Ceska zemédélska univerzita v Praze
Fakulta agrobiologie, potravinovych a prirodnich zdroji

Katedra veterinarnich disciplin

CESKA ,
ZEMEDELSKA
UNIVERZITA V PRAZE

Interakce enzymii uvoliiujicich sulfan v prasecich oocytech
béhem meiotického zrani

Diplomova prace

Autor prace: Bc. Simona Jiri¢ek Hasalova

Vedouci prace: Ing. Kristyna HoSkova, Ph.D.

© 2016 CZU v Praze



Cestné prohlaseni

Prohlasuji, Ze svou diplomovou praci "Interakce enzymu uvoliujicich sulfan
v prase¢ich oocytech béhem meiotického zrani" jsem vypracovala samostatné pod vedenim
vedouciho diplomové prace a s pouzitim odborné literatury a dalSich informacnich zdrojt, které
jsou citovany v praci a uvedeny v seznamu literatury na konci prace. Jako autorka uvedené
diplomové¢ prace dale prohlasuji, Ze jsem v souvislosti s jejim vytvofenim neporusila autorska

prava tretich osob.

VPrazedne .......oooeeiiiiiii.




Podékovani

Rada bych touto cestou podékovala Ing. Janu Nevoralovi, Ph.D. za cenné rady
a pripominky, které mi poskytoval béhem tvorby této prace, za moznost vyuzZivat Skolni
laboratot k provadéni experimentll a v neposledni fad€ za jeho vstiicny a pratelsky pfistup a
nesmirnou ochotu a trpélivost.

Pod¢kovani patii také Ing. Katefin€é Zamostné za veSkerou jeji pomoc a ptatelsky ptistup.



Interakce enzymii uvoliiujicich sulfan v prasecich oocytech

béhem meiotického zrani

Souhrn

Reprodukéni biotechnologie v soucasné dobé predstavuji vyznamny védni obor, ktery
na zakladé dostate¢ného mnozstvi plnohodnotnych oocytii dozralych v in vitro podminkach
umoziuje nabyvat na své efektivité. Meiotické zrani predstavuje komplexni proces, na jehoz
regulaci se podili Siroké spektrum faktord, vcetné malych plynnych molekul,
tzv. gasotransmiteru. Tyto plyny vykazuji fadu fyziologickych funkci v organizmu a poslednim

timto objevenym gasotransmiterem je sulfan (H2S).

Cilem této diplomové prace bylo ovéfit hypotézu, podle které jsou v prasecich oocytech
pfitomny enzymy produkujici HoS (CBS, CTH, 3-MPST), jejich distribuce je ve vzajemné
interakci a jejich spole¢né ptisobeni ovliviiuje prubéh meiotického zrani. Vysledna data byla

ziskdna na zéklad€ imunocytochemického barveni a kolokaliza¢ni analyzy.

Vysledky potvrdily ptitomnost H>S-uvoliujicich enzymt v prasecich oocytech. Zaroven
byla potvrzena funkce téchto enzymi v souvislosti S regulaci meiotického zrani, kdy oocyty
kultivované spolu s trojkombinaci inhibitord H2S-uvoliiujicich enzyml dozravaly pomaleji.
Vysledky také poukézaly stfedni korelacni zavislost enzymt CBS, CTH a 3-MPST. V piipadé
kombinace CBS a 3-MPST byla zaznamenana vysoka korelacni zavislost, a tim potvrzena jejich

interakce jak v nezralych oocytech, tak i v in vitro dozralych oocytech.

Je ztejmé, ze doposud prostudované ucinky HzS jsou jen zlomkem schopnosti, kterymi
tato signalni molekula disponuje. Pro popsani a vysvétleni mechanizmt pisobeni HzS je

zapotiebi dalSich experimenti.

Klic¢ova slova: oocyt, meiotické zrani, H»S, CBS, CTH, 3-MPST



Interactions of hydrogen sulfide releasing enzymes in

porcine oocytes during meiotic maturation

Summary

The reproductive biotechnologies currently represent a major scientific discipline based
on a sufficient quantity of wholesome oocytes matured in vitro conditions to acquire permits
for their effectiveness. The meiotic maturation is a complex process where a wide range
of factors is involved in the regulation. One of these factors are small gaseous molecules,
so-called gasotransmitters. These gases demonstrate number of physiological functions
in the organism and the latest discovered gasotransmitter is hydrogen sulfide (H2S).

The aim of this thesis was to test the hypothesis according to which there are enzymes
present in porcine oocytes that produce H>S (CBS, CTH, 3-MPST), their distribution
IS in interaction and their joint actions influence the process of the meiotic maturation.
The resulting data were obtained on the basis of immunocytochemical staining

and colocalization analysis.

The results proofed the presence of HoS-releasing enzymes in porcine oocytes. It was also
confirmed the function of these enzymes in relation to the regulation of the meiotic maturation
when oocytes cultured with triple inhibitors of H2S-releasing enzymes matured more slowly.
The results also showed medium correlation dependence of enzymes CBS, CTH and 3-MPST.
The combination of CBS and 3-MPST resulted in high correlation dependence which confirmed

their interaction both in immature oocytes and in vitro matured oocytes.

It is evident that so far studied effects of H»S are only a fraction of skills which this signal
molecule possesses. There exists a need for future experiments to help us describe and explain

the acting mechanisms of HsS.

Keywords: oocyte, meiotic maturation, H,S, CBS, CTH, 3-MPST
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1 Uvod

Reprodukéni biotechnologie ptedstavuji obor, ktery béhem poslednich let nabyva
na vyznamnosti. Usp&sna reprodukce je jednim z hlavnich ciléi chovu hospodaiskych zvifat,
kde pravé biotechnologické metody umoznuji chovatelim ziskat od nejlépe geneticky
vybavenych jedincl vice jejich potomkl v porovnani s pfirozenym zplisobem plemenitby.
S rozvijejicim se zajmem o vyuzivani biotechnologickych metod souvisi detailni studovani
a pochopeni mechanizmi a vlivii pisobicich na spravny vyvoj oocyti mimo organizmus
samice. Ziskané poznatky z vyzkumi na prasecich oocytech jsou velmi dobie pouzitelné nejen

u hospodatskych zvitat ale 1 v oblasti asistované reprodukce ¢loveka.

Nedilnou soucasti rozvoje biotechnologickych metod je dostateCné mnozstvi
plnohodnotnych oocytl. Po jejich odbéru dochazi ke kultivaci oocytii v in vitro podminkach
do stadia metafaze druhého meiotického déleni. Vysledkem meiotického zrani je dozraly oocyt
schopny podstoupit oplozeni a zah4jit embryonalni vyvoj. Meiotické zrani je komplexni d¢j,
zrani patii kinazy M-fazi podporujici faktor (MPF) a mitogen aktivovana protein kindza
(MAPK) a neméné dulezitymi jsou i malé signalni molekuly k pfenosu bunécného signalu.
V soucasnosti se pozornost vénuje malym plynnym molekuldm, gasotransmitertim, jejichz vliv
na meiotické zrani byl objeven pomérn¢ v nedavné dobé. Mezi gasotransmitery fadime oxid

dusnaty (NO), oxid uhelnaty (CO) a v soucasné dob¢ nejintenzivngji studovany sulfan (H2S).

H>S byl ptivodné popsan jako toxicky plyn, ale jako signalni molekula plni v organizmu
fadu fyziologickych funkci v riznych tkanich, zahrnujicich i1 reprodukéni systém.
Jeho endogenni syntéza probiha prostiednictvim enzymi CBS, CTH a 3-MPST. U sam¢iho
reprodukéniho systému plsobi na erekci penisu a pravdépodobné i na funkei varlat. U samic
H2S potlacuje délozni kontrakce, a tim dochazi k oddaleni porodnich bolesti. Nedavné studie
potvrdily pfitomnost H>S-uvoliujicich enzymi v oocytech, kde sehravaji dilezitou roli
Vv procesu regulace meiotického zrani. Vzajemna interakce jednotlivych enzymu vSak dosud

zUstava neobjasnéna.



2 Cil prace

Cilem této prace bylo ovéfit hypotézu, podle které jsou v prasecich oocytech ptitomny
enzymy produkujici HoS (CBS, CTH, 3-MPST), jejich distribuce je ve vzajemné zavislosti

a jejich spolecné ptisobeni ovlivituje pribéh meiotického zrani.

Pro ovéfeni stanovené hypotézy byly urceny nasledujici jednotlivé cile prace:
1) prokazat ptitomnost enzymi CBS, CTH a 3-MPST v oocytech prasete;
2) zhodnotit vliv specifickych inhibitorti enzymu uvolfiujicich H2S na prabéh
meiotického zrani oocyti;
3) zhodnotit vzajemnou distribuci enzymi CBS, CTH a 3-MPST a vyjadrit

jejich vzajemnou zavislost.



3 Literarni reSerse

3.1 Oogeneze a folikulogeneze

Oogeneze savcu piedstavuje proces, pii kterém se z primordialnich zarodec¢nych bunék
(PGCs, primordial germ cells) vyvijeji zrald vajicka (oocyty) schopna oplozeni. Oplozeni
schopné oocyty maji zredukovany pocet chromozomii, haploidni pocet (1n). K redukci poctu
chromozomti dochazi v priibéhu redukéniho déleni — meidzy. Proces oogeneze probiha ve tfech
fazich, a to ve fazi mnozeni, riistu a zrani. Oogeneze zac¢ina jiz béhem embryonalniho vyvoje
samice. Jesté pied narozenim plodu je vSak proces oogeneze ve fazi ristu pozastaven, oocyt se
dostdva do prvniho meiotického bloku. K uvolnéni oocytu z prvniho meiotického bloku
dochazi v obdobi puberty samice. Meidza je znovuzahdjena, ale béhem ovulace dochazi
k opétovnému pozastaveni, kdy se oocyt dostava do druhého meiotického bloku. Prolomeni
druhého meiotického bloku nastava pii oplozeni, kdy dojde k setkani oocytu se spermii

a meidza muze byt dokon¢ena (Wassarman, 1988).

Vyvijejici se oocyt je obklopen vrstvami podptrnych granuldznich bunék, tento komplex
se oznacuje jako ovarialni folikul. Folikuly prochazi vyvojem v procesu folikulogeneze.
Folikulogeneze zahrnuje proliferaci, rist, tvorbu antra az do ovulace ¢i atrézie. Folikulogeneze
zacina pred narozenim a probiha soucasné s oogenezi (Paulini et al., 2014). Rostouci folikuly

podporuji rist oocytl a ziskdvani jeho meiotické a vyvojové kompetence.

Granul6zni bunky folikulu také ptispivaji k rstu oocytil a zaroven se podileji na udrzeni
meiotického bloku. Ale i oocyt ma vliv na vyvoj granul6znich bungk, v¢etné jejich proliferace,
diferenciace a produkce extraceluldrni matrix a steroidnich hormont. Proces vyvoje folikuli
zahrnuje obousmérmou komunikaci mezi oocytem a somatickymi bunkami pomoci
mezibunééné komunikace prostiednictvim bunéénych spoju typu gap junction (Vanderhyden,

2002).

3.1.1 Primordialni zarodecné buiky

Zralé zarode¢né bunky se vyvijeji z nediferencovanych prekurzorovych bunék epiblastu,
takzvanych primordidlnich zarode¢nych bunék (PGCs, primordial germ cells), které vznikaji

pfeménou bun¢k v prvostievu a Zloutkovém vacku.

Po jejich vzniku ve zloutkovém vacku zacinaji PGCs b&hem nékolika dnli migrovat

do pohlavniho hiebene (Vanderhyden, 2002). U prasat se PGCs nachazeji v pohlavnim hiebeni
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24. den vyvoje embrya (Bielanska-Osuchowska, 2006). Béhem migrace se PGCs mitoticky
déli, a tim zvysuji svij pocet. Proliferace coelomového epitelu a soucasnd kondenzace
podkladového mezenchymu vedou k vytvofeni vyvySeniny pohlavniho hiebene. PGCs
dosahnou pohlavniho hiebene pomoci améboidniho pohybu (Paulini et al., 2014). K dosazeni
pohlavniho hiebene je migrace PGCs ovlivnéna signaly produkovanymi somatickymi buiikami,
jez jsou v mistech migracni cesty PGCs (Raz, 2004). Jsou to zejména cytokiny, které hraji
dalezitou roli v proliferaci a zachovani PGCs. Béhem migrace PGCs se méni distribuce
tfi extracelularnich matrix glykoproteint a to kolagenu IV, fibronektinu a lamininu. Pokud
PGCs postradaji podjednotku integrinu B1, nedokazi uc¢inné kolonizovat pohlavni hieben, proto

jsou integriny dillezitymi medidtory migrace PGCs.

Jakmile se nachazeji PGCs ve vyvijejicim se vaje¢niku, za¢nou se proliferujici PGCs
diferencovat v oogonie. Oogonie interaguji se somatickymi bunikami, které jsou povazovany
za prekurzory granuldéznich bunék. Tyto pregranuldézni builky vznikaji z epitelovych bunck
invaginujicich se do pohlavniho hiebene. Oogonie se postupné propoji s pregranuléznimi
bunkami, které se dale vyvijeji a vytvari primordialni folikul (Vanderhyden, 2002). Prvni
primordialni folikuly obklopené jednou vrstvou plochych folikularnich bunék byly pozorovany
u vajecnikll prasete 56. den a zlstavaji tak az do 90. dne (Bielanska-Osuchowska, 2006).

Folikuly se bez pfitomnosti oocytli nezacnou vyvijet.

