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Summary

A sufficient number of successfully in vitro matured oocytes, enclosed in cumulus ells
and creating a cumulus-oocyte complex (COC), is key for advances in assisted reproduction.
While oocyte maturation occurs, mucification of surrounding cumulus cells, called cumulus
expansion, takes place simultaneously. Therefore, cumulus expansion is a significant
regulating process of oocyte maturation.

Cumulus expansion consists of the enlargement of the extracellular matrix based on
glycosaminoglycan synthesis, in particular hyaluronic acid (HA) (Nakayama et al. 1996). As
such, general cumulus expansion intensity can be used as the biomarker for the
aforementioned changes.

Visual evaluation of expanded COCs (Vanderhyden et al. 1990) or their area
measurement (Daen et al. 1994) are still used for the evaluation of cumulus expansion.
Nevertheless, these methods do not affect the three-dimensional structure of expanded cumuli
and cannot uncover differences in HA synthesis after COC treatment. Therefore, the use of
radioisotope-labelled HA precursors (Eppig 1980) or analytical assessment of HA by
hyaluronidase-induced f-elimination (\Volpi 2000) enable to utilize the mentioned advantages.
Analytical methods of HA analysis are not being used, although more precise results of
cumulus expansion can be determined in this way. Based on best knowledge, we
hypothesized that introducing the HA analysis of in vitro cultured COCs can serve as a
predictable marker of cumulus expansion and the corresponding stage of oocyte maturation.

The COCs were cultured in modified M199 medium for 8-48 h. The samples for the
HA analysis were prepared on an 8-hour time scale, and HA retained in COCs was measured
using a spectrophotometric method adapted for this purpose. We observed an increasing
quantity of HA during the in vitro cultivation. A comparison with expanded COCs’
classification or expansion area proved the proposed method of HA analys is suitable for the
evaluation of cumulus expansion in vitro. The next part of this study was focused on the
testing of selected factors on cumulus expansion in vitro by HA analysis. Our findings
consider the quantity of HA-expressed cumulus expansion to be a valuable marker of COC
quality enabling an adequate oocyte meiotic stage estimation.
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Ptehled o souc¢asném stavu poznani

Limitujicim faktorem rozvoje reprodukcnich biotechnologii je zisk dostate¢ného
mnozstvi kvalitnich vyvojové kompetentnich oocytti ve stddiu metafaze II. meiotického
déleni. Reseni pfinasi studium meiotického zrani a kumularni expanze.

Kumularni expanze spociva v produkci extracelularni matrix, zejména hyaluronové
kyseliny (HA) (Nakayama et al., 1996). Vlivem kumularni expanze dochazi postupné
Kk pferuSeni komunikaénich propojeni mezi oocytem a kumuldrnimi bunkami, coZz ma za
nasledek izolaci oocytu od regulac¢nich faktori z kumularnich bunék (Chen et al., 1990). Bylo
prokazano, ze dostateény pocet vrstev kumularnich bunék spolu s adekvatni produkci HA
Vv prib¢hu expanze kumulu jsou klicové pro uspésSné meiotické zrani oocytu, oplozeni a Casny
embryonalni vyvoj (Chen et al., 1993; Yokoo et al., 2010). Lze tak pfedpokladat, ze HA je
pouzitelnym markerem kvality kumularni expanze a tak i kvality COCs, pouzivanych v
postupech reprodukénich biotechnologii (Han et al., 2006).

Vyznamu kumulérni expanze je jiz po dlouhou dobu vyuzivano pro hodnoceni kvality
COCs. Existuje n€kolik zplsobl hodnoceni kumularni expanze, které lze rozdélit do dvou
hlavnich skupin: 1) prvni skupina zahrnuje metody zalozené na vizualnim hodnoceni COCs,
2) druha skupina se soustfedi na stanoveni obsahu HA. Mezi vizudlni metody patii metoda
subjektivni klasifikace COCs (Vanderhyden et al. 1990) a stanoveni plochy expandovaného
kumumulu Daen et al. (1994). Vyhodou vizualnich metod je neinvazivni pracovani COCs a
mozny sbér dat béhem kultivace in vitro. Nevyhoda pak spoc¢iva piedev§im v subjektivnim
hodnoceni COCs. Metody zaloZené na méfeni obsahu HA vyuzivaji biologického poznatku,
7e v pritbéhu expanze kumulu dochézi k piibyvani obsahu HA v COC. Radi se sem metody
radioaktivniho oznaceni prekurzorG syntézy HA (Eppig 1980; Nagyova et al., 1999),
imunologickd metoda ELISA (Kongtawelert et Ghosh, 1990), spektrofotometrické méfeni
koncentrace Stépnych produkti HA (Chen et al., 2005) nebo kapalinova chromatografie
(Volpi, 2000). Analytické ne-izotopové metody méteni HA nejsou doposud rutinné vyuzivany
pro hodnoceni kumulérni expanze COCs, pfestoze jsou ve srovnani s metodami vizualnimi
vyznamné spolehlivéjsi a presnéjsi. Jako nejvhodnéjsi se v soucasné dobé jevi metoda
analytického stanoveni produkt B-eliminace pomoci spektrofotometrie. Tento postup se zda
byt dostateCné piesny a soucasné¢ ekonomicky pfiznivy tak, aby naSel uplatnéni v rutinnim

