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Abstrakt

Odhaleni mechanismti zodpovédnych za spravny prubéh oplozeni a c¢asného
embryonalniho vyvoje pomaha v rozvoji asistované reprodukce ¢lovéka a technologii
v chovech hospodatskych zvifat. Jednim zregulacnich mechanismu zapojenych
do reprodukce je gasotransmiter sulfan, jehoz bunécna signalizace v pohlavnich
bunkach je dosud plné nepopsana.

Dle stanovené hypotézy je sulfan uvolilovan v samic¢im traktu, kde fyziologicky
ovliviiuje spermie a je tak nezbytny pro oplozeni a vyvoj prvojader. Cilem bylo ovéfit
expresi sulfan-uvolfiujicich enzymu a existenci ¢aso-prostorového gradientu sulfanu
v ramci estralniho cyklu mysi (Casova osa) a porovnani expresniho profilu ampuly
vejcovodu a uterotubalniho spoje (prostorova osa). Experimenty probihaly na modelu
laboratorni mysi (Mus musculus). Exprese sulfan-uvoliujicich enzymu byla studovana
pomoci western blotu. Produkce sulfanu byla stanovena kolorimetrickou metodou.
Uloha sulfanu v procesu oplozeni byla studovana pomoci in vitro fertilizace spermiemi
oSetfenymi donorem sulfanu a imunocytochemického barveni takto vzniklych zygot.

Vramci vajeéniku a vejcovodu byla zjiSténa exprese vSech znamych
sulfan-uvolnyjicich enzymu, tj. cystationin—y-lyazy (CTH), cystationin—f—syntazy
(CBS) a 3-merkaptopyruvat sulfurtransferazy (3-MPST). Ani jeden z enzymu
nevykazoval statisticky vyznamné odliSnosti v expresi ve fazi estru a diestru.
Analogické vysledky byly zjiStény 1 v ramci prostorové osy; ampula vejcovodu
1 uterotubalni spoj exprimovaly enzymy CTH, CBS i 3-MPST, statistické odli$nosti
vSak zaznamenany nebyly. To plati i v pfipadé produkce sulfanu témito tkanémi. Vliv
sulfanu na proces oplozeni byl analyzovan podle laminu B1, markeru vyvoje
paterndlniho prvojadra. Provedena analyza nepotvrdila vliv donoru sulfanu
na vyvoj prvojader zygot.

Prace prokéazala, ze sulfan je enzymaticky uvolfiovan tkanémi reprodukéniho
traktu samice, bez ohledu na fazi estralniho cyklu ¢i lokalizaci ve vejcovodu. Sulfan,
ktery pochazi zreprodukcniho traktu samice, zde patrné fyziologicky ovliviiuje

spermie, které jsou oplozeni schopné a vedou k vyvoji prvojader.

Kli¢ova slova: sulfan, sulfan-uvolnujici enzymy, CTH, CBS, 3-MPST, vajecnik,
vejcovod, zygota, IVF



Abstract

The discovery of the mechanisms responsible for the proper process of fertilization
and early embryonic development helps in the development of assisted human
reproduction and technologies in livestock breeding. One of the regulatory
mechanisms involved in reproduction is the gasotransmitter hydrogen sulfide, whose
cellular signaling in germ cells is not fully described yet.

According to the hypothesis, hydrogen sulfide is released in the female
reproductive tract, where it physiologically affects sperm and is necessary
for fertilization and the development of pronuclei. The aim was to verify the expression
of hydrogen sulfide-releasing enzymes and the existence of a time-space gradient
of hydrogen sulfide within the estrous cycle of the mouse (time axis) and to compare
the expression profile of the fallopian tube ampulla and uterotubal junction (space
axis). The experiments were performed on a laboratory mouse model (Mus musculus).
The expression of hydrogen sulfide-releasing enzymes was studied by western blot.
Hydrogen sulfide production was determined by colorimetry. The role of hydrogen
sulfide in the fertilization process was studied by in vitro fertilization with hydrogen
sulfide donor-treated sperm and by immunocytochemical staining of the zygotes.