Oogonie expanduji v disledku mitotického déleni, dokud buiiky nevstoupi do procesu
meidzy, a stavaji se oocytem. Prvni oogonie podstupujici meiotické déleni se nachazeji
v nejvnitinéjsi oblasti ovaridlni kiiry a vyvojova vlna meidzy se S§ifi smérem ven. Oocyty
v profazi I ziistdvaji pozastaveny v diplotene fazi, dokud nebudou plné dorostlé a stimulované
k ovulaci (Vanderhyden, 2002; Paulini et al., 2014). U prasete jsou od 47. dne vyvoje

pozorovany oocyty v profazi prvniho meiotického déleni (Bielanska-Osuchowska, 2006).

Proliferace PGCs je nasledovana vstupem oogonii do meidzy, ale zarovent dochazi
ke ztrat€ az 70 % zarode¢nych bun&k apoptézou. TGF-B1, TGF-B2 a FAS ligand indukuyji
programovanou smrt oogonii. Maximalni pocet samicich zarode¢nych bun¢k je dosazen
v okamziku pfechodu z mitézy do meidzy, tedy v momenté pfemeény oogonii na oocyty.
U prasete v 50. dni bfezosti ¢ini maximalni pocet zarodec¢nych bunék 1 100 000 a v dobé porodu

pocet zarodecnych bun¢k poklesne na 500 000 (Vanderhyden, 2002; Paulini et al., 2014).
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3.1.2 Riist oocytu a folikulogeneze

Obdobi ristu oocytu a folikulogeneze predstavuji procesy, které se odehravaji soucasné.
V dobé porodu se na vaje¢niku nachazeji primordialni folikuly, ve kterych je pozastaveny
primarni oocyt obklopeny jednou vrstvou plochych pregranuléznich bun¢k. Vyvoj folikula je
morfologicky charakterizovan zvétSenim prumeéru oocytl a synchronni proliferaci granuléznich
bunék, coz vede k obklopeni oocytu nékolika vrstvami bun¢k (Vanderhyden, 2002). V rlstové
fazi oocytu se zvétSuje objem, dochazi k replikaci a redistribuci cytoplazmatickych organel.
Tyto modifikace, véetné sekrece glykoproteind zony pellucidy, jsou obdobim intenzivni syntézy
RNA (Picton et al., 1998). Indukujicim signalem pro spusténi téchto procest je dosazeni obdobi

puberty u samice v disledku zvySeni hladiny hypofyzarnich gonadotropnich hormont.

Kdra vaje¢niku obsahuje folikuly v rizném stadiu jejich vyvoje. Folikuly se klasifikuji
na zéklad¢ jejich velikosti, typu nebo poctu vrstev granuléznich bunék. Folikuly se nazyvaji
preantralni nebo antrdlni. Preantralni folikul neobsahuje dutinu naplnénou tekutinou a ma
3 stadia — primordialni, primarni a sekundarni. Paulini et al. (2014) uvadi velikosti jednotlivych
stadii praseCich oocytl a poCty vrstev granuldéznich bunck takto: primér primordidlniho
folikulu je 34 um, primér primarniho folikulu 40 pm a primér sekundarniho folikulu je 85 pm.
Primér oocytu v primordiadlnim folikulu je 26 pm, primér oocytu v primarnim folikulu je
27 um a v sekundarnim folikulu je primér oocytu 39 pm. Pocet vrstev granul6znich bunék
u primordidlniho folikulu je 5, u primérniho folikulu 8 a u sekundarniho folikulu 50. Zasoba
preantralnich folikuld na vaje¢niku je velmi proménna mezi druhy, u prasete byla odhadnuta
na 21 000. Antralni folikul mé4 dutinu vyplnénou tekutinou a v tomto stadiu vétSina folikult
prochézi atretickou degeneraci. Malo z folikulli dosdhne preovulaéni etapy. Kompletni vyvoj
folikulti vrcholi ovulaci, coz znamend, ze je uvolnén kumulo-oocytarni komplex s plné

dorostlym a dozralym oocytem, ktery mize byt oplozen (Paulini et al., 2014).

3.1.2.1 Primordialni folikul a primarni folikul

Primordialni folikuly jsou tvofeny oocytem v prvnim meiotickém bloku a jednou vrstvou
zplosStélych granuldéznich bunék. Tyto primordialni folikuly tvoifi ovaridlni zasoby, ze kterych
se vyvijeji dalsi stadia folikulti. Oocyt mize byt vejéitého ¢i kulovitého tvaru s homogenni
ooplazmou, cytoplazma oocytu. Jadro mize byt umisténo v centralni nebo excentrické poloze
uvnitt oocytu. Jadro chrani hladkd membrana. Chromatin je obvykle nekondenzovany a jsou

pozorovana jedno nebo dv¢ jadérka.

12



U vétSiny druhii se organely v oocytu nachazeji blizko jadra nebo jsou rovnomérné
rozmisténé v ooplazmé. NejcetnéjSi organely v ooplazmé u primordidlniho folikulu jsou
mitochondrie, jejichz struktura se v pribéhu vyvoje méni z kulatého tvaru, coz predstavuje
nezralé stddium, na tvar podlouhly, kdy se jiz jedna o jeji kone¢né stadium. Mitochondrie jsou
lokalizovany volné¢ v ooplazmé prasat a jsou nahodné distribuovany s rozséhlou siti
endoplazmatického retikula prostupujictho do ooplazmy. VéEtSina savéi ooplazmy
u primordialniho folikulu obsahuje lipidové kapénky, endoplazmatické retikulum, Golgiho
cisterny, polyribozomy a proménlivy pocet vezikulii. U prasat jsou polyribozomy viditelné
na povrchu drsného endoplazmatického retikula a jsou distribuovany v celé ooplazmé. Oocyty
vSech savcili obsahuji lipidy. U prasat jsou tukové kapénky velmi hojné a predstavuji malé tmavé
kulaté struktury (viz Obrazek & 1). Tukové kapénky jsou zdrojem energie. Casto jsou
endoplazmatické retikulum, mitochondrie a tukové kapénky spojeny navzijem. Behem riistu
oocytu se pocet téchto metabolickych jednotek v ooplazmé zvySuje, ¢imZ se oocyt stava

metabolicky aktivnéjsi, zejména v syntéze proteini klicovych pro nasledné meiotické zrani.

Granul6zni buniky primordialnich folikulii jsou malé a maji relativné velké jadro se shluky
kondenzovaného a nekondenzovaného chromatinu. Mezi granul6znimi builkami navzijem
a mezi oocytem a granul6znimi bunikami nejsou zadné specializované spoje. V tomto stadiu se
jakeékoliv latky do oocytu dostavaji pomoci endocytdzy nebo proniknou difiizi prostiednictvim

tésného kontaktu mezi membranami granul6znich bunék a oocytu.

Obrazek ¢. 1: PraseCi primordidlni folikul s centrdln€ uloZzenym jadrem a velkym mnoZstvim
lipidovych kapének na jednom polu oocytu (pfevzato z Paulini ef al., 2014). O — oocyt; GC — granul6zni
bunky; Nu — jadro; L — lipidové kapénky.

13



Folikularni rtst probiha jen u malého poctu folikuld. Dochazi k diferenciaci a proliferaci
granuloznich bunék a ke zvétSeni v primarni folikul. Granulézni buiky zvysuji sviij pocet
ameéni svlij tvar z plochych bun€k v bunky kubické. Granulézni buiky jsou v primarnim
folikulu umistény blizko u sebe a pomoci spoji typu gap junction komunikuji granuldézni bunky
s oocytem a také mezi sebou. Jadra granul6znich buné¢k jsou nepravidelna se zatezy, v jejich
cytoplazmé jsou kulaté mitochondrie, endoplazmatické retikulum, nékolik Golgiho cisteren
avezikuly. U praseciho primarniho folikulu se nachazi nékolik lipidovych kapének jak
v ooplazmé, tak v cytoplazmé granuldoznich bunék (viz Obrazek €. 2). Ultrastrukturalni rysy
ooplazmy a jeji organely u primarnich folikulii jsou podobné jako u primordialnich folikuld.

Vétsina mitochondrii je stale uskupena dokola, jsou prodlouzené a jejich dé€leni je stale Castéjsi.

Oocyt podléha objemové expanzi a proteiny zony pellucidy zainaji byt sekretovany
mezi rostoucim oocytem a granul6znimi buitkami. Zona pellucida je obvykle zcela vytvoiena
kolem oocytu v sekundarnich folikulech, i kdyz u prasat jest¢ zona pellucida neni
v sekundarnich folikulech viditelnd (Paulini et al., 2014). Zona pellucida je poérovita
extracelularni vrstva sloZzend ze tii typid glykoproteint: ZP1, ZP2 a ZP3, které byly detekovany
v cytoplazmé granuloznich bun¢k (Sathananthan et al, 2006). ZP1 je primarni receptor
pro spermii, ZP2 je sekundérnim receptorem pro spermii a na ZP3 se vaze spermie a spousti
akrozomalni reakci. Tloustka zony pellucidy je rozdilnd u riznych druhi zvifat, u prasete se
jeji tloustka pohybuje v rozmezi 13 — 16 um (Prasad et al., 2000). Zona pellucida umoznuje
komunikaci mezi oocytem a granuléznimi buikami béhem oogeneze pomoci port, kterymi
prochézi vybézky granudznich bunck bezprostitedné obklopujici oocyt — bunék vrstvy corona
radiata. Zona pellucida mimoto chrani oocyt a nasledné embryo pifi jeho casném

pre-implantacnim vyvoji (Wassarman et al., 1999).

Do regulace oogeneze a folikulogeneze jsou zapojeny transkripcni faktory. Na specifikaci
bun¢k epiblastu v PGCs se podili tyto faktory: transformacni rastovy faktor (TGF-f,
transforming growth factor) a morfogenetické faktory (BMP-4 a BMP-8B,
bone morphogenetics proteins). BMP-4 a BMP-8B jsou produkované extraembryonalnim
ektodermem a jakmile jsou PGCs vytvoreny, BMP-4 a BMP-8B jiz nejsou nutné pro dalsi
rozvoj (Ying et al., 2001; Vanderhyden, 2002). Oocytarni faktory, jeZ jsou nutné pro vytvoreni
primordiélniho folikulu, jsou dosud pln€ neobjasnéné, ale cilend delece transkripéniho faktoru
FIG-a vede k selhdni tvorby primordidlniho folikulu. Na utvafeni primarniho folikulu se
podileji oocytarni faktory, jako napt. ristovy diferenciaéni faktor (GDF-9, growth
differentiation factor 9) a ristové faktory (BMP, bone morphogenetic protein), BMP-15
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a BMP-6. Exprese GDF-9 a BMP-15 zaciné v oocytech malych primarnich folikuli a pokracuje
i béhem ovulace. Oba rastové faktory jsou mitogeny pro granul6zni buiiky (Vanderhyden, 2002;

Paulini et al., 2014).

Obrazek ¢. 2: Primarni folikul prasete s lipidovymi kapénkami v ooplazmé a v cytoplazmé
granuldznich bunek (ptevzato z Paulini ez al., 2014). O — oocyt; Nu — jadro; GC — granul6zni bunky;
L — lipidové kapénky.

3.1.2.2 Sekundarni folikul

Organely, které byly rovnomérné distribuovany v celé ooplazmé u primordialnich
a primarnich folikulli, migruji v sekundéarnich folikulech k obvodu ooplazmy. Mitochondrie
oocytu jsou nejhojn€js$i organelou. Jejich tvar se protahuje, coz souvisi se zvySenym
metabolizmem a vysS$i energetickou potifebou oocyt vtomto stadiu. Endoplazmatické
retikulum a Golgiho cisterny se stavaji agregované a dobfe vyvinuté, coz rovnéz souvisi
s vy$§im metabolizmem oocytl v rostoucich folikulech. Existuje také spousta volnych
polyribozomt a vét§i mnozstvi lipidovych kapének. U prasat jsou tukové kapénky hojné a méni
svlj vzhled od malych kulatych tmavych kapének u primordidlnich a primarnich folikul
do velkych Sedych struktur u sekundarnich folikulti. Tyto zmény vzhledu mohou souviset
s lipolyzou, ale mohou také odrdzet zmény ve slozeni mastnych kyselin, jak se oocyt vyviji.

Tato zména miize byt druhové specifickd nebo mtlize byt v souvislosti s fyziologickym stavem

zvitete nebo se slozenim krmné davky (Paulini et al., 2014).
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V tomto obdobi se vrstva granuldéznich bun€k za¢ina obklopovat buikami vnitini thekalni
vrstvy (theca folliculi interna). Vngjsi thekélni vrstva (. f. externa) ptedstavuje vazivovou
vrstvu obklopujici granulozni bunky a oocyt (Young et McNeilly, 2010). Na zacatku tvorby
thekalnich vrstev je rozpozndna pfitomnost podlouhlych bunék piipojenych k bazalni
membrang, ale vrstva t. f. interna je stale nedostatecné definovana v malych sekundéarnich
folikulech, je zietelnd az na velkych sekundarnich folikulech (Paulini ef al., 2014). Funkci
thekalnich bunék je syntéza steroidnich hormonii. Thekalni buiiky tvoii sit’ bun¢k podporujici
cévni systém a po ovulaci thekélni buiiky luteinizuji a tvoti bunky zlutého téliska (Young

et McNeilly, 2010).

V pokracujicim ristu folikulu zacinaji mezi vrstvami theca folliculi prorustat krevni
kapilary, jejichz prostfednictvim se do folikulu transportuji endokrinni faktory. Luteinizaéni
hormon (LH) pfivadény do krevnich kapilar théky ma vliv na utvafeni androgent v théce.
Androgeny se poté dostavaji do granuléznich bun€k, kde indukuji vznik receptort
pro folikulostimula¢ni hormon (FSH) (Van den Hurk et al., 2000). Pod vlivem FSH hormonu
je v granuldznich bunkach indukovéana exprese cyklinu D2 a piisobenim FSH pokracuje rist
folikulu. V pfipad¢ nedostatku FSH nebo na zaklad¢ ptirozeného procesu selekce folikulil
podstupuji nékteré folikuly, které zahajily rast a nedosahly ovulace, apoptézu nebo atrézii

(Vanderhyden, 2002).