vyuziti postupil asistované reprodukce i v zdkladnim biologickém vyzkumu — napf. pro



testovani ucinku latek ovliviiujicih meiotické zrani oocytl (napf. H,S) nebo odhadu vlivu

polutantti (napt. BPS) na zrani oocytu in vitro.

Védecke hypotézy a cile prace

Byla stanovena hypotéza, ze analytické stanoveni hyaluronové kyseliny pomoci
méfeni produktd B-eliminace vin vitro kultivovanych COCs muze slouzit jako marker
kumulérni expanze, odpovidajici stadiu meiotického zrani oocytu.

Hypotéza byla ovéfena na zaklad¢ testovani dil¢ich cili. Nejprve byla zavedena
metoda analytického stanoveni HA v COCs prasete, kdy byla stanovena vhodna kombinace
média a enzymu s hyaluronidazovou aktivitou a optimalizovana metoda spektrofotometrie.
Dale byla ovétena detekce produktt B-eliminace, ovéfena zavislost obsahu HA na mnozstvi
COCs a nakonec byla metoda spektrofotometrie porovnana s vizualnimi metodami hodnoceni
kumularni expanze. DalSim cilem bylo otestovat vliv vybranych faktori na kumulérni expanzi
prasecich COCs in vitro metodou spektrofotometrie. Testovany byly: gasotransmiter sulfan,

Cesnekovy derivat S-allyl cystein a endokrinni disruptor bisfenol S.

Material a metody

Méreni polymeru HA a standardi oligomeria HA pomoci spektrofotometrie a HPLC

Ke stanoveni obsahu HA byla provedena enzymaticka digesce HA polymeru
prostiednictvim B—eliminace glykosidické vazby specifickou hyaluroniddzou ze Streptomyces
hyalurolyticus (SHH) (Vanderhyden, 1993). P#i této chemické reakci je HA polymer
enzymaticky St€pen na dimery (HA2) a dal$i oligomery HA obsahujici ve své struktufe
dvojné vazby. Soucasné byly analyzovany standardy HA oligomerd (Contipro Group s.r.o0.,
Czech Republic): tetramery (HA4), hexamery (HAG), oktamery (HA8) a dekamery (HA10).
Oligomery HA byly detekovany spektrofotometrickym proméfenim v ultrafialovém (UV)
absorpcnim spektru. Vzorky byly spektrofotometricky méteny v kyvetach Einmal-Kiivetten,
UV-Kiivette mikro (7592 00, Plastibrand) na pfistroji Helios Gamma (Spectronic, Thermo
Fisher Sci) pfi vlnové délce 216 nm proti blanku, ktery sestdval z ptisluSného média a
enzymu, bez obsahu HA.

Soucasné byla provedena analyza pomoci HPLC. HPLC analyza byla provedena na
pfistroji UltiMate 3000 (Thermo, USA), vybaveném automatickym odbéracem vzorka
(10 °C), kolonou (35 °C) a PDA detektorem (nastaveny pii vinovych délkach 210 a 235 nm).

Objem vsttikovani 25 ul, pratok mobilni faze 1,5 ml/min, celkova doba chodu 40 min.
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Separace analytu byla provedena na Shodexové kolon¢ (IEC QA-825) za vyuziti gradientu
eluce. Mobilni faze sestavala z A) 0,02 M roztoku sodium chloridu a vody a B) 0,25 M
roztoku sodium chloridu a vody. Gradient byl nasledujici: 0 min — 100 % A, 25 min 24 % A,
26-32 min — 100 % B, re-ekvilibrace 33-40 min 100 % A. V obou ptipadech byla pouzita
polynomicka osmi-bodova kalibra¢ni k#ivka (od 7 ul/ml do 1000 ul/ml).

