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Summary

Oocyte meiotic maturation is a process of a transformation of the oocyte at the germinal
vesicle stage to the oocyte at the stage of second meiotic metaphase. The product of
successful meiotic maturation is the mature developmentally competent oocyte capable after
fertilization by a sperm to develop into a viable embryo. The process called oocyte aging
occurs when oocytes are exposed after the completion of meiotic maturation to the prolonged
cultivation. This process is characterized by a decrease in oocyte quality. The addition of
suitable compounds into the cultivation medium could improve the quality of maturing and
aging oocytes.

Hydrogen sulfide is a gaseous signal molecule that is endogenously produced by the activity
of enzymes cystathionine-beta-synthase, cystathionine-gamma-lyase and 3-mercaptopyruvate-
sulfurtransferase. The presence of these enzymes has been proven for example in uterine,
placenta and follicular cells.

Garlic derivatives are sulfur compounds capable of releasing hydrogen sulfide in organisms.
They exhibit many positive effects on organisms; they have antimicrobial, antioxidative and
antiproliferative properties. Alliin and S-allyl cystein are important garlic derivatives.

We hypothesize that the quality of oocytes in the in vitro cultivation system can be improved
by the addition of the hydrogen sulfide donor and garlic derivatives into the cultivation
medium. The aim of the study was to evaluate the effects of hydrogen sulfide and garlic
derivatives on the meiotic maturation of oocytes, the effects of hydrogen sulfide on oocyte
aging and the effects of cultivation with hydrogen sulfide and garlic derivatives on early
embryonic development.

It was found out that hydrogen sulfide donor accelerated oocyte nuclear maturation.
Accelerated nuclear maturation was accompanied by an earlier increase of MPF and MAPK
activities. Hydrogen sulfide donor suppressed the hyaluronic acid production during meiotic
maturation and this effect of hydrogen sulfide was mediated by oocyte. The addition of
hydrogen sulfide donor into maturation medium improved activating potential of oocytes.

It was found out that endogenous hydrogen sulfide production occurs during aging of procine
oocytes and that the hydrogen sulfide production decreases after first 24 hours of prolonged
cultivation. Hydrogen sulfide donor completely suppressed fragmentation of oocytes exposed
to prolonged cultivation. The inhibitors of hydrogen sulfide releasing enzymes impaired the
quality of aged oocytes. Hydrogen sulfide donor improved the quality of aged oocytes treated

simultaneously with the inhibitors of hydrogen sulfide releasing enzymes. The presence of



hydrogen sulfide donor during the prolonged cultivation of oocytes improved early embryonic
development after parthenogenetic activation.

It was found out that alliin disrupted nuclear maturation of oocytes and S-allyl cystein had not
influenced nuclear maturation, MPF and MAPK activities and the hyaluronic acid production
during meiotic maturation. S-allyl cysteine accelerated the onset of embryo cleavage and
reduced reactive oxygen species levels in maturing and parthenogenetically activated oocytes.
On the basis of these results it can be concluded that the quality of oocytes in the in vitro
cultivation system can be improved by addition of hydrogen sulfide donor and garlic

derivative S-allyl cysteine into the cultivation medium.
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1 Literarni ptehled

Béhem meiotického zrani oocytu dochdzi k pfteméné plné dorostlého meioticky
kompetentniho oocytu v oplozeni schopny oocyt (Motlik et Fulka, 1986). Proces meiotického
zrani zac¢ina rozpadem jaderné membrany oocytu, ktery oznacujeme jako rozpad zarodecného
vacku. Ve stadiu diakineze dochazi ke shlukovani kondenzovaného chromatinu. V metafazi I
se chromozémy fadi v ekvatorialni rovin€. V anafazi 1 dochazi k rozchodu homolognich
chromozému. V telofazi I dojde k vyd€leni prvniho podlového téliska. Meioza I prechazi
plynule v meidzu II bez replikace DNA. Meidza se zastavuje v metafazi II, ¢imz konéi proces
meiotického zrani (Wassarman, 1988).

M-tfazi podporujici faktor (MPF) je proteinovy komplex cyklin-dependentni protein kinazy 1
(Cdk 1) a cyklinu B. Cdk 1 navozuje kondenzaci chromozém, rozpad jaderného obalu a
reorganizaci mikrotubuld pfi tvorbé déliciho vieténka (Alberts et al., 1998). Aktivni Cdk 1
musi byt ve vazb¢ s cyklinem B a musi byt fosforylovana a defosforylovana na specifickych
mistech. Cdk 1 je aktivovana nahle na konci interfaze odstranénim inhibi¢niho fosfatu z jeji
molekuly. Aktivni MPF komplex aktivuje na zakladé pozitivni zpétné vazby dalsi MPF
komplexy, ¢imz dochazi k rychlému nartstu kinazové aktivity (Nebreda et al., 1995). Po
dosazeni metafaze I dochazi k pfechodnému poklesu aktivity MPF. Cyklin B je degradovan
ubikvitin—dependentnim proteolytickym systémem. Reaktivace MPF vede k dosazeni
metafaze 11 a dokonceni meiotického zrani (Hampl et Eppig, 1995). Aktivita MPF zistava
vysokad az do aktivace oocytu spermii a podili se na udrZzeni druhého meiotického bloku
(‘Yanagimachi, 1988).