Béhem riastu folikulu se thekalni bunky stavaji zbytnélymi, méné zplostélymi, jsou
bohats$i na endoplazmatické retikulum a obsahuji mnoho kapicek lipidi. V mitochondrii se
nachazi prvni enzym ve steroidogenni draze, cholesterol sidechain cleavage cytochrome P450
(CYP11A), a endoplazmatické retikulum obsahuje zbyvajici enzymy nezbytné pro produkci
androgenti. V lipidovych véccich se ukladaji prekurzory (estery cholesterolu) pro syntézu
steroidnich hormont, tyto prekurzory jsou do mitochondrie dopravovany pomoci proteinu
STAR (steroidogenic acute regulatory protein). Androgeny syntetizované v thekalnich bunikach
jsou transportovany do granuldéznich bunék, kde jsou pomoci P450 aromatazy prevedeny
na estron a 17fB-estradiol (Young ef McNeilly, 2010). Estradiol stimuluje proliferaci
granul6znich bunék. Béhem folikularniho vyvoje podstupuji granulézni buiiky transformaci
z proliferacnich, preovulacnich estradiol-produkujicich bun€k na neproliferacni, terminalné

diferencované a progesteron-produkujici bunky zlutého téliska (Vanderhyden, 2002).

Proces produkce androgenii vyzaduje enzymy P450, CYP17, HSD3B a STAR a je
pod kontrolou LH, ale i mnoho dalSich faktorG hraje vyznamnou roli béhem produkce

androgenil v thekélnich buiikach. Jednd se o BMP, GDF-9, HGF (hepatocyte growth factor),
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IGF (insulin-like growth factor), SCF (stem cell factor/kit ligand) a TGF-B (transforming
growth factor B). IGF-1 zvySuje proliferaci thekalnich bun¢k in vitro, stimuluje expresi
LH receptort a steroidogennich enzymu. Syntéza IGF1 je fizena FSH. SCF, také znamy jako
kit ligand, je rlstovy faktor, ktery je syntetizovan granul6znimi buiikami. SCF pulsobi
na diferencované thekalni bunky. Thekalni bunky produkuji keratinocytovy rastovy faktor
(KGF) a hepatocytarni rustovy faktor (HGF), které ptisobi na produkci SCF v granul6znich
bunkach. SCF poté signalizuje syntézu KGF a HGF v thekalnich bunikach, jedna se o pozitivni
mechanizmus zpétné vazby. SCF tak plsobi jako kone¢ny faktor zapojeny do diferenciace
a aktivace thekdlnich bunék. Zastupci tfidy TGF-PB hraji zasadni roli béhem ristu a vyvoje
folikuli. Radime mezi né& BMP, ristové diferenciaéni faktory (GDFs), aktivin a inhibin.
Tyto molekuly se vaZzi na své receptory a iniciuji fosforylacni kaskady, které nasledné ovliviiuji

genové exprese v bunééném jadie (Young ef McNeilly, 2010).

Ve fazi prenantralniho stadia jsou pozorovany mezery mezi sousednimi granul6znimi
buitkami vyplnéné folikularni tekutinou (viz Obrazek €. 3). Progresivni nahromadéni tekutiny
zpusobi roztazeni téchto dutin a pocatecni vytvoreni antra, coz vede ve vyvoji folikulid k antralni

fazi (Paulini et al., 2014).

Obrizek & 3: Casny antralni folikul zobrazujici mezery mezi pfilehlymi granuldéznimi buiikami
naplnéné folikularni tekutinou (pievzato z Paulini et al., 2014). O — oocyt; ZP - zona pellucida;
GC — granuldzni bunky; FF - folikularni tekutina.
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3.1.2.3 Antralni folikul

Ptechod k antralnimu folikulu spociva ve vytvareni dutiny vyplnéné tekutinou,
v dtsledku ¢ehoz dochézi k oddé€leni a diferenciaci granul6znich bun¢k do dvou typi. Jednim
z nich jsou muralni granulézni bunky obklopujici sténu folikulu. Druhym typem jsou bunky
kumulérni obklopujici oocyt a s t€émito bunikami je oocyt ovulovan v podob¢ expandovaného
vejconosného hrbolku (cumulus oophorus), sestavajiciho ztzv. kumuldrnich buné¢k
(Vanderhyden, 2002). Nejvnitingjsi vrstva kumulu zvana corona radiata béhem zralosti také
expanduje (Sathananthan et al., 2006). Antralni stddium nastava u prasat u pruméru folikula

cca 400 pum.

V terciarnich folikulech jsou oocyty zcela obklopeny pln€ vyvinutou zonou pellucida,
organely jsou rovnomérnéji rozlozené v ooplazmé a narista pocet protdhlych mitochondrii,
tukovych kapének a vezikul. Kortikalni granula, ktera byla uspofaddna u sekundarnich folikula
ve shlucich v hluboké kiife oocytu, postupné migruji smérem k obvodu oocytu v Graafové
folikulu. Kortikdlni granula jsou odvozena z Golgiho komplexu a jsou kontinudlné
produkovana az do ovulace. Zraly oocyt podléha ovulaci ve stadiu metafaze II, ve které je
zaroven pozastaven jeho vyvoj (Paulini et al., 2014). Zraly oocyt pti ovulaci je haploidni burika
v piipad¢ prasecich oocytl s 19 matetskymi chromozémy usporddanych v ekvatoridlni roving

(Sathananthan et al., 2006).

KdyZ oocyt dosahne metafaze II, jsou kortikalni granula na vnitini ploSe plazmatické

membrany oocytu a jsou piipravena exocytdozou uvolnit jejich obsah do perivitelinniho

MW

zony pellucidy a zabrani tak polyspermii (Paulini et al., 2014).

3.2 Mechanizmus Fizeni meiotického zrani

3.2.1 Pribéh meiotického zrani

Meiotické zrani oocytu je jednim z dulezitych fyziologickych déji odehravajicich se
V organizmu pro zachovani druhu. Meiotické zrani sestava ze dvou po sobé jdoucich M-fazi,
meidzy I a meidzy 11, a protoZe nenastava S-faze, ve které dochazi k replikaci DNA, dochézi
ke vzniku haploidnich gamet sredukovanym poctem chromozomt (Kishimoto, 2003).

U vétSiny savcl je meidza oocytll zapocata béhem embryonalniho vyvoje samice a jejich vyvoj
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je pozastaven v diplotene profaze prvniho meiotického déleni kolem obdobi porodu. Oocyty
Vv tomto stadiu setrvavaji v tzv. prvnim meiotickém bloku. V této podobé¢ jsou oocyty udrzovany
tydny nebo roky v zavislosti na pfislusnosti k zivo¢iSnému druhu. S nastupem puberty dochazi
k ristu oocyti ve folikulech, kdy oocyty ziskavaji uplnou kompetenci pro znovuzahajeni
a dokonceni meiotického zrani (Liang, Ch.-G. et al., 2007). Primér pln¢ dorostlého prasec¢iho
oocytu je cca 120 um (McGaughey et al., 1979). PIn¢ dorostly oocyt s pozastavenou mei6zou
v profazi I je oznaCovan jako nezraly oocyt ve stadiu zarode¢ného vacku (GV, germinal
vesicle). Proces znovuzahijeni a dokonceni meidzy ve stadiu metafaze Il je oznaCovan jako
meiotické zrani (Kishimoto, 2003). U prasecich pln¢ dorostlych oocytl probiha faze zrani

40 az 48 hodin (Naito et al., 1995).

V procesu znovuzahajeni meiotického zrani je pozorovatelny rozpad jaderné membrany,
také rozpad zarode¢ného vacku, oznacovaného jako GVBD (germinal vesicle breakdown).
GVBD vV podminkach in vivo je dusledkem preovula¢ni viny gonadotropinu, luteiniza¢niho
hormonu LH (Fan et al., 2002), ktery ptisobi na folikularni somatické bunky (také granul6zni
buiiky). LH-indukované znovuzahdjeni meiotického zrani je zéavislé na aktivaci MAPK
ve folikuldrnich bunkéach. Mezi nezralym oocytem a kumuldrnimi buiikkami, které oocyt
obklopuji, funguji jako hlavni komunika¢ni systém mezibunécné spoje typu gap junction.
Toto spojeni hraje duleZitou roli pfi vyvoji oocytu a folikulu, udrzuje meioticky blok a vyvolava
znovuzahdjeni meiotického zrani. Snizeny pocet nebo naruseni funkénich spoji gap junction
mezi oocytem a kumuldrnimi/granuléznimi bunikami je soucasti mechanizmu, ktery vyvolava
znovuzahajeni meiotického zrdni po aktivaci klicovych kinaz v granuldoznich bunkéch.
Gap junction protein alfa-1, znamy také jako connexin 43 (CX43), je hlavni slozkou
gap junction spojeni mezi oocytem a ovarialnimi granuléoznimi bunikami. Fosforylace CX43
vede Kk naruseni spoju gap junction. CX43 mize byt fosforylovano ftadou dulezitych
proteinkinaz. V antralnich folikulech umoznuji spoje typu gap junction tok CAMP
z folikularnich bunék do oocytli, ¢imz nedochazi K pfed¢asnému znovuzahajeni meiotického
zrani (Liang, Ch.-G. et al., 2007). cAMP je tedy latka zptisobujici meioticky blok (Dekel, 2005).
Po stimulaci LH dochazi k indukeci signalnich kaskad vedoucich k naruseni spojl gap junction,
a tim pferusi toku cAMP. Mezitim, steroidy vylucované granul6znimi buiikami stimuluji
meiotické zrani parakrinni cestou (Liang, Ch.-G. et al., 2007), prosttednictvim BMP, GDF-9,
HGF, IGF, SCF a TGF-p (vice viz kapitola 3.1.2.2) (Young et McNeilly, 2010).

Vysledkem vySe popsané regulace je zrani oocytu, které je charakterizovano kondenzaci

chromozomti, GVBD, vyvojem do metafaize I (MI), do anafaze (AI) a telofaze (TI)
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az do vydéleni prvniho polového téliska, kdy je v metafazi II (MII) ustanoven druhy meioticky

blok. Druhy meioticky blok je prolomen az po oplozeni (Meinecke et al., 2001).

Chyby v chromozomalni segregaci béhem meiotického déleni mohou narusit stabilitu
genomu u gamet pred oplodnénim a mit za ndsledek aneuploidii. Chromozomalni segregace je
kriticky zé&visld na formaci a stabilit¢ mikrotubularnich vldken dé¢liciho vieténka.
V somatickych buiikach je shromazdéni mitotického vietena regulovano centrozémy, které
funguji v podobé primarnich mikrotubularnich organizacnich center (MTOCs, primary
microtubule organizing centers). MTOCs jsou bezmembranové a vazané organely, obvykle
slozené ze dvou centriol obklopenych bilkovinnou matrix z pericentriolarniho materidlu
(PCM). Centrioly udrzuji celistvost centrozomti a jsou nezbytné pro tvorbu bi¢ikli, zatimco
PCM poskytuje mikrotubuliim upeviiovaci schopnost. Sav¢i oocyty obsahuji unikatni MTOCs
slozené z nezbytnych pericentioldrnich proteinii matrix, zahrnujicich gama-tubulin pro tvorbu
mikrotubuld, ale chybi jim centrioly. Centrioly jsou pfitomné v oogoniich a ve fetalnich
oocytech pouze do stddia pachytene (tfeti faze profaze I), tudiZz nejsou centrioly
béhem meiotického zrani oocytl pfitomny. U vétSiny druht se centrioly do oocytu dostanou
béhem oplozeni se spermii, kterd centrioly obsahuje. Prvni MTOCs jsou obvykle detekovany
v preovulaénich oocytech pozastavenych v profazi I. Po znovuzahajeni meidzy se v cytoplazmé
oocytu a v tésné blizkosti jadra tvoti vice malych MTOCs. Jak oocyty postupuji do prometafaze
I, tak se mikrotubuly postupné organizuji do bipolarniho meiotického vietena. BEhem metafaze
I a II chromozomy vytvofi spolu s MTOCs lokalizovanych na obou pdlech oocytu metafazni
desticku. Mysi oocyty obsahuji pericentrin, protein vazajici dalsi proteiny centrozému, ktery
predstavuje klicovou funkéni slozku jedine¢ného acentriolarntho MTOCs v oocytech.
Jeho nedostatek zplisobuje naruseni organizace meiotického vietena vedouci k aneuploidii
(Ma et Viveiros, 2014). Pericentrin se také vyskytuje u ¢lovéka (Delaval et Doxsey, 2010).
U prasete se uplatiiuji jiné proteiny, jako je NuMA (Nuclear Mitotic Apparatus) (Schatten
et Sun, 2011) a centrin (Manandhar et al., 2006). Dillezité procesy cytoskeletu a segregace
chromozému jsou regulovany Skalou kliCovych faktorti meiotického zrdni, mezi které patii

zejména enzymy s kindzovou aktivitou.

3.2.2 Klicové faktory regulujici zrani oocytu

Klicovou ulohu v procesu meiotického zrani predstavuje kaskada vedouci k fosforylaci
a defosforylaci proteinti. Tato kaskada je regulovdna proteinkinazami a fosfatdzami, jejichz

adekvatni dynamika reguluje prolomeni meiotického bloku, znovuzahdjeni a dokonceni
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meiotického zrani (Fan et al., 2002). Na pocatku spusténych signalnich kaskad sehravaji svoji
ulohu malé signdlni molekuly, oznacované jako druzi poslové. Mezi tyto signalni molekuly
patii cyklické nukleotidy cAMP a cGMP a také vapenaté ionty Ca?*. V soucasnosti se stale vice

studuje vliv malych plynnych molekul, gasotransmiterti, na meiotické zrani.