In vitro kultivace COCs a hodnoceni meiotického zrani oocytu

COCs byly odebirany z ovarialnich folikuli o rozméru 2 — 5 mm aspiraci 20-G jehlou.
Zrani COCs probihalo v modifikovaném mediu M199 (Sigma-Aldrich), obohaceném o 32,5
mM sodium bikarbonat; 2,75 mM kalcium L-laktat; 0,025 mg/ml gentamicin, 6,3 mM
HEPES; 13,5 iu eCG: 6,6 iu hCG/ml (P.G.600; Intervet International B.V., Boxmeer,
Holandsko) a 5% (v/v) fetalni bovinni sérum (Sigma-Aldrich). Kultivace COCs probihala 0 —
48 hod. v 4-jamkovych Petriho miskach (Nunc, Thermo Fisher Scientific, Inc., Waltham,
MA, USA) obsahujicich 1,0 ml kultiva¢ni média, pti 39 °C ve smési 5,0% CO; ve vzduchu.

Experimentalni skupiny byly oSetfeny inhibitory sulfan uvoliujicich enzymd,
¢esnekovym derivatem SAC a endokrinnim disruptorem bisfenolem S (BPS). Jako inhibitory
sulfan uvoliujicich enzymi byly pouzity v trojkombinaci (3Ci) kyselina oxamova (2,0 mM),
DL-propargylglycin (2,0 mM) a kyselina o-ketoglutarova (5,0 mM), inhibujici specificky
CBS, CTH a 3-MPST. Pouzity ¢esnekovy derivat SAC byl testovan v koncentracich 0,1 mM,;
0,5 mM a 1,0 mM. Endokrinni disruptor BPS byl testovan v koncentracich 3,0 nM; 300 nM a
30 uM.

Po ukonceni kultivace byly oocyty zbaveny kumularnich bunck, montovany na
mikroskopickad sklicka a fixovana v ethanolu a kyseliné¢ octové (3:1, v/v). Oocyty byly
obarveny 1,0% roztokem orceinu a stadium meiotického zrani bylo vyhodnoceno pod
mikroskopem s fazovym kontrastem podle kritérii publikovanych Motlikem a Fulkou (1976):
GV — zarodecny vacek, LD — pozdni diakineze, MI — metafaze I, AITI — pfechod anafaze I do
telofaze I, MII — metafaze II.

Klasifikace expandované¢ho kumulu

Kumularni expanze byla vizualné hodnocena pomoci subjektivniho 5 — stupfiového
syst¢tmu podle Vanderhyden et al. (1990). Stupné 0 az +4 koresponduji se zvySujici se
intenzitou expanze. Stupent 0 indikuje stadium bez pozorovatelné expanze, +1 indikuje
minimélni pozorovatelnou expanzi, +2 expanzi rozsifenou v nékolika vrstvach, +3 kompletni
expanzi krom¢ vrstvy corona radiata, a +4 komletni expanzi zahrnujici vrstvu corona

radiata. Data byla vyjadiena jako procentualni ¢ast z populace COCs.
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Méreni plochy COCs

Pro méteni plochy expandovaného kumulu byl pouzit postup publikovany Daen et al.
(1994) s provedenymi modifikacemi. Za vyuziti monochromatické CCD kamery (ProgRea
CT1, Jenoptik, Némecko) se softwarem NIS Elements (Laboratory Imaging, Ceska republika)
byly kazdych 8 hod. zhotoveny snimky stejnych skupin COCs (25x COCs/skupina). Nasledné
byla provedena analyza obrazu za vyuziti prahovani a méfeni plochy 25 COCs. Data byla

vyjadiena relativné k COCs po 48 hodinové kultivaci.

Zpracovani expandovaného kumulu a izolace HA

Skupiny po 25 COCs byly kultivovany v 1 ml kultivacniho média M199, za vyse
uvedenych podminek, v ¢asovém intervalu od 0 do 48 hod. Po ukonceni kultivace byly COCs
4x proplachnuty v 500 ul PBS-PVA a oocyty byly oddéleny mechanicky opakovanym
pipetovanim v pribehu posledniho proplachu. Ke stanoveni zadrzené¢ HA v expandovaném
kumulu byly expandované¢ kumuly pfeneseny do mikrozkumavky v 500 pul PBS-PVA a
nasledné¢ enzymaticky S$tépeny za vyuziti hyaluronidazy ze Streptomyces hyalurolyticus
(SHH, 2 iu/ml, Sigma), pii 39 °C pfes noc. Vzorky zadrzené HA v COCs byly uchovavany pii
-20 °C do prométeni. Po spektrofotometrické analyze byla syntéza HA vyjadiena jako

koncentrace HA (pg/ml) v ziskaném roztoku.

Statisticka analyza

Vsechny experimenty byly zopakovany nejméné tfikrat. Data byla analyzovana
postupem obecnych linearnich modeldt (GLM — General Linear Models) v softwaru SAS
(Statistical Analysis Systém, Version 9.3, 2012). Vyznamné rozdily mezi skupinami byly

stanoveny pomoci t-testu a Sheffeho testu. Hladina vyznamnosti byla stanovena na P < 0,05.



