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Molekularni mechanizmus G¢inku sulfanu v prabéhu
meiotického zrani prasecich oocyti

Souhrn

V soucasné dobé€ jsou reprodukéni biotechnologické metody na vzestupu, ale jejich
rozvoj a uplatnéni v $ir§Sim managementu reprodukce zavisi na ziskani dostatecné¢ho poctu
kvalitnich oocyti kultivovanych v in vitro podminkach. Pfedpokladem tohoto pozadavku je
vytvofeni optimalnich podminek v pribéhu kultivace oocytt.

Pochopeni a znalost procest, ke kterym v oocytu béhem zrani dochazi, je dilezitou a
nezbytnou podminkou optimalizace procesu kultivace oocytti v in vitro podminkach a zisku
dostate¢ného mnozstvi kvalitnich oocytli v metafazi II. meiotického d€leni. Je zndmo velké
mnozstvi mechanismd, které zrani oocytll ovliviiyji a fidi, nicméné i ptesto nelze tvrdit, ze by
tento proces byl pln¢ objasnén a prostudovan. Jednim z faktorti, ktery ma moznou ulohu
Vv regulaci meiotického zrani oocytil je gasotransmiter sulfan (H2S), dilezitd signalni molekula
endogenniho ptvodu.

Na zaklad¢ studia H,S byla stanovena hypotéza, ze H,S aktivné ovliviiuje prabch
meiotického zrani prasecich oocytl prostfednictvim regulace klicovych signalnich kaskad.
Cilem prace bylo stanovit zapojeni H,S do regulace signalni kaskady MEKI1-MAPK,
odpovédné za iniciaci a prubéh meiotického zrani oocytd, a kaskady MEK1-PARP-1, jako
signalizaci podporujici Zivotaschopnost bunék. Pro tento ucel byly pouzity prase¢i oocyty,
které byly kultivovany v modifikovanych médiich s pifidavkem specifické kombinace
inhibitord enzymi (3Ki) nebo v kultivaénim médiu s donorem H,S. Oocyty byly nasledné
podrobeny imunocytochemickému barveni, fluorescen¢ni mikroskopii a analyze obrazu.

Z vysledku je patrné, ze H,S se podili na regulaci meiotického zrani. Byla potvrzena
hypotéza o vlivu endogenni produkce H,S na pribéh meiotického zrani prasecich oocytl a
ovlivnéni signalni kaskddy MAPK. Na zaklad¢ dosazenych vysledki je vSak pravdépodobné,
7e signalni kaskdda MEK1-PARP-1 neni H,S ovlivnéna, na rozdil od MAPK signalizace,
zahrnujici zminénou MEKI jako nadfazenou kinazu. MAPK kinazova aktivita je v oocytech
signifikantné niz8i po oSetfeni 3Ki. Dalsi experimenty jsou pro detailnéjsi pochopeni téchto
regulacnich drah a k vhodnému ovéfeni mechanizmu ucinku H,S nezbytné, zejména pak pro
uplné objasnéni regulace cilovych faktorii prostfednictvim post-translacni modifikace
S-sulfhydrataci.

Klicova slova: oocyt, meiotické zrani, sulfan, MEK1, PARP1, MAPK



Molecular mechanism of hydrogen sulfide action during
meiotic maturation of porcine oocytes

Summary

At present reproductive biotechnology methods are on the rise, but their development
and application in the broader management of reproduction is dependent on obtaining a
sufficient number of quality oocytes cultured in vitro. The prerequisite for this requirement is
the creation of the optimal conditions in the course of culturing oocytes.

Understanding and knowledge of the processes that occur in oocyte during maturation
is an important and necessary condition for optimizing the process of culturing oocytes in
vitro and gaining a sufficient number of good quality oocytes in metaphase Il of meiotic
division. A large number of mechanisms that affect and control oocyte maturation are known,
however it cannot be claimed that this process has been fully explained and studied. One
factor which has a potential role in the regulation of meiotic maturation of oocytes is
gasotransmitter hydrogen sulfide (H,S), a critical signaling molecule of endogenous origin.

The study of H,S led to the hypothesis that H,S actively influences the course of
meiotic maturation of pig oocytes by regulating key signaling cascades. The aim of this work
was to determine the involvement of H,S in the regulation of the MEK1-MAPK signaling
cascade, responsible for the initiation and progress of the meiotic maturation of oocytes and
the MEK1-PARP-1 cascade as signaling that supports cell viability. For this purpose, pig
oocytes cultured in modified media were used, supplemented with a specific combination of
enzyme inhibitors (3Ki) or in a culture medium with donor H,S. The ocytes were then
subjected to immunocytochemistry staining, fluorescence microscopy and image analysis.

The results show that H,S is involved in the regulation of meiotic maturation. It
confirmed the hypothesis of the endogenous production of H,S in the course of the meiotic
maturation of pig oocytes and the influence of the MAPK signaling cascade. Based on the
results, it is however likely that the MEK1-PARP-1 signaling cascade is not affected by H,S,
unlike MAPK signaling, comprising the mentioned MEK1 as superior kinase. MAPK kinase
activity is significantly lower in oocytes after treatment 3Ki. Further experiments are for a
detailed understanding of these regulatory pathways and for the proper verification of the
mechanism of the effects of H,S necessary, in particular for a full understanding of the target
control factors by the post-translational modification of S-sulfhydration.

Keywords: oocyte, meiotic maturation, hydrogen sulfide, MEK1, PARP1, MAPK
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1 Uvod

Proces reprodukce je dilezitou soucasti zivota kazdého zivého jedince. Pokud se navic
zaméiime na hospodarska zvitata, je reprodukce a uzitkovost hlavni selekéni podminkou
uspésného chovu a hlavnim aspektem stranky ekonomiky a managementu. Vedle zakladnich
chovatelskych opatfeni, kterd vedou k zuslecht'ovani stada a mezi néz fadime selektivni vybér
vhodnych jedincl, =zazivaji VsouCasné dobé pomérne¢ rychly rozvoj 1 metody
biotechnologické. Ty ndm umoziiuji od geneticky nejlepSich jedinct ziskat mnohonasobné
vetsi pocet potomki, nez jaky by byli schopni zplodit pfirozenou cestou, ¢imz se zvySuje
frekvence pozadovanych genii v populaci. Soucasti reprodukénich biotechnologickych metod
je 1 ziskavani oocytl a jejich nasledna kultivace v in vitro podminkach za uc¢elem meiotického
zrani oocytl. Pravé pochopeni a znalost procesi, ke kterym v oocytu béhem zrani dochazi, je
dalezitou a nezbytnou podminkou tuspéchu téchto metod a jejich rozvoje a SirSiho uplatnéni a
to nejen v oblasti chovu hospodaiskych zvitat, ale i v oblasti humanni mediciny a asistované
reprodukce ¢lovéka. V neposledni fadé ptedstavuje in vitro zrani oocytt dilezity nastroj
studia mechanizmil regulujicich bunécny cyklus a gametogenezi.

Béhem meiotického zrani oocytu, které je soucasti procesu oogeneze, probihaji
procesy a d¢je, jejichz vysledkem je vznik oplozeni schopného oocytu. Tim umoziiuji vznik a
vyvoj nového a zivotaschopného jedince. Tyto komplikované procesy jsou ovliviiovany celou
fadou faktort. Funkce nekterych z nich je velmi dobfe prostudovéana, zatimco funkce jinych
zUstava zatim neobjasnéna. Pro spravny a plnohodnotny vyvoj oocytl v in vitro podminkach
je nicméné nezbytné tyto procesy plné pochopit a umoznit tak vytvotreni optimalnich in vitro
podminek.

V pomérné nedavné dobé bylo zjisténo, Ze na regulaci vyvoje oocytu se mimo jiné
podili i skupina endogennich plynnych molekul, tzv. gasotransmiteri. Vedle oxidu dusnatého
(NO) a oxidu uhelnatého (CO) je v soucasné dobé intenzivné studovana uloha sulfanu (H,S).
AZ vroce 1996 byla prokazana jeho role ve fyziologické funkci mozku (Abe et Kimura,
1996) a nasledné se ukdzalo, ze H,S mé vliv na fadu biologickych déji a indukuje tadu
fyziologickych procesit dosud pln€ neobjasnénymi mechanismy (Kimura, 2010). V soucasné
dobé je prokdzano, Zze H,S hraje dulezitou roli za fyziologickych i patofyziologickych
podminek v centradlni nervové soustave, v kardiovaskularnim systému, hladkém svalstvu a
stejné tak v samci 1 samici reprodukeni soustaveé a reprodukci samotné. Bylo prokazano, ze
signalni molekula H,S sehrava ur€itou roli v procesu meiotického zrani oocytd, nicméné

poznatky o jeho piesné uloze a mozném vyuziti pii zlepSovani kvality in vitro dozralych



oocytli jsou velmi omezené. K plnému objasnéni jeho regulacni ulohy je proto zapotiebi
dalSich experimentt.

Prestoze se slozeni kultiva¢nich médii snazi pln¢€ respektovat prostfedi vajecniku
samice, tato simulace je za soucasného stavu poznani stale nedokonald a stava se tak
limitujicim faktorem Uspés$nosti zrani savéich oocytl. Studium H,S, jako faktoru regulujiciho
meiotické zrani, miize vést k preciznéjsi suplementaci kultivaénich médii, lepSimu pochopeni
procestt v samiCich reprodukénich organech a dalSimu rozvoji biotechnologickych

reprodukénich metod.



2 Védecka hypotéza a cile

Byla stanovena hypotéza, ze gasotransmiter H,S aktivné ovlivituje prubéh meiotického

zrani prasecich oocytl prostfednictvim regulace klicovych signalnich kaskad.

Cilem této prace je zhodnotit:

1) vliv endogenni produkce sulfanu na pribéh meiotického zrani;

2) zapojeni sulfanu do regulace signalni kaskddy MEK1-MAPK regulujici meiotické zrani;

3) zapojeni sulfanu do regulace signalni kaskddy MEK1-PARP-1 regulujici stabilitu genomu.
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3 Literarni reSerse

3.1 Oogeneze

Oogeneze neboli vznik samicich pohlavnich bunék probihd ve folikulech vaje¢nikt
(Kempisty et al., 2011). Mechanismy oogeneze se u riznych zivo¢isnych druhi vyznamné
odliSuji. U nékterych druhd, jako jsou moisti jezci nebo zdby, samice vyprodukuji stovky
nebo tisice vajicek najednou, zatimco u druht jinych, napf. u primatt a vétsiny savct je pocet
vyprodukovanych oocytll pocetné omezeny (Gilbert, 2000). U prasat, podobné jako u skotu
nebo primatl, zaind oogeneze velmi brzy béhem prenatilniho vyvoje a ve fetalnim ovariu se
soucasn¢ nachazeji oogonie v mitotické profazi vyvoje, meiotické oocyty a primordialni

folikuly (Bielanska-Osuchowska, 2006).

3.1.1 Embryonalni vyvoj zarodeénych bunék

Gonady samci i samic jsou prvotné zalozeny jako parové genitalni listy, plicae
genitalis. Vznikaji proliferaci zakladu gonad coelomového epitelu a kondensaci mesenchymu
ulozené¢ho pod nim. Velmi brzy béhem embryondlniho vyvoje dochazi k osidleni zakladu
gonad primordialnimi zarode¢nymi buiikami (PGCs - Primordial Germ Cells) (Sadler, 2011).
Tyto prvopohlavni butiky jsou zakladem pro pozdé&jsi vznik gamet (Kempisty et al., 2011).

V Casném vyvojovém stadiu se PGCs objevuji mezi entodermovymi bunikami ve sténé
zloutkového vacku, v blizkosti allantois. Améboidnimi pohyby migruji dorsalnim
mesenteriem zadniho stfeva a vcestuji tak do genitalni 1iSty (Sadler, 2011). Dle Bielanska-
Osuchowsky (2006) se u prasnice tyto primordialni zarode¢né bunky objevuji v genitalni listé
asi 24. den embryonalniho vyvoje, Hunter (2000) ve své praci nicmén¢ zmiiuje, ze prvotni
zarodecné bunky jsou pfitomny jiz 18. den po oplozeni. Béhem migrace do pohlavnich list,
stejn¢ jako po osidleni gonad, podstupuji PGCs mnohondsobné¢ mitotické déleni (Sadler,
2011).

Diky mitotickému déleni dochazi ke zvysSeni pocltu zarodecnych bunék a tyto
mitoticky pomnozené buiiky jsou oznaovany jako oogonie (Hunter, 2000). Jedna se o vétsi
buiiky zaobleného kulovitého tvaru vyplnéné hyaloplasmou (¢ird, tekutd, homogenni zakladni
hmota bunééné plazmy), vniz jsou volné¢ rozptylené polyribozomy a mitochondrie.
Mitochondrie oogonii jsou kulovitého tvaru s zkymi, téméf trubkovitymi krystami. Jadro je
bohaté na nukleoplasmu a heterochromatin. Jddro mtize obsahovat jedno nebo vice jadérek,

které jsou tvofeny fibrilarni a granularni slozkou (Bielanska-Osuchowska, 2006). U prasat se
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pocet zarode¢nych bunék vyrazné zvysuje od 20. dne vyvoje plodu, kdy pocet zarode¢nych
bunék dosahuje 5 000, az k poctu 1 100 000 u 50 dennich plodii. Ptiblizné v této fazi vyvoje
mitotickd aktivita ustavd (Hunter, 2000). Pfevazujici ¢ast zdrode¢nych bunék béhem tohoto
obdobi podléha atrézii, zatimco zbyvajici oogonie podstupuji prvni meiotické déleni (Gilbert,
2000).