Mitogenem aktivovana protein kinaza (MAPK) je aktivni, je-li fosforylovana na
aminokyselinovych zbytcich threoninu a tyrosinu (Alberts et al., 1998). Signalni draha
proteintt Mos a MEK vede k aktivaci MAPK. Aktivita MAPK v prasecich oocytech nartsta
kratce pted GVBD a zistava vysoka po celou dobu meiotického zrani (Lee et al., 2000).
MAPK je nezbytna pro kondenzaci a segregaci chromozému (Kishimoto, 2003), podili se na
fosforylaci mikrotubuly organizujiciho centra a formaci déliciho vieténka (Fan et al., 2002).
Jeji aktivita brani prabéhu interfdze mezi meidzou I a Il a s ni spojené replikaci chromozému
(Fan et Sun, 2004).

Soubézné s meiotickym zranim oocytu probiha proces kumularni expanze. Kumularni bunky
bezprostiedné obklopujici oocyt syntetizuji komponenty extraceluldrni matrix, coz vede ke
zvétSovani kumulérniho obalu oocytu a k oddalovani kumularnich bunck. Hyaluronova

kyselina (HA) jako vyznamny glykosaminoglykan expandovaného kumulu pfispiva
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k oddalovani kumularnich bunék béhem kumularni expanze (Nakayama et al., 1996). Pro
regulaci meiotického zrani kumularnimi bunikami jsou kli¢ové spoje typu gap junction. Témi
proudi z kumularnich bunék do oocytu malé signdlni molekuly jako cyklicky adenosin
monofosfat (CAMP) (Yanagimachi, 1988). Kumularni expanze je doprovazena endocytdozou
proteinit bunécnych spojui, které brani toku signalnich molekul z kumuldrnich bunék do
oocytu (Chen et al., 1990). Produkce HA b&hem procesu kumularni expanze pozitivné
koreluje s tispésnosti meiotického zrani in vitro (Qian et al., 2003).

Jsou-li oocyty po dokonceni meiotického zrani vystaveny prodlouzené kultivaci, nastava
proces oznaCovany jako starnuti oocytti. Béhem starnuti oocytu dochazi ke zménam ve
struktufe cytoplazmatické membrany (Szollosi, 1971) a vrstvy zona pellucida (Longo, 1981).
V mitochondriich stdrnouciho oocytu dochdzi ke zménam membranového potencialu (Miao et
al., 2004). Dale dochazi k ptesunu kortikalnich granul a jejich ¢aste¢né exocytoze (Szollosi,
1971). Dochazi k porucham segregace chromozomu (George et al., 1996) a tak ke zvySenému
vyskytu aneuploidii (Mailhes et al., 1998). Béhem starnuti oocyti dochazi ke zménam
v aktivit¢ MPF a MAPK. Po dokonceni meiotického zrani je nezbytné zachovani vysoké
aktivity MPF a MAPK pro udrzeni oocytu v druhém meiotickém bloku (Kikuchi et al., 2000).
Postupny pokles aktivity MPF a MAPK béhem prodlouzené kultivace oocytii vede k vyskytu
nezadoucich jevd, jako jsou spontanni partenogeneticka aktivace a fragmentace oocytll
(Kikuchi et al., 2000).

Béhem prodlouzené kultivace oocytli dochazi k naristu hladin ROS (Takahashi et al., 2003)
a vyCerpani zasob intracelularnich antioxidantd (Boerjan et de Boer, 1990), a starnouci oocyty
jsou tak vystaveny oxidativnimu stresu. Oxidativni stres béhem starnuti oocytd zpusobuje
pokles aktivity MPF, naruseni homeostazy Ca** a funkce mitochondrii, coz miize vést az
k apoptoze starnoucich oocytt (Lord et Aitken, 2013). Starnouci oocyty tak vykazuji snizenou
oplozovaci schopnost (Lanman, 1968), vnimavost vii¢i aktivaénim stimulim (Szollosi, 1971),
zvyseny vyskyt polyspermniho oplozeni (Badenas et al., 1989) a zhorSeny embryonalni vyvoj
(Lanman, 1968).