Mezi klicové regulatory meiotického déleni fadime M-fazi podporujici faktor (MPF,
maturation-promoting factor) a mitogen aktivujici protein kinazu (MAPK, mitogen activated
protein kinase) (Meinecke et al., 2001). Ob¢ kinazy jsou aktivovany v dobé kolem GVBD
(Motlik et al., 1998).

Mezi dalsi regulacni faktory patii protein kinaza C (PKC), ktera se tadi
mezi serin/threonin kinazy, jez mohou byt aktivovany vapenatymi ionty (Ca?*) (Fan et al.,
2002). PKC zastava tlohu jak v oocytech, tak i v granuléznich bunkach. Aktivace PKC
vyznamné reguluje fosforylaci MAPK. PKC aktivatory fosforyluji MAPK v kumularnich
bunkach. PKC inhibitory blokuji FSH-indukované znovuzahdjeni meiotického zrani a aktivaci
MAPK. Jednim z findlnich u¢inki MAPK aktivace v granuléznich buiikdch je naruSeni
gap junction a PKC drdha také muze naru$it gap junction v granuléznich buikach
(Liang, Ch.-G. et al., 2007).

3.2.2.1 Cyklické nukleotidy — CAMP a cGMP

Udrzeni prvniho meiotického bloku zavisi na vysoké hladiné cAMP v oocytu.
Vysoka hladina cAMP v oocytu mé za nasledek fosforylaci CDC2 na Thr14 a Tyrl5 a ¢ini tak
MPF neaktivni (Duckworth et al., 2002). Pokles CAMP v oocytech na pocatku zrani oocytl
vede k defosforylaci CDC2 na Thrl4 a Tyrl5 a komplex MPF se aktivuje, ¢imz oocyt muize
znovu vstoupit meidzy. Mechanizmus plsobeni cAMP probihd prostiednictvim
CAMP-dependentni protein kindzy A (cAMP-PKA), kterd reguluje ¢innost fosfatazy CDC25
akinazy WEEI/MYT1 (Mehlmann, 2005). CDC25 defosforyluyje CDC2, zatimco
WEE1/MYT1 CDC2 fosforyluje. CAMP-PKA ovliviiuje i granul6zni/kumularni buiky, kde ma
pozitivni vliv na aktivaci MAPK stejné jako na znovuzahdjeni meiotického zrani

(Liang, Ch.-G. et al., 2007).

cAMP je produkovan bunikami folikulu a poté difunduje do oocytu prostiednictvim spoju
gap junction (Anderson et Albertini, 1976). Vysokou hladinu cAMP udrzuje i sam oocyt, ktery
je schopny generovat vlastni cAMP. V plazmatické membrané oocytu se nachazi receptor
GPR3 (G-protein-coupled receptor), ktery stimuluje Gs G-protein, coz vede k nasledné aktivaci
adenylat cyklazy (AC). Enzym AC zodpovida za syntézu cAMP (Mehlmann, 2005).
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cGMP je syntetizovan granul6znimi butikami, které maji na své membrané natriureticky
peptid receptor 2 (NPR2), na ktery se vaze natriuretické peptid typu C (NPPC). Navazani NPPC
na NPR2 vede Kexpresi guanylyl cyklazy (GC). GC je enzym syntetizujici c¢cGMP.
Z granul6znich bunék cGMP vstupuje do oocytu prostiednictvim spoji gap junction (Lee et al.,
2013). cGMP v oocytech inhibuje fosfodiesterazu 3A (PDE3A), ¢imz se zabrani degradaci
cAMP na AMP, a timto mechanizmem dochazi k udrzeni meiotického bloku (Vaccari et al.,
2009). Preovula¢ni vina LH indukuje pokles cGMP v granuldéznich bunkach a oocytu.

wrwe

disledku GVBD (Shuhaibar et al., 2015).

3.2.2.2 EGF (epidermalni rastovy faktor)

Komplex EGF hraje dulezitou roli pii zprostfedkovani LH b&éhem znovuzahdjeni
meiotického zrani. EGF a latky ze skupiny EGF (amphiregulin (AREG), epiregulin (EREG)
a beta-cellulin)  ovliviuji  meiotické  zrani, jelikoz indukuji  aktivaci EGFR
v granul6znich/kumuldrnich bunkach a tim aktivuji MAPK, a ovliviluji vyvijejici se
kompetenci oocytli u riznych druhd savci. Inhibice receptoru pro EGF (EGFR) a snizeni
AREG nebo EREG zabranuje EGF-indukované steroidogenezi a také blokuje LH-indukovanou

steroidogenezi stejné jako znovuzahajeni meiotického zréani.

Latky ze skupiny EGF zastavaji fyziologickou roli v regulaci znovuzahéjeni meiotického
zrani vV preovulacnich folikulech, pravdépodobné jako zprostfedkovatelé signall, které jsou

vyvolané vinou LH.

Granulozni buiiky jsou hlavnim putsobistém receptorit EGF (EGFR). LH se vaze
na LH receptor v granuldznich buiikach preovulacnich folikuld, tim se aktivuje cAMP-PKA
a P38 MAPK signalni kaskadda a stimuluje se exprese mRNA kodujici pre-EGF latky.
Tyto pre-EGF latky jsou zpracovany do kone¢nych peptidi (AREG, EREG a beta-cellulin)
pomoci enzymu metalloproteindzy (MMP) a jsou uvolnény z bunécného povrchu. Nasledné,
rozpustné rustové faktory vyvinou autokrinni a parakrinni u¢inky prostfednictvim aktivace
receptoru EGF (EGFR). Vsechny tyto procesy vedou k znovuzahajeni meiotického zrani,
ke kumularni expanzi a k udalostem, které jsou rozhodujici pro ovulaci. Po navazani EGF se
aktivovany EGFR (m& wvnitini tyrosin kindzu) podili na fosforylaci tyrosinkinazy, ktera
se nachazi v substratech buiiky. Drdha EGF ve vaje¢niku zahrnuje rychlé fosforylace MAPK.

Naptiklad v prasecich granul6znich bunikach, kde MAPK miize byt aktivovana po docasném
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osetfovani s EGF. Aktivace EGFR spusti signalizaci ptes MAPK a EGF pusobi hlavné

na granuloznich bunkach, kde reguluje zrani oocyti.

Funkéni vyznam latek skupiny EGF spociva v podpofe kumularni expanze
prostiednictvim jejich stimula¢niho u¢inku na HAS2 a PTGS2 expresi mRNA, tento ucinek je
zprostfedkovan pomoci MAPK. Kromé toho ma EGF schopnost indukovat steroidogenezi
v granuloznich burikach (Liang, Ch.-G. et al., 2007).

3.2.2.3 MPF (M-fazi podporujici faktor)

MPF je heterodimerni kindza skladajici se =z katalytické podjednotky — cyklin
dependentni kindzy 2 (CDC2, cyclin dependent kinase 2), ozna¢ované také jako kinaza CDK1,
nebo P34¢PC2 a zregulacni podjednotky cyklinu B (Meinecke et al., 2001). Vyznamné
mnozstvi cyklinu B1 je syntetizovano béhem prvni a druhé metafaze u prasecich oocyti,
potvrzuje to i zvySend koncentrace komplexu béhem téchto fazi. Koncentrace komplexu se
v obou metafazich 1isi, kdy v druhé metafazi je mnohem vyssi (Naito et al., 1995). VétSina
CDC2 v oocytech je monomerni a pouze zhruba 10 % je spojena s cyklinem B v pre-MPF
komplexech. Pre-MPF je udrzovan ve své inaktivni form¢ fosforylaci aminokyselinovych
zbytkl (threonin 14 a tyrosin 15) katalytické podjednotky CDC2. Tyto inhibi¢ni fosforylace
jsou pravdépodobné katalyzovany MYT1 protein kindzou (Liang, Ch.-G. et al., 2007).

V meioticky nekompetentnich prasec¢ich oocytech je hladina CDC2 velmi nizka.
Jeho koncentrace se nahle zvySuje na konci rustové faze oocytd, ¢imz je nabyti meiotické
kompetence spojeno se zvySenou koncentraci CDC2 na konci rstu oocytt (Motlik et al., 1998).
MPF se podili na procesu kondenzace chromozému a rozpadu jaderné membrany (Meinecke et

al., 2001).

Znovuzah4jeni meidzy zavisi na aktivaci MPF. cAMP inhibuje aktivni MPF a soubéZné
také potlacuje syntézu cyklinu B1, ¢imz se minimalizuje dostupnost pre-MPF. Degradace
cyklinu Bl vede k disociaci komplexu CDC2/cyklin B1 a timto mechanizmem dochazi
ke snizeni aktivity MPF (Dekel, 2005). Kdyz bunky vstupuji do M-faze bunééného cyklu, MPF
se aktivuje defosforylaci aminokyselinovych zbytkti (Thrl4 a Tyrl5) a tento proces
defosforylace je katalyzovan enzymem CDC25 fosfatazou (Motlik et al., 1998). Fosfatazy
u savcll obsahuji tfi izoformy A, B a C. CDC25B se uplatiiuje pfi regulaci ptechodu z G2-faze

do M-faze v savéich oocytech, ¢imz reguluje znovuzahajeni meiozy.
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S MPF se piiblizné ve stejnou dobu kolem GVBD aktivuje i MAPK. Bezprostfedné
po GVBD dosahuji oba faktory vyznamné aktivity a vrcholu dosahuji pti MI. Poté, MAPK
zustava stabilni pii maximalni aktivité v pribéhu piechodu z MI do MII a v MII, zatimco
aktivita MPF vyrazné klesa pti pfechodu z MI do MII, ale zvySuje se opét v MII (Ye et al.,
2003). Inaktivace MPF je tedy piechodna (Dekel, 2005).

3.2.2.4 MAPK (mitogen aktivujici protein kindza)

MAPK piisobi jako serin/threoninova kindza a patii do tfidy extracelularné regulovanych
proteinkindz (ERK, extracellular signal-regulated kinases), které¢ zprostfedkovavaji prenos
signalu z vnéjsiho prosttedi do bun¢k. MAPK uplatiujici se v regulaci meiotického zrani jsou
stimulovany pfimo v kumularnich buiikdch nebo oocytech. MAPK je aktivovana MAP kinaza

kinazou (MAPKK, také MEK) (Meinecke et al., 2001).

Veskeré mnozstvi MAPK je syntetizovano v rostoucich nekompetentnich oocytech, kde
neni MAPK aktivovana. Aktivace MAPK v kumularnich buikach je nezbytna
pro znovuzahajeni meiotického zrani oocytt. Ale i aktivovana MAPK v granuldznich bunkéch
zastava dulezitou ulohu ve zprostfedkovani spravného ptisobeni LH. V prasecich granuléznich
bunikach je MAPK aktivovana bezprostfedné po pusobeni FSH a LH (Liang, Ch.-G. et al.,
2007). MAPK zahrnuje 2 formy klicové pro pribéh meiotického zrani, ERK1 a ERK2.
Béhem meiotického zrani jsou obé tyto formy fosforylovany. U prasecich oocytl je tomu tak

do 24 hodin (Motlik et al., 1998).

MAPK zodpovida za ptechod MI do MII (Meinecke et al., 2001), dalsi tlohou MAPK je
podil na tvorb¢ délicich vietének a podil na druhém meiotickém bloku. Inhibice aktivni MAPK
blokuje GVBD a casnou fosforylaci CX43, to znamend, ze MAPK-dependentni draha
zprostfedkovavd LH-indukované naruSeni gap junction, kdy dojde ke sniZeni hladiny cAMP,

a to vede k znovuzahajeni meiotického zrani (Liang, Ch.-G. et al., 2007).

MAPK je aktivovana po pusobeni MOS (kinaza nadfazena MAPK) a PLK1 (polo-like
kinase 1). MAPK a PLKI jsou v nezralych oocytech neaktivni, jejich aktivace probiha
béhem znovuzahajeni meiotického zrani v dobé aktivace cyklinu-B-CDC2. Po aktivaci
zustavaji ob¢ kinazy pln€ nebo téméf plné aktivni béhem piechodu z meidzy I do meidzy 1.
Pti vystupu z MI ma PLK1 stale zna¢nou aktivitu. Nedostate¢na aktivita PLK1 m4 za nasledek
selhani okamzité aktivace cyklinu-B-CDC?2, ktery je potiebny pro pfechod MI do MII. Inhibice
drahy MOS-MAPK vede ke vstupu do S-faze. Oocyty na konci meiozy | vypadaji, ze maji
schopnost projit mitoticky cyklus, ale draha MOS-MAPK potlac¢uje tuto schopnost a predurcuje
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oocyt ke vstupu pfimo do meiozy II. Uginek drahy MOS-MAPK je primarné zprostiedkovan
P9ORSK. Ulohou P9ORSK je piima fosforylace a inaktivace MYT1, kterd udrzuje meioticky
blok. V jedné draze, MAPK spolu se zbytkovou aktivitou cyklinu-B-CDC2 a cyklinu-A-CDC2
udrzuji aktivitu PLK1, ktera udrzuje potlaceni MYTI1. V druhé draze udrzuje MAPK
aktivovany CDC25. Ob¢ drahy umoznuji nové shromazdit cyklin-B-CDC2, aby se stal
aktivnim. Prostfednictvim potlaceni MYT1 je PLK1 =zékladnim medidtorem funkce
MOS-MAPK-PI90RSK pro zajisténi ptechodu MI do MII (Kishimoto, 2003).