Prvni meiotické déleni je zastaveno v diplotenni fazi profaze 1. Mluvime o tzv. prvnim
meiotickém bloku, v némz oocyty I. fadu pretrvavaji po dobu nékolika let a k znovuobnoveni
meidzy dochazi az v obdobi puberty (Liang et al., 2007). Dle Huntera (2000) je meiéza [ u
prasat zahajena jiz kolem 40. dne vyvoje. Bielanska-Osuchowska (2006) uvadi, Ze prvni
oocyty Vv profazi prvniho meiotického déleni jsou ve vajecnicich pozorovany od 47. dne.

Vsechny oogonie jsou plné pfemény v oocyty 1. fadu asi 35. den po narozeni (Hunter, 2000).

3.1.1.1 Postnatalni vyvoj oocyti

Dle byvalého dogma reprodukeni biologie, které pretrvavalo v minulych desetiletich,
se zarodecné builky mnozi pouze v obdobi prenatalniho vyvoje samice a savci tak ztraceji
schopnost obnovy zarode¢nych bunék béhem fetalniho vyvoje (Zuckerman, 1951). Dle tohoto
piedpokladu je pii narozeni jedince ustanovend pevna rezerva zarodecnych bun€k uzavienych
ve folikulech a béhem postnatalniho zivota jedince dochézi uz jen ke snizovani tohoto poctu.
Nicméné, o nékolik desetileti pozd&ji bylo Johnsonem et al. (2004) toto tvrzeni vyvraceno,
kdyz ve své studii prokézali, Ze u mladych a dosp€lych mysi jsou pfitomny mitoticky aktivni
zarodecné buiiky. Tyto builky jsou schopny v ovaridlnich folikulech doplnit oocyty zaniklé
ovulaci nebo atrézii. Na zakladé tohoto tvrzeni byly provedeny dalsi rozsahl¢ studie (Perez et
al., 2005; Lee et al., 2007), které prokazaly, Ze atrézie oocytd u postnatalnich folikulti mysi je
natolik rychld, Ze by u dospélych jedincii nemohla byt zachovana plodnost v pfipadé, ze by
zavisela pouze na poctu oocytl pii narozeni. Za zdroj zarodecnych kmenovych bunck je
povazovana kostni dien,, zniz se buiky dostavaji do specifickych segmentti vajecnika

(rezidentni folikuly), jeZ jim napomahaji v pteméné v oocyty (Woodruft, 2008).

3.1.2 Folikulogeneze a faze ristu oocytu

Folikulogeneze

-----

granuloznich bun¢k obklopujicich oocyt (Gougeon, 1996). Tento folikul vznikd procesem
zvanym folikulogeneze. Jednd se o vysoce selektivni proces, ktery patii pievazné do

postnatalni fdze vyvoje oocytu. Jde o casové narocné zmény, béhem kterych se urcity pocet

12



primordialnich folikult vyviji az do stadia specializovaného Graafova folikulu, tedy stadia
ovula¢niho (Mehlmann, 2005).

Folikulogeneze probiha v klfe vajecnikli, v niZ jsou ptitomné folikuly v rizném
rozsahu velikosti. Existuji celkem Ctyfi hlavni regulacni ¢innosti souvisejici s timto procesem.
Jedna se o nabor primordidlnich folikul, vyvoj preantralnich folikuld, selekce a vyvoj
Graafova folikulu a atrézie (Wassarman, 1998).

Prvni fazi folikulogeneze je nabor primordidlnich folikuli, béhem néhoz je omezeny
pocet primordialnich folikuld rekrutovan k ristu (Erickson, 2008). Primordidlni folikul je
slozeny z malého, dosud nedorostlého primarniho oocytu ve stadiu profaze I, jedné vrstvy
dlazdicovych folikuldrnich (granuléznich) bunék a bazalni membrany folikulu (Gougeon et
al., 1987). Pocet primordialnich folikulti u prasete ¢ita pii narozeni asi 500 000 (Black et
Erickson, 1968) a klesa k po¢tu 420 000 v pubert¢ (Gosden et Telfer, 1987). Prvnim
histologickym, viditelnym ukazatelem naboru folikulu je okamzik, kdy se nékteré zrnité
granul6zni buniky plochého dlazdicového tvaru méni ve tvar kubicky (Gougeon et al., 1987).
Zmeéna tvaru je nasledovdna syntézou DNA a mit6zou granul6znich bunék (Erickson, 2008) a
vysledkem je vznik preantralniho folikulu (Park et al., 2004).

Preantralni folikul je charakteristicky ristem a dalSim vyvojem oocytu v ném se
nachazejicim (Park et al., 2004). Do preantralnich folikuli fadime primarni a sekundarni
folikuly, liSici se od sebe poétem vrstev granuldznich bunék, rozvojem theca folliculi a
pritomnosti dutin (antra). U primarniho folikulu dochézi k jiz zminénému intenzivnimu rastu,
intenzivnimu mitotickému déleni bunck a pfeméné granuldéznich bunék na kubické (Erickson,
2008). O sekundarnim folikulu hovofime v okamziku, kdy je oocyt obklopen dvéma a vice
vrstvami folikularnich bun¢k a zaroven vznikaji intracelularni dutiny vyplnéné folikularni
tekutinou. Tyto dutinky posléze splyvaji, az vytvoii jednotnou dutinu — antrum folliculi
(Sladecek, 1986).

Po vzniku sekundarniho folikulu nasleduje piedposledni faze folikulogeneze, kterou je
selekce a vyvoj folikulu tercidlniho (Sladecek, 1986). V této fazi se jiz jednd o antralni
folikul, pro ktery je pfizna¢ny rychly rast (Park et al., 2004). Do antra folliculi se vyklenuje
vystupek folikularnich bunék obklopujicich vlastni oocyt — vejconosny hrbolek tvofeny
kumularnimi bunikami (cumulus oophorus). Dobie patrna zona pellucida oddéluje oocyt od
prilehlé, prvni vrstvy folikularnich bungk, které jsou cylindrické a nazyvaji se corona radiata.
Béhem této faze se antrum rozdéli na dvé oddélené vrsty granuldéznich bunék — muralni
granulozni bunky tvofici vnéjsi vrstvy a kumularni buiiky obklopujici oocyt (Hirshfield,

1991). Vnitini vrstva, theca folliculi interna, je tvofena polyedrickymi epiteloidnimi buiikami.
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Theca folliculi externa je tvofena koncentricky uspofadanym vazivovym stromatem,
piivadéjicim k folikulu cévy a nervy (Jelinek et al., 1990). Oocyt v tomto folikulu dortsta do
plné velikosti (oocyt prasnice dosahuje asi 120 — 130 um), ale zGstava v profazi I (Pincue et
Enzmann, 1935).

Mechanismy regulujici rGst a vyvoj folikulu jsou pod kontrolou ménicich se
koncentraci hormont a rastovych faktord (Cox, 1997; Kumar et al., 1997). Rustové faktory
nachazejici se ve folikularni tekutiné potlacuji meidézu oocytu a ovaridlni folikul tak udrzuje
oocyt v profazi I. Pokud je oocyt z tohoto antralniho folikulu odstranén, samovoln¢ obnovi
meidzu a postupuje do metafaze II (Pincue et Enzmann, 1935). Na endokrinni urovni je
folikulogeneze fizena centralni nervovou soustavou, konkrétné prednim lalokem hypofyzy a
naslednou kaskadou ovaridlnich mechanismu. Specializované neurony hypotalamu vylucuji
v urcitych pulsech GnRH (Gonadotropin-Releasing Hormone) a uvolfiuji ho do portalnich
cév. GnRH ovliviiuje FSH (Follicle-Stimulating Hormone) a LH (Luteinizing Hormone),
které ptimo ovliviiuji buiiky ovaridlniho folikulu. Na gonadotropinu zavisly je folikul antralni
(tedy sekundarni), naopak preantralni folikul je ke gonadotropinu independentni (Park et al.,
2004). Prestoze jsou GnRH, FSH a LH pii regulaci tvorby folikul velmi dalezité, hormony a
rustové faktory, které jsou samy produkty folikulu, mohou lokalné¢ FSH a LH modulovat
(zesilovat nebo zeslabovat jejich pisobeni). Jednd se autokrinni/parakrinni systém
rozvijejicich se folikuld. Pfedpoklada se, ze tento lokalni regulacni systém hraje dilezitou roli
v komplexnich mechanismech, kterymi se fidi ¢asovani folikulogeneze a toho, zda se folikul
stava dominantnim nebo podléha atrézii (Erickson, 2008).

Celkové casové rozpéti, které je potieba pro vyvoj primordidlniho folikulu do
antralniho stadia, je 84 dni a dalSich 19 dni je tieba k dosaZeni do pfedovulacniho stadia.
Prvni antralni folikuly byly u prasat pozorovany jiz 70 dni po porodu (Obr. 1) (Mauleon,
1978).

Mitoticka divize .. . . . oy .
zérodeénych Zacatek Kompletni Viechny oocyty  Prwni antralni  Graafiv
hunék meidzy mitoticka divize v GV stadiu folikul folikul
une Pruni ovulace
Koncepce - 7 7
Den13. p.k. Den 40. p.k. Den O Den 7. Den 20.-35. Den 70. 3.-6.
Narozeni mésic

Obrazek 1: Nacasovani vyvoje ovarii u prasat od poceti do prvni ovulace. Meidza (40 dni po
pafeni) a mitoticka divize (7 dni po porodu) vztahujici se k oocytu (upraveno dle Hunter,
2000).
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Faze ristu oocyti

Béhem faze ristu oocyt prodélava Cetné morfologické a funkéni zmény, z nichz
mnohé zahrnuji interakce mezi samotnym oocytem a folikuldrnimi bunkami, které ho
obklopuji. Rlst oocytl u savct probiha ve dvou charakteristickych fazich. Pii prvni fazi oocyt
roste v ramci rostouciho folikulu, zatimco béhem druhé rostouci faze zlstava velikost oocytu
neménna i pies pokracujici folikularni rast (Obr. 2) (Hunter, 2000).

Béhem ristové faze se oocyty prasete v pruméru zvetsuji ze stavajicich 30 um na 120

um a rustova faze je ukoncena v 1,8 mm velkych folikulech (Obr. 2) (Motlik et Fulka, 1986).

) 84 dnii . 14 dnii . _ 1sdnd
-

Primordidlni Formovani >3 mm Preovulacni folikul
folikul antra

Oocyty meioticky Vétiina oocytl meioticky kompetentnich

nekompetentni 120 pm 120 um
Primé 30pum 100 pum 115 pm 120 um
rumer oocytu M M il i surge
=
py
Primér folikulu Preantralni 0.7 mm 1.8 mm =5mm 8—10 mm 810 mm
Preovulaéni Ovulaéni

Obrazek 2: Folikularni a oocytarni rust u prasat (upraveno dle Hunter, 2000).

Prvni meiotické d€leni mohou dokoncit pouze zcela dorostlé oocyty (Moor et Warnes,
1978), které jsou tzv. pln¢ meioticky kompetentni (Hampl et John, 1995). Oocyty se nachazeji
v diplotenni fazi profaze prvniho meiotického zrani a zistavaji tak — v zavislosti na druhu —
nekolik mésicti nebo let. Vystup z profaze 1 je charakteristicky pro obdobi puberty diky vlivu
pohlavnich hormonti (Liang et al., 2007).

Interakce mezi oocytem a kumuldrnimi bunikami zprostiedkovavaji mezibunécné spoje
typu gap junctions, které jsou nezbytné pro rist oocytu. Interakce mezi kumularnimi bunikami
a oocytem pfes tyto spoje umoziuji zasobeni oocytu aminokyselinami, fosfolipidy a
nukleosidy (Hunter, 2000). Tempo rdStu oocytu nadale piimo souvisi s mnozstvim
granuldéznich bun¢k na né&j navazanych (Eppig et al., 1996; Hunter, 2000). Tyto bunky
zvétsuji povrch oocytu, ¢imz se zvysi i1 rychlost vstupu malych molekul dilezitych pro rist,
vyvoj a regulaci oocytu z folikularni tekutiny (Hunter, 2000). Riist oocytu a jeho diferenciace
je obvykle spojena s hypertrofii a znasobenim folikularnich somatickych bunék primarniho

preantralniho folikulu. ZvySeni velikosti oocytu piimo koresponduje se zvySenim obsahu
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proteinil, nebot’ rostouci oocyty akumuluji prostfedky nezbytné pro pozd¢jsi zrani, oplozeni a
pre-implanta¢ni rozvoj embrya (Eppig et al., 1996). Mezi bilkoviny intenzivné syntetizované
béhem rustové faze patii napi. i glykoproteiny zony pellucidy. Jedna se o specializovany
extracelularni matrix plnici v oocytu fadu funkci (Wassarman, 1988). U prasat se zona
pellucida sklada ze 4 zakladnich glykoproteimt ZP1, ZP2, ZP3 a ZP4 (Gupta et al., 2007),
které jsou syntetizovany, zpracovavany a vyluCovany samotnym oocytem (Wassarman,

1988).