Sulfan patfi spolu soxidem dusnatym a oxidem uhelnatym mezi gasotransmitery.
Gasotransmitery jsou malé plynné molekuly, které plni v organismu signalni funkci. Sulfan je
bezbarvy plyn silného zapachu. V organismu je endogenné produkovan z aminokyseliny L-
cysteinu aktivitou enzymu cystathionin-beta-syntazy (CBS), cystathionin-gama-lyazy (CSE)
(Wang, 2002) a 3-merkaptopyruvat-sulfurtransferazy (3-MPST) (Shibuya et al., 2009a).
Fyziologicky se koncentrace endogenniho sulfanu pohybuji od 50 uM do 160 uM (Abe et

Kimura, 1996). Sulfan vykazuje v fadé typd bunék antioxidacni a antiapoptotické ucinky
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(Whiteman et al.,, 2004; Gong et al., 2015). Endogenn¢ produkovany sulfan plni
fyziologickou funkci v centralni nervové soustavé (Abe et Kimura, 1996), cévni soustavé
(Zhao et al., 2001) a samc¢i (Srilatha et al., 2007) a samici reproduk¢ni soustavé (Srilatha et
al., 2009). Exprese enzymu CSE je nezbytna pro prokrveni placenty, pusobi proti rozvoji
preeklampsie (Wang et al., 2013) a je dulezita pro lubrikaci vaginalni sliznice (Sun et al.,
2016). Exprese CBS a CSE ve vejcovodu zvysuje jeho kontraktilitu a napomaha posunu
embrya (Ning et al., 2014). Vysoka exprese CBS byla prokazana v mysich folikularnich
bunkach (Liang et al., 2006). Potlaceni exprese CBS v mySich granuldéznich bunkach
potlacuje zrani oocytu (Liang et al., 2007).

Cesnek je vieobecné zndmy svymi pozitivnimi G&inky v organismu. Za vétinu pozitivnich
ucinkli ¢esneku v organismu jsou zodpovédné sirné slouceniny. Sirnd sloucenina gama-
glutamyl cystein, obsazena v neporusenych cesnekovych palicich, podstupuje dvé vyznamné
reakce. Hydrolyzou a oxidaci je pfeménovan na alliin. Dlouhodobou extrakci je ucinkem
enzymu gama-glutamyl transpeptidazy preménén na S-allyl cystein (SAC) (Corzo-Martinez et
al., 2007). Uginky &esnekovych derivati jsou v fadé typa tkani zprostiedkovany jejich
schopnosti uvoliovat sulfan (Louis et al., 2012).

Pfi drceni Cesnekovych palic je alliin pfeménén U¢inkem enzymu allindzy na kyselinu
sulfonovou, pyruvat a amoniak (Amagase, 2006). Kyselina sulfonova podstupuje kondenza¢ni
reakci s jinou molekulou téze kyseliny za vzniku allicinu (Lanzotti, 2006). Allicin se rychle
rozklada na diallyl sulfid (DAS) a polysulfidy, zejména diallyl disulfid (DADS) a diallyl
trisulfid (DATS) (Miething, 1988). Alliin a z n&j odvozené Cesnekové derivaty vykazuji v
organismu dvoji aktivitu v zavislosti na davce a typu tkdn¢; plsobi antiproliferativné, ¢ehoz je
vyuzivano u nadorovych bun¢k (Chhabria et al., 2015; Izdebska et al., 2016), a antioxida¢né
(Banerjee et al., 2003; Huang et al., 2013).

Béhem dlouhodobé extrakce ¢esnekovych palic v 15-20% etanolu vznika vyzraly ¢esnekovy
extrakt (AGE — aged garlic extract). Gama-glutamylcystein, piitomny v neporuSenych
Cesnekovych palicich, je béhem procesu dlouhodobé extrakce pfeménén na S-allyl cystein
(SAC) (Amagase, 2006). Sirné slouceniny obsazené¢ v AGE maji vyssi a stalejsi protektivni
(Corzo-Martinez et al., 2007). AGE predstavuje produkt upravy cesneku s nejvyssi
antioxidativni aktivitou (Geng et Lau, 1997). SAC je hlavni slozkou AGE a je tak
pravdépodobné, ze za nejveétsi Cast antioxidativnich ucinkt Cesneku je zodpovédny prave

SAC (Louis et al., 2012).



Procesy meiotického zrani a oplozeni oocytu neni mozné studovat bez vyuziti kultivace
oocytl v in vitro podminkach. In vitro kultivace oocytd s sebou nesou riziko variability fady
faktorti stézejnich pro Uspésny pribeh procesti meiotického zrani a oplozeni, jako jsou slozeni
kultivaéniho média, pH, Groven osvétleni (Takenaka et al., 2007) a hladiny kysliku (Agarwal
et al., 2003). Kultiva¢ni média jsou dopliovana fadou latek, jako jsou séra (Esfandiari et al.,
2005), energetické zdroje (Hashimoto et al., 2000) a homony (Markides et al., 1998), které
mohou naru$it rovnovahu reaktivnich forem kysliku (ROS — reactive oxygen species).
Zvysené hladiny ROS v prubéhu meiotického zrani oocytl naruSuji homeostazu Ca*,
poskozuje mikrofilamenta a narusuje redistribuci kortikdlnich granul, coz zvySuje
pravdépodobnost polyspermniho oplozeni (Jiao et al., 2013). Vhodné nastaveni in vitro

kultiva¢nich podminek je vyznamnym faktorem, ktery ovliviiuje kvalitu oocyta.