Vysledky a diskuse

1 Zavedeni analytické metody spektrofotometrie a jeji porovnani s metodami vizualnimi
1.1 Testovani enzymi s hyaluronidazovou aktivitou v odliSnych médiich a optimalizace
vinové délky pro spektrofotometrické méreni

Spektrofotometrickym proméfenim bylo ureno optimdlni médium pro digesci lydzy
ze Streptomyces hyalurolyticus (SHH) a optimalni vilnova délka pro spektrofotometrickou
analyzu s maximalnim vynosem absorbance. Jako optimalni médium byl urcen fostatovy pufr
PBS, popi. PBS obohacené o 0,01% PVA, které je z hlediska manipulace s COCs vyhodnéjsi.
Ke $té€peni polymeru HA byla pouzita lyaza produkovana Streptomyces hyalurolyticus (SHH)
(Eppig, 1980; Vanderhyden, 1993), ktera k enzymatické digesci vyuziva chemické reakce f3-
eliminace za vzniku dvojnych vazeb. Pouze dvojné vazby v dimerech a oligomerech HA
vzniklé $t€penim SHH jsou schopné absorpce v UV oblasti (Alkrad et al., 2003). Naopak, za
zcela nevhodnou byla oznafena hyaluroniddza izolovand z bovinnich testis, kterd S$tépi
polymer HA hydroliticky, kdy nedochazi k vzniku dvojné vazby (Saitoh et al., 1995).
Nésledné byla kombinace SHH-PBS pouzita pro pfipravu standardd, které byly prométeny
vV rozmezi 190-280 nm pro zjiSténi optimélni vinové délky. Optimdlni vinova délka v nasich
laboratornich podminkach byla stanovena na 216 nm a nasledné pouzita v dalSich
experimentech. Soucasné byl stanoven detekéni limit spektrofotometrie, absorbance rovna
~0.13, kdy 60 pg/ml HA polymeru byla urena jako minimalni koncentrace pro detekci

produkti f—eliminace.

1.2 Méfeni standardii roztoku HA polymeru a jeho oligomeri

Pro ovéfteni, Ze je pfi spektrofotometrické analyze detekovan St€peny HA polymer,
byly pouzity oligomery HA (4HA — 10HA). Ziskana data potvrzuji pfedesla méfeni polymeru
HA po digesci SHH jako vysledek ptitomnosti produkta p—eliminace se srovnatelnou
absorbanci. Pti spektrofotometrické analyze $§tépnych produktdi HA po digesci SHH byly
zjiStény nizsi hodnoty absorbance ve srovnani se standardy nestépenych oligomert 4 — 6 HA
Vysvétlenim miize byt, ze pii digesci HA polymeru prostfednictvim SHH dochazi k mirnym
ztratam oproti nestépenym polymertum o délce 4 — 6 HA opakovani nebo nizsi efektivita lyazy

SHH ve $tépeni oligomert, kdy vétSina Stépnych produktt ziistava v délce 8 — 10 HA.

1.3 Zavislost mnoZstvi HA na po¢tu COCs ve vzorku

Cilem experimentu bylo ovéfit, zda je HA v COCs prasete vySe popsanou metodou
méfitelnd a pouzitelnd jako spolehlivy ukazatel kumularni expanze. Pro tento ucel byly
pouzity vzorky s riznym poctem COCs (15, 25, 50). Timto experimentem byla prokazana

5



zavislost koncentrace HA na mnozstvi COCs, kdy HA zadrzena v COCs byla signifikantné
zvySena ve vzrorcich obsahujicich 50 COCs. Ackoliv mezi vzorky obsahujicimi 15 a 25
COCs nebyly v obsahu HA pozorovany statisticky vyznamné rozdily, vzorky s 25 COCs
poskytuji pfesnéjsi analyzu s ohledem na variabilitu COCs. Uvedené vysledky dokazuji, Ze
pouzitd metoda je schopnd analyzovat nejen chemicky cisty produkt HA, ale rovnéz HA
izolovanou z biologické matrice, kterou je v tomto experimentu praseci COCs, pfipravené
vjiz difive oveéfeném pufru PBS-PVA. Vysledek experimentu dokazal, ze produkty
spektrofotometrického méfeni po digesci HA odpovidaji produktim p—eliminace, které v

redlnych vzorcich COCs odrazeji obsah HA.