3.1.3 Faze zrani

Meidza neboli meiotické déleni je proces nezbytny pro sexudlni rozmnoZovani.
Vznikaji pfi ni gamety, builky vysoce specializované k rozmnoZovéani, u nichZ je pocet
chromozému zredukovan na polovinu — obsahuji tedy jedinou kopii genetické informace.
Tato redukce je nezbytnd, protoze splynutim samc¢i a samici gamety pii oplozeni dojde
k obnoveni diploidniho poc¢tu chromozomit v bunikach embrya (Alberts et al., 2005) U vétSiny
zivocisSnych druhli, rovnéz tak u prasnic, je vyvoj oocytu béhem meidzy opctovné
pozastavovan v urcitych fazich meiotického déleni. Mluvime o prvnim a druhém meiotickém
bloku. Prvni meioticky blok probiha jesté v obdobi pied narozenim, kdy je meidza oocyti
spontann¢ pierusena v profazi prvniho meiotického, také oznacovaného jako redukéniho,
déleni (PI). Tyto nezralé oocyty jsou morfologicky charakteristické vyraznym jadrem
nazyvanym zarode¢ny vacek (GV). Druhy meioticky blok nastava v metafdzi druhého
meiotického déleni. V tomto bloku oocyt pietrvava az do okamziku oplozeni (Tosti, 2006).

Pravé doba progrese mezi prvnim a druhym meiotickym blokem je definovana jako
meiotické zrani oocytu (Tosti, 2006). Pfechod mezi témito fizemi je umoznén diky rozpadu
zarode¢ného vacku. Udalosti, které béhem zrani probihaji, maji zasadni a kli¢ovou roli pro
procesy nasledujici — tedy pro ovulaci, oplozeni a nasledny vyvoj embrya (Tosti et al., 2013).
Toto meiotické zrani oocytu je ovliviiovano fadou vnitinich i vnéjsich faktort (Motlik et al.,
1997) a u prasecich oocytl trva v in vitro podminkach pfiblizné 44 — 48 hod (Hurk et Zhao,
2004). Obnoveni meiotického zrani je umoznéno odstranénim inhibi¢niho signdlu (Tosti,
2006). Dulezitym faktorem, zodpovédnym za rozpad zarode¢ného vacku (GV), obnoveni
meidzy a vystoupeni z prvniho meiotického bloku je M-fazi podporujici faktor MPF (M-
Phase_/M-Phase Promoting Factor) (Masui, 2001), komplex kinazové podjednotky CDK1
(také znamy jako CDC2) a regulacni podjednotky cyklinu B. Nizkd hladina téchto
podjednotek je kliCovym faktorem pro udrzeni meiotického bloku (Von Stetina et Orr-
Weaver, 2011). Jak uvadi Eppig et Downs (1984), v fad¢ studii bylo prokazano, ze udrzeni
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nizké hladiny CDK1 a cyklinu B souvisi se zvysenou hladinou druhého posla CAMP (Cyclic
inaktivaci CDK1 a cyklinu B (Von Stetina et Orr-Weaver, 2011). V pifipadé snizeni
koncentrace cCAMP dojde k rozpadu zarode¢ného vacku a znovuobnoveni meidzy, ktera
postupuje az do metafaze I, v niz dochazi k druhému meiotickému bloku pfetrvavajicimu az
do splynuti pohlavni buniky se spermii (Eppig, 1996).

Zrani oocytl zahrnuje koordinované jaderné a cytoplazmatické modifikace. Jedna se o
velice slozité procesy a jejich souhra je regulovana kaskddou chemickych reakci. Jaderné
zrani je charakteristické rozpadem zarode¢ného vacku a ptitomnosti dvou polovych télisek a
je zakonceno piestupem do dalSich fazi meidzy. Cytoplazmatické zrani je oproti jadernému
zrani mén¢ prozkoumany proces, ktery zahrnuje morfologické a funkéni zmény tykajici se a)
pfemisténi organel; b) transkripéni modifikace mRNA; c¢) modifikace propustnosti
plazmatické membrany; d) zmény v profilu exprese regulacnich proteini bunééného cyklu
(Tosti, 2006). Cytoplazmatické zrani je proces, béhem kterého se oocyt pripravuje k aktivaci a
preimplata¢nimu vyvoji (Eppig, 1996). Je rovnéz dulezity pro podporu kapacity k oplozeni a
brzkému embryonalnimu vyvoji (Motlik et al., 1997).

3.1.3.1 Regula¢ni mechanismy zrani oocyti

Jak ptipominaji Hampl et John (1995), meiotické zrani u sav¢ich oocytl nastava na
pfechodu mezi profazi I a metafazi II. Zpocatku je tato progrese udrZzovana vnitinimi faktory
oocytu. Jednd se o nedostatek faktori potfebnych k pokracovani do M-faze a piisobeni
inhibi¢nich faktorti. Podminkou pokracujici meidzy je plné dorostly oocyt — ten je jiz plné
kompetentni k tomu, aby zapocal a dokoncil prvni meiotické zrani, tedy vydélil prvni polové
télisko a vstoupil do metafaze II (Wassarman, 1998).

Vzhledem Kk tomu, Ze zraly, oplozeni schopny oocyt ma v reprodukénim traktu samice
pomérné kratkou zivotnost, nacasovani meiotického bloku, stejn¢ jako cely prubéh zrani
oocytu musi byt pfisné€ fizen a usmérnovan (Mehlman, 2005). K tomu slouzi mnohé regula¢ni

mechanismy.

cAMP (cyklicky adenosin 3°5 monofosfat)

CAMP (Cyclic Adenosine MonoPhosphate) je derivatem molekuly ATP a v bufikach
plni ulohu tzv. druhého posla (Star et al., 1988) a to u prokaryotickych i eukaryotickych
bunék (Lennarz et al., 2004). Preménu ATP na cAMP katalyzuje enzym adenylat-cyklaza,

ktery se nachazi na vnitini stran¢ plazmatické membrany a je ukotven ve vnitfnim prostoru
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buiiky (Rashman et al., 2013). St&peni cAMP naopak zajistuje enzym fosfodiesteraza, jez
cAMP rozstépi na jednoduchy AMP (Adenosine MonoPhosphate) (Campbell et Reece, 2008).

Jak jiz bylo zminéno, CAMP udrZuje oocyt v meiotickém bloku a opétovné zahajeni
meidzy nasleduje az po poklesu intra-oocytarni koncentrace tohoto cyklického nukleotidu
(Dekel, 2005). Vysoka hladina cAMP zabraiiuje meiotickému zrani prostfednictvim ovlivnéni
aktivity CDK/cyklin B proteinového komplexu, taktéz znamého jako M-fazi podporujici
faktor MPF. ZvySena hladina cAMP voocytu ma za nasledek fosforylaci kinazové
podjednotky MPF (Von Stetina et Orr-Weaver, 2011) CDK1, ¢imz ¢ini cely komplex MPF
neaktivni. Naopak snizeni hladiny cAMP na pocatku faze zrani oocytu vede k defosforylaci
podjednotky CDK1 a MPF komplex se stava aktivnim, diky ¢emuz oocyt mize znovu
vstoupit do meiozy. Jednotlivé kroky, prostiednictvim nichz cAMP aktivuje ¢i deaktivuje
MPF, jsou stale predmétem studia. Hlavnimi regulatory jsou protein kindza A (PKA), ktera
prostfednictvim zatim blize nespecifikovanych krokti reguluje ¢innost fosfatizy CDC25 a
kinazy WEEL1. CDC25 defosforyluje podjednotku MPF CDK1, zatimco WEEL tuto
podjednotku fosforyluje (Mehlman, 2005). Vyznam této fosfatazy zdiraziuje ve své praci
Lincoln et al. (2002). Uvadi, ze oocyty mysi, které postradaly zminény gen CDC25, nebyly
schopny aktivovat komplex MPF a postoupit tak do dalsi faze meiozy.

cAMP, tvofeny bunikami ovaridlnich folikuld, je pfenasen k oocytim prostfednictvim
spoji gap junctions. Zvyseni hladiny luteiniza¢niho hormonu (LH) vede k pieruseni téchto
spoju mezi oocytem a kumularnimi bunkami, ¢imz se v oocytu snizi koncentrace cAMP a

vysledkem je vystup z meiotického bloku (Dekel, 2005)
MPF (M fazi podporujici faktor)

Prvni meioticky blok je ovliviiovan vySe zminénym M-fazi podporujicim faktorem
MPF (M-Phase/Maturation-Promoting Factor). Jedna se o heterodimer slozeny z kinazové a
regulaéni podjednotky. Kinazovou, neboli katalytickou podjednotkou je cyklin dependentni
kindza CDK1, znidma taktéz pod oznadenim p34°9cz:
(Hampl et John, 1995).

Aktivaci komplexu CDK1/cyklin B zpusobuje fosfataza CDC25C prostiednictvim

podjednotkou regulacni je cyklin B

defosforylace tyrosinu 15. Tento komplex nasledné migruje do jadra, kde slouzi jako impuls
pro vystup z meiotického bloku (Ford et Parde, 1999). Naopak cCinnost této fosfatazy je
regulovana prostfednictvim protein kindzy A (PKA), ¢imz je znemoznéna aktivace komplexu

MPF a oocyt pietrvava v meiotickém bloku (Mehlman, 2005).
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Vystoupeni z prvniho meiotického bloku, rozpad GV a piestup do dalsi faze meidzy je
umoznén diky vysoké koncentraci MPF. Naopak nizka hladina CDK/cyklin B proteinového
komplexu zapficinuje pretrvavani meiotického bloku u nekompetentnich oocyti (Hampl et
John, 1995). Je dilezité, aby k aktivaci CDK1/cyklin B nedoslo pfedcasné. Tim by byl
zahdjen vstup do dal$i faze meiotického zrani jeSté pfed dokonCenim jinych nezbytnych
udélosti bunééného cyklu. Proto je fosforylace tyrosinu 15 piisné kontrolovana (Hoffmann,
1993).

Mnozstvi a aktivita komplexu mitotického cyklinu B a CDK1 hraje dulezitou roli pro
spravny pribéh bunééného cyklu (Ito, 2000). MPF je fyziologicky faktor odpovédny za
vyvolani vstupu do M-faze (Hunt, 1989).

MAPK (mitogenem aktivované proteinkinazy)

Mitogenem aktivované protein kinaizy MAPK (Mitogen Activated Protein Kinase),
patfici do rodiny serin/treoninovych kinaz (Fan et Sun, 2004; Liang et al., 2007), jsou
enzymy, které prenaseji signal z bunééné membrany do jadra builkky v odezvé na fadu
extracelularnich podnéti. Nekteré z kinaz jsou proto také znamé pod oznacenim ERK
(Extracellular signal-Regulated Kinase) — kinaza regulovana extracelularnim signalem (Inoue
et al., 1998). Plati, ze jeden nebo vice z MAPK kaskad vyuzivaji ve svém Sirokém repertoaru
signdlnich transdukénich mechanismi témét vSechny receptory bunééného povrchu
(Robinson et Cobb, 1997).

Savéi buiky obsahuji tii hlavni skupiny MAP kinaz: a) ERK (Extracellular signal-
Regulated Kinase); b) JNK (c-Jun N-terminalni Kinaza, také znama jako SAPK — Stresem
Aktivovana Proteinkinaza) a ¢) p38/HOG1 MAP kinaza (Kyriakis et Avruch, 2001).

Aktivace MAPK probiha kaskddovité a zahrnuje procesy fosforylace proteinti (Liang
et al., 2007). Kazda MAPK je aktivovana fosforylaci treoninovych a serinovych zbytki
MAPK kinazami ze skupiny MAPKK (MAP kinaza kinazy, také MKK ¢i MEK1). MAPKK
jsou opét aktivovany fosforylaci na dvou serinovych zbytcich - MAPKKK (MAP kindzou
kinazy kinazy, také MKKK ¢i MAP3K) (Gotoh et al., 1995; Fan et Sun, 2004). Je navic
dokazano, ze jedna ze ttid MAP kinaz, vySe zminovany ERK, miize byt taktéz aktivovana
nebo inhibovana prostifednictvim cAMP (Katz et al., 2000). cAMP muze inhibovat ERK
mnoha riznymi zpusoby, z nichz vét§ina zahrnuje cAMP-dependentni proteinkinazy (PKA) a
inhibici signalnich kaskad transkripénich faktori Ras a Raf-1 (Stork et Schmitt, 2002).

Proliferaci bunék naopak stimuluje prostiednictvim aktivace ERK (Katz et al., 2000), pfi niz
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dojde ke zvyseni kinazové aktivity ERK1 a ERK2 v cytoplazmé i v jadfe (Cameron et al.,
1996).

Aktivované MAP kinazy fosforyluji pestrou skdlu membranovych, cytoplazmatickych,
jadernych a cytoskeletalnich substratl, translokuji se do jadra a zde fosforyluji a aktivuji
jaderné transkripéni faktory spojené se syntézou DNA a bunéénym délenim. Slouzi tedy jako
regulatory Sirokého spektra d&€ji probihajicich v buiice — pfimo ovliviiuji expresi genll ale i
programovanou buné¢nou smrt, apoptozu (Foitova et al., 2009).

Na regulaci meidzy u savéich oocytd maji vliv predevs§im 2 zndmé izoformy MAPK —
ERK1 a ERK2. Pravé ERK cesta je dllezita pro kontrolu pfechodu G0-G1 faze bunééného
cyklu, spravny pribéh bunééné mitéozy nebo meidzy, a tedy pro bunécnou proliferaci a
diferenciaci (Meloche et Pouysségur, 2007).

Aktivita MAPK je béhem meiotického zrani a druhého meiotického bloku udrzovana
na vysoké urovni. Ke snizeni dochazi az v okamziku vystoupeni z druhého meiotického
bloku, diky priniku spermie do vajicka — fertilizaci (Ito et Kashiwazaki, 2012).

