku sulfanu jakozto plynné signalni
molekuly, jeZ v organismu reguluje celou fadu fyziologickych proces(. Prace je rozdélena na
Cast teoretickou a praktickou, kterd ma experimentaini charakter.

V teoretické casti bylo hlavnim tématem popsani principu spermatogeneze. Tento
slozZity proces je regulovan fadou hormon( a po Uspésném dokonceni vznikne zrald spermie.
Samdi gameta obsahuje nejrliznéjsi organely a nékteré z téchto organel se podili na procesu
kapacitace a akrozomalni reakci, coZ jsou déje potfebné ke splynuti spermie a oocytu.

Dale byla prace cilena na shrnuti poznatkt o sulfanu (H,S). Jesté pred nékolika lety byl
sulfan povaZovan za velmi toxicky, nicméné bylo zjisténo, Ze tento plyn je endogenné tvoren
v bunikach a slouzi jako signdlni molekula. Zaradil se tak do skupiny plynt, které v burikach
prenasi signal, tzv. gasotransmiter( . V savcich tkanich je sulfan produkovan pomoci enzymd.
Mezi tyto enzymy patfi cystathionin-B-syntdza (CBS), cystathionin-y-lyaza (CTH),
3- mercaptopyruvat sulfurtransferaza (3-MST) a cystein aminotransferaza (CAT) (Kimura et al.
2012).

V poslednich letech byla provedena celd fada experiment(, které prokdazaly, Ze sulfan
ma v organismu mnoho dulezitych funkci. Jiz se vi, Ze ma svoji roli v nervovém systém, a tudiz
by mohl ovlivnit pribéh neurodegenerativnich onemocnénich, jako je Alzheimerova nebo
Parkinsonova choroba. V kardiovaskuldrnim systému zabranuje vzniku aterosklerdzy, snizuje
krevni tlak, podporuje angiogenezi a chrani srdce pred infarktem, zatimco
v gastrointestinalnim traktu se podili na udrzovani homeostdzy (Wang 2010). Také chrani pred
ischemicko-reperfuznim poskozeni ledvin a jater (Calvert et al. 2010). Sulfan se vyskytuje
mimo jiné i vreprodukénim traktu a plni tu mnoho dulezitych funkci, napfiklad u samcl
napomahd erekci penisu. U samic se sulfan v hojné mife vyskytuje v placenté, dale v déloze,
plodovych obalech, ale i v samotnych oocytech (Srilatha et al. 2009). Funkce sulfanu v oblasti
reprodukce se jesté stdle intenzivné zkoumad a je témér jisté, Ze mnoho jeho roli dosud nebylo
odkryto.

Experimentalni ¢ast prace byla zamérena na dukaz sulfan produkujictho enzymu

cystathionin-y-lyazy (CTH) v kancich spermii pomoci imunocytochemické metody.



2 Cil prace

Cilem prace bylo shrnout soucasné poznatky o enzymech, které jsou v bunkach
zodpovédné za produkci gasotransmiteru sulfanu. Dale pojednat o funkci sulfanu pfi fizeni
reprodukcnich procesu. Cilem experimentalni ¢asti prace bylo potvrdit hypotézu, Zze v kancich
spermiich je exprimovdna cystathionin-y-lydza (CTH) jako jeden z enzymu, které sulfan

produkuiji.



3 Literarni prehled

3.1 Samci reprodukeni systém

Samci reprodukéni systém zajistuje tvorbu samcich pohlavnich bunék - spermii, a jejich
nasledny transport do samicich pohlavnich cest. Spermie vznikaji procesem zvanym
spermatogeneze v semenotvornych kanalcich varlat, nacez prechazi do nadvarlete, kde

dozravaji.

3.1.1 Spermatogeneze

Spermatogezene je proces zahrnujici mitézu a meidzu (viz Obr. €. 1). Mitdzou se rozumi
déleni bunék, pti kterém ma nové vznikla bunka vzdy 2n chromozomd, je tedy diploidni.
Naproti tomu meidza je déleni, pfi kterém ma nova burnky pouze poloviéni sadu chromozom{
(1n), a proto se nazyva haploidni (Reece 1998).

Mitdza zacina rozdélenim spermatogonii (2n) na dvé dcefiné buriky spermatogonie.
Tento proces se nazyva spermatocytogeneze. Jedna ze spermatogonii zUstava v bazalni ¢asti
kanadlu, avsak ta druhd (spermatogonie typu A) prodéla mitotické déleni, které muize zahrnovat
az nékolik generaci bunék. Takto vznikne spermatogonie typu B, ktera se poté mitoticky déli
za vzniku primarniho spermatocytu, ktery ma diploidni pocet chromozoma (Kittnar 2011).

Primarni spermatocyt se poté meioticky déli, meidza se vSak pozastavi v profazi 1,
protoze k dokonceni meidzy je treba zvySend produkce testosteronu, k éemuz dojde v obdobi
puberty. Nasledné se prvni meiotické déleni dokonéi a z primarniho spermatocytu vzniknou
sekundarni spermatocyty. Ddle dojde k druhému meiotickému déleni a tim vzniknou
spermatidy (1n)(Kittnar 2011).

Dalsim krokem je spermiogeneze, ktera zahrnuje zmény vjadru a cytoplazmé,
transformaci nepohyblivych bunék na potencialné pohyblivé a to diky biciku, jenz se u nich
vytvofil (De Kretser et al. 1998). Poté, co spermatidy dozraji, uvolni se do lumen
semenotvorného kanalku jako spermie. Tyto spermie jsou stale nepohyblivé, proto jsou do
nadvarlete transportovany pomoci tekutiny, ktera se secernuje v semenotvornych kanalcich,

a pomoci kontraktilnich elementl ve varleti (Reece 1998).



V nadvarleti spermie dozravaji. Jsou schopné oplozeni a také ziskavaji schopnost
pohybu doptedu. Také nastanou zmény na jaderném chromatinu a na strukture plazmatické
membrany, ktera je obohacena o cholesterol a nékteré proteiny. Upravuje se tvar a obsah
akrozomu. Dokud nedojde k uvolnéni, spermie zde zUstavaji a shromaiduji se v ocasu

nadvarlete. Reece (1998) uvadi, Ze u kancl je denné produkovano az 16,5x10° spermii.
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spermatogenie
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prvil meiotické déleni
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druthé meiotické défeni
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Obrazek ¢. 1 - Schématické zobrazeni fazi spermatogeneze u samcl. U kazdé etapy je
vyznacen pocet chromozomd, téZ je zndzornén moment, kdy dojde k jednotlivym meiotickym

délenim (Kittnar 2011).

3.1.2 Hormonalni regulace

Savéi spermatogeneze vyZzaduje plsobeni nékolika hormon(. Kazdy z nich je velmi
dllezity pro normalni fungovani samciho reprodukéniho systému. Avsak tyto hormony nejsou

potfebné pouze k regulaci vyvoje samdéich zarodecnych bunék, ale také pro tvorbu novych



somatickych bunék, které jsou potfebné pro spravny vyvoj varlat (Sharpe 1994; McLachlan et
al. 2002). Mezi tyto bunky patfi Leydigovy burky, jejichz primarni funkci je produkce
testosteronu (Mendis-Handagama 1997), a Sertoliho buriky, které poskytuji ochranu a vyzivu
vyvijejicim se spermiim (Reece 1998).

Cely proces steroidogeneze fidi gonadotropin stimulujici hormon (GnRH), ktery je
tvofen v hypotalamu a ddle uvolfiovan portdlnim vendznim systémem do hypofyzy. Jeho
sekrece je regulovdna negativni zpétnou vazbou mezi gonadotropiny a hypotalamem (Kittnar
2011). Mezi dalsi hormony, které ovliviiuji sam¢i reprodukci, se fadi luteinizac¢ni hormon (LH),
folikulostimulaéni hormon (FSH) a testosteron (viz Obr. ¢. 2).

Luteinizacni hormon (LH) je jednim zhormonlG predniho laloku hypofyzy
(adenohypofyza) a fidi produkci testosteronu tim, Ze plsobi na Leydigovy buriky. K regulaci
testosteronu pomoci LH dochazi na principu negativni zpétné vazby (Reece 1998).
Folikulostimulaéni hormon (FSH) je rovnéZz hormonem adenohypofyzy. Receptor tohoto
hormonu se nachazi v Sertoliho burikach ve varleti. Nékteré studie u hlodavcl prokazaly, ze
primarni roli FSH ve spermatogenezi je stimulace proliferace Sertoliho bunék béhem
prepubertdlniho vyvoje (Heckert & Griswold 2002). Sharpe (1994) se domniva, Ze pocet
Sertoliho bunék do znaéné miry urcuje pocet zdrodecnych bunék. FSH stimuluje produkci
proteinu vazajiciho androgeny (ABP) v Sertoliho burkach, ktery je nasledné secernovan do
lumen semenotvorného kanalku a vaze testosteron a dalsi androgeny. Diky tomu stabilizuje
jejich koncentrace a zajistuje primérené mnoistvi pro spermatogenezi. Dalsi funkci FSH je
pravdépodobné stimulace sekrece estrogenu Sertoliho bunkami, coz mulzZe zvysSovat
intracelularni preménu testosteronu, jenZz pochazi z Leydigovych bunék. Na inhibici FSH se
podili hormon inhibin, jenzZ je taktéz produkovan Sertoliho burikami (Reece 1998).

Testosteron je steroidni hormon ze skupiny androgenu, vznika v Leydigovych burikach
ve varlatech a v burikdch nadledvinek. Testosteron u samc( zajistuje spermatogenni aktivitu,
ale i dalsi funkce, jako je napfiklad vznik a udrZeni libida, sekrecni aktivita pfidatnych
pohlavnich Zlaz a rozvoj sekundarnich pohlavnich znakd, s ¢imz souvisi i anabolické plsobeni
(Reece 1998). Testosteron mimo jiné prenatdlné stimuluje diferenciaci a rdst samciho
reprodukéniho systému a sestup varlat do Sourku (Kittnar 2011). Jak jiz bylo zminéno,

testosteron je také nezbytny pro zahdjeni spermatogeneze v obdobi puberty.
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Obrazek ¢. 2 - Hormonalni regulace spermatogeneze. Schéma zobrazuje hypotalamo-
hypofyzarni osu a vztah mezi jednotlivymi hormony. Je zde patrné ovliviiovani sekrece

hormon( na principu negativni zpétné vazby (Reece 1998).

3.1.3 Morfologie spermie

Spermie je specializovand pohlavni burika (samci gameta), kterd se podstatné lisi od
ostatnich télnich bunék. Je schopna konat aktivni pohyb a jeji hlavni funkci je oplodnéni samici
pohlavni buriky - oocytu.

Po dokonceni vyvoje je zrald spermie vybavena hlavickou, krékem a ocasem (Reece
1998) (viz Obr. €. 3). Hlavicka je dlouha asi 5-10 nm (Jelinek & Koudela 2003). Tvar hlavicky se
u jednotlivych druhd savcl velmi lisi. Eddy & O'Brien (1994) rozlisuji ctyri zakladni
morfologické typy hlavicek - ovdlné, které se nachazeji napftiklad u kance, kulaté, s nimiz se
mulzZeme setkat u ¢lovéka, dale hackovité neboli falciformni, jeZ jsou typické pro mys a nakonec

hlavicky s velkym akrozémem, které jsou typické napfiklad pro veverku (viz Obr. €. 4).
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Obrazek €. 3 - Stavba a hlavni komponenty spermie. A - hlavicka, B - kréek, C - stfedni ¢ast,
D - hlavni ¢3st, E - koncova ¢ast, 1 - plazmatickd membrana, 2 - vnéjsi akrozomalni membrana,
3 - akrozdém, 4 - vnitini akrozomalni membrana, 5 - jadro, 6 - proximadlni centriola, 7 - zbytek
distalni centrioly, 8 - vnéjsi fibrézni vlakna, 9 - mitochondrie, 10 - axonema, 11 - terminalni

disk, 12 - prstencova vldkna (Schoni-Affolter et al. 2005).