3.3 Sulfan (H2S) jako gasotransmiter

Reprodukéni procesy jsou regulovany hormony a enzymy. Nicméné v posledni dobé bylo
prokazano, ze dokonce i mnohem mensi plynné molekuly - gasotransmitery - jsou zapojeny
do reproduk¢niho procesu. Gasotransmitery jsou malé plynné signalni molekuly produkované
béhem metabolizmu bun¢k. Snadno pronikaji biologickymi membranami a za pfirozenych

podminek se tcastni biologickych procesti (Smelcova et Tichovska, 2011).

Do rodiny gasotransmitert patii oxid dusnaty (NO), oxid uhelnaty (CO) a sulfan (H>S).
Tyto plyny byly diive znamy jen jako soucast zneCisténého ovzdusi s toxickymi efekty
naorganizmus savci (Smelcova et Tichovska, 2011). Kodliseni NO, CO a H,S
od neurotransmiterd a humoralnich faktort bylo stanoveno nékolik kritérii, které musi spliiovat,
aby se nazyvaly gasotransmitery:
(1) Jsou to malé molekuly plynu.
(2) Volné prostupuji membranou. Jejich ucinek neni zavisly na membranovych receptorech.
(3) Jsou endogenné a enzymaticky generovany a jejich generace je regulovana.
(4) Maji definované specifické funkce na fyziologicky relevantnich koncentracich.
(5) Jejich bunécné ucinky mohou, ale nemusi byt zprosttedkovany druhymi posly, ale méli by
mit konkrétni bunééné a molekularni cile. Napiiklad, NO a CO aktivuji Kca kandly

V plazmatické membrané bud’ pfimo, nebo prosttednictvim cGMP (Wang, 2002).

Plsobeni  gasotransmiter.  bylo  popsano v centrdlni  nervové  soustave,
Vv kardiovaskularnim systému a v reprodukéni soustavé, jak saméi, tak i samic¢i. U samct
vSechny tii gasotransmitery ovliviiuji erekci penisu, NO a CO plsobi na spermatogenezi
a motilitu spermii. U samic NO, CO a H2S tlumi kontrakce hladké svaloviny délohy za biezosti.

NO a CO maji také vliv na vyvoj sami¢ich pohlavnich bunék (Smelcova et Tichovska, 2011).
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3.3.1 Fyzikalné-chemické vlastnosti H2S

H2S je bezbarvy plyn, téz8i nez vzduch, s molarni hmotnosti 34,08 g/mol. H2S je
charakteristicky silnym zapachem po zkazenych vejcich. Oxidaci H2S vznika elementérni sira,
oxid sifiity (SO2) a sirany, jako je kyselina sirova (H2SOs). H2S muze byt hydrolyzovan
na hydrogensulfid a sulfidové ionty v téchto po sobé& nasledujicich reakci: HoS & H + HS
2H* + SZ. Pii fyziologickém pH 7,4 pfiblizné jedna tfetina H,S existuje jako nedisociovana
forma a dv¢ tetiny jsou hydrogensulfidovy anion. Vzhledem ke své rozpustnosti v lipidech

pronika H>S snadno biologickymi membranami (Reiffenstein et al., 1992; Wang, 2002).

Toxicita HaS je znama zhruba jiz 300 let. Hlavnim disledkem intoxikace H2S je naruSeni
respira¢nich center v mozkovém kmeni (Guidotti, 1996). Zotaveni z akutni intoxikace je
obvykle rychlé a tplné, v zavislosti na mife expozice. Nicmén¢, n€které priznaky mohou byt
nevratné v diisledku vedlejsich G¢inkid zptisobenych nedostatkem kysliku v disledku respiracni
paralyzy nebo plicntho edému (Arnold et al, 1985; Glass, 1990). Hranice
mezi toxikologickymi a fyziologickymi Gi¢inky H2S je velmi tenka. Sav¢i buniky maji regulaéni
mechanizmus pro fizeni endogenni hladiny H2S ve fyziologickém rozmezi, aby se zabranilo

preméné fyziologického ucinku H>S na vysoce toxicky uc¢inek (Wang, 2002).

H2S je schopen modifikovat ¢innost mnoha enzymi. H2S reguluje aktivitu proteinid
ptes proces sulfhydratace, kdy se pfipoji dodate¢na sira na thiolovou skupinu (-SH)
cysteinovych zbytkd, ¢imz vznika hydropersulfid (-SSH). Tato post-translacni modifikace
postihuje 10 az 25 % protein. Pomoci sulfhydratace se naptiklad rychle zvySuje aktivita
enzymu glyceraldehyd 3-fosfat dehydrogenazy, ktery zastava roli v procesu glykolyzy.
Sulfhydratace mize byt dilezitym mechanizmem, ktery tidi mnoho dalSich metabolickych
procesi v téle zvifat (Mustafa et al., 2009). Dalsim ptikladem je ucinek sulfhydratace
u endotelialnich bunék a fibroblasti, kde doslo k post-translaénim modifikacim u kinazy MEK 1
na cysteinu 341, ktera je zapojena do prubéhu aktivace MPF a MAPK (Zhao et al., 2014).

3.3.2 Endogenni syntéza a metabolizmus H2S

V tkani savcl je H2S produkovén tfemi enzymy. Ve vétsing tkéni je H2S produkovan
cystathionin beta-syntazou (CBS) a cystathionin gama-lyazou (CTH) (Wang, 2002).
Tretim enzymem, ktery byl nalezen pro syntézu H2S v mozku, je 3-merkaptopyruvat
sulfur-transferaza (3-MPST) (Shibuya et al., 2009).
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CTH je dulezity predev$im v kardiovaskularnim systému (Liu et al., 2012), i kdyz je
povazovan za mensiho ptispévatele k syntéze HoS v mozku na zékladé své nizké urovné exprese
(Abe et Kimura, 1996). CBS produkuje H2S bud’ hydrolyzou jeho substratu cysteinu (Cys) nebo
kondenzaci Cys a homocysteinu (Hcy) (Chiku et al., 2009). 3-MPST produkuje H.S
z 3-mercaptopyruvatu  (3-MP). 3-MP je produkovan pomoci enzymu cysteinové
aminotransferazy (CAT) z cysteinu. H.S produkovany enzymem 3-MPST je ulozen
jako vazané sulfany siry (persulfidy, polysulfidy a elementarni sira), coz umoziuje rychle
uvoliovat HoS v pfipadé€ stimulace. Buiikky exprimujici 3-MPST a CAT maji zvySenou hladinu

vazaného sulfanu siry (Shibuya et al., 2009).

Tyto enzymy pouzivaji jako substrat aminokyselinu L-cystein a produkuji rizné mnozstvi
H2S (Starka, 2009). Dal$im méné dilezitym endogennim zdrojem H2S je redukce elementarni
siry na H2S pomoci redukénich ekvivalentt ziskané z oxidace glukozy (Searcy et Lee, 1998).
Tento proces je vyjadien rovnici: 2 CeH1206 + So + 3 H2O — 3 CeHeO3 + 6 H2S + 3 CO».

Tkanové koncentrace endogenniho H2S se pohybuji v rozmezi od 50 uM do 160 puM.
Mechanizmus degradace H>S je nezbytny pro udrzeni dostate¢né hladiny v tkanich. Za prvé,
H2S je oxidovan na thiosulfid v mitochondriich, ten je pozdéji pfeveden na kone¢ny produkt,
sulfid. Druhou metabolickou cestou H»S je metylace v cytosolu s thiol S-methyl-transferazou
(TSMT) na methanethiol a dimethylsulfid (Furne et al., 2001). H2S se vyluCuje pievazné
ledvinami jako volny nebo konjugovany sulfat (Beauchamp et al., 1984). Jako koneény produkt
metabolizmu CBS a CTH, vykazuje H2S negativni zpétnou vazbu na aktivitu téchto enzyma.
Zvysena hladina HoS potlacuje troven aktivity CTH (Kredich et al., 1973) a rychlost

glukoneogeneze z cysteinu (Simpson et Freedland, 1976).

Podobné jako na CO a NO, se H2S vdze na hemoglobin (Starka, 2009), se kterym tvoti
sulfhemoglobin. Hemoglobin a CO vytvaii karboxyhemoglobin a pfipojenim NO
na hemoglobin je zformovan nitrosylhemoglobin. Pokud je na hemoglobin navazan jeden
z plynt, je vazba jinych plynd ovlivnéna a jejich individudlni schopnost ptisobit na cilenych
buikach mize byt zménéna (Wang, 2002). Krom¢ toho miize H2S reagovat s NO, vysledkem
je sloucenina nitrosothiol, ktera se podili na zpétné regulaci aktivity NOS enzymu (Whiteman
et al., 2006).
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3.3.3 Vliv H2S na iontové kanaly

Gasotransmitery jsou znamé pro jejich selektivni interakce s riznymi typy iontovych
kanali (Wang, 2004) (viz Obrazek ¢. 4). Mnoho z buné¢nych ucinki HzS je zprostiedkovano
prave iontovymi kanaly (Tang et al., 2010).

Aktivace pfechodného receptoru TRPV: (transient receptor potential vanilloid 1)
a prechodného receptoru TRPA; (transient receptor potential ankyrin 1) pomoci H2S ma
za nasledek kontrakci nonvaskuldrniho hladkého svalstva (mocovy méchyt, dychaci cesty)

a zvysuje sekreci CI™ v tlustém stievé (Tang et al., 2010).
Katp kanaly

K arp kanaly reguluji membranovy potencial, a tim reguluji hladinu intracelularniho Ca®*
(Nichols, 2006). V oocytech hraje dynamika intracelularntho Ca®" klicovou roli
béhem oplozeni a embryonalniho vyvoje, véetné zrani oocytl. Pritomnost Karp kanald
v oocytech hraje zasadni roli ve funkci oocytl a mize poskytnout ochranu pti metabolickém

stresu (Du et al., 2010).

H>S otevira Katp kanaly v buiikach hladké svaloviny cév (SMC, smooth muscle cells),
kardiomyocytech, pankreatickych beta bunikach, neuronech a gastrointestinadlnich SMC, a tim
reguluje tonus v cévach, Kkontraktilitu myokardu, sekreci inzulinu, neurotransmisi
a gastrointestinalni kontraktilitu. Kromé toho, H2S reguluje procesy zanétu, nocicepce, bolesti
a bunééné smrti (Tang et al., 2010). Antagonista Katp kanalu, glibenklamid, blokuje
vasorelaxacni ucinky H2S a rusi hyperpolarizaci bunééné membrany vyvolanou H.S (Zhao
etal.,, 2001; Cheng et al., 2004). H2S aktivuje tii izoformy proteinové kinazy C (PKC)
v kardiomyocytech, jedna se o izoformy a, e a d (Pan et al., 2008). Stimulace PKC je spojena
s aktivaci Katp kanali H.S. HyS aktivuje K'atp kandly a adenylatcyklazu ke zvySeni
intracelularniho cAMP (Dombkowski et al., 2004; Cheng et al., 2004).

Ca?* kanaly

H2S inhibuje L-typ Ca?* kanaly kardiomyocytt, ale stimuluje stejné kanaly v neuronech,
&¢imz reguluje intracelularni hladiny Ca?* (Tang et al., 2010). Ca?* kanaly T-typu hraji kli¢ovou
roli pfi zpracovani somatickych nebo visceradlnich nociceptivnich informaci a maji
pod kontrolou bolest (Kawabata et al., 2007). H2S funguje jako nociceptivni posel v prubéhu

zanétlivych procest prostiednictvim aktivace Ca?* kanalt T-typu.
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NMDA receptory

Receptor N-methyl-D-aspartové kyseliny (NMDA) je ionotropni receptor pro glutamat.
NMDA receptor je heterotetramer skladajici se ze dvou spojenych podjednotek NR1 a NRo.
Podjednotka NR> predstavuje vazebné misto pro neurotransmiter glutamat a jeji funkci je
kontrola elektrofyziologickych vlastnosti NMDA receptord (Tang et al., 2010). V oocytech
exprimujicich NMDA receptory jsou na podjednotce NR1 lokalizovany dva cysteiny (Cys744
a Cys798) a H2S modifikuje tuto cysteinovou dvojici, aby NMDA receptor aktivoval (Sullivan
etal., 1994).

L-cystein
|
CSE\CBS

L}
~,

TRP(V,, A,) CI" kanily

Obrazek €. 4: Vliv H2S na iontové kanaly (pfevzato a upraveno z Tang et al., 2010).

3.3.4 Cilové organové systémy

H2S je produkovén v riznych castech téla, v centralnim nervovém systému (Abe
et Kimura, 1996), kardiovaskularnim systému (Zhao et al., 2001) a v sam¢i (Srilatha et al.,
2007) a sami¢i reprodukéni soustavé (Srilatha et al., 2009).

H2S, podobné jako NO, patii mezi molekuly, které se podileji na pfenosu informaci

mezi nervovymi buikami (Abe et Kimura, 1996). H>S zesiluje proudy, které se podileji
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na regulaci synaptické plasticity pro uceni a pamét’ (Tang et al., 2010). Reguluje membranové
iontové kandly v mozkové tkani a ¢innost mnoha enzymd, které mohou ovlivnit mozkovou
¢innost (Abe et Kimura, 1996). Deficit v expresi CBS zpusobuje hyperhomocysteinémii, coz
vede k predCasnému perifernimu a mozkovému okluzivnimu arteridlnimu onemocnéni (Boers
et al., 1985). Podobné, homocysteinurie je autozomalné recesivné dédi¢na porucha (Mudd et
al., 1985), ktera mize uzce souviset s nizkou endogenni produkci HoS. Na zakladé téchto
pozorovani uvedl Kamoun (2001) hypotézu, Zze akumulace H2S v mozku muze zpusobit

metabolickou intoxikaci.