The expression of the known hydrogen sulfide-releasing enzymes,
i.e. cystathionine—y-lyase (CTH), cystathionine—f—synthase (CBS), and
3-mercaptopyruvate sulfurtransferase (3-MPST), was detected within the ovary and
fallopian tube. Any enzymes did not show statistically significant differences in estrus
and diestrus expression. Moreover, analogous results were found in the spatial axis;
both the fallopian tube and the uterotubal junction expressed CTH, CBS, and 3-MPST
enzymes, but no statistical differences were noted. Also, this applies to the production
of hydrogen sulfide by these tissues. The effect of hydrogen sulfide on the fertilization
process was analyzed according to lamin B1, a paternal pronucleus development
marker. The performed analysis did not confirm the influence of the hydrogen sulfide
donor on the development of the zygote pronuclei.

The work showed that hydrogen sulfide is enzymatically released by the tissues
of the female reproductive tract, regardless of the phase of the estrous cycle or the
location in the fallopian tube. There is assumed a physiological influence
of maternal-born hydrogen sulfide to sperm, which is capable of fertilization and leads

to pronuclei development.



Keywords: hydrogen sulfide, hydrogen sulfide-releasing enzymes, CTH, CBS,
3-MPST, ovary, fallopian tube, zygote, IVF
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Uvod

Reprodukce je zasadnim pilitem v chovu hospodafskych zvifat. Vlivem Slechténi
a s nim spojené rostouci produkce jsou ¢im dal vice ¢asté reprodukcni problémy. Proto
je nezbytné vénovat reprodukénim mechanismim zvySenou pozornost.

Tvorba a zrani gamet, oplozeni a Casny embryonalni vyvoj jsou kli¢ové okamziky
vzniku nového jedince. V piipadé vyskytu abnormalit v ramci gamet, embryi,
ale i reproduk¢niho traktu je vyrazné snizena pravdépodobnost oplozeni, vzniku
prvojader, embryonalniho vyvoje, nidace blastocyst a zdarného vyvoje plodu.
Zajisténi vhodnych podminek pro uspésnou fertilizaci a embryonalni vyvoj je fizeno
mnoha signalnimi molekulami vCetné gasotransmiterti.

Gasotransmitery jsou plynné molekuly, které zasahuji do bunétné a tkanové
signalizace a tim ovliviiu;ji fyziologické funkce. Malo prozkoumanou molekulou z této
skupiny je sulfan. Jiz nyni je ale jasné, ze je sulfan klicovou molekulou v oblasti
reprodukce.

Hlubsi poznani funkci gasotransmiterti vnasi do reproduk¢ni problematiky nové
svétlo, diky kterému lze 1épe porozumét fyziologii reprodukce a rovnéz piinasi

moznost terapeutického vyuziti téchto plynnych molekul v oblasti reprodukce.




1. Literarni piehled

1.1 Samici reprodukéni trakt

Ukolem sami&iho reprodukéniho traktu je produkce gamet a tvorba vhodného
prostiedi pro oplozeni a nasledny embryonalni a fetalni vyvoj plodu. Tyto podminky
jsou zajisStovany hned ne€kolika mechanismy, jako hormonalni regulaci a epitelialni
vystelkou reprodukéniho traktu (Chumduri a Turco, 2021) nebo naptiklad iontovymi
kanaly (Xu et al., 2019). Vramci tfidy savcl je znama velka variabilita
v reprodukénich strategiich, odliSnosti jsou znamy v typech placenty, délce estralniho
cyklu a poctu mladat ve vrhu. Anatomie reprodukcniho traktu byva podobna
(Kobayashi a Behringer, 2003). Sami¢i pohlavni ustroji se sklada z vnitfnich
a vn&jSich pohlavnich organd. Mezi vnitfni pohlavni organy nalezi vajeCniky
a vejcovody, déloha a pochva. Vng¢jsi pohlavni organy jsou tvofeny posSevni predsini,
vulvou a klitorisem (Slama et al, 2015).

1.1.1 Vajeénik

Vajecnik je parovy pohlavni organ. Polohou jsou vajecniky situovany v kaudodorzalni
Casti bfiSni dutiny, kde jsou pfichyceny vajeénikovym okruzim (mesovarium),
duplikaturou pobfiSnice. V misté uponu okruzi (margo mesovaricus) je situovana
branka, kde vstupuji nervy a cévy. Povrch, ktery neni pokryt vajecnikovym okruzim
je druhové specificky a je oznaCovan jako ovulacni plocha (Jelinek a Jelinek, 2006;
Slama et al., 2015).