Aktivace MAPK béhem meiotického zrdni oocytu je druhové specifickd (Hurk et
Zhao, 2005). Zatimco u mysich oocytli je MAP kinaza aktivovana asi 3 hodiny po fazi GVBD
(Verlhac et al., 1994), u oocytii prasecich se objevuji prvni fosforylované formy ERKI1 a
ERK2 uz po 16 — 20 hodinach kultivace a plné fosforylované jsou po 24 hodinach (Chesnel et
al.,, 1995). U prasat, stejné jako u skotu, je tedy MAP kinaza aktivovana ve stejném
okamziku, kdy probiha proces GVBD, piipadné tésné¢ po ném (Motlik et al., 1997). To dle
Lazara et al. (2002) naznacuje, ze ¢innost MAPK u sav¢ich oocyti neovliviiuje Casné
meiotické udalosti a neni tedy nutna pro aktivaci MPF a GVBD. Oproti tomu pfi studiu
oocytl zab druhu Xenopus laevis bylo zjisténo, ze aktivace MAPK piedchazi procesu GVBD
a je tedy vtomto piipadé nutna pro opétovné zahajeni meidzy a pro udrzeni druhého
meiotického bloku (Dekel, 2005). Dle Lianga et al. (2007) Ize tedy piedpokladat, Ze u nizSich
obratlovct hraje MAPK za fyziologickych podminek v procesu zrani oocyti dominantni roli.
Zaroven vSak dodéava, Ze i1 pres obecné rozSiteny fakt, ze MAPK v oocytech savcli neni
nezbytna pro aktivaci MPF a GVBD, um¢léa aktivace MAPK muze znovuzahdjit meiozu. Je
ziejmé, ze pocatecni malé mnozstvi aktivni MAPK sehrava pii GVBD diilezitou roli.

MAPK je mimo jiné dilezitd pro ¢innost MPF (Hurk et Zhao, 2005). Jak uvadi
Cameron et al. (1996), u prasecich oocyti bylo dokazano, ze vlivem pusobeni fyziologickych
koncentraci LH se zvySuje enzymaticka aktivita ERK1 i ERK2 v jadie. LH totiz plisobi na

uzavieni spoju typu gap junctions, diky ¢emuz se cAMP, jez je tvoieny ve folikulech,
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nedostane k oocytim (Dekel, 2005). Snizeni hladiny cAMP vede v oocytu k defosforylaci
podjednotky MPF a cely komplex MPF se timto stava aktivnim (Mehlman, 2005).

3.2 Gasotransmitery

Pro vyvoj zralych a oplozeni schopnych oocytl je nezbytny spravny prabeh vSech fazi
oogeneze vcetné zrani oocytti (Wassarman, 1998). Bylo zjisténo, Ze na regulaci vyvoje oocytu
se mimo jiné podili i skupina endogennich plynnych molekul, tzv. gasotransmiterit (Wang,
2002; Wu et Wang, 2005). Jednd se o malé molekuly plynii volné prostupné pies
plazmatickou membranu. Jejich efekt proto neni zavisly na Za4dnych membranovych
receptorech. Jsou produkoviany endogenné a enzymaticky a jejich syntéza je regulovana
prostfednictvim celé fady enzymi, jez gasotransmitery uvoliuji z aminokyselin. Tyto enzymy
se vyskytuji v fadé izoforem a jsou uvoliovany na zaklad€ potfeb buniky. Specifické funkce
gasotransmitert jsou pln¢ zavislé na jejich fyziologicky ucinnych koncentracich (Wang,
2002).

Prvni objevenou molekulou plynu, jez v organismu plni vyznamnou biologickou roli,
byl oxid dusnaty (NO). Bylo prokazano, ze EDRF (Endothelium-Derived Relaxing Factor),
ktery ma za nasledek relaxaci hladkého svalstva a cévnich stén, je ve skuteCnosti pravé NO
(Wang, 2002). Dalsi studie navic potvrdily vyznamnou tlohu NO v procesu vyvoje a zrani
oocytu (Nakamura et al.,, 2002; Chmelikova et al., 2010). Zapojeni gasotransmitert
Vv procesech reprodukce bylo pozdéji potvrzeno také u oxidu uhelnatého (CO) a sulfanu (H,S)
(Lowicka et Beltowaki, 2007).

3.2.1 Sulfan-H,S

Po tadu let byl H,S povazovan jen za toxicky plyn (Yant, 1930; Mustafa et al., 2009a;
Lindenmann, 2010), jez pii vysokych koncentracich zpisobuje poskozeni dychaci a centralni
nervoveé soustavy a naslednou smrt (Yant, 1930). AZ v roce 1996 byla prokazana jeho role ve
fyziologické funkci mozku (Abe et Kimura, 1996) a nasledné se ukazalo, Ze HS ma vliv na
fadu biologickych déji a indukuje tadu fyziologickych procestt dosud pln€ neobjasnénymi

mechanismy (Kimura, 2010).

3.2.1.1 Vlastnosti, biosyntéza a katabolismus

H,S je bezbarvy, hoflavy, siln¢ zapachajici plyn (Yant, 1930), dobie rozpustny ve
vodg. Asi jedna tietina ho zistava ve vod& nedisociovana, zbytek je disociovan na HS™, S a

proton. V lipofilnim prostiedi je HyS rozpustny pfiblizné 5x vice nez v prostfedi vodném, a
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pravé tato vlastnost mu umoziiuje prestupovat pres bunééné membrany a Ucastnit se tak

dalezitych fyziologickych pochodu (Starka, 2004).

V savéich tkanich je H,S vyrabén v nizkych koncentracich (50 — 160 uM) (Furne et
al., 2001) tfemi enzymy (Obr. 3). Ve vétsing tkani je tvofen predevsim z L-cysteinu (Lowicka
et Beltowaki, 2007; Smelcova et Tichovska, 2011; Nevoral et al., 2014) ptisobenim enzymu
cystathionin B-syntazy CBS (Cystathioonine B-Synthase), ktera se vyskytuje piedev§im
V ledvinach, jatrech a prostat¢ (Abe et Kimura, 1996) a cystathionin y-lydzy CSE
(Cystathionine y-Lyase), jez je ptitomna v ledvinach, jatrech, tenkém stieveé a zaludku (Ishii et
al., 2004). Oba plisobi pouze za ptitomnosti pyridoxal 5'-fosfatu (vitamin B 6) jako kofaktoru
(Lowicka et Beltowaki, 2007). Tieti a posledni objeveny enzym pusobici na expresi HpS
vmozkuje  3-merkaptopyruvat  sulfur-transferaiza ~ 3MPST  (3-Mercaptopyruvate

SulfurTransferase) (Smelcova et Tichovska, 2011).

H.S je vétSinou metabolizovan na sulfat a thiosulfat oxida¢nim metabolismem
v mitochondriich (Obr. 3). Velmi mala ¢ast H.S je methylaci v cytosolu konvertovana na
méné¢ toxické latky jako je methylmerkaptan a dimethylsulfat. Tyto metabolity jsou
vylucovany prostfednictvim gastrointestinalniho ustroji, ledvinami a plicemi a to béhem 24h,
tudiz endogenné produkovany H:S se za fyziologickych podminek neakumuluje v organismu
Vv mife toxického ohrozeni bunék. Dalsi cesta eliminace sulfanu je jeho vazba na hemoglobin,

podobné jako je tomu u CO nebo NO (Obr. 3) (Starka, 2004).
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CBS - cystaltwoning f-synthase

CSE - cyslatheonine y-lyase
GESSG - axidized glutathione

Homocysteine + serine

CBS

h 4
| Cystathionine + H,0

CSE sulfate

L-cysteine + o-ketobutyrate
+ NH,* oxidation

CBS m\,

—>» CH.S5CH
/ NHz + Pyruvate + H,S methylation 3
Glutathiona
\ CBS or CSE scavenging
L-cysteine
n Methemoglobin

Obrazek 3: Endogenni enzymaticka produkce H,S a jeho metabolismus (upraveno dle Wang,
2004).

3.2.1.2 Biologické ucinky sulfanu na savéi organismus

H,S je dulezitou signélni biologickou molekulou endogenniho ptvodu (Starka, 2009).
Je zapojen do regulace vaskularniho tonu, kontraktility myokardu, neurotrasmise a sekrece
inzulinu. Pfi jeho nedostatku byla u riznych zvifecich modelt pozorovana arteridlni a plicni
hypertenze, Alzheimerova choroba, jaterni cirhdza a poskozeni Zalude¢ni sliznice. Exogenné
podavany H,S zmirfluje myokardidlni dysfunkci a poskozeni sliznice zaludku vyvolané
protizanétlivou 1écbou (Lowicka et Beltowaki, 2007), vede ke zmirnéni plicni hypertenze,
snizeni adherence leukocyti v krevnich cévach a ke snizeni restendzy krevnich cév (Mustafa
et al., 2009b).

Endogenni H,S patfi mezi molekuly, které¢ se ucastni procesu predavani informaci
mezi nervovymi bunikami, ¢imz je zapojen do procesu formovani paméti a uceni (Abe et
Kimura, 1996). Jeho vysoké koncentrace se nachazeji v mozku potkana, skotu i ¢lovéka (Eto
et al., 2002). Je dokazano, ze H,S reguluje membranové iontové kanaly v mozkové tkani i
aktivitu mnoha enzymd, které maji vliv na mozkovou ¢innost (Abe et Kimura, 1996), zvySuje
intracelularni kalciové ionty a indukuje kalciovou vinu v sousednich astrocytech, ¢imz
zprostiedkovava ptenos signalu mezi neurony a gliemi (Nagai et al., 2004). Kromé funkce
pfenasece signalu plni H,S 1 funkci ochrannou. Pisobi jako antioxidant a snizuje vliv

oxidaéniho stresu na nervové bunky (Kimura et Kimura, 2004; Lowicka et Beltowaki, 2007).
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Nezastupitelnou roli hraje H,S i v kardiovaskularnim systému (Wang, 2004; Smelcova
et Tichovska, 2011). Zhao et al. (2001) potvrdili vazorelaxa¢ni uc¢inek H,S na hladkosvalové
buniky, prosttednictvim které¢ho reguluje kontraktilitu cév a ptisobi tak ke snizovani krevniho
tlaku. Vazorelaxaéni u¢inek je zprostfedkovan stimulaci ATP-dependentnich K* kanéld, tzv.
Katp (ATP-sensitive potassium channels) v bunkach hladkého svalstva (Wang, 2004,
Lowicka et Beltowaki, 2007) a naslednou membranovou hyperpolarizaci, ¢imzZ zabranuje
vstupu kalciovych iontd a relaxuje tak vaskularni tkan (Yang et al., 2004). H,S méni aktivitu
téchto kanalii ptimo, tedy bez zapojeni druhych posli (Wang, 2004).

Ukazuje se taktéz, ze HpS miZe sehravat urCitou roli pii zanétlivych procesech
(Mustafa et al., 2009b). Je znamo, ze proliferace T-lymfocyti je inhibovana sirnymi
termalnimi vodami pfidanymi do kultivaéniho média (Valitutti et al., 1990). Jako odpovéd’ na
poskozeni tkané totiz H,S uvoliiuje nesteroidni protizanétlivé latky NSAIDs (Sulfide-
releasing Nonsteroidal Anti-Inflammatory Drugs) (Mustafa et al., 2009b). Prvni udalosti,
kterd nastava pii zanétlivém procesu, je adherence leukocyti k endotelu cév. Je dokazano, ze
podanim inhibitoru CSE b-CNA se tato endotelialni pfilnavost vyrazné zvySuje (Zanardo et
al., 2006) a naopak pfi exogennim podani H,S dochazi ke snizeni této adherence, snizeni
otoku a visceralni bolestivosti (Distrutti et al., 2006). V posledni dobé je proto vénovana
pozornost H,S také v souvislosti s hemorhagickych Sokem (Mok et al., 2004).

O H,S je tedy prokadzéno, Zze hraje dualezitou roli za fyziologickych i
patofyziologickych podminek v centrdlni nervové soustavé, v kardiovaskuldrnim systému,
hladkém svalstvu a stejné tak v sam¢i 1 samici reprodukéni soustavé a reprodukei samotné

(Starka, 2004).

3.2.1.3 Utinky sulfanu na reprodukéni funkce

V sam¢im i sami¢im reprodukénim systému byly detekovany enzymy regulujici
endogenni vyrobu H,S, na zéklad¢ cehoz bylo zjisténo, ze H,S ovliviluje 1 celou fadu

reprodukénich funkei (Smelcova et Tichovska, 2011).

Vliv na sam¢i reprodukéni soustavu

Utinky HS na saméi reprodukéni systém byly sledovany piedev§im ve spojitosti s
erekci pyje (Smelcova et Tichovskd, 2011). V kaverndéznich téliscich penisu kraliki byla
prokézana endogenni tvorba H-S, na zdklad¢ cehoz je predpoklddan jeho farmakologicky
pro-erektilni ucinek (Srilatha et al., 2007). Jak bylo uvedeno vyse, H,S se zaroven podili na

relaxaci hladkého svalstva v krevnich cévach, coz je jedna ze zékladnich a nezbytnych
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podminek erekce. Zaroven lze ptredpokladat, ze H,S se podili na regulaci funkce varlat, kde
byla u potkant prokazana ptitomnost H,S produkujicich enzymii. Enzym CBS je ptfitomen
hlavné v Leydigovych, Sertoliho a zdrode¢nych bunikach, zatimco enzym CSE byl detekovan
pouze v bunkach Sertoliho a nezralych zarode¢nych bunkach (Sugiura et al., 2005).