2 Védecke hypotézy a cile prace

Byla stanovena hypotéza, ze kvalitu praseCich oocytd kultivovanych v in vitro kultivaénim
systému lze zlepSit suplementaci kultivaniho média donorem sulfanu a c¢esnekovymi

derivaty.

Pro ovéfeni hypotézy byly stanoveny nasledujici cile:
e vyhodnotit vliv sulfanu na meiotické zrani prasecich oocytd,
e vyhodnotit vliv sulfanu na pribéh starnuti prasecich oocyti,
e vyhodnotit vliv ¢esnekovych derivati na meiotické zrani prasecich oocyti,

e Zhodnotit vliv kultivace se sulfanem a Cesnekovymi derivaty na Casny embryonalni

VyVoj.

3 Material a metody
3.1 Kultiva¢ni podminky

Kultivace kumulo-oocytdarnich komplexii

Kumulo-oocytarni komplexy (COCs) byly ziskavany aspiraci ovarialnich folikulti o praméru
2 - 5 mm pomoci injekéni stiikacky a jehly 20G. Pro kultivaci byly vybirany pouze COCs
tvotené plné dorostlymi oocyty o priméru 120 pm a kompaktni vrstvou kumularnich bunék.
COCs byly kultivovany v modifikovaném kultiva¢nim médiu M199 (Sigma-Aldrich, USA)
obsahujicim hydrogenuhlicitan sodny (32,5 mM), laktat vapenaty (2,75 mM), gentamicin



(0,025 mg/ml), HEPES (6,3 mM), gonadotropni hormony eCG a hCG v poméru 13,5 I.U.: 6,6
I.U./ml (P.G.600; Intervet, Holandsko) a 10 % (v/v) fetalniho bovinniho séra (GibcoBRL;
Life Technologies, Némecko) (5 % CO., 39 °C). Oocyty byly kultivovany 24 hodin do stadia
metafaze 1 a 48 hodin do stddia metafaze II. Pro podrobnéjsi hodnoceni meiotického zrani
byly oocyty kultivovany 0 — 48 hod. a hodnoceny kazdé dvé hodiny.

Jako donor sulfanu byl pouzit Na,S.9H,0 (Sigma-Aldrich, USA; 35; 70; 150; 300; 600; 900
uM). Jako inhibitor CBS byla pouzita kyselina oxamova (Sigma-Aldrich, USA; 1 mM), jako
inhibitor CSE beta-kyano-L-alanin (Sigma-Aldrich, USA; 1 mM), jako inhibitor 3-MPST
kyselina alfa-ketoglutarova (Sigma-Aldrich, USA; 5 mM). Pouzité ¢esnekové derivaty byly
alliin (Sigma-Aldrich, USA; 50; 100 uM) a S-allyl cystein (Sigma-Aldrich, USA; 0,1; 0,5; 1;
5 mM).

Kultivace stdrnoucich oocytii

Oocyty ve stadiu metafaze II byly zbaveny kumularnich bunék a vystaveny prodlouzené
kultivaci v modifikovaném médiu M199 bez piidavku hormonii po dobu 24, 48 a 72 hodin za
stejnych podminek jako COCs..

Oocytektomie

Oocytektomie byla provedena pomoci mechanického mikromanipulatoru (Narishige,
Japonsko). COCs byly imobilizovany fixacni kapilarou a oocyty byly odstranény injekcni
kapilarou. Oocytektomované komplexy byly kultivované za stejnych podminek jako COCs.

3.2 Hodnoceni meiotického zrani a starnuti oocytu

Morfologické hodnoceni jaderného zrani a starnuti oocytii

Oocyty byly po dokonceni kultivace zbaveny kumularnich bunék, fixovany v octové kyselin¢
a ethanolu (1:3, v/v) a hodnoceny pod mikroskopem s fazovym kontrastem.

Pfi hodnoceni jaderného zrani byly oocyty fazeny do kategorii: GV—-zarode¢ny vacek; LD—
pozdni diakineze; MIl-metafaze I; AITI-ptechod z anafaze | do telofaze |; MIl-metafaze Il.
Pti morfologickém hodnoceni starnuti byly oocyty fazeny do kategorii: intaktni oocyty —
oocyty ve stadiu MII a AITI; aktivované oocyty — oocyty s formovanymi prvojadry a embrya;
fragmentované oocyty — 00cyty s apoptotickymi vacky pod zonou pellucidou; lytické oocyty
— oocyty se zménami odpovidajicimi lytickému zaniku oocyti.