Velikost a tvar vajecniki jsou druhove specifické, taktéz zavisi na fazi pohlavniho
cyklu, stafi a télesném vyvoji jedince (Collak et al., 1978; Jelinek a Jelinek, 2006;
Slama et al., 2015).

Povrch vajecniku je pokryt jednovrstevnym epitelem (epithelium superficiale).
Pod epitelidlni vrstvou se nachazi kolagenni vazivova blana (tunica albuginea),
charakteristické je pro ni bélavé zbarveni. Drenl vajecniku (zona vasculosa) obsahuje
hladkosvalovou tkan, fidké kolagenni vazivo, nervy, tepny a zily. Korova vrstva (zona
parenchymatoza) je tvorena vajeCnikovymi folikuly a vazivem, které je tvoreno
fibrocyty a vazivovymi vldkny. Ve vazivové vrstvé jsou rovnéz pritomny buiky
odpovédné za endokrinni produkci hormont (Jelinek a Jelinek, 2006; Slama et al.,
2015).

Pohlavni bunky vznikaji meiotickym délenim. Meiotické déleni je slozeno

ze dvou fazi. Béhem prvni faze je nejvyznamnéjsi stadium pachytene (Profaze I),




pfi niz chromozomy tvofti tetrady, tzv. bivalenty (Snustad a Simmons, 2010). Tyto
struktury umoziuji vznik dvou-fetézcovych zloma. Pii procesu opravy téchto zlomu
mohou vznikat crossing overy. Geneticka variabilita je déana pravé timto
mechanismem, kdy dochazi k prekfizeni a vyméné tiseki DNA mezi homolognimi
chromozomy (Reichman et al., 2017). Vysledkem prvniho meiotického de€leni jsou
bunky s haploidnim poftem dvou chromatidovych chromozomd, jejichz genetické
zalozeni neni diky crossing overim totozné (Snustad a Simmons, 2010).

Druhé meiotické déleni je svym prabéhem shodné s délenim mitotickym. Buriky
produkované meiotickym délenim jsou vSak haploidni a diky prvnimu meiotickému
déleni 1 geneticky unikatni (Snustad a Simmons, 2010).

VajeCnikové folikuly jsou déleny dle stupné jejich vyvoje na primordialni
folikuly, primarni folikuly, sekundérni folikuly a tercidlni folikuly. Primordialni
folikuly obsahuji primarni oocyt, ktery je kryt dlazdicovymi folikularnimi butikami
(Jelinek a Jelinek, 2006). Vyvoj oocytu je dle zazitého ,,dogmatu” vztazen pouze
do prenatalniho obdobi samice. Samice se tak rodi s omezenym poctem nezralych
oocytu (Sadler, 2011). Novy pohled prezentuji Johnson et al. (2004), ktefi na modelu
laboratorni mys$i zaznamenali vysoky tbytek oocytl na vajecnicich, samice by tak byla
za kratkou dobu bez oocytl, to ale nekorelovalo s reprodukéni periodou mysi.
Nasledny vyzkum prokazal produkci oocyti i postnatalné. To autofi vysvétlyji
ptitomnosti tzv. ,,germ stem cells* ve vajeCnicich, ze kterych nové oocyty vznikaji.

V primarnich folikulech je pfitomen oocyt I. fadu, jez je chranén vrstvou
kubickych, folikularnich, bunék. Vyvoj folikult je zastaven v tomto stadiu a je znovu
obnoven az s nastupem pohlavni aktivity samice (Jelinek a Jelinek, 2006). Sekundarni
folikuly vznikaji az po zahjeni reprodukéniho obdobi samice. Na rozdil od primarniho
folikulu je zde ptfitomno vice vrstev folikularnich bunek. Vrstva cylindrickych bunek
priléhajici k oocytu se nazyva corona radiata. Glykoproteiny produkované touto
vrstvou se podileji na tvorbé druhého obalu, zony pellucidy. V prubéhu vyvoje folikulu
je produkovana folikularni tekutina, ktera ovliviiuje jeho rast (Slama et al., 2015).
V tercialnim (Grafové€) folikulu vznika dutina s folikularni tekutinou, ta je ohranicena
folikularnimi buiikami, které daji vzniknout granularni vrstvé. Namnozené granularni
bunky obklopuji oocyt II. fadu a tvofi hrbolek prominujici do prostoru folikulu.
Granularni vrstva folikulu je ohranicena vazivovym obalem folikulu (theca folliculi).
Pfi ovulaci dochazi k prasknuti folikulu a vyplaveni oocytu do néalevky vejcovodu

(Jelinek a Jelinek, 2000).