1.4 Porovnani jednotlivych metod hodnoceni kumularni expanze

V naSich experimentech byla porovnavana HA analyza sbézné pouzivanymi
metodami hodnoceni kumularni expanze — subjektivni klasifikaci COCs (podle Vanderhyden
et al., 1990) a méfenim plochy expandovaného kumulu (podle Daen et al., 1990) (viz. Ptiloha
1). VSechny pouzité metody prokazaly narGstajici trend v prabéhu in vitro kultivace COCs.
Klasifikace kumulu a méfeni plochy prokazaly prvni signifikantni nartist po 16-ti hodinach
kultivace. Naproti tomu nebyl detekovan rozdil v obsahu HA a signifikantni narist nebyl
naméfen ani mezi 16 a 24 hod. Signifikantni narist v produkci HA byl pozorovan mezi 40 —
48 hod., kdy metody klasifikace kumulu a méfeni plochy rozdily nezaznamenaly. Soucasné
byla provedena kontrola meiotického zrani oocyt, kdy byl pozorovan jeho standardni
prubéh. Jako nejvice konzistentni se jevi metoda méfeni plochy expandovaného kumulu. Na
druhou stranu tato neinvazivni jednoducha metoda neni schopna postihnout trojrozmérnou
strukturu expandovaného kumulu, ktera muze byt v prub&éhu in vitro kultivace ovlivnéna
fadou slou€enin. Trojrozmérnou strukturu COCs respektuji metody zaloZené na méfeni
komponent expandované¢ho kumulu, ¢asto nejhojnéji zastoupenou HA. Metoda analytického
stanoveni HA prostiednictvim spektrofotometrie spojuje vyhody metod zaloZenych na métfeni
obsahu GAGs, ¢ili objektivni hodnoceni kumularni expanze, které je schopno postihnout 3D
strukturu expandovaného kumulu. Soucasné odstranuje jejich hlavni nevyhody, které

spocivaji zejména v praci s radioaktivnim materialem.

2 Testovani vybranych faktori na prubéh kumularni expanze in vitro

Po vyvoji a ovéteni spektrofotometrické metody analyzy $tépnych produkti HA byla
metoda zavedena do experimentll, studujicich signdlni molekuly gasotrasmiterti, latky
S potencidlné pozitivnim ucinkem stejné jako polutanty ohrozujici kvalitu COCs a oocytil

(viz. Ptiloha 2).



2.1 Vliv gasotransmiteru sulfanu na kumularni expanzi prase¢ich COCs in vitro

V ptipad¢ inhibice endogenni produkce sulfanu byl pozorovan statisticky vyznamny
pokles v produkci HA o0 33,5 % (viz Obr.2A). Soucasné byl pozorovan statisticky vyznamny
pokles poctu oocytli schopnych dosdhnout stadia metafaze II, prechodu anafaze I/ telofaze I i

metafaze 1 po 48 hod. kultivace (viz Tab. 2A). Je znamo, Ze meiotické zrani muze byt

aktivity MPF a MAPK spole¢n¢ se zrychlenym in vitro zranim oocyti po aplikaci donoru H,S
byla popsana na prase¢ich oocytech (Nevoral et al., 2014). Doposud nebyl prokazan piimy
efekt H,S na MPF a MAPK a pfesny mechanizmus uc¢inku H,S na MPF a MAPK neni znam.
Bylo popséno, ze H,S ovliviiuje fadu faktorti prostfednictvim jejich piimé sulfhydratace
(Mustafa et al., 2009). Lze piedpokladat, ze H,S plisobi na MPF a MAPK nepiimo
prostfednictvim jinych molekul, napt. iontovych kanalt (Tang et al., 2010) nebo nadfazenych
kinaz (Hu et al., 2008; Huang et al., 2010), a ze sulthydratace téchto proteinii mize nasledné
ovlivitovat meiotické zrani oocytu. U somatickych bun€k byl popsan stimulacni efekt H,S na
signalni drahy cAMP/PKA (Njie-Mbye et al., 2012) a PI3K/Akt (Huang et al., 2010), o
kterych je znamo, Ze se rovnéz Gcastni regulace zrani oocytu (Wassarman, 1988; Kalous et

al., 2009).

2.2 Vliv ¢esnekového derivatu S-allyl cysteinu na kumularni expanzi prase¢ich COCs in
vitro

Cesnekové derivaty jsou zndmy svymi antioxidaénimi G&inky na Zivodisné buiiky
(Banerjee et al., 2001), ve kterych vychytavaji volné radikaly (Prasad et al., 1996).
Mechanizmus ptsobeni ¢esnekovych derivati spociva pravdépodobné v jejich zapojeni do
signalnich kaskad produkce sulfanu. V experimentech provedenych na somatickych bunikach
bylo prokdzano, ze ¢esnekové derivaty stimuluji aktivitu sulfan produkujicich enzymi a tim
produkci H3S, ktery nasledné ptsobi antioxidacné a antiapoptoticky (Louis et al., 2012; Chen
et al., 2016). V nasich experimentech nebyl prokazan statisticky vyznamny rozdil v obsahu
HA v COCs ani v meiotickém zrani oocyti po osetfeni SAC (viz. Obr.2B). Dvotakova et al.
(2016) rovnéz popisuje, ze SAC neovliviiuje MFP ani MAPK.