Rozdilny tvar hlavi¢ky je dan jadrem spermie. Uvnitf hlavicky se totiZz nachazi pravé
jadro aakrozom, které zaujimaji vétSinu prostoru. Jsou obklopeny malym mnoZstvim
cytoplazmy a cytoskeletdlnich ¢astic. Jadro ma haploidni sadu chromozom( (1n) aje
obklopeno jadernou membranou. Samotny akrozom je situovan v predni ¢asti hlavicky. Je to
specificka organela spermii, ktera obsahuje hydrolytické enzymy a mukopolysacharidy, jenz
jsou schopny rozstépit zonu pellucidu oocytu, tedy jeho glykoproteinovy obal, diky ¢emuz je
spermii umoznéno timto obalem proniknout. Akrozom je dvouvrstevny a mezi membranami
se nachazi akrozomalni vacek, ktery obsahuje jiz zminéné enzymy. V zadni ¢asti hlavicky je
situovana cytoplazmatickd membrana a postakrozomalni ¢apka. Celd hlavicka je pokryta
plazmatickou membranou, ktera prechazi v bicik.

Kréek, neboli spojovaci ¢ast, zajistuje spojeni mezi hlavickou a bi¢ikem spermie.
Soucasti krcku jsou dvé za sebou usporadané centrioly - proximalni a distdlni, pficemz

z proximalni centrioly je tvorena hlavice bi¢iku (Gamcik et al. 1976).
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Obrazek ¢. 4 - Morfologické typy hlavicky spermie u rtiznych druhti zvifat a u clovéka. Typ
hackovité neboli falciformni hlavicky je mozny pozorovat u rliznych hlodavcl, naopak kulaty

typ je pfitomny napfiklad u ¢lovéka, kralika nebo morcéete (Eddy & O'Brien 1994).

Bi¢ik je vybaven mitichondridlnim aparatem, ktery tvofi energii ve formé ATP. Tato
molekula umoziiuje spermiim se pohybovat a dostat se tak na misto oplozeni. Na vlastnim
pohybu se podili axialni vldkna, ktera jsou schopna vytvofenou energii pfeménit na
mechanickou (Gamcik et al. 1976).

Bicik se sklada ze tri casti - stfedni, hlavni a koncové. Stfedni c¢ast, nebo téz
mitochondridlni ¢ast, je charakterizovana velkym poc¢tem mitochondrii, které jsou premisténé
do mitochondridlni pochvy, jez obklopuje bicik. Zde jsou mitochondrie spiralovité seskupené
(Jelinek & Koudela 2003). Dalsi strukturou stfedniho oddilu spermie je axonema. Ta je tvorena
komplexem mikrotubul a osovych vldken (Stenesh 1989). Ukolem této ¢asti biciku je
organizace pohybu (Porter & Sale 2000). Na povrchu bi¢iku se nachazi fibrézni pochva, kterd
slouzi jako vyztuha biciku. Diky fibrézni pochvé je také umozinéna velkd elasticita biciku.

(Jelinek & Koudela 2003)



Hlavni ¢ast biciku je stavbou podobna stfedni ¢asti. Jeji podklad tvofi osové vlakno
obalené fibrézni pochvou. Oproti stfedni ¢asti neobsahuje mitochondridlni pochvu. Hlavni
oddil je nejdelsi ¢asti biciku a méfi asi 40-50 nm (Jelinek & Koudela 2003).

Koncova ¢dast je tvorena centralnim pdarem mikrotubull, které jsou obaleny
plazmatickou membranou. Chybi zde fibrézni pochva, jez je soucasti obou predchozich oddila

(Jelinek & Koudela 2003).

3.1.4 Kapacitace

Kapacitace je proces, ve kterém spermie projde rfadou fyziologickych a biochemickych
zmén, jez vedou k ziskani oplozovaci schopnosti spermie. Tento déj se odehrava v pohlavnim
Ustroji samice (Austin 1952).

Mezi fyziologické a biochemické zmény, jez jsou zahrnuty v procesu, patfi aktivace
iontovych kanall, zmény perifernich membranovych faktord, externalizace membranovych
receptort, zvySeni intracelularniho cAMP (Fraser 1981), zmény v intracelularnim sloZeni iontQ
spermie a zménu jeji motility (Yanagimachi 1994), dale zmény v lipidovém sloZzeni membrany
a zménu fluidity membrany (Aitken et al. 1995). Také dochdzi ke zméndm distribuce lipid(
vnéjsi a vnitfni vrstvy plazmatické membrany (Yanagimachi 1994). VSechny zmény, ke kterym
béhem kapacitace dochazi, vSak nejsou dosud znamé.

U kapacitovanych spermii dojde ktzv. hyperpolarizaci membrany, kterd slouzi
k regulaci schopnosti spermie vytvaret prechodné zvySeni vapenatych iontl, coZz umoziuje
schopnost spermie spustit akrozomdlni reakci pfi kontaktu se zonou pellucidou.
U nekapacitovanych spermii proto k akrozomalni reakci nedochazi (Arnoult et al. 1999).

Mimo intraceluldrni zmény dochazi béhem kapacitace taktéz ke zménam na povrchu
spermii. Pfi tomto procesu dojde k odstranéni protein(i semindlni plazmy (Jelinek & Koudela
2003), kterd obsahuje dekapacitacni faktory, akrozém stabilizujici faktory, glykoproteiny
a inhibitor akrozinu. Ktomuto odstranéni dojde adsorpci povrchem spermie. Také se
reorganizuji a modifikuji molekuly na povrchu plazmatické membrany (Jones 1989) (viz
Obr. ¢. 5).

Proces kapacitace se z hlediska trvani druhové velmi liSi. Obecné Ize fici, Ze tento dé&j
trva u rGznych druhl 2-14 hodin. Jelinek & Koudela (2003) uvadi, Ze u bycich spermii trva
kapacitace asi 6—7 hodin, u spermii hfebce vsak 4 hodiny, u spermii kance 4-6 hodin

a u spermii kralika dokonce az 14 hodin.
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Obrazek €. 5 - Porovnani spermii v rtiznych fazich. Spermie nachazejici se v nadvarleti ziskaji
oplozovaci schopnost a jejich plazmatickd membrana je obohacena o cholesterol a dalsi
proteiny. Ejakulované spermie jsou poté potaZeny proteiny seminalni plazmy. V samicim
reprodukénim traktu nasledné dojde ke kapacitaci, pfi které se odstrani proteiny seminalni
plazmy spolu s dalSimi molekulami. Spermii je pak umoznéno podstoupit akrozomalni reakci

(Ferenc et al. 2011)

3.1.5 Akrozomadlni reakce

Akrozom je specifickd organela spermii, kterd se nachazi v anteriorni ¢asti hlavicky
spermie, jeji hlavni roli v pridbéhu oplozovani je umoznéni prlibéhu akrozomalni reakce. Tato
organela se nachazi pouze u spermii, a to u téch zZivocisnych druh, u kterych je potfeba pred
oplozenim proniknout pres extraceluldrni obaly oocytu (Yanagimachi 1994). Jednd se
o dvouvrstevny vacek, ktery obsahuje hydrolytické enzymy a mukopolysacharidy potfebné
k rozruseni vrstvy folikularnich bunék (corona radiata) a k prekonani glykoproteinového obalu
vajicka, zony pellucidy (Jelinek & Koudela 2003) (viz Obr. €. 6).

Existuji dva mozZné spoustéci mechanismy pro spusténi akrozomalni reakce in vivo.
Jednim z nich je kontakt s glykoproteinovym obalem zona pellucida a druhym zvysena hladina
progesteronu (Florman et al. 2008). Do nedavna se mélo za to, Ze kontakt se zonou pellucidou

je pro tuto reakci vyznamnéjsi, protoze se predpokladalo Ze akrozomalni reakce se spusti ve
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chvili, kdy se spermie navaze na vajicko v misté nachazejicich se glykoproteint (Buffone et al.
2009). Nicméné neddvné vyzkumy na mysich naznacuji, Ze akrozomdlni reakce je Casto
zahdjena jesté pred dosazenim zony pellucidy (Hino et al. 2016; La Spina et al. 2016), coz
poukazuje na to, Ze primarnim mechanismem akrozomalni reakce by nemusel byt kontakt
spermie se zonou pellucidou. Co se tyce progesteronu, je obecné znamé, ze tento hormon je
secernovan kumularnimi burikami obklopujici oocyt a Ze je akrozomalni reakci schopen
iniciovat (Jin et al. 2011).

Po setkani spermie s glykoproteinovym obalem zony pellucidy vznikne pomoci ZP3
proteinu (protein zony pellucidy) vazba mezi spermii s vajickem. Nasleduje sekundarni vazba
mezi proteinem ZP2 a ZP2 receptorem na hlavicce spermie a poté dojde k fuzi vnitfni a vnéjsi
Nasledkem toho se uvolni obsah akrozomalniho vacku, ktery obsahuje hydrolytické enzymy
(hyaluronidazu, akrozin) nutné k prekonani zony pellucidy, ale také dalsi latky, které maiji
nejriznéjsi role nezbytné k oplozenivajicka (Yanagimachi 1994). Jedna se naptiklad o fruktézu,
mandzu, galaktdzu, rizné lipidy a kyselou a alkalickou fosfatdzu (Gamcik et al. 1976;

Hightower et al. 1999).

"Cerstva
spermie”

Kapacitovana
spermie

Spermie béhem
akrozomalni reakce

Kapacitace

Spermie po
%ozomélni reakci

AOXE
@

¢

Obrazek ¢. 6 - Schéma kapacitace a akrozomalni reakce spermie (lkawa et al. 2010) .
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K iniciaci akrozomdlni reakce dochazi pres jiz zminény ZP3 receptor. Tento receptor
aktivuje Na*/H* pumpu, coZ vede k depolarizaci membrany, k otevieni Ca* kanal( a ke vstupu

vive

Ca?* iontd dochazi i ke zménam pH v hlaviéce spermie (Roderick et al. 2003).

3.2 Sulfan

Sulfan (H,S) byl jesté pred nékolika lety povaZovan za toxicky plyn. Bylo vsak
prokazano, Ze i sulfan ma v organismu savcl velmi dllezZitou funkci, a to jako plynna signalni
molekula, neboli gasotransmiter (Kimura et al. 2012). Bylo zjisténo, Ze je produkovdn v mnoha
savCich tkanich a Ze reguluje celou radu fyziologickych procest v téle. Hraje dullezZitou roli
v patogenezi rlznych onemocnéni - od neurodegenerativnich az po diabetes mellitus nebo
onemocnéni kardiovaskuldrniho systému (Wang 2010). Soucasné vyzkumy ukazuji, jaké

rozmanité biologické role sulfan v organismu zastava.

3.2.1 Vlastnosti sulfanu

Sulfan je nejjednodussi sloucenina siry svodikem. V pfirodé vznikda rozkladem
organického materidlu a siranli za nepfistupu kysliku. Jde o bezbarvy plyn, jehoZ pach je
obvykle pfirovndvan k pachu zkaZenych vajec. Lidsky ¢ich dokdaze tento plyn detekovat pfi
koncentraci, ktera je 400krat nizsi, nez je pro organismus toxickd (Wang 2002).

Sulfan mda podobné charakteristické rysy fyziologickych prenasect jako ostatni
gasotransmitery, mezi které patfi oxid dusnaty (NO) a oxid uhelnaty (CO). Tyto plyny jsou
produkovdny endogenné a jsou schopny diflize pres bunénou membranu, proto nemusi
spoléhat na bunécné posly, jenz u jinych signalnich molekul zprostifedkuji vyvolani odpovédi
na jejich pusobeni. Jsou to jednoduché molekuly, coZ jim umozZniuje rychle cestovat uvnitf
amezi bunkami. H,S je pro plazmatické membrany propustny také diky jeho velké
rozpustnosti v lipofilnich rozpoustédlech, kterd je pétkrat vyssi nez rozpustnost ve vodé (Wang
2002).