10



Na misté Grafova folikulu se po ovulaci zaCina formovat zluté télisko.
V zavislosti, zda dojde ke koncepci, ¢i nikoli, jde o zluté telisko gravidity, nebo

periodické (Jelinek a Jelinek, 2006; Slama et al., 2015).
1.1.2 Vejcovod

Funkce vejcovodu je dopravovat ovulované oocyty z vajeéniku do delohy. Vajecnik
ma podobu trubicky, jejiz rozméry a tvar jsou druhoveé odlisné. U vétSiny druhti ma
vajecnik mirn€¢ meandrujici charakter, u hlodavci je vejcovod svinut do klubicka.
Fixace vejcovodu je zajisténa vejcovodovym okruzim, které je tvofeno stejné jako
u vajeCniku duplikaturou pobfisnice (Jelinek a Jelinek, 2006). Vejcovod mysi je
dlouhy pfiblizn€ 18 mm a je svinut do 11 zavita (Bertolin a Murphy, 2014).

Kranialné vejcovod zac¢ina infundibulem, nalevkovitou ¢asti s fimbriemi, které
vybiha k vaje¢niku. Nejdelsi fimbrii je infundibulum, napojeno na vajecnik, timto
zpusobem je zajistén dosah fimbrii k vajecniku, ktery je nezbytny pro zachyceni
ovulovaného oocytu. Na infundibulum navazuje ampula vejcovodu, kterd volné
ptechazi v zuzenou cCast vejcovodu, isthmus, Isthmus je spojen s déloznim rohem
tzv. uterotubalnim spojem (Hafez a Hafez, 2000).

Sténa vejcovodu je tvorena hladkou svalovinou, kterd se kaudalnim smérem
zesiluje. Sliznici vejcovodu pokryva jednovrstevny cylindricky epitel, ktery obsahuje
fasinkové a sekre¢ni buiiky. Rasinkové buiiky jsou nejvice ptitomny v kranialni oblasti
vejcovodu, na fimbriich, a smérem k isthmu jejich podet klesa. Rasinkové buiiky jsou
fizeny hormony vajecnikli. Nejvyssi aktivita téchto bunek je v dobé ovulace, nebo
kratce po ovulaci, kdy se podileji na nasati oocytu do ampuly vejcovodu. Spole¢né
s kontrakcemi hladké svaloviny vejcovodu zajistuji fasinkové buiiky posun oocytu
vejcovodem. Sekre¢ni buriky produkuji granula, jejichz pocet je odlisny jak druhové,
tak 1 v ramci estralniho cyklu. Sekrecni granula se hromadi v epitelialnich burikach
a po ovulaci jsou vylouceny do vejcovodu (Hafez a Hafez, 2000). Tekutina vejcovodu
zaji§tuje optimalni prostfedi pro kapacitaci spermii, fuzi gamet a nasledny
preimplantacni vyvoj (Oliphant et al., 1984).

1.1.3 Déloha

Déloha je déloznimi rohy napojena na vejcovody. Délozni rohy prechazeji v délozni
télo a kaudalné je déloha zakoncena déloznim krckem. V ramci druhti jsou ve stavbé
délohy znamy morfologické odlisnosti; pro mysi je charakteristicka dvojitd déloha

se dvéma samostatnymi krcky, pro skot, prasata, kozy a ovce je typickd dvouroha
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déloha s pfepazkou v déloznim téle. D€lozni kréek je prostupny déloznim kanalem jen
v dobé fije, nebo porodu. Neprostupnost délozniho kr¢ku v jiném obdobi je zajiSténa
hladkym svalstvem a hlenem (Slama et al., 2015).