Vliv na sami¢i reprodukéni soustavu

Bylo zjisténo, ze enzymy CBS a CSE hraji dileZitou roli i v reprodukci samic. Tyto
enzymy byly detekovany v déloze, plodovych obalech i placenté (Patel et al., 2009). Liang et
al. (2006) prokazali pfitomnost enzymu CBS ve folikularnich bunkach mysi, nikoliv ale
Vv jejich oocytech.

Dulezitost enzymu CBS pro reprodukéni funkce samice dokazali Liang et al. (2006)
ve svém experimentu na mysich s vyblokovanym genem pro CBS. Tyto my$i mély
prokazatelné nizsi pocty rozvijejicich se folikult, kratsi a nepravidelné estralni cykly.

Nezbytnost H,S v reprodukci samic spociva i v jeho tloze pii porodu. H,S je zapojen
do regulace kontraktility dé€loZzniho svalu. Nizké davky H,S snizuji dé€loZni stahy, ¢imz
dochazi k oddaleni porodu a jeho prodlouzeni. Ionty H,S brani vazani oxytocinu na jeho
receptory (Sidhu et al., 2001). H,S navic uvolnuje hladké svalstvo reprodukéniho systému
prostiednictvim ovlivnéni signalnich drah NO a zvySenim propustnosti Karp kanalti (Srilatha
et al., 2009).

Ptestoze nebyla prokazana piitomnost enzymu CBS piimo v oocytu, vysledkem
potlaceni jeho sekrece v kumularnich bunikach bylo potlaceni meiotického zrani oocytu a
zpomaleni zrani v podminkach in vitro. Pfitomnost zbyvajicich dvou enzymi, CSE a 3MPST,
byla v prasec¢ich oocytech prokazana (Liang et al., 2006). Ukazuje se tedy, ze H,S je
dalezitym bunénym poslem béhem meiotického zrani savCich oocyti a dostate¢né kumularni

expanze (Nevoral et al., 2015).

3.2.1.4 Uloha sulfanu v regulaci meiotického zrani oocyti

V soucasné dob¢ je znam pozitivni vliv exogenné dodavaného H,S na oocyty (Nevoral
et al., 2014). Vliv exogenné dodavaného H,S mize byt demonstrovan mimo jiné i na procesu
prodlouzené kultivace in vitro dozralych oocytt, kdy dochazi k tzv. starnuti. Bylo prokazano,
ze k vyznamnému poklesu endogenniho H,S dochazi béhem prvnich 24 hodin prodlouZené
kultivace oocytll a to o celych 29 % oproti oocytim v metafdzi II. Prostfednictvim inhibice
enzymu produkujicich H,S byly urychleny zndmky starnuti a vyrazné se zvysil pomér

fragmentovanych oocytt, které podlehly programované bunééné smrti. Dodanim exogenniho
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H,S byly naopak potlaceny projevy starnuti, byly zaroven vyvraceny ucinky inhibitort H,S a
doslo ke kompletnimu potlaceni fragmentace oocytt (Krejcova et al., 2015). Lze tedy tvrdit,
ze exogenn¢ dodavany H,S ma protektivni u€inek na oocyty kultivované v podminkach in
vitro, ve smyslu potlaceni nezadoucich procesit vedoucich k bunééné smrti (Zhao et al.,
2014).

Jak bylo uvedeno, Liangem et al. (2006) byl podrobné studovan vliv jednoho ze tii
znamych enzymu produkujicich H,S — enzymu CBS — na meiotické zrani oocytid. Ackoli
nebyla prokazana piitomnost CBS pfimo v samotném oocytu, enzym je vSudypfitomné
uvolnovan v ovaridlnich bunkach s nejvyssi produkci v buiikach folikularnich. V pozdnich
antralnich folikulech se produkce CBS vyrazné navysSuje v granuldéznich buiikédch
nachazejicich se V blizkosti antra a v samotnych bunkdch obklopujicich oocyt. PCR
(Polymerase Chain Reaction) metodou bylo navic prokazano, ze CBS mRNA se nachazi ve
folikulech ve vSech fazich in vitro zrani. Disledkem potlaceni sekrece CBS v bunkach
obklopujicich oocyt a tudiZ nasledné absence H,S bylo zpomaleni meiotického zrani oocytu v
in vitro podminkach. Uloha CBS v oocytech pravdépodobné spo¢iva ve skute¢nosti, Ze
substratem tohoto enzymu je aminokyselina homocystein (Liang et al., 2006). Jak uvadi
Liang et al. (2007), ze studii zabyvajicich se in vitro zranim vyplyva jasny vztah mezi
koncentraci homocysteinu ve folikularni tekutiné a pribéhem zrani oocytu. Homocystein,
vznikajici z aminokyseliny methioninu, je ve vySSich davkach toxicky a enzym CBS svou
funkci koncentraci homocysteinu ve folikularni tekutiné potlacuje (Liang et al., 2007), ¢imz
zajist'uje ptiznivé prostiedi pro samotny pribéh zrani.

Prvni studie zabyvajici se vlivem exogenné poddvaného H,S na meiotické zrani
oocytu byla studie Nevorala et al. (2014). Bylo zjisténo, Ze exogenni darce H,S, sulfid sodny
(Na,S), urychluje zrani oocytu in vitro v zavislosti na dodavaném mnozstvi. Soucasné tento
donor pozitivné ovlivituje kumularni expanzi pasobenim na produkci kyseliny hyaluronové,
kterd je nezbytnd pro spravny vyvoj oplozeni schopnych oocytti. Koncentrace dodavaného
donoru H,S vtomto experimentu byly srovnatelné s jeho fyziologickymi hodnotami ve
tkanich, z cehoz vyplyva, Ze ucinky Na,S nebyly vysledkem toxicity H,S, nybrz jeho
fyziologické funkce jako gasotransmiteru. Z vysledka diivéjsich studii vyplyva, ze k
urychleni meiotického zrani oocytd dochdzi brzkym zvysSenim aktivity MPF a MAPK. Je
navic znamo, Zze H,S ma prostfednictvim procesu S-sulthydratace vliv na aktivitu celé fady
faktord a to vCetné kinaz (Nevoral et al., 2014). Jedna se o post-translaéni mechanismus,

beéhem néhoz dochdzi k dodatecnému pfifazeni siry k thiolové skupiné a pti némz je skupina
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—SH nahrazena skupinou —SSH (Gadalla et Snyder, 2010; Zhao et al., 2014). Tento proces
fidi a ovliviiuje fadu metabolickych procesu v bunice (Mustafa et al., 2009a). V nedavné studii
provedené Zhao et al. (2014) bylo prokazano, ze H,S ma schopnost sulthydratovat mimo jiné
i MEKI, jez je soucasti kaskddy vedouci k aktivaci MAPK a MPF, dilezitych kinaz a
regulacnich mechanismii meiotického zrani. MEK1 je sulfhydratovan na cystein 341, ktery
vede Kk aktivaci PARP-1 (Poly ADP-Ribosa), enzymu, jez je zodpovédny za reparaci
poskozené DNA. Sulthydratace MEK1 umoziuje translokaci fosforylovaného ERKI1 a 2
— podtiid MAPK nezbytnych pro spravny pribéh bunééné meidzy — do jadra, kde ptimou
interakci aktivuji PARP-1. Naopak mutace MEK1 znemoziuje fosforylaci ERK1 a 2 (Zhao et
al., 2014), ¢imz je narusena bunétna mitdéza a meidza, ale i bunécna proliferace a diferenciace
(Meloche et Pouysségur, 2007). Lze tedy piedpokladat, Ze pravé procesem S-sulfhydratace
MEK1 H;S vyznamné zasahuje do aktivace MAPK a MPF a tim vyrazné€ ovliviiuje meiotické

zrani oocytu.
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4 Materialy a metodika

4.1 Ziskavani kumulo-oocytarnich komplexi

Prase¢i vajeCniky byly ziskdny od Sesti az osmi mésicnich necyklujicich prasnicek,
kiizencti plemen Landrace a Large White z mistnich jatek (Jatky Plzeti a.s., Plzeni, Ceska
Republika). Vajecniky byly udrzovany pii fyziologickych 39 °C az do ptijezdu do laboratofe.
Z ovarialnich folikuld s primérem 2 - 5 mm byly nasledné aspiraci ziskdny kumulo-oocytarni
komplexy (COCs) za pouziti aspiracni stiikacky a jehly 20G. Pro experiment byly pouzity
pouze pln¢ dorostlé oocyty s neporuSenou cytoplazmou a kompaktni vrstvou kumularnich

bunék.

4.2 Kultivace oocyti

Zrani vybranych COCs probihalo v modifikovaném médiu M199 (Sigma-Aldrich,
USA), které bylo obohaceno o bikarbonat sodny (32,5 mM), laktat vapenaty (2,75 mM),
gentamicin (0,025 mg/ml), HEPES (6,3 mM), eCG (13,5 IU; Equine Chorionic
Gonadotrophin): hCG/ml (6,6 1U; Human Chorionic Gonadotrophin) (P.G.600; Intervet
International B.V., Boxmeer, Holland) a 5 % (v/v) fetalniho hovéziho séra (Sigma-Aldrich,
USA).

Tabulka 1: Slozeni modifikovaného kultivaéniho média M199.

Roztok NaHCO3 32,5mM
Laktat vapenaty 2,75 mM
Gentamicin 0,025 mg/mi
HEPES 6,3 mM
eCG:hCG 13,51U:6,6 1U
Fetalni hovézi sérum 5%

COCs nasledné¢ zrdly 16 - 48 hod. ve 4 dilkovych Petriho miskdch (Nunc, Fisher
Scientific, USA), které obsahovaly 1,0 ml kulturniho média, pti 39 °C ve smési vzduchu s 5 %
CO2. Na konci kultivace byly COCs oSetfeny 0.1 % bovinni testikularni hyaluronidazou
(Sigma-Adrich, USA). Oocyty, takto zbavené kumularnich bunék, byly nasledné pouzity pro

dalsi analyzy.
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4.3 Osetieni oocyti béhem kultivace

Kultiva¢ni médium bylo, za ti€elem inhibice endogenni produkce sulfanu ve zrajicich
oocytech, obohaceno o trojkombinaci specifickych inhibitora CBS, CSE a 3-MPST (3Ki): 2
mM oxamovou kyselinu (inhibitor CBS), 2 mM DL-propargylglycin (inhibitor CSE) a 5 mM
a-ketoglutarovou kyselinu (inhibitor 3-MPST). Simultann¢ byly COCs kultivovany 48 hod.

Vv pfitomnosti 0,3 mM Na,S .9H,0, exogenniho donoru sulfanu.

4.4 Imunocytochemie

GV a MII oocyty po ukonceni 48h in vitro kultivace, zbavené kumularnich bunék, byly
fixovany v 2 % formaldehydu po dobu 40 min. Oocyty byly ndsledné permeabilizovany
v roztoku 0,1 % Tritonu-X v 1 % NGS (normalni kozi sérum, normal goat serum) po dobu 40
min., nasledné blokovany v5 % NGS po dobu 25 min. Oocyty byly pifes noc inkubovany
s krali¢i polyklonalni anti-CBS (ab96252; Abcam, UK), krali¢i polyklonalni anti-CTH (sc-
135203, 1:200; Santa-Cruz Biotechnology, USA) a krali¢i polyklonédlni anti-3-MPST
(ab85377, 1:200; Abcam, UK) pii 4 °C. Nasledujici den byly oocyty dvakrat za sebou
promyty a inkubovany s kozi sekunddrni anti-mysi/krali¢i protilaitkou IgG (GAM/GAR)
konjugovanou s fluorescein-isothiokianatem nebo tetramethylrhodaminem (FITC/TRITC;
1:200; Invitrogen, Fiseher Scientific, USA). Nasledné byly oocyty opét dvakrat omyty a
montovany do Vectashieldu s 4'6'-diamidino-2-fenylindolem (DAPI; VectorLaboratories,
USA).

4.5 Analyza obrazu

Snimky byly ziskany s pouzitim mikroskopu Ti-U (Nikon, Japonsko) s kamerou Clara
Interline CCD (Andor Technology PLC, Severni Irsko) a programu NIS Elements Ar (Nikon,
Japonsko). Negativni kontrola byla provedena vynechanim specifické protilatky a tyto snimky
byly zpracovany pfi srovnatelném nastaveni optické drahy. Analyza obrazu a néasledna 2D
dekonvoluce byla provedena prostiednictvim softwaru NIS Elements a intenzita signalu CBS,

CTH a 3-MPST byla snizena o bazalni intenzitu signalu piislusné negativni kontroly.