Hodnoceni? kindzové aktivity ve zrajicich a starnoucich oocytech

Kinazova esej byla provedena dle Kubelky et al. (2000). Specifické substraty MPF a MAPK,
histon H1 a myelinovy bazicky protein, byly fosforylovany radioaktivné znacenym izotopem
500 pCi/ml [y-*?P]JATP (GE Healthcare Life Sciences, USA) a separovany pomoci SDS-
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polyakrylamidové elekroforézy. Intenzita signalu byla odectena pomoci scanaru FLA 7000
reader (GE Healthcare Life Sciences, USA) a softwaru Multi-Gauge 2.0 (Fujifilm, Japonsko).
Hodnoceni produkce hyaluronové kyseliny (HA)

Vzorky byly vystaveny proteolytické digesci 30 pl alkalazy 2.4 L FG v PBS (1:100 v/v,
Novozymes, Dansko; 2 hod.) a 30 ul alkalazy Flavourzyme 1000 L (1:100 v/v, Novozymes,
Dansko; 3 hod.). Mnozstvi HA ve vzorcich bylo stanoveno za pouziti QnE Hyaluronic Acid
ELISA Assay detection kit (Biotech, USA) a Rainbow ELISA plate reader (540 nm).

V pribehu feSeni této prace byla na pracovisti KVD vyvinuta spektrofotometrickd metoda
méfeni produkce HA. Vzorky byly vystaveny digesci lyazou ze Streptomyces hyaluronoticus
(20 pl/ml; Sigma-Aldrich, USA) pii 39 °C ptes noc, centrifugovany (10 000 rpm, 5 min., 4
°C) a hodnoceny na spektrofotometru Helios Epsilon (Verkon, CR; 216 nm).

3.3 Hodnoceni endogenni produkce sulfanu

Oocyty byly rozruseny v reakéni smési 5 pl pyridoxal-5-fosfatu (Sigma-Aldrich, USA; 0,2 M)
a 50 ul L-cysteinu (Sigma-Aldrich, USA; 10 mM) (4 °C). Byl pfidan acetat zinku (Sigma-
Aldrich, USA; 1%, 250 pl). Enzymaticka reakce probihala pod tekutym N, (60 min.; 37 °C).
Byl ptidan N,N-dimetyl-p-fenylendiamin sulfat (Sigma-Aldrich, USA; 20 mM v 7,2M HCI;
133 ul) a FeCls (Sigma-Aldrich, USA; 30 mM v 1,2M HCI; 133 pul). Vzorky byly méfeny na
spektrofotometru (670 nm).

3.4 Hodnoceni produkce reaktivnich forem kysliku

Oocyty byly inkubovany s 2',7'-dichlorofluorescin diacetatem (Sigma-Aldrich, USA; 10 uM;
20 min., 39 °C) a hodnoceny na konfokalnim mikroskopu (Leica SPE, Némecko; exc. 450 -

490 nm). Intenzita signalu byla méfena pomoci analyzy obrazu NIS Elements 4.0.

3.5 Partenogeneticka aktivace a hodnoceni ¢asného embryonalniho vyvoje

Oocyty byly osetieny ionforem vapniku A23187 (Sigma-Aldrich, USA; 25 uM, 5 min.), 6-
dimetylaminopurinem (Sigma-Aldrich, USA-; 2 mM, 2 hod.) a kultivovany v médiu M199 a
NCSU23 (39 °C, 5 % CO,). Casny embryonalni vyvoj byl hodnocen pod mikroskopem
s fazovym kontrastem; aktivacni potencidl byl hodnocen po 22 a 24 hod., ¢asné ryhovani bylo
hodnoceno po 22 hod., ryhovéani bylo hodnoceno po 48 hod. a formace morul a blastocyst

byla hodnocena po sedmi dnech.
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3.6 Statisticka analyza

Kazdy experiment byl opakovan nejméné Ctytikrat. Vysledky experimenti byly podrobeny
statistické analyze v programu SAS (SAS Institute Inc., USA) za pouziti testu ANOVA. P

hodnota mensi nez 0,05 byla povaZzovana za statisticky vyznamnou.