Sténa délohy je na povrchu tvofena perimetriem, které kryje myometrium. Vnitini
vrstvu délohy tvoii endometrium, které obsahuje stroma, délozni zlazy a endometrialni
epitel, ktery pokryva vnitini sténu délohy. V prabéhu estralniho cyklu prodélavaji
epitelové buiky zmény a rovnéz dochazi ke zménam v sekreci déloznich zlaz. To je
zajis§t ovano hormonalni stimulaci estradiolem. Sténa délohy se pfimo umérné zvétsuje
s rostouci koncentraci estradiolu. V proestru a estru je sténa délohy edematdzni
s vysokou sekre¢ni aktivitou déloznich zl4az. V diestru dochézi k regeneraci a déloha

ma oproti estru tenkou sténu (Bertolin a Murphy, 2014).

1.2 Estralni cyklus

Reprodukéni cyklus, u zvifat nazyvany jako estralni, je svymi fazemi (proestrus,
estrus, metestrus a diestrus) u hospodaiskych zvitfat (Jelinek a Jelinek, 2000)
a hlodavct shodny. V prubéhu estralniho cyklu dochazi ke zménam jak v histologické
stavbé, tak i na rovni hormonalni (Caligioni, 2009). Druhové odlisnosti jsou znamy
i v délce estralniho cyklu; estralni cyklus kravy a prasnice trva 21 dni, v piipadé ovce
17 dni (Slama et al., 2015) a u myS$i 4 — 5 dni (Caligioni, 2009; Byers et al., 2012).
Levine (2015) uvadi délky jednotlivych fazi estralniho cyklu mysi nasledovné:
proestrus (12-14 hodin), estrus (25-27 hodin), metestrus (6-8 hodin) a diestrus (55-57
hodin).

Rizeni estralniho cyklu

Prabeh estralniho cyklu je fizen hormonalnim zptasobem. Klicova, v prabéhu regulace
estralniho cyklu, je osa hypotalamus — hypofyza — vajeniky. Gonadotropin-releasing
hormon (GnRH) produkovany hypotalamem ovliviiuje sekreci hormont
adenohypofyzy; folikuly stimulujiciho hormonu (FSH) a luteiniza¢niho hormonu
(LH). FSH ovliviuje rust a zrani folikul. LH hraje roli pfi ovulaci a nasledné tvorbé
zlutého téliska. Folikulem jsou produkovany estrogeny, které se podileji na zpétné
regulaci GnRH. Dal§im hormonem estralniho cyklu je progesteron. Tento hormon je
produkovan zlutym téliskem, jeho funkci je zabranovat rustu dalSich folikult
a ochranovat graviditu (Levine, 2015). V pfipadé€, ze k oplozeni nedojde, dochazi
k regresi zlutého teliska prostfednictvim prostaglandinu Fzq (PGF2y) (Zhang et al.,
2017).
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Identifikace stadia estralniho cyklu

V souvislosti s experimenty tykajicimi se reprodukéni oblasti, kde je naptiklad potieba
pseudo-pregnantnich mysi, je dalezita znalost faze estralniho cyklu, diky které muze
byt zvysSena efektivnost produkce té€chto zvifat (Byers et al., 2012). Existuje nékolik
metod pro urceni stadia estralniho cyklu, které se lisi rychlosti a presnosti. Nejrychlejsi
metodou je vizualni posouzeni vzhledu pochvy. Nicméné touto metodou Ize odhalit
pouze proestrus nebo estrus (Champlin, et al., 1973; Byers et al., 2012). Byers et al.
(2012) prezentuji odlisnosti ve vzhledu pochvy v jednotlivych stadiich estralniho
cyklu mezi rdzné€ zbarvenymi kmeny mysSi a poukazuji tim na mozné ztizeni
v identifikaci faze estralniho cyklu. Dalsi moznosti jak determinovat fazi estralniho
cyklu je napfiklad biochemicka analyza moci (Achiraman et al., 2011) nebo méfeni
elektrického odporu sliznice pochvy (Ramos et al., 2001). Nejpfesn€jsi metodou
pro urceni vSech stadii estralniho cyklu je metoda vaginalni cytologie (Caligioni, 2009;

Byers et al., 2012).