4.6 Histone H1 a Myelin Basic Protein double assay

COCs zraly po dobu 24 hod. v ¢istém kultivaénim médiu nebo byly oSetieny
kombinaci inhibitort 3Ki ¢i Na,S, donorem exogenniho H,S. Assay byla provedena podle
Kubelky et al. (2000) s drobnymi modifikacemi. Oocyty byly ¢tyfikrat po sobé promyty v
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PBS-PVA a preneseny do 5 pul pufru s obsahem 40 mM3 propansulfonové kyseliny s pH 7,2,
20 mM paranitrofenylového fosfatu, 40 mM b-glycerofosfatu, 10 mM EGTA, 0,2 mM EDTA,
2 mM dothiothreitolu, 0,2 mM Na3VO04, 2 mM benzamidinu, 40 mg/ml leupeptinu a 40
mg/ml aprotininu. Vzorky byly okamzité zmrazeny a skladovany pii -80 °C. Nasledné byly
provedeny testy na aktivitu MPF a MAPK prostfednictvim jejich schopnosti fosforylovat
vnéjsi substraty, histon H1 (H1) a Myelin Basic Protein (MBP) v daném pofadi. Reakce
kindzy byla iniciovana pfidanim 5 pl pufru obsahujicim 100 mM 3- [N-morfolino] kyseliny
propansulfonové s pH 7,2, 20 mM para-nitrofenylového fosfatu, 40 mM b-glycerofosfatu, 20
mM MgCI2, 10 mM EGTA, 0,2 mM EDTA, 5 mM inhibitor cAMP-dependentni protein
kindzy, 2 mM benzamidinu, 40 mg/ml leupeptinu, 40 mg/ml aprotininu, 600 mM ATP, 2 mg
H1/ml, 3 mg MBP/ml) a 500 mikroCi/ml ATP (GE Healthcare Life Sciences, Amersham,
UK). Reakce byla provadéna po dobu 30 min. pii teploté 30 °C a ukoncena piidavkem 10 ml
Laemmli vzorkového pufru s vafenim vzorku po dobu 3 min. Po elektroforéze na 15 % SDS
PAGE gelech byl barven modii Coomassie Blue R250. Fosforylované histony H1 a MBP
signaly byly zviditelnéné softwarem MultiGauge 2.0 (FUJI FILM, Japonsko) a vztazeny
k metafazi I u kontrolni skupiny oocytd po 24 hod. kultivace, kdy se ptredpoklada vrchol

kinazové aktivity.

4.7 Statisticka analyza

Ziskana data byla analyzovana prostfednictvim generalnich linedrnich modelti (GLM)
v softwaru SAS (SAS, Institute, USA). Pro stanoveni vyznamnych rozdili mezi skupinami
byl pouzit Schéffeho test. Statisticky vyznamné rozdily byly detekovany na hlading
vyznamnosti P<0.05.
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5 Vysledky

5.1 Pritomnost MEK1 a PARP-1 v nezralych GV prasecich oocytech

Pritomnost proteint MEK1 (MAPK kinaza) a PARP-1 byla zjiStovana v nezralych GV
praseCich oocytech prostiednictvim fluorescencni mikroskopie a analyzy obrazu.
Reprezentativni oocyty s detekovanou kindzou MEKI jsou zobrazeny na Obrazku 1.

Reprezentativni oocyty s detekovanou kinazou PARP-1 jsou zobrazeny na Obrazku 2.

MEK1 MERGE

Obrazek 1: Reprezentativni GV oocyty s detekovanou kinazou MEK1.
Merge: DNA + MEK1. Métitko = 50 pm.

PARP-1 MERGE

Obrazek 2: Reprezentativni GV oocyty s detekovanym proteinem PARP-1.
Merge: DNA + PARP-1. Méfitko = 50 pm.
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5.2 VIliv H,S na expresi MEKL1 v prasecich MII oocytech

Cilem experimentu bylo zjistit pfitomnost MEK1 v dozralych MII oocytech po 48 hod. in
vitro kultivace. Pro tento el byly vytvofeny tii skupiny oocyti: 1) kontrolni skupina oocytt
kultivovana v ¢istém kultivatnim médiu (K), 2) oocyty kultivované v kultiva¢nim médiu
s Na,S, donorem exogenniho H,S a 3) oocyty kultivované v kultivatnim médiu s pridavkem
kombinace specifickych inhibitortt enzyma endogenné uvolnujicich H,S (3Ki). Oocyty byly
po ukonceni kultivace a dosaZzeni stddia MII meiotického zrani fixovadny a podrobeny
imunocytochemické analyze. Intenzita signalu byla vyjadiena relativné ke kontrolni skupiné

oocytt (K = 1,00).

Z vysledkl je patrné, Ze nejvyssi intenzitu signalu vykazuje skupina kontrolnich oocyti
(1,00 + 0,00). Ve skupiné oocytii s donorem H,S dosahuje tato intenzita 0,39 (+ 0,05). Ve
skupin€ oocytl kultivovanych s pfidavkem 3-kombinace inhibitori (3Ki) dosahuje intenzita
signalu hodnoty 0,70 (+ 0,09). Reprezentativni oocyty jednotlivych experimentalnich skupin
s detekovanou kindzou MEKI jsou zobrazeny na Obrazku 3. Rozdily mezi experimentalnimi

skupinami oocytl jsou statisticky vyznamné (P<0,05), viz Graf 1.
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Obrazek 3: Reprezentativni MII oocyty dozralé in vitro s detekovanou kinazou MEK1.
K: kontrolni skupina oocytii, H,S: skupina oocytl s ptidavkem exogenniho donoru H,S, 300
uM NayS, 3Ki: 2 mM oxamova kyselina, 2 mM DL-propargylglycin a 5 mM alfa-
ketoglutarova kyselina, merge: DNA + MEKL1. M¢ftitko = 50 um.
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Graf 1: Relativni intenzita signalu MEK1 v MII oocytech dozralych in vitro. Hodnoty

Relativni intenzita signalu

jsou vyjadieny jako pramér + S.E.M.*"“Statisticky vyznamné rozdily (P<0,05).
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5.3 VIiv H,S na expresi PARP-1 v prasecich MII oocytech

Cilem experimentu bylo zjistit pfitomnost PARP-1 v dozralych MII oocytech po 48 hod.
in vitro kultivace. Pro tento Gcéel byly vytvofeny tfi skupiny oocyti: 1) kontrolni skupina
oocytd kultivovana v ¢istém kultivatnim médiu (K), 2) oocyty kultivované v kultivacnim
médiu s Na,S, donorem exogenniho H,S a 3) oocyty kultivované v kultivaénim médiu s
ptidavkem kombinace specifickych inhibitorii enzymti endogenné uvoliujicich H,S (3Ki).
Oocyty byly po ukonceni kultivace a dosaZeni stddia MII meiotického zrani fixovany a
podrobeny imunocytochemické analyze. Intenzita signdlu byla vyjadiena relativné ke

kontrolni skupiné oocytii (K = 1,00).

Z vysledki je patrné, Ze nejvyssi intenzitu signalu vykazuje skupina oocytd kultivovana
sdonorem H,S. V této skupiné dosahuje relativni intenzita signalu 2,83 (+ 0,42), ¢imz se
statisticky vyznamné li§i od kontrolni skupiny oocyti (1,00 + 0,00). Skupina oocytd
kultivovana s pfidavkem 3-kombinace inhibitorti dosahuje intenzity signalu 1,45 (+0,09),
¢imz se signifikantné nelisi od skupiny kontrolni (1,00 + 0,00). Skupina oocytd kultivovana
s donorem H,S (2,83 + 0,42) a skupina oocytd kultivovana s 3-kombinaci inhibitora (1,45 +
0,09) se navzdjem statisticky vyznamné 1i$i. Reprezentativni oocyty jednotlivych
experimentalnich skupin s detekovanou kinazou PARP-1 jsou zobrazeny na Obrazku 4.
Rozdily mezi experimentalnimi skupinami oocytll jsou statisticky vyznamné (P<0,05), viz

Graf 2.
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Obrazek 4: Reprezentativni MII oocyty dozralé in vitro s detekovanou kinazou PARP-1.
K: kontrolni skupina oocytu, H,S: skupina oocytt s ptidavkem exogenniho donoru H,S, 300
uM Na,S, 3Ki: 2 mM oxamova kyselina, 2 mM DL-propargylglycin a 5 mM alfa-
ketoglutarova kyselina, merge: DNA + PARP-1. M¢titko = 50 um.
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Graf 2: Relativni intenzita signalu PARP-1 v MII oocytech dozralych in vitro. Hodnoty
jsou vyjadieny jako primeér + S.E.M. a'bSta‘[isticky vyznamné rozdily (P<0.05).



5.4 Uloha H,S béhem meiotického zrani praseéich oocyti

5.4.1 VIliv H,S na GVBD a uspé$nost meiotického zrani oocyti

Cilem experimentu bylo zhodnotit vliv endogenné uvoliovaného H,S a exogenné
dodévaného HS na znovuzahéjeni meiotického zrani (GVBD) a jeho pribéh (dosazeni stadia
metafaze I), za pouziti specifické kombinace inhibitori enzymt uvolnujicich H,S (3Ki)
pfidanych do kultivacniho média. Pro tento el byly pouzity prasec¢i oocyty kultivované po
dobu 24 hod. in vitro. Jako donor exogenniho H,S byl pouzit 300 uM Na,S. Jako efektivni 3-
kombinace inhibitorti enzymt (3Ki) byla pouzita 2 mM oxamova kyselina, 2 mM DL-
propargylglycin a 5 mM alfa-ketoglutarova kyselina.

Z vysledkt experimentu je patrné, ze skupina kontrolnich oocyti a skupina oocytl s
donorem H,S se navzajem statisticky nelisi (100,00 £ 0,00 v kontrolni skupiné kontrolni
versus 100,00 + 0,00 ve skupiné H,S). Pridanim trojice inhibitort (3Ki) do kultiva¢niho
média je vyrazné potlaceno meiotické zrani oocytd. Tato skupina se od skupiny oocytil, jez
byly kultivovany v Cistém kultivatnim médiu (K), statisticky vyznamné lisi. Ve skupiné
oocytl kultivovanych za pfitomnosti trojice inhibitort HpS-uvoliujicich enzymii (3Ki) doslo
ke statisticky signifikantnimu poklesu dozralych oocytti do stddia MI, pficemz se pocet
zralych oocytl v porovnani s kontrolni skupinou snizil o 33,30 % (100,00 + 0,00 v kontrolni
skupiné K vs. 66,70 £ 1,70 ve skupiné 3Ki). Ke stejnému snizeni (o 33,30 %) doSlo ve
skupiné 3Ki pfi porovnani se skupinou oocyti, jez byly kultivovany s donorem exogenniho
H,S. Rozdily mezi experimentalnimi skupinami oocytti jsou statisticky vyznamné (P<0,05),

viz Graf 3.
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Graf 3: VIiv H;S na oocyty GVBD a prubéh meiotického zrani po 24. hod in vitro
kultivace. V kazdé experimentalni skupiné bylo zahrnuto 120 oocyt, které byly hodnoceny
ve tfech nezavislych experimentech. Osa x znazorfiuje tii skupiny oocyti (K, donor H,S a
trojici inhibitorti 3Ki) kultivovanych 24 hod., osa y odpovidd poctu oocytl (pramér v % =+
S.E.M.), které prodé¢laly GVBD. Skupina oocytd H,S byla kultivovana s exogennim donorem
H,S (300 uM NayS). Skupina oocyttt 3Ki byla kultivovana S trojici inhibitord H,S (2 mM
oxamova kyselina, 2 mM DL-propargylglycin, 5 mM alfa-ketoglutarova kyselina).

20 Statisticky vyznamné rozdily (P<0,05).
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5.4.2 VIiv H3S na priibéh meiotického zrani oocyti

Cilem experimentu bylo zhodnotit vliv H,S na pribéh meiotického zrani po 24. hod in
vitro kultivace, vyjadfeného dosazenim stadia MI. Byl pouzit donor exogenniho H,S a
specifickd kombinace inhibitorti enzymii uvoliiyjicich endogenni H,S (3Ki), pfidanych do
kultivaéniho média. Jako donor exogenniho H,S byl pouzit 300 uM Na,S. Jako efektivni 3-
kombinace inhibitor enzyma (3Ki) byla pouzita 2 mM oxamova kyselina, 2 mM DL-

propargylglycin a 5 mM alfa-ketoglutarova kyselina.

Z vysledkll experimentu je patrné, nejvyssi pocet zralych oocytl se nachdzi ve skupiné
oocytd, jez byly kultivovany s donorem exogenniho H,S a odpovida 100 %, ¢imz se
statisticky vyznamné nelisi od skupiny oocyti, jez byla kultivovana v Cistém kultivatnim
médiu (96,70 % =+ 2,00 ve skupiné K vs. 100 % + 0,00 ve skupiné¢ H,S). Naopak trojice
inhibitord (3Ki) v kultivanim médiu signifikantné inhibuje meiotické zradni oocytl
V porovnani s kontrolni skupinou oocytt (K), rovnéz tak v porovnani se skupinou oocytii s
donorem H,S. Je tedy pozorovan podobny trend jako v pfedchozim experimentu s 00Cyty ve
stadiu GVBD. Ptidavek trojice inhibitort (3Ki) do kultivacniho média zptsobi u téchto
oocytl pokles intenzity meiotického zrani oproti kontrolni skupiné (K) o 66,70 % (96,70 % +
2,00 ve skupiné¢ Kvs. 30,00 % + 1,40 ve skupin¢ 3Ki). Pfi porovnani skupin oocytl
kultivovanych s donorem H,S a s 3Ki byl vypozorovan 70,00 % rozdil v poctu zralych
oocytt (100,00 % + 0,00 ve skupiné H,S vs. 30,00 % + 1,40 ve skupin€ 3Ki). Rozdily mezi

experimentalnimi skupinami oocytu jsou statisticky vyznamné (P<0,05), viz Graf 4.
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Graf 4: VIiv H,S na oocyty MI a pribéh meiotického zrani po 24. hod in vitro kultivace.
Kazda experimentalni skupina zahrnovala 120 oocytl, které byly hodnoceny ve tfech
nezavislych experimentech. Osa x znazoriiuje tfi skupiny oocytt (K, donor H,S a trojici
inhibitordi 3Ki) kultivovanych 24 hod., 0sa y odpovida poctu oocytl (pramér v % + S.E.M.).
Skupina oocyti H,S byla kultivovana s exogennim donorem H,S (300 uM Na,S). Skupina
oocytt 3Ki byla kultivivana s trojici inhibitorat H,S (2 mM oxamova kyselina, 2 mM DL-
propargylglycin, 5 mM alfa-ketoglutarova kyselina). a’bStatisticky vyznamné rozdily (P<0,05).