4 Vysledky a diskuze

4.1 Vliv donoru sulfanu na meiotické zrani prasecich oocyti a embryonalni vyvoj

Bylo zjisténo, ze donor sulfanu urychluje jaderné zrani oocyt. Donor sulfanu zptsobil nartst
podilu oocytu, které prodélaly GVBD po 20 hodinach kultivace (80 % vs. 68,3 %) a narGst
podilu oocytt, které¢ prodélaly pirechod z meidzy I do meidzy II po 30 hodinach kultivace
(86,7 % vs. 57,5 %).

sulfanu zvysil aktivitu MPF a MAPK v dobé¢, kdy byl pozorovan nartist podilu oocytt, které
prodélaly GVBD. Donor sulfanu zptsobil nartst aktivity MPF po 22 hodinach kultivace a
narust aktivity MAPK po 20 hodinach kultivace. Je tak pravdépodobné, Ze zrychleny prib¢h
MAPK. Sulfan ovliviiuje cilové proteiny mechanismem sulfhydratace (Mustafa et al., 2009).
Sulfan tak mtize naptiklad sulthydratovat nékteré proteiny regulujici aktivitu MPF a MAPK
v oocytu (Hu et al., 2008).

Déle bylo zjisténo, ze donor sulfanu potlacuje produkci hyaluronové kyseliny v pribehu
meiotického zrani. Donor sulfanu potlacil celkovou produkci hyaluronové kyseliny po 36
hodinach kultivace o 13 % a po 48 hodinach kultivace 0 29 %. Mechanismus, kterym sulfan
pusobi na produkci hyaluronové kyseliny je dosud neznamy. Diive jiz bylo prokazano, Ze po
dosazeni metafdze I dochdzi k poklesu aktivity faktorti stimulujicich produkci hyaluronové
kyseliny (Nagyova et al., 2000). Je mozné, Ze donor sulfanu prohlubuje pokles aktivity téchto
faktort béhem meidzy II. Dal$i mozZnosti je zapojeni sulfanu do signalni drahy cAMP a
protein kinazy A (Njie-Mbye et al., 2012), ktera se podili na regulaci procesu kumularni
expanze (Eppig, 2001).

Dale bylo zjisténo, Ze inhibice kumuldrni expanze donorem sulfanu je zprostiedkovana
oocytem. Oocytektomie snizila celkovou produkci hyaluronové kyseliny v kontrolni skupiné
o 37 %. Celkovd produkce hyaluronové kyseliny oocytektomovanymi komplexy
kultivovanymi s donorem sulfanu se neliSila od produkce hyaluronové kyseliny v kontrolni

skupiné  oocytektomovanych  komplext. Snizeni produkce HA pii  kultivaci
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oocytektomovanych komplexu lze vysvétlit tim, ze proces kumulérni expanze je z velké Casti
regulovan molekulami pochézejicimi pfimo z oocytu (Nagyova et al., 2000). Autofi Kimura
et al. (2002) pozorovali pokles exprese syntazy hyaluronové kyseliny 2 v kumularnich
bunkach oocytektomovanych komplexd.

Déle bylo zjisténo, ze pritomnost donoru sulfanu béhem meiotického zrani zvysila spésnost
aktivace oocytll po partenogenetické aktivaci (91,7 % vs. 75,8 %). Mechanismus, kterym
donor sulfanu ovlivnil aktiva¢ni potencidl oocytii, zlstdva neznadmy. Jak bylo prokazano,
donor sulfanu ovlivituje béhem meiotického zrani aktivitu MPF a MAPK, prostfednictvim

kterych muze ovlivnit také proces aktivace oocytu (Sanders et Swann, 2016).

4.2 Vliv sulfanu na pribéh starnuti prasecich oocytu

Bylo prokazéno, Ze sulfan je endogenné produkovan bchem starnuti prasecich oocyti.
Endogenni produkce sulfanu klesla o 29 % po prvnich 24 hodinach prodlouzené kultivace.
Zaroven dochéazelo béhem prodlouzené kultivace ke snizeni kvality oocytl. Po 48 hodinach
starnuti bylo v kontrolni skupin¢ 37,2 % oocytl partenogeneticky aktivovanych a 18,3 %
fragmentovanych. Po 72 hodinach starnuti bylo 47,5 % oocytd partenogeneticky
aktivovanych a 25,9 % fragmentovanych. Daéle bylo zjiSténo, Zze donor sulfanu zlepSuje
kvalitu starnoucich prasecich oocytii. Donor sulfanu zcela potlacil fragmentaci starnoucich
oocytl. Po 48 hodinach starnuti se ve skupiné oSetfené donorem sulfanu objevovaly pouze
intaktni (76,7 %) a partenogeneticky aktivované oocyty (23,3 %). Po 72 hodinach starnuti se
ve skupiné oSetfené donorem sulfanu objevovaly rovnéZ pouze intaktni (55 %) a
partenogeneticky aktivované¢ oocyty (45 %). Donor sulfanu piisobi antiapoptoticky v
praseCich oocytech v koncentracich, které ptisobi fyziologicky v jinych tkanich, napiiklad
nervové soustavé (Elsey et al., 2010). Lze ptedpokladat, ze protektivni u¢inek donoru sulfanu
je zprostiedkovan jeho schopnosti kompenzovat pokles endogenni produkce sulfanu