Toxicita sulfanu je zndma uzZ vice nez 300 let (Wang 2002) a je zavisla na mnoZstvi
vdechnutého plynu (vizTab.¢.1). Pfi velkych koncentracich inhibuje cytrochrom c
v mitochondriich, coZz vede kinhibici bunééného dychani. Obecné plati, Ze fyziologicka
koncentrace v krvi a ve tkanich se pohybuje pod hodnotou 1 mM, nicméné uvadi se, Ze

hodnoty v krvi v rozsahu od 20 do 300 mM jsou stale bezpecné (Kashfi & Olson 2013).
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Hlavni letalni nasledek intoxikace sulfanem je ztrata centralniho fizeni dychani
v dlsledku biochemickych poskozeni dychacich center v mozkovém kmeni (Guidotti 1996).
Hranice mezi toxickym a fyziologickym ucéinkem sulfanu v organismu je velmi tenkd. Toxicka
koncentrace tohoto plynu je pouze dvakrat vétsi nez hladina endogenniho sulfanu v mozku
krysy (Warenycia et al. 1989). Intoxikace mysi zplsobena NaSH zvysi koncentraci sulfanu
pouze 0 57 % v mozku, 0 18 % v jatrech a 0 64 % v ledvinach (Mitchell et al. 1993). Vztah mezi
davkou a odezvou Ucinku sulfanu pfi fyziologickych koncentracich je velmi nahly a naroc¢ny na
regulaci, aby se tento fyziologicky Ucinek prudce nepremeénil v toxicky (Zhao et al. 2001). Tudiz
je pochopitelné, Ze savci buriky musi mit velmi jemné a presné regula¢ni mechanismy, kterymi

kontroluji hladiny endogenniho sulfanu ve fyziologickém rozmezi (Wang 2002).

Tabulka €. 1 - Fyziologické odpovédi lidského organismu na vystaveni plisobeni sulfanu

KONCENTRACE H,S [ppm?] FYZIOLOGICKA ODPOVED

0,003-0,002 prahova hodnota zapachu

3 nepfijemny zapach

20-30 charakteristicky zdpach zkaZenych vajec

30 velmi nepfijemny nasladly zapach

50 podrazdéni ocnich spojivek

50-100 podrazdéni dychaciho traktu

100-200 ztrata Cichu (vyCerpani ¢ichového Ustroji)

150-200 ochrnuti ¢ichového ustroji

250-500 plicni edém

500 uzkost, bolest hlavy, ataxie, zavraté,
poruchy dychani, bezvédomi

500-1 000 ochrnuti respiratorniho traktu vedouci
k smrti, okamzity kolaps, ochrnuti nervf,
srdecni arytmie, smrt

5000 bezprostiedni smrt

(Beauchamp et al. 1984)

a) ppm = parts per million, pocet ¢astic na 1 milion ostatnich ¢astic
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3.2.2 Produkce a metabolismus sulfanu v organismu

Zhao et al. (2001) publikoval, Ze koncentrace sulfanu v krysim séru je 46 uM. Kromé
cirkulujiciho sulfanu je vyznamné mnoiZstvi tohoto gasotransmiteru produkovano v rlznych
tkanich. Nékteré publikace uvadéji, ze fyziologicka koncentrace sulfanu ve tkani mozku se
pohybuje mezi 50 az 160 uM (Abe & Kimura 1996; Hasoki et al. 1997). Jiné studie prokazaly,
Ze v cévni soustaveé se taktéz produkuji méritelna mnozstvi sulfanu (Hasoki et al. 1997; Zhao
et al. 2001).

Za vétSinu tvorby endogenniho sulfanu v savcich tkanich jsou zodpovédné dva enzymy
- cystathionin-B-syntaza (CBS) a cystathionin-y-lydza (neboli cystathiondza, CTH). Tyto enzymy
vyuzivaji jako hlavni substrat pro tvorbu sulfanu L-cystein (Stipanuk & Beck 1982; Erickson et
al. 1990; Bukovska et al. 1994) a homocystein (Wang 2002). Z L-cysteinu se odstépi thiolova
skupina -SH, ktera je poté vyuZita k tvorbé H,S. Vedlejsimi produkty této reakce jsou pyruvat
a amoniak. CBS i CTH jsou zavislé na kofaktoru, kterym je pyrodoxal-5-fosfat, coz je aktivni
forma vitaminu B6. CBS katalyzuje reakci serinu s homocysteinem, ¢imz da vzniknout
cystathioninu, zatimco CTH rozklada cystathionin na cystein a a-ketobutyrat (Wang 2002)
(viz Obr. €. 7). Neddvné vyzkumy dokdzaly, Ze k tvorbé sulfanu miZe byt také vyuZit D-cystein
(Shibuya et al. 2013). DalSimi, avSak méné vyznamnymi sulfan produkujicimi enzymy, jsou
cystein aminotransferaza (CAT) a 3-mercaptopyruvat sulfurtransferdza (3-MST)(Kimura 2014).

: : e (definitions in original table)
Homocysteine + serine J

lCBS

Cystathionine + H,O }

. N
3-mercaptopyruvate 5
CW plopy! J

lCSE

C'CYsleine + a-ketobutyrate + NH,,+~;';E / Nitrosothiols

3MST Oxidation
CBS or CSE /
NH, + pyruvate + H,S CH,SCH,

: N
Glutathione | Methylation

\ CBS or CSE Scavenging

L-cysteine |

\ <y Methemoglobin or GSSG
< o 3 N
1 Thiocysteine |
_;v—'—\‘ /
Cystine ]

Obrazek ¢. 7 - Produkce a metabolismus endogenniho sulfanu v organismu. Sulfan je v téle

Sulfate

produkovan sulfan produkujicimi enzymy CBS, CTH, 3-MST a CAT (Wang 2002).
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V nékterych tkanich je potfeba pro tvorbu H,S jak CBS, tak CTH, zatimco v jinych je
jeden enzym dostacujici. Vyskyt obou enzyml je specificky pro rizné tkané. CBS i CTH byly
prokazany napfiklad v jatrech, ledvinach, mozku, koznich fibroblastech a krevnich lymfocytech
(Wang 2002). Mezi sulfan produkujicimi enzymy a hladinou sulfanu existuje negativni zpétna
vazba, proto je aktivita enzym( tlumena, pokud se hladina sulfanu ve tkanich zvysi (Kredich et
al. 1973).

Dalsim, méné dulezitym zdrojem endogenniho H,S, je neenzymaticka redukce
elementdrni siry na sulfan za pouziti redukénich ekvivalentl ziskanych z oxidace glukdzy
(Searcy & Lee 1998) (viz Obr. €. 8). VSechny podstatné slozky této neenzymatické drahy jsou
pfitomny in vivo, véetné redukovatelné siry, ktera byla v milimolarnich koncentracich zjisténa

v krevnim séru ¢lovéka (Westley & Westley 1991) a mysi (Buzaleh et al. 1990).

Glucose
Phosphogluconate Glycolysis <59 Glutathione
(<10%) (>90%) (GSH)
Oxidative stress\
NADPH
Elemental sulfur (S,) » H.S

Obrazek ¢. 8 - Neenzymaticka produkce sulfanu v savc€ich tkanich. K tvorbé sulfanu dochazi
interakci elementarni siry a redukénich ekvivalentl ziskanych z oxidace glukdzy. Plati rovnice

2 CeH1206 + 6 Sg + 3 H2O — 3 C3HgO3 + 6 H2S +3 CO» (Wang 2002).

Sulfan je ddle metabolizovan oxidaci v mitochondriich nebo metylaci v cytosolu a je
vylucovan prevaziné ledvinami (Beauchamp et al. 1984). Zvlastni pozornost vyZaduje interakce
sulfanu s hemoglobinem. Tak, jako muizZe byt hemoglobin za plsobeni CO preménén na
karboxyhemoglobin, za plsobeni NO na methemoglobin, tak mlze byt hemoglobin za

pUsobeni sulfanu pretvoren na sulfhemoglobin (Arp et al. 1987), coz vede k hypoxii tkani.
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3.2.3 Sulfan produkujici enzymy, CTH

Jak jiz bylo zminéno, dva nejdllezitéjsi enzymy, které produkuji endogenni sulfan, jsou
cystathionin-pB-syntaza (CBS) a cystathionin-y-lydza (CTH). Tyto sulfan produkujici enzymy
vyuzivaji k tvorbé sulfanu L-cystein a homocystein (Wang 2002). CBS se nachazi prevazné
v centralnim nervovém systému, zatimco CTH v kardiovaskuldarnim systému. Jako dalsi se
k témto enzymdm radi 3-mercaptopyruvat sulfurtansferaza (3-MST). 3-MST byl rozpoznén
v mozku a endotelu cév. Ktvorbé sulfanu vyuZivd spolecné s dalSim sulfan produkujicim
enzymem, cystein aminotransferazou (CAT), opét L-cystein a alfa-ketoglutarat (Kimura 2010).
3-MST se nachdzi hlavné v neuronech, CBS napfiklad v astrocytech. Ztoho vyplyva, Ze
produkce H,S v mozku je ovliviiovdna predevsim témito dvéma enzymy. 3-MST se ddle nachazi
v hladkosvalovych bunkach cév a také v endotelidlnich bunkach, zatimco CAT byl lokalizovén
pouze v cévnich endotelidlnich burikdch. Dalo by se predpokladat, Ze endotelidlnim burikdm
ve sténé cév staci k produkci sulfanu pouze 3-MST, nicméné enzymatickd funkce tohoto
enzymu vyzaduje koexistenci CAT (Wang 2010).

Klicovym enzymem pro kardiovaskularni produkci sulfanu je CTH. Jedna se o enzym,
ktery je prevainé exprimovan v cytoplazmé srdecnich bunék a v bunikach hladkého svalstva
cév. Optimalni hodnota pH pro CTH je 8,2. V transsulfuracni draze katalyzuje posledni krok
pomoci homocysteinu a cysteinu, ¢imz da vzniknout sulfanu a lanthioninu. CTH také pusobi
jako cystein-protein sulfhydrdza a tim reguluje bilkoviny obsahuijici siru, jako je naptiklad
GAPDH a PTPN1 (Huang et al. 2015) .

Do neddvna se predpokladalo, Ze aktivita CTH je regulovdana obsahem Ca?* nebo
kalmodulinem ve tkanich. Odhadovalo se, Ze k aktivaci dochdzi v pfitomnost 1-2 mM
vapenatych kationt(, jenZe tato koncentrace je p¥ilis vysokd. Ca®* se totiz uvnitf bunék nachazi
v koncentracich 100 nM az 3 uM, proto bylo potifebné prehodnotit regulaci aktivity CTH
vapenatymi kationty. Nedavné studie prokazaly, Zze CTH produkuje endogenni sulfan pfi nizké
koncentraci Ca?* a jeho produkce je potlaéena zvy$enim mnoZstvi vdpenatych kationt(. Také
bylo prokazano, ze ani kalmodulin neni zapojen do fizeni aktivity CTH (Mikami et al. 2013).

Zatimco CBS je zodpovédny za tvorbu sulfanu zejména v mozkové tkani, CTH se podili
na produkci sulfanu prevazné v perifernich tkanich, jako jsou jatra a ledviny, dale je dllezity
v koznich fibroblastech a krevnich lymfocytech (Wang 2002). Je také povaZzovan za nejvétsiho

producenta endogenniho sulfanu v kardiovaskularnim systému. Byl detekovan v rliznych
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cévach i hladkosvalovych burikach cév a dalSich tkanich kardiovaskuldrniho systému (Zhao et
al. 2001). Ming et al. (2012) potvrdil aktivitu CTH také v srdecni tkani. V loriském roce
Mo & Hua (2018) publikovali, Ze sulfan je také produkovan v osteoklastech. Proto tato studie
tvrdi, Ze CTH hraje dulezitou roli i v osteogenezi. Guo et al. (2012) uverejnil, Ze CTH se nachazi
i ve tkani prostaty u lidi. Pomoci experiment( bylo zjisténo, Ze existuje vztah mezi hladinami

CTH (a CBS) a androgennimi receptory v nadorovych liniich prostaty.