V obéhovém systému H»S, podobné jako NO, reguluje kontraktilitu cév a snizuje krevni
tlak (Zhao et al., 2001). Tyto u¢inky HoS spocivaji v piisobeni na buriky hladké svaloviny.
V burikach hladkého svalstva HzS zvysuje propustnost Katp kanald a nasledné hyperpolarizuji

bunécnou membranu. Produkce H2S muize zlepsit napiiklad piisobeni NO (Starka, 2009).

V sam¢i reprodukéni soustavé plisobi endogenni HaS jako latka, kterd usnadniuje erekci
penisu. H2S se podili na relaxaci hladkého svalstva v krevnich cévach, coz je jednou
ze zékladnich pficin erekce penisu (Srilatha et al., 2006). Na zaklad¢ téchto vysledk by HoS
mohl slouzit jako alternativni medicina v boji proti porucham erekce. Ve varlatech byly také
zaznamenany koncentrace enzymi CBS a CTH (Sugiura et al., 2005), ¢imz by se mohl H2S

podilet na regulaci funkci varlete.

Reprodukéni systém samic

Enzymy CBS a CTH byly prokazany v déloze, fetalni membrané a v placenté (Patel et al.,
2009). Guzman et al. (2006) prokazali vliv enzymu CBS na plodnost, kdy blokovany gen
pro CBS zptsobil sniZzeni poctu vyvijejicich se folikulil a kratsi a nepravidelny estralni cyklus.
Potlacend exprese enzymu CBS v granuldznich bunkéach vede k inhibici meiotického zrani

oocytu (Liang, R. et al., 2007).

H2S se podili na regulaci kontraktility délozni svaloviny. Nizké davky H2S snizuji
kontrakce délohy, a tim zpusobuji oddaleni porodu (Sidhu et al., 2001). Sulfidové ionty brani
navazani oxytocinu na jeho receptory, coz zptisobuje potlaceni déloznich kontrakei. Blokovani
oxytocinu HzS je pravdépodobné mechanizmus, ktery mize oddalit porodni bolesti (Hayden
etal., 1989). H.S uvolnuje hladké svalstvo reprodukéniho systému prostfednictvim signalni

drahy NO a zvySuje propustnost Katp kanala (Srilatha et al., 2009).
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V nepfitomnosti dodatecného L-cysteinu produkuji vSechny nitrod€lozni tkané velmi
nizké hladiny H2S. Pfidavkem L-cysteinu vyznamné zvysuje produkci HoS ve vsech tkénich,
ale jatra produkuji H2S vyrazné vyssi rychlosti ve srovnani se vSemi intrauterinnimi tkanémi
(Patel et al., 2009), coz je pravdépodobné v dusledku vysoké exprese CTH v jatrech (Swaroop
et al., 1992). Dle Patela et al. (2009) produkovala déloha H>S ve vétsi mife nez placenta
(2009) také prokéazali, Ze za podminek nizkého obsahu kysliku byla vyznamné zvysena rychlost
produkce H2S v intrauterinnich tkanich, pfedev§im v d€loze a plodovych obalech. Enzymy
CBS a CTH tak mohou byt pfimo ovlivnény kyslikem. Nizka hladina kysliku se oznacuje jako
hypoxie a je spojena s pre-eklampsii, kde $patna funkce placenty muize snizit pfisun kysliku
a zivin k plodu, a vede k intrauterinni ristové retardaci (IUGR) a k dal§im poruchdm placenty.
Hypoxie muze také zpusobit dalsi pre-eklamptické piiznaky, jako je uvoliovéani zanétlivych
cytokind a oxida¢ni stres (Agarwal et al., 2005; Soleymanlou et al., 2005). Zvysena produkce

H2S za hypoxickych podminek by mohla hrat roli v patologii pre-eklampsie.

3.3.5 Uloha H2S v pritbéhu meiotického zrani oocyti

Nevoral et al. (2015) jako prvni potvrdili jak pfitomnost mRNA, tak i pfitomnost enzymui
CBS, CTH a 3-MPST v prasecich oocytech a jejich roli v meiotickém zrani a kumularni
expanzi. mMRNA a proteiny z enzyma uvoliujicich H2S ukazuji specifickou tlohu téchto
enzymu v obdobi rlistu a zrani oocytll. Zatimco mRNA CTH byl pfitomen na témét konstantni
urovni pro celou dobu ristové a zraci faze, pfitomnost MRNA CBS v oocytu je omezena
na obdobi rustové faze. mRNA 3-MPST byl zaznamenan kratce pied znovuzahajenim meiozy,
¢imz by mohlo byt odkazovano na ulohu 3-MPST jako na nezbytny enzym pro meiotickou

kompetenci.

Dalsim dulezitym poznatkem Nevorala et al. (2015) je, Ze efektivni trojkombinace (3C;)
vSech inhibitorti enzymi uvoliujicich Hz2S potlacila meiotické zrani a ovlivnila kumularni
expanzi. To naznacuje, Ze jednotlivé enzymy jsou schopné nahradit se navzajem, a proto pouze
paralelni inhibice vSech enzymu uvoliujicich H2S méa vyznamny disledek. Podobny
mechanizmus substituce enzymi uvolfiujicich H2S se podle Sanokawa-Akakura et al. (2014)

také ocekava v somatickych bunkach.

Nevoral et al. (2015) také zjistili, ze G¢inek 3C;i byl zjistén u zralych MII oocytd, nikoliv
v GV oocytech. To naznacuje, Ze nezralé nekultivované GV oocyty obsahuji dostatec¢né

mnozstvi endogenniho H>2S, a neni nutnd enzymatickd generace ke zvySeni jeho hladiny.
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Rana stadia oocytl jsou tak schopna vyuzit zdsobni H2S a zralé oocyty jsou plné zavislé

na aktivité¢ enzymu uvoliujicich HzS.

H2S vyznamné urychluje zrani prasecich oocytu in vitro. Meiotické zrani oocytu
urychluje diivéjsi zvyseni hladiny MPF a MAPK, které reguluji zrani oocytti (Nevoral et al.,
2014). Jednim z mechanizmt regulace by mohla byt schopnost H2S ovliviiovat aktivitu riznych
faktort a kindz procesem sulfhydratace. Sulthydrataci tak H,S mulize upravovat a fidit procesy
meiotického zrani oocytl. V somatickych bunkach H,S stimuluje signalni drahy cAMP/PKA

(Njie-Mbye et al., 2012) a PI3BK/AKT (Huang et al., 2010).

H2S ovlivituje piimo oocyt. U oocytl kultivovanych jiz bez kumularnich bunék bylo
zrychlené zrani mnohem vyrazngj$i. Pfi¢inou je pravdépodobné mensi mnozstvi
dostupného H2S pro oocyt, jelikoz je H2S zadrzovan v kumuldrnich bunkach nebo
Vv extracelularni matrix produkované témito builkami. Navic H2S miZe vyvolat procesy
zpomalujici zrani oocytt v kumularnich bunkach (Tanghe et al., 2002). Proto je H2S
indukované meiotické zradni oocytli rychlejsi bez ptitomnosti kumularnich bunék (Nevoral

etal., 2014).

Kyselina hyaluronovd (HA) v extracelularni matrix kumularnich bunék slouzi jako
marker kumularni expanze. U kumulo-oocytarnich komplexd (COCs, cumulus-oocyte
complexes) je inhibovana produkce HA. H2S vyznamné ovliviiuje tvorbu HA ve druhé ¢asti
kultivace COCs (Nevoral et al., 2014). Mechanizmus u¢inku H2S na kumularni expanzi je
dosud neobjasnény. Jednou z moznosti by mohl byt vliv na signdlni drahy cAMP/PKA (Njie-
Mbye et al., 2012), ktera reguluje kumularni expanzi. Mozné cilové molekuly pro exogenni
H2S mohou byt 1 nékteti Clenové superrodiny TGF-beta, které podléhaji regulaci H2S, a poté

maji vliv na aktivitu HA-syntazy 2 v kumularnich bunkach (Dragovic et al., 2005).

Krejcova et al. (2015) potvrdili ulohu HzS v pribéhu procesu starnuti prasecich oocytl
v podminkach in vitro. Snizena produkce H2S je jeden z biochemickych markerti doprovazejici
starnuti oocyti. Inhibice endogenni produkce Hz2S vede k apoptdze a NaSH jako exogenni donor
H2S zabrani apoptoze tim zplisobem, Ze zleps$i mitochondrialni dysfunkce a potlaci signdlni
drahy kaspazy-3 (Li et al., 2014). Tato hypotéza o t¢innosti H2S u sav¢ich oocytd zatim nebyla
doposud potvrzena. Sulthydrataci mize mit H.S vliv na aktivitu pro-apoptotickych
a anti-apoptotickych (Sen et al., 2012).

Gasotransmitery zasahuji do regulace hypotalamo-hypofyzo-gonadotropni oSy in vivo
(Lamar et al., 1996; Prevot et al., 1999; Mancuso et al., 2010). Sitdikova et al. (2010) dokazali
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vliv H2S na regulaci hypofyzarnich bunék. Celkové ucinky H2S vyusti v regulaci sekrece
gonadotropiny uvoliujiciho hormonu (GnRH) a v modulaci gonadalni aktivity pfi uvoliovani
hormont. Je ziejmé, Ze pozorované ucinky HoS na in vitro meiotické zrani oocytd jsou jen
zlomkem mnoha schopnosti, kterymi H2S disponuje, véetn¢ interakci gasotransmiterd (Nevoral

etal., 2015).

Zatimco byl H2S ovéfen jako signalni molekula v prasecich oocytech, stejné jako
pritomnost jednotlivych enzymii uvoliujicich H>S, dosud ziistavd neobjasnénd interakce

jednotlivych enzymt CBS, CTH a 3-MPST v oocytech béhem meiotického zrani.
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4 Materialy a metodika

4.1 Izolace oocytu

Vajecniky byly ziskavany od 6 az 8 mésicu starych necyklujicich prasnicek z jatek
(Jatky Piibram), odkud byly dopravovany pii teploté 39 °C do laboratofe. V laboratofi byly
Z ovarialnich folikuld o priméru 2 az 5 mm aspirovany pomoci injekéni stiikacky a jehly (20G)
kumulo-oocytarni komplexy (COCs). Selekce a manipulace s COCs se provadéla
pod stereomikroskopem pomoci sklenéné pipety. Pro nasledné vyuziti pro experiment byly
vybirdny pln¢ dorostlé nezralé oocyty ve stadiu GV s neporusenou cytoplazmou a se souvislou
vrstvou kumularnich bunék. Cast nezralych GV oocytii byla zbavena kumularnich bunék

a zpracovana stejné jako oocyty dozralé po 48 hod. in vitro (viz nize).

4.2 Kultivace oocyti v podminkach in vitro

Vybrané COCs dozravaly v modifikovaném médiu M199 (Sigma-Aldrich, USA),
doplnéném o 32,5 mM bikarbonatu sodného, 2,75 mM laktatu vapenatého, 0,025 mg/ml
gentamicinu, 6,3 mM HEPES, gonadotropni hormony eCG a hCG v poméru 13,5 IU eCG: 6,6
IU hCG/ml (P.G.600; Intervet International B.V., Holland) a 5 % (v/v) fetadlniho hovéziho séra
(Sigma-Aldrich, USA). Kultivace COCs probihala ve 4-jamkovych Petriho miskach (Nunc,
Fisher Scientific, USA), kde byl pfipraven 1,0 ml kultivacniho média, a pii teploté 39 °C
za pfitomnosti smési vzduchu s5% CO; byly COCs kultivovany po dobu 48 hodin.

Po ukonceni kultivace byly oocyty zbaveny kumularnich bunék opakovanym pipetovanim.

4.3 Imunocytochemie

Izolované oocyty a in vitro dozralé MII oocyty byly zbaveny obalu zona pellucida 0,5 %
pronazou (Sigma) a oocyty byly fixovany 40 minut ve 2 % formaldehydu pfi laboratorni teploté,
nasledovalo promyti oocytd v roztoku PBS-NaN3 a 40 minut byly permeabilizovany
v PBS- NaN3 s 0,1 % Triton-X-100 (PBS-NaNsz-TX). Dale byly oocyty inkubovany po dobu
25 minut v PBS-NaNs-TX, do které¢ho bylo ptidano 5 % normalniho koziho séra (NGS). Poté
pfes noc probihala inkubace oocytl pii teploté 4 °C s primarni kréali¢i nebo mysi polyklonalni
anti-CBS (cystathionin beta-syntaza), polyklonalni anti-CTH (cystathionin gama-lyaza)
a polyklonalni anti-3-MPST (3-merkaptopyruvat sulfur-transferaza). Nasledn¢ byly oocyty
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dvakrat promyty a poté byly inkubovany s fluorescein isothiokyanatem (FITC)
nebo kyanorhodaminem (Cy5), konjugovanym s kozim anti-krali¢im nebo anti-mysim IgG
(1:200; Invitrogen, Fisher Scientific, USA) pfi laboratorni teploté¢ po 40 minut. Poté byly
oocyty dvakrat promyty PBS-NaN3-TX s 1 % NGS a poté byly montovany do Vectashield
s 4'6'-diamidino-2-phenylindolem (DAPI; Vector Laboratories, USA). Negativni kontroly

prosly stejnym postupem, s tim rozdilem, Ze byly vynechany specifické primarni protilatky.