Dale bylo zjisténo, ze inhibitory sulfan uvoliujicich enzymi zhorSuji kvalitu starnoucich
praseCich oocytl. Pfitomnost inhibitort sulfan uvoliiujicich enzym behem prodlouzené
kultivace oocyti zplsobila vyskyt partenogeneticky aktivovanych a fragmentovanych oocyti
JiZ po 24 hodinach starnuti. Podil partenogeneticky aktivovanych oocyti byl 13,3 % po
oSetieni KGA, 7,5 % po oSetfeni KA a 6,6 % po oSetieni OA. Podil fragmentovanych oocyt
byl 12,5 % po oSetfeni KGA, 20 % po oSetteni KA a 21,7 % po oSetfeni OA. Déle byl
sledovan vliv kombinaci inhibitori sulfan uvoliiyjicich enzymu. Bylo zji$téno, Ze kombinace
dvou inhibitor zplsobuje vyraznéj$i snizeni kvality starnoucich oocyti nez jednotlivé

inhibitory aplikované samostatné. Pfi soucasné aplikaci vSech tfi inhibitor sulfan
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uvoliujicich enzymt doslo k nejvyraznéjsimu zhorSeni kvality starnoucich oocytii. Obdobné
ucinky inhibice aktivity sulfan uvolilujicich enzymi byly zaznamenany u somatickych bunék.
Osetfeni srdecni tkan¢ potkana specifickymi inhibitory CSE snizilo pfezitelnost srde¢nich
bunék po ischémii (Bian et al., 2006). Inhibitor CSE zpisobil rovnéZ rozsahlejsi poskozeni
srde¢ni tkané infarktem po uméle vyvolané ischémii a reperfuzi (Sivarajah et al., 2006).

Dale bylo zjisténo, ze donor sulfanu zlepSuje kvalitu starnoucich prasecich oocytli osetfenych
inhibitory sulfan uvolilujicich enzymt. Donor sulfanu zcela potlacil fragmentaci starnoucich
oocytl oSetfenych jednotlivymi inhibitory sulfan uvoliujicich enzymi po 24 hodinach
prodlouzené kultivace. Donor sulfanu také zcela potlacil fragmentaci oocytli oSetienych
soucasné KA a OA a oocytl oSetienych soucasné KA a KGA po 72 hodinach prodlouzené
kultivace. Donor sulfanu potlacil ¢astecné také fragmentaci oocytu osetfenych soucasné OA a
KGA (z 24,2 % na 10 %) a oocytu oSetfenych soucasné¢ vSemi tfemi inhibitory sulfan
uvoliujicich enzymu (z 65,8 % na 20,5 %) po 72 hodinach prodlouzené kultivace. Podobny
efekt byl popsan u somatickych bunék, inhibice endogenni produkce sulfanu vedla k apoptoze
mezenchymalnich kmenovych bunék. I zde bylo prokazano, ze negativni vliv inhibice sulfan
uvoliyjicich enzymil lze zvratit dodanim exogenniho donoru sulfanu. Donor sulfanu zlepsil
jejich mitochondrialni funkce a potlacil aktivitu kaspazy-3 (Li et al., 2014a).

Dale bylo zjisténo, ze donor sulfanu zlepSuje vyvojovy potencial starnoucich prasecich
oocytil. Oocyty, které byly vystavené 24hodinové prodlouzené kultivaci v médiu s donorem
sulfanu, vykazovaly lepsi Casny embryonalni vyvoj nez oocyty vystavené 24hodinové
prodlouzené kultivaci v médiu bez ptidavku donoru sulfanu. Ve skupiné€ oocytl starnoucich v
pritomnosti donoru sulfanu byl zaznamenan vyssi podil ryhujicich se embryi (54,2 % vs. 41,7
%) 48 hodin po partenogenetické aktivaci a vyssi podil morul (20,8 % vs. 8,3 %) a blastocyst
(15,8 % vs. 1,7 %) sedm dni po partenogenetické aktivaci.