3.2.4 Funkce sulfanu v organismu

Ke svému ucinku vyuZiva sulfan mnoho signalnich cest, jako jsou Kate kandly (Yang et
al. 2005; Munaron et al. 2013), vapenaté kandly typu T (Maeda et al. 2009) a typu L (Marques-
da-Silva et al. 2010), iontové kanaly TRPA 1 (Streng et al. 2008) a mitochondridlni
cytochrom c oxidaza (Li & Moore 2008). Mimo jiné také stimuluje cyklicky adenosin trifosfat
(cAMP) a proteinkindzu A, a tim podporuje aktivaci N-metyl-D-asparat receptoru (NMDA)
(Kimura 2000). Bylo dokazano, Ze sulfan pusobi na burnky hladké svaloviny, bunky zanétu,
endotelidlni bunky, ddle ovliviiuje faktory bunécné transkripce, endoplazmatické retikulum
nebo mitochondrie (Du et al. 2004, Sivarajah et al. 2009; Polhemus & Lefer 2014).

Vroce 1989 bylo zjisténo, Ze endogenni sulfan se vyskytuje jak v mozkové tkani
potkand (Warenycia et al. 1989), tak i v mozku lidi (Goodwin et al. 1989; Warenycia et al.
1989). V roce 1995 byla zjisténa aktivita CBS a CTH dokonce v Sesti ¢dstech mozku, aktivita CBS
zde byla asi 30krat vét$i ne? aktivita CTH (Awata et al. 1995). Cinnost téchto sulfan
produkujicich enzym( v mozku se postupné zvysuje po porodu. Pozdéji byla mozkova tkan
potkand analyzovdna pomoci metody Northern blot (metoda slouzici k nalezeni RNA
transkriptl), ktera potvrdila pritomnost CBS, nicméné zadna mRNA CTH nebyla zjisténa, proto
byl jako hlavni enzym pro produkci sulfanu v mozku oznaéen CBS (Abe & Kimura 1996). Funkce
sulfanu v mozku byly postupné odkryvany v 90. letech minulého stoleti. Cerstvé narozeni
potkani byli vystaveni pusobeni H,S, coz vedlo ke zméné uvolfovani neurotransmiterd
v mozku spoleéné se zvySenim hladiny serotoninu a noradrenalinu v mozecku a ve frontalnim
laloku (Skrajny et al. 1992; Roth et al. 1995). Sulfan potlacuje apoptdzu a degeneraci neuron.
Také reguluje vnitrobunécné pH v mikrogliich a tim snizuje poskozeni aktivnich mikroglii (Lu et
al. 2010). Néktefi autofi uvadi, ze sulfan chrani neurony pred oxidativnim stresem a Ze

redukuje mnozZstvi reaktivnich kyslikovych radikall (Kimura 2014). Zajimavosti je, Ze také
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inhibuje aktivitu peroxynitritu, kterazto byla rozpozndna u nemoci jako Alzheimer, Parkinson
nebo Huntington (Olas & Wachowicz 2007) (viz Obr. €. 9).

Hladiny sulfan produkujicich enzym( byly taktéz prokdzany v kardiovaskularnim
systému (viz Obr. €. 9). Hlavni roli producenta sulfanu v kardiovaskularnim systému ma CTH,
naopak aktivita CBS tu prokdzana nebyla (Chen et al. 1999). Fyziologicka funkce sulfanu
v kardiovaskularnim systému byla peclivé studovana. Bylo zjisténo, Ze intravendzné podany
H2S snizuje krevni tlak a ma silny vasorelaxacni ucinek. Také bylo potvrzeno, Ze
v hladkosvalovych burikdch cév se vyskytuji Katp, kterych sulfan hojné vyuziva pfi regulaci
fyziologickych proces(i (Zhao et al. 2001). Kram et al. (2013) prokdazal, Ze H,S ma také
antitrombotické acinky, Wang (2002) navic publikoval, Ze sulfan prokazuje znamky
proangiogenniho ucinku (tvorba novych cévnich cest).

Dalsi zajimavou oblasti je bezpochyby i gastrointestindlni trakt (GIT) (viz Obr. €. 9).
V této tkani byly detekovany nejvétsi koncentrace sulfanu viibec. Vysoké koncentrace H.S jsou
zpUsobeny aktivitou CBS i CTH, ale také metabolickou produkci siru redukujicich bakterii
v lumen tlustého streva. Nyni je velmi dobfe zndmo, Ze sulfan pfispiva k udrzovani homeostazy
na sliznicich GIT a podili na jejich ochrané a opravach. Tento Ucinek je pfipisovan
protizdnétlivym vlastnostem sulfanu. Uvolnény H,S také snizuje zivotaschopnost nadorovych
bunék (Wang 2010).

V dalSich studiich se piSe o moznych ucincich sulfanu na napéti endoplazmatického
retikula (ER) v kardiomyocytech, ve kterych doslo po podani exogenniho sulfanu ke snizeni
napéti ER (Wei et al. 2010). Jednim z dalSich ucinka sulfanu je napfiklad cytoprotektivita proti
hypoxii a zanétlivym poskozenim. Calvert et al. (2010) popisuje, jak by sulfan mohl zlepsit
situaci pfi srdec¢nim a jaternim ischemicko-reperfiznim poSkozeni. Tohoto protektivniho
ucinku mlze byt dosazeno bud podanim exogenniho sulfanu, nebo zvySenim produkce sulfanu
endogenniho.

Diskutuje se také o tom, zda ma ¢i nema sulfan néjakou roli pfi zanétlivém procesu. Na
zakladé pozorovani zanétlivych procest u rdznych druh( zvifat néktefi vyzkumnici véri, ze
sulfan hraje jistou podpuarnou roli pfi 1é¢bé zanétlivych procest (Bhatia 2009). Na druhou
stranu, mnoho jinych vyzkumnych tym( popsalo ptimo protizanétlivé ucinky sulfanu. Jedno
z moznych vysvétleni pro tyto, jak se zdd, opacné role H,S v zanétlivém déji spociva v rlizné
koncentraci sulfanu. Nicméné Whiteman et al. (2010) se na tento problém podival z jiného

uhlu pohledu a domniva se, Ze rozdil je dan rychlosti uvolnéni sulfanu pouzitym donorem.
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Pokud dojde k pomalému uvolfiovani sulfanu z GYY4137 (donor HS), dojde k utlumeni tvorby
prozanétlivych mediatord a zvySeni syntézy chemokinu IL-10, jenZ je protizanétlivy. Pokud
vsak dojde k rychlému uvolniovani vysokych koncentracich sulfanu z NaHS (taktéZz donor H,S),

zvysi se syntéza prozanétlivych faktor(.

Therapeutic Targets of Hydrogen Sulfide

Brain
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Obrazek €. 9 - Terapeutické cile sulfanu (H2S). Sulfan je zapojen do patogeneze chronické
obstrukéni plicni nemoci (COPD), plicni hypertenze a také m(iZe sniZzovat akutni poranéni plic.
Chrani srdce pred infarktem a srdec¢nim selhanim a muZe zabranit vzniku aterosklerézy. Také
podporuje angiogenezi a mlze plsobit prospésné pfi onemocnénich perifernich cév. Pomdaha
|éCit zanétlivé onemocnéni stfev a kolitidu. MlzZe zabranit poskozeni z nesteroidnich
protizanétlivych léka v zaludku. Chrani pred ischemicko-reperfuznim poskozenim ledvin i jater
a mimo jiné se zkoum3, jak pomaha pfi lécbé neurodegenerativnich poruch v mozku a jaké ma

vyuziti proti vzniku mozkové mrtvice (Predmore & Lefer 2010).
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Déale se o ucinku sulfanu debatuje v souvislosti s rdznymi onemocnénimi. Sulfan
pravdépodobné hraje roli pfi onemocnénich, jako jsou hyperhomocysteinémie, aterosklerdza,
choroby kardiomyocytl, ischémie a v neposledni fadé také diabetes mellitus. Konkrétné
tomuto poslednimu onemocnéni se jiz vénovalo mnoho rlznych praci. V nedavné dobé
mnoho studii prokdzalo, Zze endogenni i exogenni sulfan ovliviiuje sekreci inzulinu, coz ma za
nasledek zmény hladin glukézy na perifériich. Yusuf et al. (2005) potvrdil expresi mRNA CTH
a CBS jakozto hlavnich sulfan produkujicich enzymu ve slinivce. Také zjistil, Ze vyskyt mRNA
CBS byl zvySen u diabetickych mysi. Vyzkum provedeny Kaneko et al. (2006) prokazal mRNA
a expresi CBS i CTH v Langerhansovych ostravkach u mysi. Yang et al. (2005) potvrdil pomoci
genetickych metod, Ze endogenni sulfan sniZzuje sekreci inzulinu v Langerhansovych
ostrivkach pomoci CTH nebo CBS. Hlavnim mistem pUsobeni sulfanu v téchto burkach jsou

opét Kare kanadly, které také stézejni pro sekreci inzulinu (Ashcroft 2005).

3.2.5 Funkce sulfanu v reprodukci

Drive se pohlizelo na ucinky sulfanu v reprodukénim systému jako na velmi toxické.
Avsak pred casem se zjistilo, Ze v savéim sam¢im i samicim reprodukénim systému dochdzi
v riznych tkanich k expresi sulfan produkujicich enzymi a tvorbé H,S (Sugiura et al. 2005;
Liang et al. 2006; d'Emmanuele di Villa Bianca et al. 2009; Patel et al. 2009; Srilatha et al. 2009).
Existuji experimenty, které potvrzuji, Ze CBS i CTH se vyskytuje v reprodukénim systému mysi,
potkand a lidi. Avsak aktivita 3-MST zde dokazana nebyla (Patel et al. 2009; Srilatha et al.
2009).

Pfitomnost CTH a CBS v savéim samiéim reprodukénim systému je velmi rozmanita.
Laboratorni mysi se zablokovanym enzymem CBS mély snizeny pocet rostoucich folikuld
a nepravidelny a kratsi reprodukéni cyklus, zkrdcenou dobu samotné fije a diestru (Guzman et
al. 2006). Liang et al. (2006) prokazal pfitomnost CBS ve folikularnich a granuléznich burkach,
ne vSak vsamotném oocytu. Nicméné snizend exprese CBS v granuldznich burikdch byla
spojena s utlumenim meiotického dozravani mysich oocytli (Liang et al. 2007). Potfeba
produkce endogenniho sulfanu byla rozpoznana také v kumuldrnich bunkach. Zde je tento
gasotransmiter potiebny pro spravné dozravani oocytu (Nevoral et al. 2014). Sulfan tu
ovliviiuje iontové kanaly a aktivitu kindzy, také se podili na regulaci apoptdzy somatickych

bunék. MUze pUsobit jak pro-apopticky, tak také anti-apopticky. VZdy zalezi na dané situaci
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a na typu bunky (Yang et al. 2004; Bian et al. 2006; Rinaldi et al. 2006; Yang & Wang 2007).
V dalsich experimentech bylo prokazano, Ze nejvyssi hladina sulfanu v oocytech je pozorovdna
ve zralych oocytech, které zatim nepodstoupily proces starnuti. Produkce endogenniho
sulfanu znacné klesla (o 29 %) jiz po 24 hodinach starnuti oocytu oproti zralym oocytim
v metafazi Il, které nebyly starnuti vystaveny. Mimo jiné se ukazalo, Ze exogenni H,S chrani
oocyty pred starnutim, zatimco utlumeni produkce endogenniho sulfanu vedlo ke zrychleni
starnuti (Krejcova et al. 2015).