4.4 Analyza obrazu

Snimky byly pofizeny pomoci invertovaného Ti-U mikroskopu (Nikon, Japan), CCD
kamery Clara Interline (Andor Technology PLC, Northern Ireland) a programu NIS Elements
Ar (Laboratory Imaging, Czech Republic). Analyza obrazu, spolu s 2D dekonvoluci, byla
provedena na zaklad¢ intenzity signalu CBS, CTH nebo 3-MPST. Od signalu téchto enzymu
byla odectena intenzita signalu negativni kontroly. Nasledné¢ byla provedena kolokaliza¢ni
analyza vzdy dvou signalt vyskytujicich se v jednom oocytu (FITC a Cy5). Mira piekryvu byla
vyjadfena hodnotou Manderova koeficientu a mira korelace obou signalii byla vyjadiena
hodnotou Pearsonova koeficientu. Manderav koeficient oznacuje piekryti signala a predstavuje
skute¢nou miru kolokalizace. Nabyva hodnot od 0 do 1, pfi¢emz 0,5 znamena, Ze 50 % z obou
vybranych signalti kolokalizuje. Pearsoniiv koeficient popisuje korelaci intenzity mezi dvéma
kanaly. Nabyva hodnot od -1,0 do 1,0, pficemZ 1 znamena Gplnou korelaci, 0 znamend zZadnou
vyznamnou korelaci a -1,0 oznacuje Uplnou negativni korelaci. Korela¢ni zavislost obou
koeficientl byla stanovena jako stfedni zavislost, kdyZ se jejich hodnoty nachazely v intervalu
0,5 az 0,7. S ohledem na to, pokud jeden z koeficientii dosahoval hodnoty nad 0,7 a zaroven
druhy koeficient hodnoty 0,7 nedosahoval, byla i pfesto tato zavislost vyhodnocena jako

sttedni. Pro vysokou korelacni zavislost byl stanoven interval od 0,7 do 0,9.

4.5 Statisticka analyza

Kanalyze dat ziskanych z experimenti byla pouzita ANOVA metoda (t-test)
ve statistickém programu Statistica 12. Za statisticky vyznamny rozdil mezi vysledky

U porovnavanych skupin byla stanovena hladina statistické vyznamnosti na hodnotu P <0,05.
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4.6 Design experimenti
4.6.1 Experiment ¢. 1
Piitomnost enzymi CBS, CTH a 3-MPST v oocytech prasete.

Cilem experimentu bylo prokazat piitomnost enzymtit CBS, CTH a 3-MPST uvolnujicich
H>S v prasecich oocytech kultivovanych v podminkach in vitro. K dosazeni vysledki bylo
pouzito metody imunocytochemie. Pro tuto analyzu byly pouzity nezralé a pln¢ dorostlé GV

oocyty a oocyty dozralé do stadia MII po 48 hod. in vitro kultivace.
4.6.2 Experiment ¢. 2

Vliv specifickych inhibitori enzymii uvoliiujicich H2S na pribéh meiotického zrani

oocytii.

Cilem experimentu bylo stanovit procentualni zastoupeni prasec¢ich oocytti nachazejicich
se v MII fazi meiotického zrani in vitro kultivace oetfenych specifickymi inhibitory enzymu
uvolnujicich H2S. K dosazeni vysledki byla inhibitorem pro CBS kyselina oxamova, pro CTH
to byl DL-propargylglycin a pro 3-MPST kyselina a-ketoglutarova. Analyzovaly se jednotlivé
specifické inhibitory pro kazdy enzym, dvojkombinace a trojkombinace inhibitort.
Po 48 hodinach kultivace byla hodnocena uspésnost meiotického zrani oocytt kultivovanych
se specifickymi inhibitory vii¢i kontrolni skupiné zrajici obvyklym zplisobem bez ptidani

inhibitort.
4.6.3 Experiment ¢. 3
Vzajemna distribuce enzymii a vyjadfeni jejich zavislosti.

Cilem experimentu bylo prokdzat vzajemnou distribuci enzyma uvoliujicich H2S
a vyjadfit jejich zavislost. K dosazeni vysledkl byla pouZita kolokaliza¢ni analyza (Manderiv
a Pearsoniv koeficient). Pro tuto analyzu byly pouzity nezralé¢ a pln¢ dorostlé GV oocyty

a oocyty dozralé do stadia MII po 48 hod. in vitro kultivace (viz Tabulka ¢. 1).

Tabulka €. 1: Pocty analyzovanych oocyti v jednotlivych kombinacich enzymi.

Stadium GV Stadium MII Celkem oocyti ‘
Kombinace CBS-CTH 28 45 73
Kombinace CBS-3-MPST 20 21 41
Kombinace 3-MPST-CTH 36 12 48
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5 Vysledky

5.1 Pritomnost enzymi CBS, CTH a 3-MPST v oocytech prasete

Cilem experimentu bylo prokazat ptitomnost enzymt CBS, CTH a 3-MPST v prasecich
oocytech. V experimentu byly pouzity specifické protilatky, pro porovnani byla testovana

I negativni kontrola oocyt, jejiz kultivace probihala bez specifickych protilatek.

Ptitomnost enzymi CBS, CTH a 3-MPST voocytech prasete byla prokazana
prostiednictvim  imunocytochemické  lokalizace  proteinhi a  analyzy  obrazu
(viz Obrazek ¢. 5 — 7). Testovanymi skupinami byly nezralé a pIn¢ dorostlé GV oocyty a oocyty
dozralé po 48 hod. in vitro kultivace do stadia MII.

Obrazek €. 5: Imunocytochemicka lokalizace enzymu CBS v GV a MII oocytu. DAPI: DNA,
FITC: CBS. Zvétseni 400x.
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Obrazek €. 6: Imunocytochemicka lokalizace enzymu CTH v GV a MII oocytu. DAPI: DNA; Cy5
a TRITC: CTH. Zvétseni 400x.

—\/
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Obrazek ¢. 7: Imunocytochemicka lokalizace enzymu 3-MPST v GV a MII oocytu. DAPI: DNA,
Cy5: 3-MPST. ZvétSeni 400x.
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5.2 Vliv specifickych inhibitori enzymu uvoliiujicich H>S na priibéh

meiotického zrani oocytu

Cilem experimentu bylo potvrdit vliv enzymu uvolnujicich H2S (CBS, CTH a 3-MPST)
na prubéh meiotického zrani oocyt. V experimentech byly pouzity specifické inhibitory
enzymu uvolnujicich HzS, které zamezily spravné funkci téchto enzymu. Pro porovnani byla
testovana i kontrolni skupina enzymd, jejiz kultivace probihala bez pfidani inhibitort. Kazda

testovana skupina ¢itala 120 oocytu, které byly kultivovany in vitro 48 hodin.

Jako prvni byl zkouman vliv jednotlivych specifickych inhibitord pro kazdy enzym.
Kdy pro enzym CBS to byl inhibitor kyselina oxamova (OXAM; 4 mM), pro enzym CTH
to byl DL-propargylglycin (PAG; 2 mM) a pro enzym 3-MPST byla inhibitorem kyselina
a-ketoglutarova (KETO; 10 mM). Kontrolni skupina byla kultivovana bez ptidani inhibitort.

Z vysledkt zanesenych do grafického znazornéni (viz Graf €. 1) vyplyva, Ze podil oocyti,
které béhem meiotického zrani dosahly stadia MII ve stejném case, se po pfidani jednotlivych
inhibitord ve srovnani s kontrolni skupinou neli$i, ob¢é skupiny dosahly hodnot nad 95 %.
Z toho lze usoudit, ze jednotlivé inhibitory enzymii uvoliiujicich H2S neovliviiuji pribéh

meiotického zrani oocyti.
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Graf & 1: Utinek jednotlivych specifickych inhibitora H.S-uvoliiujicich enzymii na meiotické
zrani oocyti po kultivaci 48 hodin. MI: metafaze I; AI/TI ptrechod z anafaze I do telofaze I; MII:
metafaze II; kontrola: kontrolni skupina; OXAM: 4 mM kyseliny oxamové (inhibitor CBS); PAG:
2 mM DL-propargylglycinu (inhibitor CTH); KETO: 10 mM kyseliny o-ketoglutarové (inhibitor
3-MPST). Ruzné superskripty vyjadiuji statisticky vyznamné rozdily mezi experimentalnimi skupinami

ve stejném stadiu meiotického zrani (P <0,05).

V dalsi ¢asti experimentu bylo testovano, jestli by mohla mit vliv na meiotické zrani
oocytl dvojkombinace specifickych inhibitorti enzymu uvoliiujicich H2S. Dvojkombinace byly
stanoveny nasledovné: 1) 2 mM PAG a 2 mM OXAM, 2) 5 mM KETO a 2 mM OXAM a 3)
5mM KETO a 2 mM PAG. Kontrolni skupina byla opét kultivovana bez ptidani

dvojkombinace inhibitord.

Z vysledkl je patrné, ze po 8 hod. meiotického zrani dosahly oocyty stadia MII se
srovnatelnou uspésnosti ve srovnani s kontrolni skupinou, jelikoz hodnoty dosahovaly 92,5
az 95,8 % u experimentalnich skupin a 98,3 % u skupiny kontrolni (viz Graf ¢. 2). Z toho je
mozné usoudit, Ze dvojkombinace inhibitord H2S-uvoliujicich enzymi neovliviiuji pribéh

meiotického zrani oocytii.
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Graf & 2: Utinek dvojkombinace specifickych inhibitorii H,S-uvoliiujicich enzymii na meiotické
zrani oocyti po kultivaci 48 hodin. MI: metafaze I; AI/TI prechod z anafaze 1 do telofaze I; MII:
metafaze II; kontrola: kontrolni skupina; PAG-OXAM: 2 mM DL-propargylglycinu a 2 mM kyseliny
oxamové; KETO-OXAM: 5 mM kyseliny a-ketoglutarové a 2 mM kyseliny oxamové; KETO-PAG:
5 mM kyseliny a-ketoglutarové a 2 mM DL-propargylglycinu. Ruzné superskripty vyjadiuji statisticky

vyznamné rozdily mezi experimentalnimi skupinami ve stejném stadiu meiotického zrani (P <0,05).

V posledni ¢asti experimentu byl zkouman vliv trojkombinace specifickych inhibitori
enzymi uvoliiujicich H2S na meiotické zrdni oocytl. Trojkombinace obsahovaly rtzné
koncentrace inhibitort, a to: 1) 0,25 mM OXAM, 0,25 mM PAG a 0,5 mM KETO, 2) 0,5 mM
OXAM, 0,5 mM PAG a 1 mM KETO, 3) 1 mM OXAM, 1 mM PAG a 2,5 mM KETO
a4) 2mM OXAM, 2 mM PAG a 5 mM KETO. Kontrolni skupina byla opét kultivovana bez
pfidani trojkombinace inhibitort.

Zvysledkti experimentu je patrné, Ze trojkombinace specifickych inhibitort
H2S-uvoliujicich enzymit mély signifikantni vliv na meiotické zrani. Podil oocytl, které
béhem meiotického zrani dosahly stadia MII ve stejném Case, ma po pfidani trojkombinace
inhibitortt ve srovnani s kontrolni skupinou tendenci se snizovat, kdy hodnota u kontrolni
skupiny byla 94,7 %, zatimco u experimentalnich skupin se hodnoty pohybovaly od 65,0

az 75,8 % (viz Graf ¢. 3). Pribeh meiotického zrdni u experimentélnich skupin obsahujici
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inhibitory oproti kontrolni skupiné kultivované klasickym zplsobem se se zvySujicim poctem
inhibitori zpomaluje. Na zdkladé téchto vysledkd 1ze usoudit, ze vSechny enzymy uvoliujici

H>S hraji ulohu v priabehu meiotického zrani oocyti.
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Graf & 3: Utinek trojkombinace specifickych inhibitori H.S-uvoliiujicich enzymii v riizné
koncetraci na meiotické zrani oocyti po kultivaci 48 hodin. MI: metafaze I; AI/TI pfechod z anafaze
I do telofaze I; MII: metafaze II; kontrola: kontrolni skupina; 1) 0,25 mM OXAM, 0,25 mM PAG
a0,5mM KETO; 2) 0,5 mM OXAM, 0,5 mM PAG a 1 mM KETO; 3) 1 mM OXAM, 1 mM PAG
a2,5mM KETO; 4) 2 mM OXAM, 2 mM PAG a5 mM KETO. Ruzné superskripty vyjadiuji statisticky

vyznamné rozdily mezi experimentalnimi skupinami ve stejném stadiu meiotického zrani (P <0,05).

5.3 Vzajemna distribuce enzymii a vyjadieni jejich zavislosti

Cilem experimentu bylo prokdzat vzajemnou distribuci enzymi uvolnujicich H2S
a vyjadrit jejich zavislost. Na zéaklad¢ specifickych protilatek byla provedena kolokaliza¢ni
analyza vzdy dvou signali v jednom oocytu, ktera vyhodnocovala vzajemnou lokalizaci
enzymu. Vystupem byly hodnoty Manderova koeficientu piekryvani (R) a Pearsonova
korelaéniho koeficientu (Rr). Testovani probihalo u nezralych GV oocytt a oocytt dozralych
do stadia MII po 48 hod. in vitro kultivace.
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Na zakladé kolokaliza¢ni analyzy byly pro kombinaci enzym CBS a CTH (viz Obrazek
¢. 8) u GV oocytl zjistény stiedni hodnoty kolokaliza¢nich koeficienti R = 0,783 £ 0,026
aRr= 0,67 £ 0,037. Vysledky indikuji stfedni stupen korela¢ni zavislosti mezi distribuci
enzymli CBS a CTH u GV oocytll, coz znamend, Ze mohou byt tyto enzymy vzijemné
distribuovany, ale soucasné se v oocytech vyskytuji také samostatné. U dozralych MII oocytti
byly stfedni hodnoty kolokaliza¢nich koeficientd R = 0,806 + 0,03 a Rr = 0,786 + 0,031, kde
nartst Rr byl statisticky signifikantni. Vysledky indikuji vysoky stupen korela¢ni zavislosti,
a tim 1 interakci mezi enzymy CBS a CTH u dozralych MII oocytl (viz Graf €. 4).
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Graf ¢. 4: Porovnani hodnot Manderova piekryti a Pearsonové korelace u kombinace enzymu
CBS a CTH v nezralych GV oocytech a dozralych MII oocytech. **12R{izné superskripty vyjadiuji
statisticky vyznamné rozdily (P <0,05).
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Obrazek ¢. 8: Imunocytochemicka lokalizace enzymi CBS a CTH v GV oocytu. NC: negativni
kontrola; DAPI: DNA; FITC: CBS; Cy5: CTH; Merged: DAPI-FITC-Cy5. Zvétseni 400x.