39



5.4.3 VIiv H3S na uspéSnost meiotického zrani oocyti

Cilem experimentu bylo zhodnotit vliv H,S na tspé&Snost meiotického zrani oocyti,
vyjadienou dosazenim stadia MII po 48 hod. in vitro kultivace. Byl pouzit donor exogenniho
H,S a specifickd kombinace inhibitori enzymu uvoliujicich endogenni H,S (3Ki), pfidanych
do kultiva¢niho média. Jako donor exogenniho H,S byl pouzit 300 uM Na,S. Jako efektivni
3-kombinace inhibitori enzymut (3Ki) byla pouzita 2 mM oxamova kyselina, 2 mM DL-

propargylglycin a 5 mM alfa-ketoglutarova kyselina.

V pribéhu experimentu nebyl vypozorovan statisticky vyznamny rozdil v % zralych
oocyti pii porovnani skupiny kontrolnich oocyti a skupinou oocytd s donorem H,S
(95,00 % + 0,00 ve skupin¢ K vs. 100,00 % + 0,00 ve skupiné s H,S). Signifikatni rozdil
V poctu zralych oocytd byl pozorovan pii porovnani skupin oocyti kultivovanych v ¢istém
kultivaénim médiu (K) s oocyty kultivovanymi s trojici inhibitort enzymu (3Ki). U skupiny
kultivované s efektivni trojici inhibitorti doslo ke statisticky signifikantnimu poklesu zralych
oocyti o 30,80 % v porovnani s kontrolni skupinou (95, 00 % =+ 0,00 u skupiny K vs.
64,20 % + 0,80 u skupiny 3Ki). Pii porovnani se skupinou s donorem H,S, kde pocet zralych
oocytt odpovidal 100 % (+ 0,00), byl pozorovan signifikantni rozdil 35,80 % (100 % + 0,00
ve skupiné H,S vs. 64,20 + 0,08 ve skupiné 3Ki). Rozdily mezi experimentalnimi skupinami

oocytu jsou statisticky vyznamné (P<0,05), viz Graf 5.
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Graf 5: Vliv H,S na tdspésnost meiotického zrani po 48 hod. in vitro kultivace. V kazdé
experimentalni skupiné bylo zahrnuto 120 oocytd, které byly hodnoceny ve tfech nezavislych
experimentech. Osa X znazornuje ti'i skupiny oocytu (K, donor H,S a trojici inhibitora 3Ki), u
nichz bylo hodnoceno dosazeni stadia MII, 0sa y odpovida poctu oocyti (primeér v % =+
S.E.M.). Skupina oocytl H,S byla kultivovana s exogennim donorem H,S (300 uM Na,S).
Skupina oocytd 3Ki byla kultivovana s trojici inhibitord H,S (2 mM oxamova kyselina, 2 mM
DL-propargylglycin, 5 mM alfa-ketoglutarova kyselina).*"Statisticky vyznamné rozdily
(P<0,05).

41



5.4.4 Ovéreni ucinku 3Ki na meiotické zrani za sou¢asného pouziti Na,S

Cilem experimentu bylo zhodnoceni specifity u¢inku 3Ki pomoci 3Ki + Na,S, po 48 hod.
in vitro kultivace. Pro tento ucel byly vytvoieny dvé skupiny oocytl: 1) kontrolni skupina
oocyti kultivovéna v €istém kultivatnim médiu (K), 2) oocyty kultivované v kultivacnim
médiu s piidavkem kombinace specifikych inhibitort enzymua (3Ki) v kombinaci s Na,S,
donorem exogenniho H,S (300 uM Na,S), (3Ki + HS). Oocyty byly kultivovany po dobu 48

hod. a bylo hodnoceno dosazeni stadia MII meiotického zrani.

Z vysledku experimentu vyplyva, ze mezi pokusnymi skupinami neni statisticky
vyznamny rozdil (95,00 % =+ 0,00 zralych oocytii ve skupiné K vs. 91,70 % + 2,20 zralych
oocytu ve skupiné¢ 3Ki+H,S). Zexperimentu je tak patrné, Ze negativni efekt 3Ki na
meiotické zrani spoc¢iva ve skute¢né absenci endogenniho H,S uvoliiovaného enzymaticky v

oocytu. Rozdily mezi experimentdlnimi skupinami oocytd nejsou statisticky vyznamné
(P<0,05), viz Graf 6.
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Graf 6: Ovéreni ucinku 3Ki na uspéSnost meiotického zrani oocyti za soucasného
pouziti 3Ki a Na,S po 48 hod. in vitro kultivace. V obou experimentalnich skupinach bylo
pouzito a hodnoceno 120 oocytl ve tfech nezavislych experimentech. Osa x znazoriuje dvé
skupiny oocytti (K a 3Ki+H,S) ve stadiu MII po 48 hod in vitro kultivace, osa y odpovida
poc¢tu oocyti (prumér v % + S.E.M.). Skupina Koocyti byla kultivovana v Cistém
kultivaénim médiu, skupina 3Ki+H,S oocyti byla kultivovana v kultivaénim médiu
s ptidavkem 2 mM oxamova kyselina, 2 mM DL-propargylglycin, 5 mM alfa-ketoglutarova
kyselina a 300 uM Na,S). Statisticky nevyznamné rozdily (P<0,05).
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5.5 VIiv H,S na kinazovou aktivitu ve zrajicich oocytech

Cilem experimentu bylo zhodnoceni vlivu H,S na aktivitu klicovych kindz meiotického
zrani — MPF a MAPK, podle kvantifikace fosforylovanych specifickych substrati H1 a MBP.
Pro tento ucel byly pouzity oocyty v MI fazi po 24 hod. in vitro kultivace v Cistém
kultivatnim médiu (K) nebo v pfitomnosti Na,S, donoru exogenniho H,S ¢i kombinace

inhibitorii enzymu (3Ki).

5.5.1 VIiv H,S na kinazovou aktivitu MPF ve zrajicich oocytech

Z vysledkl je patrné, ze nejniz$i hodnota fosforylovaného HI, jez je specifickym
substratem MPF, se nachédzi ve skupiné oocytt kultivovanych v pfitomnosti inhibitord
enzymu (3Ki). MPF aktivita v této skupiné vykazuje signifikantné vyznamny pokles oproti
aktivit¢ MPF ve skupin€ kontrolnich oocytd (100,00 % =+ 0,00 ve skupiné K vs.
68,00 % =+ 0,07 ve skupiné 3Ki). Pokles aktivity MPF ve skupiné 3Ki je zaznamendn 1 pfi
porovnani se skupinou oocytt kultivovanych s donorem H,S. V tomto piipadé ¢ini rozdil 28%
(96,00 % = 0,03 ve skupiné H,S vs. 68,00 % + 0,07 ve skupiné 3Ki). Pfi porovnani aktivity u
oocytll kultivovanych v Cistém kultivaénim médiu a aktivitou MPF oocyta kultivovanych s
donorem H,S, nebyl zaznamenan statisticky vyznamny rozdil (100,00 % =+ 0,00 ve skupiné K
vs. 96,00 % + 0,03 ve skupiné H,S). Rozdily mezi experimentalnimi skupinami oocytl jsou

statisticky vyznamné (P<0,05), viz Graf 7.
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Graf 7: Efekt H,S na aktivitu MPF po 24 hod. in vitro kultivace. Kazda experimentalni
skupina zahrnovala 15 oocyti v min. tiech nezavislych experimentech. Osa x znazoriuje tfi
skupiny oocytu (K, donor H,S a trojici inhibitora 3Ki) kultivovanych 24 hod., osa y odpovida
hodnoté fosforylovaného HI. Skupina oocyti H,S byla kultivovana s exogennim donorem
H,S (300 uM Na,S). Skupina oocyti 3Ki byla kultivovana s trojici inhibitord enzymu
uvolnyjicich H,S (2 mM oxamova kyselina, 2 mM DL-propargylglycin, 5 mM alfa-
ketoglutarova kyselina). a‘bStatisticky vyznamné rozdily (P<0,05).
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5.5.2  VIiv H,S na kinazovou aktivitu MAPK ve zrajicich oocytech

Pifi méteni kindzové aktivity MAPK na zaklad¢ fosforylace specifického substratu
MBP byl po 24 hod. in vitro Kkultivace vypozorovan podobny trend jako v experimentu
s kinazovou aktivitou MPF ve zrajicich oocytech. Z vysledki experimentu bylo
vypozorovano, ze nejniz§i hodnota fosforylovaného MBP se nachéazi ve skupiné oocytd, jez
byly kultivovany v pfitomnosti 3-kombinace inhibitorit enzymu (3Ki). MAPK aktivita v této
skupiné¢ vykazuje signifikantné vyznamny pokles oproti aktivit¢ MAPK ve skupiné
kontrolnich oocytt (100 % =+ 0,00 v kontrolni skupiné vs. 68,30 % + 0,07 ve skupin¢ 3Ki).
Pokles aktivity MPF ve skupiné 3Ki je zaznamendn i pfi porovnani se skupinou oocytl
kultivovanych s donorem H,S. V tomto pfipadé ¢ini rozdil 30,50 % (98,80 % =+ 0,03 ve
skupiné H,S vs. 68,30 % ve skupiné¢ 3Ki). Pti porovnani MPF aktivity oocytd kultivovanych
v ¢istém kultivatnim médiu a aktivitou MPF kultivovanych s HS nebyl zaznamenan
statisticky vyznamny rozdil (100 % + 0,00 ve skupiné K vs. 98,80 % + 0,03 ve skupiné¢ H,S).
Rozdily mezi experimentalnimi skupinami oocytl jsou statisticky vyznamné (P<0,05), viz

Graf 8.
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Graf 8: Efekt H,S na aktivitu MAPK po 24 hod. in vitro kultivace. Kazda experimentalni
skupina zahrnovala 15 oocytti v min. tfech nezavislych experimentech. Osa x znazorfuje tii
skupiny oocytt (K, donor H,S a trojici inhibitord 3Ki) kultivovanych 24 hod., osa y odpovida
hodnoté fosforylovaného MBP. Skupina oocyti H,S byla kultivovana s exogennim donorem
H,S (300 uM NayS). Skupina oocytli 3Ki byla kultivovana s trojici inhibitor enzymi
uvolnuyjicich H,S (2 mM oxamova kyselina, 2 mM DL-propargylglycin, 5 mM alfa-
ketoglutarova kyselina). a’bStatisticky vyznamné rozdily (P<0,05).
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6 Diskuze

Vyvoj folikulu a oocytu zahrnuje mnohocetné intraovaridlni a endokrinologické
reakce, které maji vliv na ménici se mikroprostiedi uvnitt folikulu. Tyto reakce umoznuji
vybér antralniho folikulu pro dalsi vyvoj a vznik kompetentniho oocytu vhodného pro
fertilizaci (shrnuto v Dumesic et al., 2015). Znalost téchto procest je zakladni podminkou pro
fungovani, existenci a dal$i rozvoj reprodukcnich biotechnologii jako oboru, ktery se zabyva
cilenymi zasahy do reprodukce zvitat i lidi. Pravé pfesun procesu vyvoje oocytu z téla samice
do laboratornich podminek je klicovym meznikem oboru reprodukce a znalost optimalnich
podminek vyvoje oocytu by proto predstavovala prolomeni soucasnych limitujicich faktort
uspésnosti zrani savéich oocytl in vitro.

Vzhledem k tomu, Ze zraly a oplozeni schopny oocyt ma v reprodukénim traktu
samice pomérn¢ kratkou zivotnost, nacasovani meiotického bloku, stejn¢ jako cely pribeh
zrani oocytu, musi byt pfisné¢ fizen a usmériiovan. K tomu slouzi fada regula¢nich
mechanismt (Mehlman, 2005). Mezi znamé regula¢ni mechanismy patii cAMP, MPF nebo
MAPK (Alberio et al., 2001; Liang et al., 2007; Von Stetina et Orr-Weaver, 2011). Az v
pomérné nedavné dobé zacala byt studovdna tloha a fyziologicky potencial endogennich
plynnych molekul, takzv. gasotransmiterd, na zivocisné tkané¢ (Wang, 2002). Mezi dosud
znamé gasotransmitery patii oxid dusnaty (NO), oxid uhelnaty (CO) a sulfan (H,S) (Wang,
2002; Wu et Wang, 2005; Mustafa et al., 2009b; Starka, 2009). Zatimco tloha NO v procesu
vyvoje a zrani oocyti byla na zaklad¢ experimenti potvrzena (Nakamura et al., 2002;
Chmelikova et al., 2010), vyznam CO a H,S ziistaval dlouho opomijen. H,S byl po desitky let
vniman pouze jako toxicky plyn (Yant, 1930; Mustafa et al., 2009a ; Lindenmann, 2010), jez
pfi vysokych koncentracich zplisobuje poSkozeni dychaci a centrdlni nervové soustavy a
naslednou smrt (Yant, 1930). V soucasné dobé¢ je znamo, ze H,S ma vliv na fadu
biologickych dé&jii a indukuje fadu fyziologickych procest, véetné reprodukcnich. V saméim i
samié¢im reprodukénim systému byly detekovany enzymy regulujici endogenni produkci H,S,
na zaklad¢ c¢ehoz bylo zjisténo, ze H,S ovliviiuje i celou fadu reprodukénich funkei
(Smelcova et Tichovska, 2011) a mezi procesy, které je schopen regulovat patfi také pribéh
meiotického zrani oocytt (Liang et al., 2006; Nevoral et al., 2014; 2015). Také vysledky
experimentt piedkladané diplomové prace prokazaly zapojeni signalni drahy H,S do regulace
meiotického zrani prasecich oocytu.