CBS i CTH se vyskytuji také v déloze, placenté a v plodovych obalech (viz Obr. ¢. 10).
Oba enzymy byly prokazany v myometriu, amnionu, chorionu a placenté (Patel et al. 2009)
a dokonce v hladkém svalstvu kavernézniho télesa v klitorisu u krdlika (Srilatha et al. 2009). Je
mozné, Zze H,S je zapojen do udrieni klidového stavu délohy béhem téhotenstvi (Patel et al.
2009). Predpoklada se, Zze zvyseni hladin CBS a CTH v téhotenstvi zplUsobuje lokalni produkci
sulfanu v myometriu a placenté, coz by mohlo tlumit kontrakce délohy. Bylo prokazano, Ze
donory sulfanu tlumi u potkan( spontanni stahy délohy in vitro (Sidhu et al. 2001). Jednim
z dalSich experimentu byl prlikaz dalezitosti CBS v reprodukci. Mysi, u kterych byla aktivita CBS
vyfazena, se ukazaly jako neplodné. Tyto mysi vykazovaly rlizné zmény v estralnim cyklu, plody
se nevyvijely normalné a narozena mladata neprezila (Guzman et al. 2006). Na druhou stranu,
mysi, které mély vyfazeny enzym CTH, byly plodné a v poradku rodily Zivda mladata. Z toho
plyne, ze pro samici reprodukéni trakt je stéZzejni hlavné CBS (Yang et al. 2008). Dalsi
vyzkumnici prokdzali, Ze NaHS pUsobi relaxaci v pupecnikové tepné a Zile u lidi in vitro. Navic

se zjistilo, Ze v endotelu a hladké svaloviné téchto cév se nachdzi CBS i CTH (Zhu et al. 2011).
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Obrazek €. 10 - Produkce sulfanu v déloze, placenté a plodovych obalech (Carson & Konje

2010).

21



V samc¢im reprodukénim systému je jednim z nejpozoruhodnéjsich zjisténi fakt, ze
endogenné produkovany sulfan usnadniuje erekci. V roce 2006 Srilatha et al. (2006) poprvé
prokazal, Ze intravendzné podany NaHS zvétsuje u primatd délku penisu a tlak v kavernéznim
télese. Podani inhibitoru CTH (DL-propargylglycin) potkan(im sniZuje kaverndzni tlak vyvolany
nervovou stimulaci. Proerektivni funkce endogenniho sulfanu byla pozdéji potvrzena stejnou
skupinou védcl i u kralikG (Shukla et al. 2009). Pomoci experimentl na lidské tkani bylo
zjisténo, Ze CTH se nachazi v trdmcité svalové tkani, hladkosvalovych burikach cév a perifernich
nervech, zatimco CBS se vyskytuje hlavné v tramdité svalové tkani (d'Emmanuele di Villa
Bianca et al. 2009). Tato zjiSténi naznacuji, Ze sulfan by mohl mit terapeutické ucinky pfti lécbé
erektilni dysfunkce (Zhu et al. 2011).

V neddvné dobé Shukla et al. (2009) studoval pocindni sildenafilu (ACS6) v izolované
tkani krali¢iho kaverndzniho téliska a porovnaval jeho ucinky se sildenafil citratem (zndmym
jako Viagra). Bylo zjisténo, Ze ACS6 a sildenafil citrat rovnocenné uvolnili hladké svaly
kaverndzniho téliska. Sildenafil se ukazal jako ucinnéjsi nez sildenafil citrat pfi snizovani
oxidativniho stresu uvnitf penisu. A navic, co se tykd neodkladnych proerektilnich ucinkd,
ACS6 mlze mit i dlouhodoby ochranny ucinek proti zvySenému oxidativnimu stresu v prabéhu
patogenniho vyvoje erektilni dysfunkce.

Ve varlatech potkanl byla rozpozndna odlisna distribuce CTH a CBS. CTH je podle
vseho lokalizovan v Sertoliho burikdch a nezralych zarodecnych burikach, mezi které patfi
i spermatogonie, zatimco aktivita CBS byla zpozorovana v Leydigovych bunkach, Sertoliho
burikach a zarodecnych bunkach (Sugiura et al. 2005). Bylo publikovano, Ze dostatecny pfisun
cesneku zvysSuje produkci testosteronu v potkanich varlatech, coz naznacuje, Ze sulfan mlze
hrat dalezZitou roli v regulaci funkce varlat (Oi et al. 2001). Dalsi tkani, ve které se sulfan
nachdzi, je prostata. Guo et al. (2012) potvrdil, Ze endogenni sulfan je prostfednictvim CTH
i CBS produkovan také v této tkani a je regulovan dihydrotestosteronem v LNCaP bunkach
(buniky prostaty, které jsou citlivé na androgeny). Predpoklada se, Ze tento gasotransmiter ma
mimo jiné vliv na onemocnéni prostaty, mezi které se mlze fadit napfiklad rakovina prostaty
nebo nezhoubna hyperplazie prostaty.

Aby bylo mozné urdit, jak sulfan ovliviiuje funkci lidskych spermii, Wang et al. (2018)
méfil jeho koncentrace v seminalni plazmé subfertilnich a neplodnych pacient(. Zjistilo se, ze
v porovnani se zdravymi muzi je u téchto jedincli koncentrace sulfanu v seminalni plazmé

znaéné snizena. Tato snizend hladina sulfanu byla prevainé nalezena mezi
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oligoasthenozoospermickymi (majici spermie se snizenou motilitou a koncentraci)
a asthenospermickymi (majici spermie se snizenou motilitou) pacienty. V experimentu se
porovndvaly exprese enzym( CBS i CTH u fertilnich muzd a muzl trpicimi asthenospermii.
Vysledky poukazovaly na sniZzenou aktivitu CBS (ne CTH) u asthenospermickych jedinca.
Mimoto farmakologicky inhibitor CBS, kyselina aminooxyoctovd (AOAA), znacné snizila
pohyblivost spermii a hypermotilitu. Tato snizend pohyblivost a hypermotilita spermii
zpusobena AOAA byla zlepSena podanim GYY4137, ze kterého se sulfan uvolfiuje pomalu,
avSak k tomuto ucinku nedoslo pti pouziti NaHS, diky kterému dojde k rychlému uvolfovani
vysokych koncentraci H,S. GYY4137 ale sdm o sobé nema Zadny vliv na pohyblivost spermii,
pokud se tam nenachazi AOAA. Pouzitim NaHS doslo ke sniZeni pohyblivosti a hypermotility
spermii, ktera byla dokonce vaznéjsi nez pti podavani AOAA. Wang et al. (2018) se domniva,
Ze tento zdanlivé kontrastni dopad NaHS a GYY4137 na pohyblivost spermii je pravdépodobné
zpUsoben tim, Ze kazdy z nich vyuziva jinou cestu k uvolnéni HsS.

Je zajimavé, Ze snizena pohyblivost spermii byla vyznamné zlepSena podanim
exogenniho H,S. Ktomu doslo ale pouze u téch asthenospermickych vzorkd, které mély
snizenou koncentraci sulfanu v semenné plazmé. U asthenospermickych vzorkd s normalni
hladinou H2S v semenné plazmé k tomuto ucinku viibec nedoslo (viz Obr. €. 11). Spolecné tyto
vysledky prokazuji, Ze sulfan hraje zdsadni roli také ve funkci spermii bez ohledu na jeho
pfitomnost v semenné plazmé. Ke sniZeni pohyblivosti spermii doslo i u mysi se snizenou
koncentraci H;S z dlvodu podani LPS (lipopolysacharid), ddle u diabetickych mysi a u mysi
s nedostatkem CBS. Pokud se témto mysim podal GYY4137, parametry jejich pohyblivosti byly
navraceny do plGvodnich hodnot. V tomto pfipadé mél i NaHS stejné protektivni ucinky jako
GYY4137 (Wang et al. 2018). Mezi dalsi vyznamné pociny téchto vyzkumnik( patfilo zjisténi,

Ze sulfan chrani varlata pred oxidativnim stresem.
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Obrazek €. 11 - Koncentrace sulfanu v semenné plazmé u muzl. Muzi s fertilnimi spermiemi
(n = 334), oligoasthenozoospermiemi (majici snizenou motilitu a koncentraci, n = 89),
asthenospermiemi (majici snizenou motilitu, n = 153), oligospermiemi (majici sniZzenou

koncentraci, n = 41) a s azoospermii (nemajici spermie v ejakulatu, n = 40) (Wang et al. 2018).

3.3 Imunocytochemie

Imunocytochemie je laboratorni metoda, ktera vyuziva protilatku k detekci antigenu
ve tkanich. Princip této metody spociva ve fixaci antigenu ve tkanich, ndasleduje blokace
nespecifickych vazeb a poté inkubace se specifickymi protildtkami. Nakonec dochazi
k vizualizaci protilatky a zhodnoceni reakce na mikroskopu. Primarni protilatky se ziskavaji na
laboratornich zviratech (nej¢astéji mysi a krdlici) a to imunizaci zvifete na antigen, ktery je do
zvifete vpraven. Opakovanou injikaci dochazi ke stimulaci tvorby potfebnych protilatek, které
se ziskaji odebranim séra z daného laboratorniho zvifete. Sekundarni protilatky se ziskavaji na
jiném Zivocisném druhu (nejcastéji na koze) proti imunoglobulinu primarni protilatky (napf.
kozi protilatka proti mysi). Tato sekundarni protilatka je znacena a vaie se na primarni
protilatku. Jako znaceni se mohou vyuzivat enzymy, fluorescencni barvivo nebo koloidni zlato.
Nasledné se reakce zhodnoti na optickém, fluorescenénim nebo elektronovém mikroskopu
(Alberts 1998). Imunocytochemie muze byt pfima nebo nepfima. Pfima vyuZiva pouze reakce
antigenu a znacené primarni protilatky, nepfima vyuziva vazby sekundarni protilatky na

primarni, pticemz sekundarni protilatka je znacena.
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4 Material a metody

4.1 Poutzité protilatky

V experimentu byla jako primarni protilatka pouzita polyklonalni protilatka proti

enzymu cystathionin-y-lydze (ThermoFisher Scientific, USA). Paramenty primarni protilatky

jsou uvedeny v tabulce €. 2.

Tabulka €. 2 - Detaily a jednotlivé parametry pouzité primarni protilatky.

PRIMARNI PROTILATKA - POLYKLONALNI anti-CTH

Objem

100 pl

Hostitelsky organismus

kralik

rekombinantni fragment odpovidajici oblasti

Imunogen
uvnitf aminokyselin 222 a 469 v CTH1L
Forma kapalina
Koncentrace 0,59 mg/mL
Purifikace antigen afinitni chromatografii

Skladovaci pufr

PBS, pH 7, s 20% glycerolem

Obsahuje

0,025 % Proclin 300

Podminky skladovani

Testované reaktivni druhy

Western Blot (WB)

- 20 °C, vyhnout se opakovanému zmrazovani

a rozmrazovani

¢lovék, mys, krysa

1:500-1:3 000

Imunofluorescence (IF)

1:100-1:1000

Imunocytochemie (ICC)

1:100-1:1000

Imunohistochemie Parrafin (IHC (P))

1:100-1:1000

Imunoprecipitace

zavislé na typu chemické analyzy
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Jako sekundarni protilatka byla v pokusech pouzita kozi polyklonalni sekundarni

protilatka proti kralicimu imunoglobulinu (anti-rabbit) konjugovana s Alexa Fluor 488

(ThermoFisher Scientific, USA). Parametry sekundarni protilatky jsou uvedeny v tabulce €. 3.

Tabulka €. 3 - Detaily a jednotlivé parametry pouzZité sekundarni protilatky.