2.3 Vliv endokrinniho disruptoru Bisfenolu S na kumularni expanzi COCs in vitro

V piipad¢ in vitro zrani doslo u vSech testovanych koncentraci BPS ke statisticky
vyznamnému sniZzeni poctu oocytl schopnych dosdhnout MI faze po 24 hod. kultivace a MII
faze po 48 hod. kultivace (viz Tab 2C). Naopak v pfipadé hodnoceni kumularni expanze

vysledky prokazaly, ze BPS je schopen zvysit mnozstvi zadrzené HA v COCs (viz obr. 2C).



Tento efekt byl pozorovan po 24 i 48 hodinové kultivaci in vitro v koncentraci 300 nM BPS.
Je znamo, ze BPS je schopen v organizmu napodobovat G¢inky estrogenii (Michalowicz et al.,
2015). V ptipad¢ mysich oocyti bylo popsano, ze 17p—estradiol je zodpovédny za adekvatni
expanzi kumulu a rovnéz expresi normalni hladiny mRNA pro hyaluronan-syntetizujici
enzym HAS2 in vitro (Sugiura et al., 2010). Lze ptedpokladat, Ze prostfednictvim
estrogenniho efektu BPS dochézi ke stimulaci hyaluronan-syntetizujicich enzymi a tim ke

stimulaci produkce HA.

Zavér

Cilem disertacni prace bylo ovéfit hypotézu, ze hyaluronova kyselina (HA) je
markerem kumuldrni expanze odpovidajici stddiu meiotického zrani a kvalité¢ oocytu. Pro
tento Gcel byla vyvinuta metoda analytického stanoveni HA v kumulo-oocytarnich
komplexech savci. Metoda je zaloZena na spektrofotometrickém stanoveni koncentrace
Stépnych produktt B-eliminace HA, pficemZz byla nasledné¢ ovéfena a zavedena do
experimentu.

V prubéhu testovani vlivu vybranych faktorii na kumularni expanzi prasec¢ich COCs
spektrofotometrickou metodou bylo zjisténo, ze gasotransmiter sulfan je zapojen jak
Vv procesu meiotického zrani, tak kumularni expanze in vitro. Inhibice endogenni produkce
sulfanu snizuje kumularni expanzi a rovnéz zpomaluje in Vitro zrani oocyti. Naopak
Cesnekovy derivat S-allyl cystein nema na kumularni expanzi ani na in vitro zrani oocytt vliv.
V ptipad€ endokrinniho disruptoru BPS doslo k inhibici meiotického zrani oocytu a zaroven
ke zvySeni mnozstvi HA v pribéhu kumularni expanze. Lze pfedpokladat, ze v tomto ptipadé
se uplatnila estrogenni aktivita BPS, ktera vedla ke stimulaci hyaluronan-syntetizujich
enzymu a nasledné¢ k navySeni mnozstvi HA v COCs.

Bylo zjiSténo, Ze metoda spektorofotometrického stanoveni HA v COCs odrazi
skute¢ny obsah HA v realnych vzorcich COCs, mize slouzit jako marker meiotického zrani
oocytl a piedstavuje vhodnou metodu pro hodnoceni kumularni expanze prase¢ich COCs in
vitro. Vysledky prace ukazuji, Zze spektrofotometricka metoda stanoveni produkti 3-eliminace
predstavuje presnou a vhodnou metodu pro hodnoceni kumularni expanze, kterd nabizi
vyuZiti nejen pro zékladni védecky vyzkum, ale také praktické vyuziti pro Slechténi a

asistovanou reprodukei, kde zajisti kvalitativni selekci oocytl pro biotechnologické postupy.
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Ptilohy

Piiloha 1: Porovnani jednotlivych metod hodnoceni kumularni expanze.
1A) Vizualni klasifikace expandovanych COCs.

120
< » 00 01 m2 m3 m4
£ 100 | —
c a
g 80 I
=
£
E 60
S 40 PR
= ﬁh . L #&

S 2 i .
ELEIR zn# T | bBi bBi b p2
.‘. .. .{ .\’. ".