Cytologické slozeni vaginalniho sekretu

V prubéhu estralniho cyklu dochazi k odliSnostem v cytologickém slozeni vaginalniho
sekretu. Proestrus je charakteristicky pfitomnosti jadernych epitelialnich bunék
ve vaginalnim sekretu. Tyto buiky se vyskytuji jednotlivé nebo mohou tvofit shluky.
Taktéz se v sekretu mize vyskytovat niz§i podil zrohovatélych bunék. V estru jsou
identifikovatelné shlukovité utvary bezjadernych zrohovatélych bunék. Ve fazi
metestru jsou pfitomny jaderné a zrohovatélé epitelialni buriky a leukocyty. Pro fazi
diestru jsou majoritnimi buiikami ve vaginalnim sekretu leukocyty (Caligioni, 2009).
1.3 Sblizovani gamet, jejich fliize a embryonalni vyvoj

Embryonalni vyvoj je zahajen splynutim samc¢i a samici gamety. Tomuto kroku
predchazi dlouha cesta, kdy musi byt zajisténo, aby se gamety setkaly ve spravny
okamzik a byly oplozeni schopné (Feingold et al., 1968).

Exponovani spermii do pohlavniho ustroji je fizeno estralnim cyklem (respektive
svolnosti k pareni v estru). Doba ovulace od zacatku estru je druhové odlisna, a to plati
i vramci druhu. V pfipadé prasnic dochazi k ovulaci od zacatku estru v rozmezi
10 — 58 hodin a spermie v pohlavnim traktu pfezivaji az 38 hodin (Soede et al., 1995).

Smér pohybu spermii smérem k oocytu je fizen dvéma mechanismy. Méné
pfesnym zplisobem regulace sméru pohybu spermii na delsi vzdalenost je termotaxe.

Autoti Bahat et al. (2003) sledovali 2 °C rozdily v teplotach v isthmu a v ampule
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vejcovodu. Rozdil teplot byl zpusoben poklesem teploty v isthmu. Presnéjsim
navadénim spermii na kratsi vzdalenosti je chemotaxe, kdy spermie nasleduji vysilany
chemicky signal a fidi se jeho koncentraci (Ramirez-Goémez et al., 2019).

Spermie smétuji do mista, kde vejcovod usti do dutiny délohy, tzv. uterotubalniho
spoje. Zde se spermie piichytavaji na epitel vejcovodu, kde tvofi tzv. rezervoar
spermatu (Suarez, 1987). Suarez et al. (1991) uvadéji, ze jsou spermie k fasinkovému
epitelu prichyceny akrozomalni oblasti. V ptipadé prasat, skotu a koni jsou znamy
proteiny tzv. spermadheziny se schopnosti vazat se na akrozomalni oblast spermie
a sacharidy v isthmu, timto zpisobem je zajist€éno piichyceni spermii ke sténé
vejcovodu. V piipadé hlodavci byly zaznamenany pouze fragmenty genu téchto
proteint (Haase et al., 2005).

Rezervoary spermatu byly popsany u prasat (Hunter, 1981), ovci (Hunter
a Nichol, 1983), skotu (Lefebvre et al., 1995) a mysi (Suarez, 1987). Jsou znamy tfi
funkce rezervoaru spermii. Prvni funkci je udrzet spermie oplozeni schopné, dokud
nedojde k ovulaci. Bylo zjisténo, ze inkubace spermii s epitelem vejcovodu méla
zasadni vliv na jejich motilitu a schopnost oplozeni oproti inkubaci spermii v médiu
bez tkané (Chian a Sirard, 1995). Druha funkce rezervoaru spermatu je zamezit
polyspermii. Tato funkce byla ovéfena pokusem, kdy byla oblast rezervoaru spermatu
obejita laparoskopickou inseminaci do vejcovodu nad rezervoar spermii a nasledné byl
pozorovan zvySeny vyskyt polyspermicky oplozenych oocyti (Hunter, 1973).
Posledni funkci rezervoaru spermii je zajisténi optimalniho stavu spermii a zajisténi
nadasovani procesu kapacitace ve vztahu k ovulaci. Spermie s niz§i hladinou Ca**
iontl se snadnéji vazou na epitel vejcovodu, tato hladina je ve spermiich udrzovana
a podili se na zabranéni predcasné kapacitaci (Dobrinski et al., 1996), coz je sled zmén,
po kterych ma spermie schopnost oplodnit oocyt (Ritagliati et al., 2018).