SEKUNDARNI PROTILATKA - POLYKLONALNI KOZi anti-RABBIT + ALEXA FLUOR 488

Objem

500 pl

Hostitelsky organismus

koza

Imunogen tézké a lehké retézce IgG
Konjugace Alexa Fluor 488

Forma kapalina

Koncentrace 2 mg/mL

Purifikace provedena

Skladovaci pufr PBS, pH 7,5

Obsahuje

5 mM azidu sodného

Podminky skladovani

Reaktivni druhy

- 4 °C, skladovat ve tmé

kralik

Prutokova cytometrie (Flow) 1-10 pg/mL
Imunofluorescence (IF) 4 pg/mL
Imunocytochemie (ICC) 4 pg/mL

4.2 Priprava vzorku

ThermoFisher Scientific, USA.

V experimentu byl pouZit ejakulat odebrany od kancd plemene Landrace, linie 9120

z komerénich inseminacnich davek z chovné stanice PROAGRO Nymburk a. s. Parametry

inseminacni davky jsou uvedeny v tabulce €. 4.



Tabulka €. 4 - Detaily a jednotlivé parametry pouzité inseminacni davky.

INSEMINACNI DAVKA KANCU PLEMENE LANDRACE, LINIE 9120

Redidlo komeréni fedidlo SUS
Motilita spermii 85 %

Objem 80-100 ml

Koncentrace 5x107 spermii/ml
Podminky skladovani skladovat pfi teploté 17 °C

PROAGRO Nymburk a. s., Ceskd republika

Z davek byly ihned po dovezeni odebrany vzorky, které byly kapacitovany. Byly
vytvofeny Ctyfi skupiny srozdilnou dobou kapacitace (30 minut, 60 minut, 90 minut,
120 minut). Soucasti kazdé skupiny byly kapacitované spermie, kapacitované spermie
s pfidavkem donoru sulfanu a kontrolni skupina s dimethylsulfoxidem (150 umol DMSO;
Sigma-Aldrich, USA). Pro kapacitaci vSech prepardtl bylo pouZito kapacitacni médium
TL-HEPES-PVA. Z kazdé skupiny byly odebrany vzorky a spolu se vzorky ejakulovanych spermii
po dvojim promyti bylo 20 ul suspenze spermii v PBS (Signa-Aldrich, USA) naneseno na
podlozni skli¢cko a fixovano 50 pl vymrazeného roztoku aceton : methanolu (LACH-NER s. r. 0.,
Neratovice) v poméru 1 : 1. Z kazdé skupiny bylo takto pfipraveno 5 sklicek.

Pro kazdy jednotlivy experiment bylo tedy pouZito celkem tfinact vzork( (viz Tab. €. 5).

Na kazdém podloznim skli¢cku byly dva vzorky - jeden kontrolni a jeden experimentalni.

Tabulka €. 5 - PouZité vzorky pro imunocytochemii

VZORKY CAS PROBEHLE KAPACITACE

Ejakulované spermie =

Kapacitované spermie 30 minut 60 minut 90 minut 120 minut

Kapacitované spermie s donorem H,S | 30 minut 60 minut 90 minut 120 minut

Kapacitované spermie s DMSO 30 minut 60 minut 90 minut 120 minut
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4.3 Imunocytochemické stanoveni CTH

Preparaty se spermiemi byly omyty PBS Pasteurovou pipetou a poté na 10 minut
ponoreny do kyvety s vymrazenym acetonem. Ndasledné byly prepardty opét oplachnuty PBS
a zablokovany 150 ul Super Blocku (ThermoFisher Scientific, USA) po dobu 30 minut. Po
oplachnuti byly preparaty inkubovany s primarni protildtkou anti-CTH (ThermoFisher
Scientific, USA) fedénou 1 : 100 s PBS pfes noc pfi teploté 4 °C ve vlhké kom(rce. Po oplachu
v PBS nasledovala inkubace se 75 ul sekundarni protilatky anti-rabbit konjugované s Alexa
Fluor 488 (ThermoFisher Scientific, USA) fedénou 1 : 300 s PBS. Inkubace probihala 60 minut
pfi pokojové teploté. Poté byly prepardty montovany do montovaciho média Vectashield
s DAPI (Vector Laboratories, USA). Takto pfipravené preparaty byly uchovavany pfi 4 °C a poté
snimdany konfokdlnim mikroskopem (Zeiss LSM 800, Némecko) pfi zvétSeni 630krat. Intenzita
signalu stanovenad jako priamérna intenzita signalu v jednotlivych spermiich byla hodnocena

pomoci pocitacové analyzy obrazu NIS-Elements AR 4.30.01 (Nicon, Japonsko).

4.4  Statisticka analyza

Experimenty byly tfikrdt zopakovany a analyzou obrazu byly ziskdny hodnoty
prameérné intenzity signalu, jez byly podrobeny statistické analyze. Statisticka analyza pomoci
dvouvybérového t-testu byla provedena v programu Microsoft Excel. Stanovena hladina

statistické vyznamnosti byla p<0,05.
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5 Vysledky

Cystathionin-y-lyaza byla ve spermiich prokdzana, a to jak ve vzorcich ejakulovanych
tak kapacitovanych spermii. Enzym byl pfitomen zejména v biciku a u ejakulovanych spermii
také v akrozomu (Obr. ¢. 12-20).

Intenzita signdlu byla zhodnocena pomoci analyzy obrazu a vyjadifena jako primérna
intenzita. Nejvyssi prlimérnd intenzita signalu byla nemérena v ejakulovanych spermiich
(29,71). U kapacitovanych spermii intenzita signalu klesala. U spermii, které byly kapacitovany
v nemodifikovaném kapacitaénim médiu byla zjisténa statisticky vyznamné nizsi hodnota
pramérné intenzity signdlu nez u ejakulovanych spermii. Rozdil v primérné intenzité signalu
mezi spermiemi kapacitovanymi v nemodifikovaném kapacitacnim médiu a spermiemi
kapacitovanymi v kapacita¢nim médiu s pfidavkem donoru sulfanu byl sice statisticky
vyznamny, ale s pravdépodobnosti velmi blizké stanovené hladiné vyznamnosti
(Obr. & 21-22).

Na fotografiich je zfetelné, Ze se s délkou kapacitace zhorSovala kvalita spermii. Jako
nejvhodnéjsi se jevi délka kapacitace 30 min.

Ve vysledcich nejsou uvedeny skupiny, které byly kapacitovany v médiu s pfidavkem
DMSO. Tato skupina byla kontrolni pro ovéreni, Ze DMSO neovlivnilo expresi enzymu. Rozdily

nebyly zjistény.
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Obrazek €. 12 - Intenzita signdlu CTH ejakulovanych spermii, modie chromatin DAPI, zelené

Alexa Fluor 488, zvétSeni 630krat

Obrazek ¢. 13 - Intenzita signalu CTH po 30 minutové kapacitaci spermii, modre chromatin

DAPI, zelené Alexa Fluor 488, zvétSeni 630krat
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Obrazek €. 14 - Intenzita signalu CTH po 60 minutové kapacitaci spermii, modie chromatin

DAPI, zelené Alexa Fluor 488, zvétSeni 630krat

Obrazek €. 15 - Intenzita signalu CTH po 90 minutové kapacitaci spermii, modie chromatin

DAPI, zelené Alexa Fluor 488, zvétSeni 630krat
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Obrazek €. 16 - Intenzita signalu CTH po 120 minutové kapacitaci spermii, modfe chromatin

DAPI, zelené Alexa Fluor 488, zvétseni 630krat

Obrazek €. 17 - Intenzita signalu CTH po 30 minutové kapacitaci spermii, s donorem sulfanu,

modie chromatin DAPI, zelené Alexa Fluor 488, zvétSeni 630krat
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Obrazek €. 18 - Intenzita signalu CTH po 60 minutové kapacitaci spermii, s donorem sulfanu,

modie chromatin DAPI, zelené Alexa Fluor 488, zvétSeni 630krat

Obrazek €. 19 - Intenzita signalu CTH po 90 minutové kapacitaci spermii, s donorem sulfanu,

modie chromatin DAPI, zelené Alexa Fluor 488, zvétSeni 630krat

33



Obrazek €. 20 - Intenzita signalu CTH po 120 minutové kapacitaci spermii, s donorem

sulfanu, modfe chromatin DAPI, zelené Alexa Fluor 488, zvétSeni 630krat

Primérnd intenzita

KAP 30 KAP 60' KAPS0' KAP120' KAP+H2S KAP+H2S KAP+H2S KAP +H2S
30' 60’ 90' 120

Obrazek €. 21 - Primérnd intenzita v jednotlivych preparatech. EJ = ejakulované;
KAP 30‘ = kapacitované 30 minut; KAP 60‘ = kapacitované 60 minut; KAP 90‘ = kapacitované
90 minut; KAP 120 = kapacitované 120 minut; KAP + H2S 30’ = kapacitované 30 minut,
sdonorem sulfanu; KAP + H2S 60 = kapacitované 60 minut, s donorem sulfanu;
KAP + H2S 90° = kapacitované 90 minut, s donorem sulfanu; KAP + H2S 120‘ = kapacitované

120 minut, s donorem sulfanu
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Prumérna intenzita

_—

Ejakulované Kapacitované Kapacitované + H2S

Obrazek €. 22 - Primérna intenzita v jednotlivych skupinach preparata.

a, b, c - Statisticky vyznamné rozdily mezi jednotlivymi skupinami.
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6

Diskuze

Rada vyzkum( prokdazala, Ze sulfan plni v burikidch funkci signalni molekuly. Sulfan
a sulfan produkujici enzymy byly detekovany v nervovém, kardiovaskularnim i reprodukénim
systému (Yang et al. 2008; Patel et al. 2009; Srilatha et al. 2009).

Ackoliv zatim existuje malo praci, které se zabyvaji funkci sulfanu pfi fizeni procest
ve spermiich, je znamo, Ze sulfan muze zlepsit testikuldrni dysfunkci u ¢lovéka (Wang et al.
2018). U kancich spermiich nebyla produkce sulfanu prokazana, i kdyz funkce signdini kaskady
sulfanu pfi apoptdze prasecich oocytli popsana byla (Krejéova et al. 2015).

Cilem této prace bylo prokdzat pritomnost enzymu cystathionin-y-lydzy
v kancich spermiich. Tento enzym nebyl zatim v reprodukénim traktu kancd a ve spermiich
popsan, i kdyz v samcim reprodukénim traktu byly enzymy produkujici sulfan nalezeny jiz dfrive
u potkant v Sertoliho bunkach, v nezralych zarodecnych burkach a také v Leydigovych
burikach (Oi et al. 2001). V lidskych spermiich byla zatim popsana exprese CTH a CBS (Patel et
al. 2009; Srilatha et al. 2009). Vysledky nasich experimentl potvrdily, Ze tento enzym je ve
spermiich exprimovan. Nejvétsi mnozZstvi cystathionin-y-lydzy bylo zjisténo u ejakulovanych
spermii. Naproti tomu u kapacitovanych spermii se mnozstvi proteinu snizovalo. Ve spermiich
mysi ale naopak Teng et al. (2013), popsal rostouci mnoZstvi enzym pti probihajici kapacitaci.
Tento fakt mGze byt dan naptiklad tim, Ze u kanc dochdzi velmi ¢asto ke spontanni kapacitaci
ejakulovanych spermii. Inseminacni davky, které byly v experimentech vyuzivany, obsahovaly
malé procento spontdnné kapacitovanych spermii. Jinym moznym dlvodem muze byt i fakt,
Ze béhem kapacitace velmi rychle klesala Zivotaschopnost spermii. To je zfejmé i na snimcich
z mikroskopu. Vysledky prace byly zpracovdny vramci komplexniho experimentu, jehoz
soucasti bylo i sledovani parametrl motility u kapacitovanych spermii po rtzné dobé
kapacitace. Pfi kapacitaci trvajici 90 a 120 minut byly parametry motility vyrazné horsi
ve srovnani se skupinou kapacitovanou po dobu 30 minut kapacitaci (vysledky nejsou soucasti
této prace).