. ‘ e e 7 .f’ “ s® o¥, .'"
e, "‘0'%0 ‘: < .. .......".% ::“‘Q* ﬁ wit oyl
. .Q'A o s l?‘.‘ ‘ .#,1,, ‘8‘!",5&
=% . < e - @ e . T
0 8 16 24 32 40 48

délka kultivace (h)

Obrazek 1A) Vizudlni Klasifikace expandovanych COCs bylo provedeno v 8-hodinovych intervalech po dobu
48 hod (stupen 0 = bez pozorovatelné expanze, +1 = minimalni pozorovatelna expanze, +2 = expanze rozsirend
V nékolika vrstvdach, +3 = kompletni expanze mimo vrstvy corona radiata, +4 = kompletni expanze vcetné vrstvy
corona radiata. Soucasné jsou uvedeny reprezentativni obrdzky jednotlivych casovych intervalii. Data jsou
vyjadrena jako percentualni cast populace COCs, sloupce ukazuji prumér 3 nezavislych experimenti + SEM;
“odlisné superskripty znaci statisticky vyznamné rozdily (P < 0,05).

1B) Méreni plochy expandovaného kumulu.
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Obrdzek 1B) Méieni plochy expandovaného kumulu bylo provedeno v 8-hodinovych intervalech po dobu 48
hod. Soucasné jsou uvedeny reprezentativni obrdzky prahovych hodnot COCs jednotlivych casovych intervalil.
Data jsou vztazena k COCs po 48-hodinové kultivaci (100 %), body ukazuji priiméry 3 nezavislych experimentii
+ SEM; **°Y%% o dlisné superskripty znadi statisticky vyznamné rozdily (P < 0,05).
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1C) Analyza HA zadrZena v COCs.
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Obrdzek 1C) Analyza HA zadriend v COCs byla provedena v 8-hodinovych intervalech po dobu 48 hod. Vzorky
COCs byly pripraveny za pouziti digesce SHH v PBS-PVA, pres noc. Absorbance byla mérena pri vinové délce
216 nm a koncentrace HA (ug/ml) ve vzorcich byla spocitana za vyuZiti polynomické krivky HA standardu,
Stépenych za stejnych podminek. Body ukazuji priméry 3 nezavislich experimentii + SEM; *® odlisné
superskripty znaci statisticky vyznamné rozdily (P < 0,05).

Priloha 2: Testovani vybranych faktora na pribéh kumularni expanze in vitro.
2A) Vliv gasotransmiteru sulfanu na kumularni expanzi prasecich COCs in vitro.
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Obrazek 2A) Efekt trojkombinace inhibitorua sulfan uvoliiujicich enzymi na produkci HA v pribéhu
kumularni expanze.

Obsah HA byl meren jako marker kumularni expanze po 24 a 48 hod. kultivace. COCs byly kultivovany
V pritomnosti trojkombinace inhibitori sulfan uvoliujicich enzymit — 2,0 mM kyselina oxamova, 2,0 mM DL-
propargylglycin a 5,0 mM kyselina a-ketoglutarova. Absorbance byla mérena pii vinové déllce 216 nm a
koncentrace HA (ug/ml) ve vzorcich byla spocitina za vyuZiti polynomické kiivky HA standardii, Stépenych za
stejnych podminek. Vysledek byl vyjadren relativné ke kontrole neosetienych MI a MII oocytii. Sloupce ukazuji
priimér 3 nezavislych experimentii = SEM; “superskripty znaci statisticky vyznamné rozdily (P < 0,05).
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Tabulka 2A) Efekt trojkombinace inhibitori sulfan uvoliiujicich enzymu na meiotické zrani prasecich

oocyti po 48 hod. kultivace in vitro.

kontrola trojkombinace
inhibitoru

GV - -
LD - -
MI 05+ 1,1° 20,8+ 5,2°¢
AITI 48+ 1,9? 14,2+ 1,4°
MII 94,7 + 1,4° 65,0 = 5,0°
pocet 120 120

Vysledky meiotického zrani oocytii oSetfenych trojkombinaci inhibitori sulfan uvoliiujicich enzymii (2 mM
propargylglycin +2 mM oxamova kys.+ 5 mM o-ketoglutarovd.) a kontroly po 48 hod. kultivace. GV =
zarodecny vacek, LD = pozdni diakineze, MI = metafize I, AI/TI = prechod anafize I / telofize I, MII =
metafaze 1. Data jsou vyjadrena jako percentuadlni zastoupeni jednotlivych stadii meiozy a predstavuji primery
minimdlné tii nezavislych experimentii = SEM, abed o dlisnd pismena znaci statisticky vyznamné rozdily (P <
0,05).

2B) Vliv ¢esnekového derivatu S-allyl cysteinu na kumularni expanzi prasec¢ich COCs in

vitro.