Na zakladé experimentl byl prokazan vliv endogenné¢ uvolnovaného H,S a exogenné

dodavaného H,S na znovuzahdjeni meiotického zrani prasecich GVBD oocytli a pribch
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meiotického zrani po 24 hod. in vitro kultivace, vyjadieného dosazenim stadia MI. Skupina
oocytli oSetiena 3-kombinaci specifickych inhibitorti enzymi endogenné uvolnujicich H,S
(3Ki) vykazovala signifikantné nizsi pocet oocyti, které prodélaly GVBD, v porovnani
s kontrolni skupinou oocytl. Lze ptedpokladat, ze sledované projevy inhibice téchto enzymu
byly vysledkem fyziologické produkce H,S. Vysledek experimentu je ve shod¢ s predchozimi
pracemi (Nevoral et al., 2015), kde byla fyziologicka role H,S Vv procesu meiotického zrani
prasec¢ich oocytli pozorovana.

V dal$im experimentu byl prokazan vliv H,S také na prubéh meiotického zrani
prase¢ich oocytll po 24 hod. in vitro kultivace, vyjadieného dosazenim stadia MI. Pocet
oocytu, jez dosahl stadia MI, byl ve skupin¢ oocytli oSetfenych inhibitory enzymu statisticky
vyznamné nizsi, nez ve skupiné¢ kontrolnich oocytii. Vzhledem k tomu, Ze pozadovaného
stadia MI dosahlo pouhych 30 % oocytli, mizeme spekulovat nad tim, Ze enzymaticka
produkce H,S je v tomto piipadé pro postup do dalsi faze zrani oocytu nezbytna. V souladu
s vysledky tohoto experimentu je i prace Nevorala et al., (2014), v niz byl hodnocen vliv
donoru H,S na jaderné zrani praseéich oocytli a v niz bylo prokazano, ze donor H,S ma
pozitivni vliv na meiotické zrani.

Dalsimi experimenty byla prokazana fyziologicka tiloha H,S-uvoliiujicich enzymu i
pfi dosazeni stadia MII po 48 hod. in vitro Kultivace. V prubéhu experimentu byl
vypozorovan statisticky vyznamny pokles Vv procentu zralych oocytii ve skupiné oocytil
kultivovanych se specifickou kombinaci inhibitord enzymt uvoliiujicich H,S, ¢imz je i
vV tomto piipadé prokazana shoda s pifedchozimi studiemi (Nevoral et al., 2015). Pro ovéfeni
specifity ucinku 3Ki byly oocyty v ndsledujicim experimentu po dobu 48 hod. soucasné
kultivovany s inhibitory enzymti a s donorem exogenniho H,S. V experimentu nebyl
zaznamenan statisticky vyznamny rozdil v poctu zralych oocytli v kontrolni skupiné a ve
skupiné kultivované v kultivatnim médiu s pfidavkem 3Ki a exogenniho donoru H,S.
Rychlost zrani u obou skupin oocyti byla shodna, na zaklad¢ ¢ehoz lze predpokladat, ze
negativni efekt 3Ki na meiotické zrani spociva skute¢né¢ v absenci endogenniho H,S
uvoliiované¢ho enzymaticky v oocytu.

| v diive publikovanych studiich (Krej¢ova et al., 2015) je demonstrovan pfiznivy vliv
exogenné dodavaného H,S na procesu prodlouzené kultivace in vitro dozralych oocytd a
urychlujici efekt na meiotické zrani oocytti (Nevoral et al., 2014). Koncentrace dodavaného
donoru H,S v téchto experimentech byly srovnatelné s jeho fyziologickymi hodnotami ve
tkanich, z ¢ehoz vyplyva, ze G¢inky Na,S nebyly vysledkem toxicity H,S, nybrz jeho
fyziologické funkce jako gasotransmiteru (Nevoral et al., 2014).
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Meiotické zrani sav¢ich oocytl je regulovano fadou mechanismi (Mehlman, 2005).
Mezi hlavni regulacni faktory komplikovaného a souhrnného procesu meiotického zrani
oocytl patii proteinové kinazy MPF a MAPK (Tian et al., 2002). Pro jejich spravnou funkci
jsou tieba takzvani druzi poslové, signalni molekuly, jejichz koncentrace v buice prudce
vzristd po navazani prvnich posld na membranovy receptor (Lodish et al., 2007).
K vyznamnym druhym poslim patéi napt. cAMP, ¢cGMP, Ca®* (Alberts et al., 2005) a
v neposledni fadé 1 gasotransmiter H,S (Wang, 2002). V naSich experimentech jsme
prokazaly vliv H,S na aktivitu téchto kli¢ovych kinaz meiotického zrani a to prostfednictvim
kvantifikace fosforylovanych specifickych substrati H1 a MBP. Z vysledkl experimentt je
patrné, Ze nejnizsi hodnota fosforylovaného H1, specifického substratu MPF, se nachdzi ve
skupiné oocyti kultivovanych v pfitomnosti inhibitori enzymt. Podobny trend byl
vypozorovan i pii méfeni kinazové aktivity MAPK na zakladé fosforylace specifického
substratu, MBP. Molekularni mechanismus uéinku H>S na MPF a MAPK zistava zatim
neznamy, nicméné jako jeden z moznych mechanismt se jevi proces S-sulfhydratace,
post-transla¢ni mechanismus (Zhao et al.,, 2014), ktery prostfednictvim zmény aktivity
proteini a kinaz (Snijder et al., 2013) idi a ovliviiuje fadu metabolickych procest v buiice
(Mustafa et al., 2009a). Zhao et al. (2014) prokazali, ze H,S ma v somatickych burnikach
schopnost sulfhydratovat mimo jiné i MEKI, ktery je dulezitou soucasti signdlni kaskady
vedouci pravé k aktivaci MPF a MAPK, klicovych kinaz meiotického zrani. MEK1 je
sulfhydratovan na cystein 341, ktery vede k aktivaci PARP-1, enzymu regulujiciho stabilitu
genomu (Zhao et al., 2014). Byl tedy vytvoien ptredpoklad, ze k podobné aktivaci dochazi
ucinkem endogenné uvolnéného H,S rovnéz v pribéhu meiotického zrani a Ze prave
procesem S-sulfhydratace MEK1, H,S vyznamné zasahuje do aktivace MAPK a MPF, ¢imz
vyznamné ovliviiuje a reguluje proces meiotického zrani oocytu.
v dozralych MII prasecich oocytech po 48 hod. in vitro kultivace vykazuje skupina oocyti
s pfidavkem exogenniho donoru HS. Nejniz$i hodnota této kindzy ve skupin€ oocytl
s ptfidavkem H,S nicméné nekoresponduje s rostouci aktivitou MAPK. To lze vysvétlit 1 tim,
7e oba sledované faktory a jejich intenzita byla hodnocena v rozdilny moment meiotického
zrani prasecich oocytt.. Zatimco hodnota MAPK byla sledovana u oocytii po 16 — 24 hod. in
vitro kultivace, relativni intenzita signalu MEK1 byla sledovana v dozralych MII oocytech po
48 hod. in vitro kultivace. Pfi rozdilnych ¢asovych momentech méfeni spolu tyto faktory
nemusi nutné plné souviset. Proto na$ predpoklad, Zze signalni kaskdda MEK1-MAPK mtze

byt H,S ovliviiovana a ze H,S mize sulfhydratovat MEK1 (Zhao et al., 2014) v prib¢hu
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meiotického zrani oocytl, nelze nutné zamitnout. Navic lze predpokladat, ze sledované
zpomaleni meiotického zrani v pfedchozich experimentech, vyjadienych GVBD, dosazenim
MI a MII stadia, oSetfenych specifickou kombinaci inhibitord enzym 3Ki mliZze mit pficinu
pravé v neadekvatni regulaci signalni drahy MEKI-MAPK prostiednictvim procesu
S-sulfhydratace v pocatecnich fazich meiotického zrani.

V experimentu, kde jsme zjist'ovali pfitomnost PARP-1 v dozralych MII oocytech po
48 hod. in vitro kultivace nebyla prokdzana relevantni zavislost intenzity signalu PARP-1
vV oocytech na pfitomnosti raznych koncentraci H,S Vv kultivacnich médiich. Je proto
pravdépodobné, ze signalni kaskdda MEKI-PARP-1 neni H,S-dependetni. Mizeme
spekulovat nad tim, ze enzym PARP-1 neni regulovan pouze kaskadou MEK1-PARP-1, ale
ze existuji jesté jiné nadiazené faktory PARP-1 regulujici. Jak ve své studii uvadeji Ba et
Garg (2011), pfestoze je znama dtlezita role PARP-1 jako multifunkéniho enzymu dtlezitého
pro udrzovani integrity genomu, signalizacnim udalostem, které¢ vedou k jeho aktivaci a tém,
které ho moduluji, nebylo dosud vénovéano pftili§ pozornosti. Hlavnim spousté¢em vedoucim
k aktivaci PARP-1 se zda byt ptfimo samotné poskozeni DNA, prostiednictvim antioxidantt
nebo genotoxicity, nicméné jakym zptisobem se signal o poskozeni DNA piendsi piimo
k enzymmu PARP-1, zlstava zatim pfedmétem dal$iho zkoumani (Ba et Garg, 2011). Jako
jednou z moznych cest se ukazuje byt nadmémy piijem Ca®* mitochondriemi a nasledna
mitochondrialni produkce ROS, vedouci k aktivaci PARP-1 (Gupta et al., 2009)

V experimentech piedkladanych v této diplomové praci byla potvrzena védecka
hypotéza o vlivu endogenni produkce H,S na prubéh meiotického zrani prasecich oocytt.. Ve
vSech doloZenych experimentech doslo po pfidani 3Ki k signifikantnimu zpomaleni pribéhu
meiotického zrani prasecich oocytl. Je tedy ziejmé, ze H,S se aktivné zapojuje do regulace
procesu spojenych s meiotickym zranim. V experimentech byl navic prokazan nesporny vliv
H,S na aktivitu klicovych kindz meiotického zrani — MPF a MAPK a akcelera¢ni efekt H,S na
kinazovou aktivitu ve zrajicich oocytech. Stale existuje ptedpoklad, ze H,S je schopen
ovlivnit tyto proteinové kinazy na zaklad¢ S-sulfhydratace MEK1 v moment¢ GVBD.
Hypotéza o zapojeni H,S do regulace signalni kaskddy MEK-PARP-1 regulujici stabilitu
genomu potvrzena nebyla. Dal$i experimenty jsou nezbytné k vhodnému ovéfeni mechanizmu
ucinku H,S, zejména pak pro ovéfeni aktivace MEKI prostiednictvim post-translacni

modifikace S-sulthydrataci.
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7 Zavér

Meiotické zrani je komplikovany proces, jehoZ vystupem je vznik oplozeni schopného
oocytu. Tim je zaroven determinujicim faktorem vzniku a vyvoje nového jedince. Pfestoze se
jedna o vyznamny proces a klicovy d¢j reprodukce a Zivota kazdého zivého jedince, neni
proces meiotického zrani dodnes plné€ prostudovan. Naopak jsou objevovany nové faktory,
které do onoho souhrnného procesu zasahuji a které ho fidi a reguluji.

Jednim z nich je i H,S, plynna molekula endogenniho pivodu. H,S patii do rodiny
gasotransmiter, molekul plyni volné prostupnych ptes plazmatickou membréanu, plnici v
organismu dulezitou roli pfenasSect bunécéné signalizace.

Na zéklad¢ experimentli predkladané diplomové prace byla potvrzena hypotéza, ze
endogenni produkce H,S ma nesporny vliv na pribéh meiotického zrani. Prostfednictvim
inhibice enzymu, které jsou zodpovédné za endogenni produkci H,S v prasecich oocytech,
bylo demonstrovano zpomaleni meiotického zrani vyjadieného GVBD, dosazenim MI a MII
stadia. Zaroven byl prokdzan vliv H,S na aktivitu kli¢ovych kindz meiotického zrani, MPF a
MAPK. Je tak ziejmé, ze HpS funguje Vv oocytech jako signalni molekula, kterd je pro
bezproblémovy pribéh meiotického zrani nezbytné. Dalsi experimenty zaméfené na testovani
signalni kaskady H,S-MEK1-PARP-1, regulujici stabilitu genomu, nepotvrdily zapojeni H,S
do bunécné signalizace prostiednictvim MEK1 a PARP-1. I ptesto lze na zakladé kvantifikace
PARP-1 poukédzat na protektivni G€inky donoru HjS, pro objasnéni jeho molekuldrniho
mechanismu je vSak zapotiebi dalSich experiment.

Vysledky experimentt této diplomové prace mohou piispét k lepSimu pochopeni
procest, které v oocytu béhem meiotického zrani probihaji. Tyto poznatky by mohly byt
zaroven vyuzitelné pro zvyseni UspéSnosti v oblasti lidské asistované reprodukce a
reprodukénich biotechnologii zvitat, kde je vznik oplozeni schopného oocytu pro uspésny
embryonalni vyvoj a normalni vyvoj zdravého jedince determinujicim faktorem. Studium
H.S, jako faktoru regulujiciho meiotické zrani, mize vést k preciznéjs$i suplementaci
kultivacnich médii a vytvofeni optimalnéjSich podminek pro vyvoj oocytu mimo in vivo
podminky. Je proto zapotiebi odhalit celou komplexni a slozitou kaskddu reakci a zcela tak

objasnit cely proces meiotického zrani oocyti.
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