Bylo zjisténo, Ze exprese CTH byla signifikantné nizsi u spermii, které byly kapacitovany
v médiu suplementovaném donorem sulfanu. To by odpovidalo zjisténi, jez uvadi Zhao et al.
(2016), ktery popsal negativni vliv donoru sulfanu na motilitu spermii. Zjistény rozdil byl vsak

na hranici vyznamnosti, proto by bylo ptfinosné experimenty s donorem sulfanu zopakovat,
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aby se prokdzalo, zda donor sulfanu ma, ¢i nema vliv na expresi CTH, a zda je tento rozdil
vyznamny.

Na zdakladé ziskanych vysledkl lze konstatovat, Ze cystathionin-y-lydza je v kancich
spermiich pfitomna, a proto je pravdépodobné, Ze sulfan se uplatrfiuje u kancich spermiich
pravdépodobné pfi regulaci pribéhu kapacitace. Potvrzeni této domnénky by mohlo byt cilem
dalsiho vyzkumu. Zajimavym zjisténim by také bylo, zda a pripadné jakou funkci hraje sulfan
pfi akrozomadlni reakci a pfi procesu oplozeni, ¢i jaké biochemické reakce by mohly byt

ovlivnény v pfipadé, Ze by ve spermiich byl deficit sulfan produkujicich enzym(.
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Zaver

Cilem prace bylo kromé shrnuti soucasnych poznatk o sulfanu jako signalni molekuly
a sulfan produkujicich enzym( také ovéreni hypotézy, Ze se sulfan produkujici enzym
cystathionin-y-lydza nachdzi v kancich spermiich. Tato hypotéza byla potvrzena pomoci
imunocytochemické metody vexperimentalni casti. Cystathionin-y-lyaza byla nalezena
v ejakulovanych i kapacitovanych spermiich. V kapacitovanych spermiich byla intenzita signdlu
niz8i. Na zdkladé ziskanych vysledkl lze konstatovat, Ze cystathionin-y-lydza je v kancich
spermiich pfitomna, a proto je pravdépodobné, Ze se sulfan pravdépodobné uplatiuje
v kancich spermiich pfi regulaci prabéhu kapacitace. Potvrzeni této domnénky by mohlo byt

cilem dalsiho vyzkumu.

38



8 Seznam pouzité literatury

Abe K, Kimura H. 1996. The possible role of hydrogen sulfide as an endogenous

neuromodulator. The Journal of Neuroscience 16:1066 - 1071.

Aitken R, Peterson M, Fisher H, Buckingham D, Van Duin M. 1995. Redox regulation of tyrosine
phosphorylation in human spermatozoa and its role in the control of human sperm

function. Journal of Cell Science 108:2017 - 2025.
Alberts B. 1998. Zaklady buné&&né biologie. Espero, Usti nad Labem.

Arnoult C, Kazam |, Visconti P, Kopf G, Villaz M, Florman H. 1999. Control of the low voltage-
activated calcium channel of mouse sperm by egg ZP3 and by membrane
hyperpolarization during capacitation. Proceedings of the National Academy of Sciences

of the United States of America 96:6757 - 6762.

Arp J, Childress J, Vetter R. 1987. The Sulphide-Binding Protein in the Blood of the
Vestimentiferan Tube-Worm, Riftia Pachyptila, is the Extracellular Haemoglobin. Journal

of Experimental Biology 128:139 - 158.

Ashcroft F. 2005. ATP-sensitive potassium channelopathies: focus on insulin secretion. Journal

of Clinical Investigation 115:2047 - 2058.
Austin C. 1952. The ‘Capacitation’ of the Mammalian Sperm 170:326.

Awata S, Nakayama K, Suzuki I, Sugahara K, Kodama H. 1995. Changes in cystathionine
gamma-lyase in various regions of rat brain during development. Biochemistry and

Molecular Biology International 35:1331 - 1338.

Beauchamp R, Bus J, Popp J, Boreiko C, Andjelkovich D. 1984. A critical review of the literature

on hydrogen sulfide toxicity. Critical Reviews in Toxicology 13:25 - 97.

Bhatia M. 2009. Hydrogen sulfide and Substance P in inflammation. Antioxidants & Redox
Signaling 12:1191 - 1202.

39



Bian J, Yong Q, Pan T, Feng Z, Ali M, Zhou S, Moore P. 2006. Role of hydrogen sulfide in the
cardioprotection caused by ischemic preconditioning in the rat heart and cardiac

myocytes. Journal of Pharmacology and Experimental Therapeutics 316:670 - 678.

Buffone M, Rodriguez-Miranda E, Storey B, Gerton G. 2009. Acrosomal exocytosis of mouse
sperm progresses in a consistent direction in response to zona pellucida. Journal of

Cellular and Comparative Physiology 220:611 - 620.

Bukovska G, Kery V, Kraus J. 1994. Expression of human cystathionine beta-synthase in
Escherichia coli: purification and characterization. Protein Expression and Purification

5:442 - 448.

Buzaleh A, Vazquez E, del Carmen Batlle A. 1990. Cyanide intoxication--lll. On the analogous
and different effects provoked by non-lethal and lethal challenged doses. General

Pharmacology 21:27 - 32.

Calvert JW, Coetzee WA, Lefer DJ. 2010. Novel insights into hydrogen sulfide—-mediated
cytoprotection. Antioxidants & Redox Signaling 12:1203 - 1217.

Carson R, Konje J. 2010. Role of hydrogen sulfide in the female reproductive tract. Expert

Review of Obstetrics & Gynecology 5:203 - 213.

De Kretser D, Loveland K, Meinhardt A, Simorangkir D, Wreford N. 1998. Spermatogenesis.

Human Reproduction 13:1 - 8.

d'Emmanuele di Villa Bianca R, Sorrentino R, Maffia P, Mirone V, Imbimbo C, Fusco F, De Palma
R, Ignarro L. 2009. Hydrogen sulfide as a mediator of human corpus cavernosum smooth-

muscle relaxation. Proceedings of the National Academy of Sciences 106:4513 - 4518.

Du J, Hui Y, Cheung Y, Bin G, Jiang H, Chen X, Tang C. 2004. The possible role of hydrogen
sulfide as a smooth muscle cell proliferation inhibitor in rat cultured cells. Heart Vessels.

19:75 - 80.

Eddy E, O'Brien D. 1994. The Spermatozoon. Pages Pages 29 - 77 in Neill D, Knobil E, editors.

Physiology of Reproduction. Academic Press, Cambridge.

40



Erickson P, Maxwell |, Su L, Baumann M, Glode L. 1990. Sequence of cDNA for rat cystathionine
gamma-lyase and comparison of deduced amino acid sequence with related Escherichia

coli enzymes. The Biochemical Journal 269:335 - 340.

Ferenc F, Egyetem D, Egyetem N, Egyetem P. 2011. Physiological and reproductional aspects
of animal production. Digital Textbook Library, Budapest. Available from
https://www.tankonyvtar.hu/en/tartalom/tamop425/0010_1A_Book_angol_05_termel
eselettan/ch12s07.html (accessed March 2019).

Florman H, Jungnickel M, Sutton K. 2008. Regulating the acrosome reaction. The International

Journal of Developmental Biology 52:503 - 510.

Fraser L. 1981. Dibutyryl cyclic AMP decreases capacitation time in vitro in mouse

spermatozoa. Journal of Reproduction and Fertility 62:63 - 72.

Gamcik P, Kozumplik J, a kol. . 1976. Androlégia a umeld insemindcia hospodarskych zvierat.

Priroda, Bratislava.

Goodwin L, Francom D, Dieken F, Taylor J, Warenycia M, Reiffenstein R, Dowling G. 1989.
Determination of sulfide in brain tissue by gas dialysis/ion chromatography: postmortem

studies and two case reports. Journal of Analytical Toxicology 13:105 - 109.

Guidotti T. 1996. Hydrogen sulphide. Occupational Medicine 46:367 - 371.

Guo H, Gai JW, Wang Y, Jin HF, Du JB, Jin J. 2012. Characterization of hydrogen sulfide and its
synthases, cystathionine B-synthase and cystathionine y-lyase, in human prostatic tissue

and cells. Urology 79:483.

Guzman M et al. 2006. Cystathionine beta-synthase is essential for female reproductive

function. Human Molecular Genetics 15:3168 - 3176.

Hasoki R, Matsiki N, Kimura H. 1997. The possible role of hydrogen sulfide as an endogenous
smooth muscle relaxant in synergy with nitric oxide. Biochemical and Biophysical

Research Communications 237:527 - 531.

41



Heckert L, Griswold M. 2002. The expression of the follicle-stimulating hormone receptor in

spermatogenesis. Recent Progress in Hormone Research 57:129 - 148.

Hightower J, Boockfor F, et al. . 1999. The standard medical microscopic anatomy course:

histology circa 1998. The Anatomical Record 257:96 - 101.

Hino T, Muro Y, Tamura-Nakano M, Okabe M, Tateno H, Yanagimachi R. 2016. The Behavior
and Acrosomal Status of Mouse Spermatozoa In Vitro, and Within the Oviduct During

Fertilization after Natural Mating. Biology of Reproduction 95:50 - 51.

Huang S, Li H, Ge J. 2015. A cardioprotective insight of the cystathionine y-lyase/hydrogen

sulfide pathway. International Journal of Cardiology. Heart & Vasculature 7:51 - 57.

Chen P, Poddar R, Tipa E, Dibello P, Moravec C, Robinson K, Green R, Kruger W, Garrow T,
Jacobsen D. 1999. Homocysteine metabolism in cardiovascular cells and tissues:
implications for hyperhomocysteinemia and cardiovascular disease. Advances in Enzyme

Regulation 39:93 - 109.

lkawa M, Inoue N, Benham A, Okabe M. 2010. Fertilization: a sperm's journey to and

interaction with the oocyte. The Journal of Clinical Investigation 120:984 - 994.

Jelinek P, Koudela K. 2003. Fyziologie hospodarskych zvifat. Mendelova zemédélska a lesnicka

univerzita, Brno.

Jin M, Fujiwara E, Kakiuchi Y, Okabe M, Satouh Y, Baba S, Chiba K, Hirohashi N. 2011. Most
fertilizing mouse spermatozoa begin their acrosome reaction before contact with the
zona pellucida during in vitro fertilization. Proceedings of the National Academy of

Sciences of the United States of America 108:4892 - 4896.

Jones R. 1989. Membrane remodelling during sperm maturation in the epididymis. Oxford

Reviews of Reproductive Biology 11:285 - 337.

Kaneko Y, Kimura Y, Kimura H, Niki I. 2006. L-cysteine inhibits insulin release from the
pancreatic beta-cell: possible involvement of metabolic production of hydrogen sulfide,

a novel gasotransmitter. Diabetes. 55:1391 - 1397.

42



Kashfi K, Olson K. 2013. Biology and therapeutic potential of hydrogen sulfide and hydrogen

sulfide-releasing chimeras. Biochemical Pharmacology 85:689 - 703.

Kimura H. 2010. Hydrogen sulfide: from brain to gut. Antioxidants & Redox Signaling 12:1111
-1123.

Kimura H. 2000. Hydrogen sulfide induces cyclic AMP and modulates the NMDA receptor.

Biochemical and Biophysical Research Communications 267:129 - 133.

Kimura H. 2014. The physiological role of hydrogen sulfide and beyond. Nitric Oxide 41:4 - 10.

Kimura H, Shibuya N, Kimura Y. 2012. Hydrogen sulfide is a signaling molecule and a

cytoprotectant. Antioxidants and Redox Signaling 17:45 - 57.

Kittnar O. 2011. Lékarska fyziologie. Grada Publishing, Praha.

Kredich N, Foote L, Keenan B. 1973. The stoichiometry and kinetics of the inducible cysteine
desulfhydrase from Salmonella typhimurium. Journal of Biological Chemistry 248:6187 -

6196.

Krejéova T et al. 2015. Hydrogen sulfide donor protects porcine oocytes against aging and
improves the developmental potential of aged porcine oocytes. Public Library of Science

10.