Jednim z procesu kapacitace je hyperaktivace, diky které je spermie odpoutana
z rezervoaru. Tento proces je nezbytny pro prostup spermie mukoéznim sekretem
k oocytu a kjeho naslednému oplozeni. Pokud spermie neni hyperaktivovana,
neprostupuje mukoznim hlenem tak lehce jako spermie hyperaktivovana i pies to,
ze motilita spermii mize byt podobna, oplozeni touto spermii vSak neni mozné (Ezzati
et al., 2014). Hyperaktivace je fizena geny skupiny CatSper, které koduji Ca®* kanal
specificky pouze pro spermie. K aktivaci té€chto kanali dochazi alkalizaci

vnitrobunécného prostiedi a také ptisobenim prostaglandinu a progesteronu. Spermie
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s nefunkcnimi geny skupiny CatSper nejsou schopny proniknout pies zonu pellucidu
(Nishigaki et al., 2014).

Do procesu kapacitace jsou zapojeny i posttranslacni modifikace jako fosforylace
(Visconti et al., 1995) a acetylace (Kalebic et al., 2013; Ritagliati et al., 2018). Alfa
tubulin podléhajici acetylaci je pfitomen v oblasti bi¢iku a takto modifikovany je
zodpovédny za motilitu spermii (Kalebic et al., 2013). Ritagliati et al. (2018)
pozorovali zvySujici se podil acetylovanych proteini v prub€hu kapacitace. Autofi
rovnéz prezentuji, ze hyperacetylace nekapacitovanych spermii zajiStuje
hyperaktivaci. Kapacitace spermii je indukovana rovnéz zvysenim intracelularniho pH
(Hernandez-Gonzalez et al., 2005) a hyperpolarizaci bunééné membrany
(De La Vega-Beltran et al., 2012). Zminéné zmény umoziiuji spermii podstoupit dalsi
krok vyvoje — akrozomalni reakci (Ritagliati et al., 2018).

Pfi akrozomalni reakci se spoji vnéjsi akrozOmova membrana s plazmatickou
membranou a dochéazi k uvolnéni obsahu akrozomu (Buffone et al., 2009). Obsah
akrozomu tvori lysozomalni enzymy (fosfolipaza A, arylsulfatdza, kysela fosfataza
a proteazy), které usnadiiuji proces splynuti gamet (Allison a Hartree, 1970). Vnitini
membrana akrozému se nasledné vaze na zonu pellucidu (Buffone et al., 2009).
Dotekem gamet je spusténa kortikalni reakce, jejimz ukolem je zabranit polyspermii
(Sadler, 2011).

Spermie po praniku do oocytu postupuje mnoho zmén. Dochazi k vyméne
protamint za histony, tento krok je iniciovan diky nukleoplasminu 2 (NPM2), ktery je
pfitomen v oocytu (Inoue et al., 2011). Uloha protamind je viak vyznamné&j§i nez
pouhé zhutnéni chromatinu pro jeho nasledny transport spermii do oocytu. Autofi
Okada a Yamaguchi (2017) z vysledki Kimury a Yanagimachiho (1995) usuzuji,
Ze protaminy maji vliv na epigenetické preprogramovani.

Maternalni a paternalni prvojadro existuji v zygoté oddélené az do jejich prvni
fuze a podstupuji tak i fadu zmén (Okada a Yamaguchi, 2017). Aby byla zajisténa
integrita prvojader, je nezbytna ptitomnost jadernych obalt. Ty jsou tvofeny skupinou
proteind tzv. lamint (Paul a Fulka, 2022), které svymi vazebnymi misty umoziiuji
navazani chromatinu a podileji se tak na replikaci DNA (Benavente a Krohne, 1986).
V soucasné dobé€ jsou znamy dva odlisné typy laming; lamin typu A a lamin typu B.
Lamin typu A davd vzniknout laminu A a laminu C v zévislosti na odli§né

posttranskripéni praveé (Machiels et al., 1996). Lamin typu B je kodovan geny Lmnbl
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a Lmnb2. Zatimco Lmnbl koduje lamin B1, gen Lmnb2 kdduje lamin B2 a lamin B3
v zavislosti na nasledném sestfihu (Paul a Fulka, 2022).

Vyznamnym krokem v prubéhu vyvoje prvojader je jejich epigeneticka modelace.
Sam¢i prvojadro do 4 hodin po oplozeni podstupuje aktivni demetylaci, zatimco samici
prvojadro si svij metylacni vzor zachovava (Santos et al., 2002). Autofi zménam
v metylacnim vzorci piisuzuji roli v regulaci genové exprese a imprintingu.