Na zakladé kolokaliza¢ni analyzy provedené i pro kombinaci enzymt CBS a 3-MPST
(viz Obrazek ¢. 9) byly u GV oocyti stfedni hodnoty kolokaliza¢nich koeficientl
R =0,726 £ 0,075 a Rr = 0,708 = 0,074. Vysledky indikuji vysoky stupen korelacni zavislosti
mezi distribuci enzymi CBS a 3-MPST u GV oocyti, ¢imz udavaji jejich vzajemnou interakci.
U dozralych MII oocytl byly stfedni hodnoty kolokaliza¢nich koeficienti R = 0,729 + 0,043
aRr = 0,699 £ 0,044, kde tyto vysledky poukazuji na vysoky stupen korelacni zavislosti.
Tato vysoka korelace poukazuje na vzajemnou distribuci enzymi CBS a 3-MPST u MII oocyti.

Oba kolokalizaéni koeficienty zustaly v pribéhu meiotického zrani téméf na stejné urovni (viz

Graf ¢. 5).
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Graf ¢. 5: Porovnani hodnot Manderova piekryti a Pearsonové korelace u kombinace enzymi
CBS a 3-MPST v nezralych GV oocytech a dozralych MII oocytech. *1?Riizné superskripty
vyjadfuji statisticky vyznamné rozdily (P <0,05).
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Obrazek ¢. 9: Imunocytochemicka lokalizace enzymi CBS a 3-MPST v MII oocytu. DAPI: DNA;
FITC: CBS; Cy5: 3-MPST; Merged: DAPI-FITC-Cy5. Zvétseni 400x.

Na zaklad¢ kolokaliza¢ni analyzy pro posledni kombinaci enzymt CTH a 3-MPST
(viz Obrazek ¢. 10) byly u GV oocyti stfedni hodnoty kolokaliza¢nich koeficientt
R = 0,691 £ 0,05 a Rr = 0,635 % 0,05. Vysledky indikuji stfedni stupeni korela¢ni zavislosti
mezi distribuci enzym@ CTH a 3-MPST u GV oocytt. U dozralych MII oocytii byly stfedni
hodnoty kolokaliza¢nich koeficientd R = 0,716 + 0,033 a Rr = 0,66 + 0,037, kde tyto vysledky
indikuji také stfedni korela¢ni zavislosti. Vysledky tedy udavaji moznou vzajemnou interakci
enzymu CTH a 3-MPST jak v GV oocytech, tak i v MIl oocytech. S tim, ze v MII oocytech

nedochazi k signifikantnimu nartstu jejich hladiny (viz Graf ¢. 6).
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Graf ¢. 6: Porovnani hodnot Manderova piekryti a Pearsonové korelace u kombinace enzymu
CTH a 3-MPST v nezralych GV oocytech a dozralych MII oocytech. **1?R{izné superskripty
vyjadfuji statisticky vyznamné rozdily (P <0,05).
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Obrazek ¢. 10: Imunocytochemicka lokalizace enzymu CTH a 3-MPST v GV oocytu. DAPI: DNA;
FITC: CTH; Cy5: 3-MPST; Merged: DAPI-FITC-Cy5. Zvétseni 400x.
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6 Diskuze

Meiotické zrani oocytil predstavuje jeden z klicovych fyziologickych déjii odehravajiciho
se vV organizmu samice pro zachovani druhu, kdy pouze dozraly oocyt je schopny podstoupit
oplozeni a zah4jit embryonalni vyvoj. Tento komplexni proces je fizen mnoha faktory, jejichz
dynamika reguluje prolomeni meiotického bloku, znovuzahdjeni a dokonceni meiotického
zrani (Fan et al., 2002). Jednim z faktort je skupina gasotransmitert, ktera predstavuje malé
plynné molekuly plnici v organizmu fyziologické funkce (Wang, 2002). Mimo CO a NO se
do této skupiny fadi i H2S. Puvodné byl H2S objeven jako toxicky plyn, ktery v organizmu
narusuje respiracni centra v mozkovém kmeni (Guidotti, 1996). Teprve v nedavném case byl
objeven jeho fyziologicky vliv a jeho endogenni syntéza byla prokézéna v rtiznych télnich

bunkach (Abe et Kimura, 1996; Zhao et al., 2001; Srilatha et al., 2007; Srilatha et al., 2009).

Tkanové koncentrace endogenniho H2S se pohybuji v rozmezi od 50 pM do 160 uM
(Furne et al., 2001) a tato koncentrace je udrzovana syntézou HoS prostiednictvim enzymi
CBS, CTH a 3-MPST (Wang, 2002; Shibuya et al., 2009). Do nedavné doby nebyla zjisténa
endogenni produkce Hz2S pfimo oocytem, ackoliv v granul6znich buiikach obklopujicich oocyt
byl enzym CBS a jeho u¢inek na oocyt zaznamenan (Liang, R. et al., 2007). AZ teprve opravdu
nedavno byla pfitomnost téchto tii enzymut prokazana u stadii GV, MI a MII prasec¢ich oocytil
(Nevoral et al., 2015). Vysledky experimentu ¢. 1 této prace se shoduji s nedavno ziskanymi

poznatky a potvrzuji pfitomnost HoS-uvolfiujicich enzymi v prase¢ich GV a MII oocytech.

Vliv enzymi na meiotické zrani byl popsan u enzymu CBS v granul6znich bunkach, kdy
potlacenim jeho exprese doslo k inhibici meiotického zrani oocytu (Liang, R. et al., 2007).
Vysledky experimentu ¢. 2 potvrdily efekt enzymi CBS, CTH a 3-MPST na pribéh
meiotického zrani oocytil. Z predkladanych vysledkil lze fici, ze ani jednotlivé inhibitory
ani dvojkombinace specifickych inhibitori pro H>S-uvoliujici enzymy neovliviiovaly
meiotické zrani. V piipadé oocytil osetfenych trojkombinaci specifickych inhibitori enzymi
uvolnujicich Hz2S doslo k ovlivnéni pribéhu meiotického zrani. Efekt se projevil zpomalenim
meiotického zrani, a tim pomalej$im pfechodem oocyti do stadia MII po 48 hodinové in vitro
kultivaci. Vysledky této prace jsou v souladu s jiz publikovanymi informacemi (Nevoral et al.,
2015). Na zakladé téchto dostupnych znalosti 1ze potvrdit, ze enzymy uvolfiujici H2S maji vliv
na prabéh meiotického zrani oocytl. Az potlaceni vSech tii H2S-uvolitujicich enzymi zpisobilo
zpomaleni meiotického zréni. Lze piedpokladat, ze enzymy jsou schopné kompenzovat se

vzajemné, a vyrovnat tak vzniklou disbalanci v jejich zastoupeni. Z toho ditvodu mé podstatny
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dasledek vyhradné paralelni inhibice vSech tfi enzymu uvolnujicich H2S. Je pravdépodobné,
ze podobny prubéh procesu kompenzace HoS-uvoliujicich enzymti 1ze ocekavat 1 v pripade

somatickych bun¢k (Sanokawa-Akakura et al., 2014).

Cilem dalsiho experimentu bylo prokézat vzajemnou distribuci enzymt uvolitujicich H2S
a vyjadrit jejich zavislost. Byla prokdzana schopnost H2S interagovat a vazat se na jiné latky.
Podobné jako na CO a NO, se H>S vaze na hemoglobin, se kterym vytvaii komplex
sulfhemoglobin (Starka, 2009). Krom¢& toho mtze H»S reagovat s gasotransmiterem NO, kdy
vyslednou slouceninou je nitrosothiol, ktera se podili na zpétné regulaci aktivity NOS enzymu
(Whiteman et al., 2006). Proto se tato prace zaméfila na vzajemnou interakci enzymu
uvoliujicich H2S béhem meiotického zrani. Predkladané vysledky poukazaly na moznou
vzajemnou distribuci mezi kombinacemi enzymi nezavisle na tom, v jakém staddiu se oocyt
nachdzi. U kombinace enzymii CBS a 3-MPST byla zaznamendna vysoka korela¢ni zavislost,
a tim potvrzena jejich interakce jak v GV, tak i MII oocytech. Lze se domnivat,
ze HaS-uvolnujici enzymy jsou nezbytné po cely prubeh meiotického zrani oocytl. Na zakladé
ziskanych dat této prace dosahovaly stfedni hodnoty kolokaliza¢nich koeficientii pro stanovené
kombinace enzymu témét podobnych urovni v GV a MII stadiich oocytd, z toho je mozné
usoudit, ze kazdy enzym zastupuje vyznamnou roli v syntéze H2S a neni jeden ze tii enzymi

uptednostiovan pro syntézu H»S.

Pfi Gplné inhibici vSech tifi H>S-uvolnujicich enzymt bylo pozorovano narusené
meiotické zrani v zavislosti na koncentraci pouzitych inhibitor. Zptisobem, jakym by H2S
mohl ovliviiovat aktivitu celé fady faktorl a kindz zapojenych do regulace meiotického zrani,
je S-sulthydratace. Béhem procesu sulfhydratace se thiolova skupina (-SH) cysteinovych
zbytku proteintt méni na hydropersulfidovou skupinu (-SSH), a tim je pozménéna funkce takto
post-translacné modifikovaného proteinu. Sulfhydratace mtze byt dilezitym mechanizmem,
ktery ¥idi mnoho dalSich metabolickych procest v téle zvifat (Mustafa et al., 2009). Jeji G¢inek
byl prokazan Zhao et al. (2014) na endotelidlnich buiikach a fibroblastech, kde doslo
k post-transla¢nim modifikacim u kindzy MEK na cysteinu 341, ktera je zapojena do prubéhu
aktivace MPF a MAPK. Obdobny mechanizmus endogenné syntetizovaného H2S lze proto
ocekavat také béhem meiotického zrani oocytii, kdy miize dochéazet k sulfhydrataci signalnich
drah regulujici zrani oocyti. Pokud by doslo v oocytu k naruseni fyziologické koncentrace HS,
je mozné usuzovat, Ze nasledek se projevi v oslabené aktivit¢ faktori podilejicich se

na meiotickém zrani oocytu.

50



Experimenty a z nich ziskané vysledky potvrdily endogenni syntézu H>S-uvolnujicich
enzymi v prasecich oocytech v pritbé¢hu meiotického zrani. Zaroven poukdzaly na funkci téchto
enzymu v souvislosti s regulaci meiotického zrani, kdy inhibici H2S-uvolfiujicich enzymu doslo
ke zpomaleni meiotického zrani oocyti. Dale byla prokazana stfedni korelacni zavislost
ve vzajemné interakci enzymi CBS, CTH a 3-MPST. V piipadé kombinace CBS a 3-MPST
byla zaznamenana vysoka korela¢ni zavislost, a tim potvrzena jejich interakce jak v GV, tak

i MII oocytech.
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[ Zavér

Meiotické zrani predstavuje komplexni proces, jehoz vysledkem je dozrdly oocyt
schopny podstoupit oplozeni a zahdjit embryonalni vyvoj. Na regulaci se podili Siroké spektrum
faktorti, v€etné malych plynnych molekul, tzv. gasotransmiterti. Tyto plyny vykazuji fadu

fyziologickych funkci v organizmu a posledné objevenym gasotransmiterem je sulfan (H2S).

V ramci této diplomové prace ziskané vysledky prokézaly vliv této signalni molekuly
na meiotické zrani v prasecich oocytech, ale pfedevsim pfitomnost enzymu uvolitujicich H2S
(CBS, CTH a 3-MPST) v prasecich oocytech. Vysledky také poukazaly na vzajemnou interakci
enzymu CBS, CTH a 3-MPST v prasecich oocytech u stadia GV a MII, kdy nejsilng&jsi interakce
byla pozorovana u CBS a 3-MPST. V oocytech, které podstoupily meiotické zrani a dosahly
staddia MII, zjevné€ nedoslo k vyraznym dynamickym zméndm téchto interakci. Na zaklade

dosazenych vysledki se 1ze domnivat, Ze H2S-uvoliiujici enzymy jsou nezbytné po cely pritbéh

meiotického zrani oocytt.

Srozvijejicim se zajmem o vyuzivani biotechnologickych metod souvisi podrobné
studovani a pochopeni mechanizmil a vlivii piisobicich na spravny vyvoj oocyti. VylepSeni
podminek kultivace v in vitro umoziuje nabyvat vyssi efektivity biotechnologickych metod,
kde ziskané informace z vyzkumi na prasecich oocytech mohou velmi dobie poslouzit nejen

v ramci Slechténi hospodatskych zvitat, ale 1 v oblasti asistované reprodukce ¢lovéka.

Je ztejmé, Ze doposud pozorované ucinky HoS predstavuji jen ¢ast biologickych efektu,
kterymi tato signdlni molekula miZe disponovat. Pro popsani a vysvétleni mechanizmi
pusobeni H2S je zapotiebi dalSich experimentli, zamétfenych na procesy oplozeni a Casny

embryonalni vyvoj.
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