La Spina F, Puga Molina L, Romarowski A, Vitale A, Falzone T, Krapf D, Hirohashi N, Buffone M.
2016. Mouse sperm begin to undergo acrosomal exocytosis in the upper isthmus of the

oviduct. Developmental Biology 411:172 - 182.

Liang R, Yu W, Du J, Yang L, Shang M, Guo J. 2006. Localization of cystathionine beta synthase
in mice ovaries and its expression profile during follicular development. Chinese Medical

Journal 119:1877 - 1883.

Liang R, Yu W, Du J, Yang L, Yang J, Xu J, Shang M, Guo J. 2007. Cystathionine beta synthase
participates in murine oocyte maturation mediated by homocysteine. Reproductive

Toxicology 24:89 - 96.

43



Li L, Moore P. 2008. Putative biological roles of hydrogen sulfide in health and disease: a

breath of not so fresh air?. Trends in Pharmacological Sciences 29:84 - 90.

Lu M, Choo C, Hu L, Tan B, Hu G, Bian J. 2010. Hydrogen sulfide regulates intracellular pH in

rat primary cultured glia cells. Neuroscience Research 66:92 - 98.

Maeda Y, Aoki Y, Sekiguchi F, Matsunami M, Takahashi T, Nishikawa H, Kawabata A. 2009.
Hyperalgesia induced by spinal and peripheral hydrogen sulfide: Evidence for

involvement of Cav3.2 T-type calcium channels. Pain 142:127 - 132.

Marques-da-Silva D, Samgan-Arias A, Tiago T, Gutierrez-Merino C. 2010. L-type calcium
channels and cytochrome b5 reductase are components of protein complexes tightly
associated with lipid rafts microdomains of the neuronal plasma membrane. Journal of

Proteomics 73:1502 - 1510.

MclLachlan R, O'Donnell L, Meachem S, Stanton P, de Kretser D, Pratis K, Robertson D. 2002.
Identification of Specific Sites of Hormonal Regulation in Spermatogenesis in Rats,

Monkeys, and Man. Recent Progress in Hormone Research 57:149 - 179.

Mendis-Handagama S. 1997. Luteinizing hormone on Leydig cell structure and function.

Histology and Histopathology 12:869 - 882.

Mikami Y, Shibuya N, Ogasawara Y, Kimura H. 2013. Hydrogen sulfide is produced by
cystathionine c-lyase at the steady-state low intracellular Ca2+ concentrations.

Biochemical and Biophysical Research Communications 431:131 - 135.

Ming F, Zhang W, Yang G, Wang R. 2012. Is cystathionine gamma-lyase protein expressed in

the heart?. Biochemical and Biophysical Research Communications 428:469 - 474,

Mitchell T, Savage J, Gould D. 1993. High-performance liquid chromatography detection of

sulfide in tissues from sulfide-treated mice. Journal of Applied Toxicology 13:389 - 394.

Mo S, Hua Y. 2018. Cystathionine gamma lyase-H2S contributes to osteoclastogenesis during
bone remodeling induced by mechanical loading. Biochemical and Biophysical Research

Communications 501:471 - 477.

44



Munaron L, Avanzato D, Moccia F, Mancardi D. 2013. Hydrogen sulfide as a regulator of

calcium channels. Cell Calcium 53:77 - 84.

Nevoral J et al. 2014. Dual effects of hydrogen sulfide donor on meiosis and cumulus expansion

of porcine cumulus-oocyte complexes. PLOS One 9.

0i Y, Imafuku M, Shishido C, Kominato Y, Nishimura S, Iwai K. 2001. Garlic supplementation
increases testicular testosterone and decreases plasma corticosterone in rats fed a high

protein diet. Journal of Nutrition 131:2150 - 2156.

Olas B, Wachowicz B. 2007. Role of reactive nitrogen species in blood platelet functions.

Plateles 18:555 - 565.

Patel P, Vatish M, Heptinstall J, Wang R, Carson R. 2009. The endogenous production of

hydrogen sulphide in intrauterine tissues. Reproductive Biology and Endocrinology 7:10.

Polhemus D, Lefer D. 2014. Emergence of hydrogen sulfide as an endogenous gaseous

signaling molecule in cardiovascular disease. Circulation Research 114:730 - 737.

Porter M, Sale W. 2000. The 9 + 2 axoneme anchors multiple inner arm dyneins and a network

of kinases and phosophatases that control motility. Journal of Cell Biology 151:37 - 42.

Predmore B, Lefer D. 2010. Development of hydrogen sulfide-based therapeutics for

cardiovascular disease. Journal of Cardiovascular Translational Research 3:487 - 498.

Reece W. 1998. Fyziologie domdcich zvirat. Grada, Praha.

Rinaldi L, Gobbi G, Pambianco M, Micheloni C, Mirandola P, Vitale M. 2006. Hydrogen sulfide
prevents apoptosis of human PMN via inhibition of p38 and caspase 3. Laboratory

Investigation 86:391 - 397.

Roderick H, Berridge M, Bootman M. 2003. Calcium-induced calcium release. Current Biology

13:425.

45



Roth S, Skrajny B, Reiffenstein R. 1995. Alteration of the morphology and neurochemistry of
the developing mammalian nervous system by hydrogen sulfide. Clinical and

Experimental Pharmacology and Physiology 22:379 - 380.

Searcy D, Lee S. 1998. Sulfur reduction by human erythrocytes. Journal of Experimental

Zoology 282:310 - 322.

Seyffarth G, Nelson P, Dunmore S, Rodrigo N, Murphy D, Carson R. 2004. Lipopolysaccharide
induces nitric oxide synthase expression and platelet-activating factor increases nitric
oxide production in human fetal membranes in culture. Reproductive Biology and

Endocrinology 2:29.

Sharpe R. 1994. Regulation of Spermatogenesis. The Physiology of Reproduction 1:1363-1434.

Shibuya N, Koike S, Tanaka M, Ishigami-Yuasa M, Ogasawara Y, Fukui K, Nagahara N, Kimura
H. 2013. A novel pathway for the production of hydrogen sulfide from D-cysteine in

mammalian cells. Nature Communications 4.

Shukla N, Rossoni G, Hotston M, Sparatore A, Del Soldato P, Tazzari V, Persad R, Agelini G,
Jeremy J. 2009. Effect of hydrogen sulphide-donating sildenafil (ACS6) on erectile
function and oxidative stress in rabbit isolated corpus cavernosum and in hypertensive

rats. BJU International 103:1522 - 1529.

Schoni-Affolter F, Dubuis-Grieder C, Strauch E. 2005. Spermiogenesis (spermatohistogenesis)
and structure of the sperm cell. Swiss Confederation. Available from
http://www.embryology.ch/anglais/cgametogen/spermato05.html#spermiohistogenes

e (accessed April 2019).

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

Toxicology 88:198 - 203.

46



Sivarajah A, Collino M, Yasin M, Benetti E, Gallicchio M, Mazzon E, Cuzzocrea S, Fantozzi R,
Thiemermann C. 2009. Anti-apoptotic and anti-inflammatory effects of hydrogen sulfide

in a rat model of regional myocardial I/R. Shock 31:267 - 274.

Skrajny B, Hannah R, Roth S. 1992. Low concentrations of hydrogen sulphide alter monoamine
levels in the developing rat central nervous system. Canadian Journal of Physiology and

Pharmacology 70:1515 - 1528.

Srilatha B, Hu L, Moore P. 2009. Initial characterization of hydrogen sulfide effects in female

sexual function. The Journal of Sexual Medicine 6:1875 - 1884.

Stenesh J. 1989. Dictionary of biochemistry and molecular biology. Wiley, New York.

Stipanuk M, Beck P. 1982. Characterization of the enzymic capacity for cysteine

desulphhydration in liver and kidney of the rat. Biochemical Journal 206:267 - 277.

Streng T, Axelsson H, Hedlund P, Andersson D, Jordt S, Bevan S, Andersson K, Hogestatt E,
Zygmunt P. 2008. Distribution and function of the hydrogen sulfide-sensitive TRPA1 ion
channel in rat urinary bladder. European Urology Supplements 53:391 - 399.

Sugiura Y, Kashiba M, Maruyama K, Hoshikawa K, Sasaki R, Saito K, Kimura H, Goda N,
Suematsu M. 2005. Cadmium exposure alters metabolomics of sulfur-containing amino

acids in rat testes. Antioxidants & Redox Signaling 7:781 - 787.

Teng H, Wu B, Zhao K, Yang G, Wu L, Wang R. 2013. Oxygen-sensitive mitochondrial
accumulation of cystathionine B-synthase mediated by Lon protease. Proceedings of the

National Academy of Sciences of the United States of America 110:12679 - 12684.

WangJ et al. 2018. Hydrogen Sulfide As a Potential Target in Preventing Spermatogenic Failure
and Testicular Dysfunction. Antioxidants & Redox Signaling 28:1447 - 1462.

Wang R. 2002. Two’s company, three’s a crowd: can H2S be the third endogenous gaseous
transmitter?. Federation of American Societies for Experimental Biology Journal 16:1792

- 1798.

47



Wang R. 2010. Hydrogen Sulfide: The Third Gasotransmitter in Biology and Medicine.
Antioxidants & Redox Signaling 12:1061 - 1064.

Warenycia M, Goodwin L, Benishin C, Reiffenstein R, Francom D, Taylor J, Dieken F. 1989.
Acute hydrogen sulfide poisoning. Demonstration of selective uptake of sulfide by the
brainstem by measurement of brain sulfide levels. Biochemical Pharmacology 38:973 -

981.

Wei H, Zhang R, Jin H, Liu D, Tang X, Tang C, Du J. 2010. Hydrogen sulfide attenuates
hyperhomocysteinemia-induced cardiomyocytic endoplasmic reticulum stress in rats.

Antioxidants & Redox Signaling 12:1079 - 1091.

Westley A, Westley J. 1991. Biological sulfane sulfur. Analytical Biochemistry 195:63 - 67.

Whiteman M, Li L, Rose P, Tan CH, Parkinson DB, Moore PK. 2010. The effect of hydrogen
sulfide donors on lipopolysaccharide-induced formation of inflammatory mediators in

macrophages. Antioxidants & Redox Signaling 12:1147 - 1154.

Yanagimachi R. 1994. Mammalian Fertilization. Pages Pages 189 - 317 in Neill JD, Knobil E,

editors. Physiology of Reproduction. Academic Press, Cambridge.

Yang G et al. 2008. H2S as a physiologic vasorelaxant: hypertension in mice with deletion of

cystathionine gamma-lyase. Science. 322:587 - 590.

Yang G, Wang R. 2007. H(2)S and cellular proliferation and apoptosis. Acta physiologica Sinica
59:133 - 140.

Yang G, Sun X, Wang R. 2004. Hydrogen sulfide-induced apoptosis of human aorta smooth
muscle cells via the activation of mitogen-activated protein kinases and caspase-3.

Federation of American Societies for Experimental Biology journal 18:1782 - 1784.

Yang W, Yang G, Jia Y, Wu L, Wang R. 2005. Activation of KATP channels by H2S in rat insulin-

secreting cells and the underlying mechanisms. The Journal of Physiology 569:519 - 531.

48



Yusuf M, Kwong Huat BT, Hsu A, Whiteman M, Bhatia M, Moore PK. 2005. Streptozotocin-
induced diabetes in the rat is associated with enhanced tissue hydrogen sulfide

biosynthesis. Biochemical and Biophysical Research Communications 333:1146 - 1152.

Zhao Y et al. 2016. Hydrogen Sulfide and/or Ammonia Reduces Spermatozoa Motility through
AMPK/AKT Related Pathways. Scientific Reports 6:37884.

Zhao W, Zhang J, Wang R. 2001. The vasorelaxant effect of H(2)S as a novel endogenous
gaseous K(ATP) channel opener. The EMBO Journal 20:6008 - 6016.

Zhu X, Gu H, Ni X. 2011. Hydrogen sulfide in the endocrine and reproductive systems. Expert

Reviews 4:75 - 82.

49