4.3 Vliv ¢esnekovych derivati na meiotické zrani prasecich oocytii a embryonalni vyvoj

Bylo zjiSténo, Ze alliin naruSuje pribch jaderného zrani prasecich oocytl. Pritomnost alliinu
béhem meiotického zrani zplsobila pokles podilu oocyti, které prodélaly GVBD po 20
hodinach kultivace, a pokles podilu oocytd, které prodélaly prechod z meidzy 1 do meidzy 11
po 30 hodinach kultivace. Dale bylo zjisténo, ze S-allyl cystein nema vliv na pribéh
jaderného zrani, aktivitu MPF a MAPK, ani produkci hyaluronové kyseliny bchem
meiotického zrani. Alliin a zn& odvozené Cesnekové derivaty vykazuji v organismu dvoji
aktivitu, ptisobi antiproliferativné a antioxidac¢né€ v zavislosti na aplikované davce a typu tkané

(Banerjee et al., 2003; Izdebska et al., 2016). Je tedy mozné, ze alliin pasobi na zrajici oocyty
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spi§ cytostaticky. Naproti tomu vyzraly ¢esnekovy extrakt, jehoz hlavni slozkou je S-allyl
cystein, vykazuje v organismu vy$$i a stalejsi protektivni G¢inky nez Cesnekové derivaty
odvozené od alliinu (Corzo-Martinez et al., 2007).

Dale bylo zjisténo, ze S-allyl cystein urychluje nastup ryhovani embryi. Pf¥itomnost S-allyl
cysteinu béhem meiotického zrani oocytl zvysila podil ryhujicich se embryi 22 hodin po
partenogenetické aktivaci o 33,34 — 35 %. Casny nastup ryhovani pozitivné koreluje
S uspéSnosti nasledného embryonalniho vyvoje jak po IVF (Torner et al., 2013), tak po
partenogenetické aktivaci (Isom et al., 2012) prasecich oocyti. Podobny efekt byl popsan u
cysteinu, jehoz je S-allyl cystein derivat. Cystein zvySoval ve studii autort Li et al. (2014b)
podil ryhujicich se prasecich oocytti po ICSL

Dale bylo zjisténo, ze S-allyl cystein snizuje hladiny ROS ve zrajicich a partenogeneticky
aktivovanych oocytech. SAC snizil produkci ROS ve zrajicich oocytech o 82,87 — 91,62 % po
24 hodinach kultivace a o 86,35 — 99,05 % po 48 hodinach kultivace. Také oocyty dozralé
v pritomnosti SAC a nésledné partenogeneticky aktivované a kultivované dalSich 22 hodin
v médiu bez ptidavku SAC si udrzely snizené hladiny ROS (0 57,8 — 66,33 %). Schopnost
SAC snizovat intracelularni hladiny ROS byla prokazana v somatickych buikach (Tsai et al.,
2011). SAC je schopen zvySovat aktivitu antioxida¢nich enzymu, jako jsou katalaza a
glutation peroxidaza (Hsu et al., 2004), a zvySovat intracelularni hladiny glutationu, ktery je
znam jako vyznamny antioxidant zodpovédny za vychytavani ROS v bunkach (Kohen et

Nyska, 2002).

5 Zavéry a doporuceni

Cilem této prace bylo zjistit, zda lze zlepsit kvalitu prasecich oocytl v in vitro kultivaénim
systému ptidanim donoru sulfanu a ¢esnekovych derivati do kultivaéniho média.

Bylo zjisténo, Ze donor sulfanu urychluje jaderné zrani oocytd. Zrychleny pribéh jaderného
donor sulfanu potlacil produkci hyaluronové kyseliny v pribé¢hu meiotického zrani, a Ze tato
inhibice produkce hyaluronové kyseliny je zprostiedkovana oocytem. Donor sulfanu déle
zvysil Gspésnost partenogenetické aktivace oocyti dozralych v jeho ptitomnosti.

V dalsich experimentech bylo zjiSténo, Ze béhem starnuti praseCich oocytli dochazi k
endogenni produkci sulfanu, a Ze tato endogenni produkce sulfanu klesd po prvnich 24
hodindch prodlouzené kultivace. Donor sulfanu zcela potlacil fragmentaci oocytl

vystavenych prodlouzené kultivaci. Inhibitory sulfan uvolfiyjicich enzymii naopak zhorsily
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kvalitu starnoucich prasecich oocytl. Donor sulfanu zlepsil také kvalitu starnoucich prasecich
oocytll oSetfenych inhibitory sulfan uvolilujicich enzymii. Pfitomnost donoru sulfanu béhem
prodlouzené kultivace oocytll zlepSuje jejich Casny embryondlni vyvoj po partenogenetické
aktivaci.

Dale bylo zjisténo, Ze zatimco alliin naruSuje prubéh jaderného zrani oocytd, S-allyl cystein
nema vliv na pribéh jaderného zrani, aktivitu MPF a MAPK, ani produkci hyaluronové
kyseliny béhem meiotického zrani oocytl. S-allyl cystein urychlil néstup ryhovani embryi a
snizil hladiny ROS ve zrajicich a partenogeneticky aktivovanych oocytech.

Na zéaklad¢ vysledki téchto experimentll lze konstatovat, ze kvalitu oocytd v in Vitro
kultivaénim systému lze zlepSit dodanim donoru sulfanu a cesnekového derivatu S-allyl

cysteinu do kultivaéniho média.
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