A,\ 160 a
< 140
g 120
9 100 a 1 1
> 80
T 60
S 40
8
S 20

0

24h 48h 24h 48h 24h 48h 24h  48h
0,0 MM SAC 0,1 mM SAC 0,5 mM SAC 1,0 mM SAC

B 120

1002 1
= 80
L
s 60

40
>
‘§ 20
o;\o\ 0
O <~
9 24h 48h 24h 48h 24h 48h 24h 48h
>
>
€ 0,0 MM SAC0,1 mM SAC0,5 mM SAC 1,0 mM SAC
;8
& mGV @Ml OMIl

Obrazek 2B) Efekt SAC na kumularni expanzi a meiotické zrani prasecich oocyti in vitro.

(A) COCs byly kultivovany v pritomnosti SAC o koncentracich 0,1 mM; 0,5 mM a 1,0 mM. Absorbance byla
mérena pri vinové délce 216 nm a koncentrace HA (ug/ml) ve vzorcich byla spocitana za vyuziti polynomické
krivky HA standardii, Stépenych za stejnych podminek. Vysledek byl vyjadren relativné ke kontrole neosetrenych
MI a MII oocytii. Sloupce ukazuji priimér 3 nezavislych experimenti + SEM; a2, dlisné superskripty znaci
statisticky vyznamné rozdily (P < 0,05). (B) Efekt SAC na jaderné zrani prasecich oocytii po 24 a 48 hod.
kultivaci in vitro. GV = zarodecny vacek, MI = metafaze 1, MII = metafaze II. Sloupce ukazuji primer 3
nezavislych experimentii = SEM; aLb2o dlisné superskripty znaci statisticky vyznamné rozdily (P < 0,05).
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2C) Vliv endokrinniho disruptoru bisfenolu S na kumularni expanzi prasec¢ich COCs in
vitro.
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2C) Efekt BPS na kumularni expanzi prase¢ich COCs in vitro.

Efekt BPS na produkci HA v COCs prasete po 24 a 48 hod. kultivace in vitro. COCs byly kultivovany
V pritomnosti BPS o koncentracich 3,0 nM; 300 nM a 30 uM. Vzorky byly pripraveny za pouziti digesce SHH
v PBS-PVA, pres noc pri teploté 39°C v humidované atmosfére. Absorbance byla mérena pri vinové déllce 216
nm a koncentrace HA (ug/ml) ve vzorcich byla spocitana za vyuziti polynomické kiivky HA standardii, Stepenych
za stejnych podminek. Vysledek byl vyjadren relativné ke kontrole neosetrenych MI a MII oocyti. Sloupce
ukazuji primér 3 nezavislych experimentii + SEM; **?odlisné superskripty znaci statisticky vyznamné rozdily

(P <0,05).
Tabulka 2C,) Efekt BPS na meiotické zrani prasecich oocytii po 24 hod. kultivace in vitro.
kontrola 3nM 300 nM 30 uM
GV -2 2 14,2+0,5° 17,52 0,5°
LD 2 21,7406 16,7 £0,6° 19,2£0,8°
Ml 100 + 0,0° 78,3+ 0,6b 69,2 +0,9° 63,3 % 0,90|
AITI - - - -
M| - - - -
pocet 120 120 120 120

Vysledky meiotického zrani oocytit oSetrenych BPS (3,0 nM; 300 nM a 30 uM) a kontroly po 24 hod. kultivace.
GV = zarodecny vacek, LD = pozdni diakineze, MI = metafaze I, AI/TI = prechod anafize I / telofaze I, MII =
metafaze I1. Data jsou vyjadiena jako percentudlni zastoupeni jednotlivych stadii meiozy a predstavuji primery
minimadlné tri nezavislych experimenti + SEM, abed o dlisna pismena znaci statisticky vyznamné rozdily (P <
0,05).

Tabulka 2C,) Efekt BPS na meiotické zrani prasecich oocyti po 48 hod. kultivace in vitro.

kontrola 3nM 300 nM 30 uMm
GV - - - -
LD - - - -
MI 2 58+0,5° 13,3 + 0,4° 36,7 +0,4°
AITI 2 2,5+0,5° -2 -2
MII 100 + 0,0° 91,7 +0,5° 86,7 +0,4° 63,3 +0,4°
pocet 120 120 120 120

Vysledky meiotického zrani oocytit oSetienych BPS (3,0 nM; 300 nM a 30 uM) a kontroly po 48 hod. kultivace.
GV = zdarodecny vacek, LD = pozdni diakineze, MI = metafaze I, AI/TI = piechod anafaze I / telofaze I, MII =
metafaze Il. Data jsou vyjadrena jako percentudlni zastoupeni jednotlivych stadii meiozy a predstavuji priumeéry

minimalné tri nezavislych experimentii + SEM,

0,05).

ab,c,d
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