Nidace blastocysty je dalsim zasadnim krokem ve zdarném vyvoji embrya.
V piipadé lidské populace je odhadovano, ze témér 75 % neuspésnych pokust
o potomka je zapfi¢inéno nezdarnou implantaci (Norwitz et al., 2001). Pro tispéSnou
implantaci je nezbytné optimalni prostiedi délohy. To je zajistovano produkci délozni
tekutiny, ktera hraje vyznamnou roli v prib&hu nidace embrya (Xu et al., 2019). Tato
tekutina se do delohy dostava skrze délozni sliznici za pomoci iontovych kanald.
Je znamo vice nez 14 iontovych kanalt podilejicich se na transportu Na*, K*, CI"
a Ca’* iontll (Ruan et al., 2014).

Zaklady gonad jsou znatelné 7 dni post coitum, kdy dochazi k diferenciaci
primordialnich kmenovych bunék z mezodermu (Ginsburg et al., 1990). V tomto
okamziku maji gonady stale bipotencialni charakter. Kolem 11,5 dne embryonalniho
vyvoje (E) dochazi k expresi gent odpovédnych za dalsi vyvoj reprodukéniho traktu
(Albrecht a Eicher, 2001). Jednim z nejvyznamnéjsich gend v diferenciaci samc¢ich
gonad je gen SRY, ktery je vazan na pohlavni chromozém Y (Koopman et al., 1991).
Prekurzor pro Sertoliho a granularni buriky je stejny, exprimovany gen SRY ovliviiuje
vyvoj gonad smérem k Sertoliho buiikam (Albrecht a Eicher, 2001). Naopak vyvoj
vajeCnikd je iniciovan transkripnim faktorem FOXL2 a proteinem BMP2. Tyto
faktory se spole¢né podileji na regulaci exprese follistatinu (Fst), ktery je nezbytny pro
spravny vyvoj vaje¢niki (Kashimada et al., 2011) a nasledné se v reprodukénim véku
podili na regulaci estralniho cyklu jako inhibitor sekrece FSH (Ueno et al., 1987).

Dals$im zasadnim milnikem v prabéhu vyvoje embrya je diferenciace vyvodua
pohlavnich cest. Pfed timto krokem jsou pfitomny jak Wolfovy, tak i Miillerovy
vyvody. V zavislosti na hormonalni produkci vznikaji sam¢i, nebo samici pohlavni
vyvodné cesty. Vyvoj samcich pohlavnich vyvodi je zavisly na produkeci tii
testikularnich hormonti. Prvnim hormonem je testosteron, ktery je produkovan
Leydigovymi burikami a diky jeho ucinku dochazi k rozvoji Wolfovych vyvoda
a rozvoji genitalii. Anti-Miillerovsky hormon (AMH) se podili na regresi Miillerovych
vyvoda a je produkovan Sertoliho bunkami (Nef a Parada, 2000). Sestup varlat
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do Sourku je zajistén insulin-like ristovym faktorem 3 (INSL3) (Zimmermann et al.,
1999).
Vyvoj samicich pohlavnich organt je podminén absenci zminénych hormont.
Bez pritomnosti testosteronu dochazi k regresi Wolfovych vyvodi. Diky absenci
AMH se mohou vyvijet Miillerovy vyvody. Nepfitomnost INSL3 zajistuje setrvani
gonad v dutin€ biisni (Nef a Parada, 2000). V piipadé nepfitomnosti sam¢ich hormont
dochazi k vyvoji samicich pohlavnich cest bez ohledu na genetické pohlavi plodu (Jost
et al., 1970). Vyvoj] mysi v Casnych stadiich embryonalniho vyvoje je shrnut
tabulkou 1.1.
Dynamické zmény v prubéhu embryonalniho a fetalniho vyvoje jsou regulovany
raznymi molekulami. Mezi potencialni a dosud nepopsanou skupinu regula¢nich

molekul fadime gasotransmitery (Nevoral et al., 2016).

Tabulka 1.1: Vybrana preimplantacni a implantacni stadia vyvoje mysi (Ginsburg

et al., 1990; Albrecht a Eicher, 2001; Wang a Dey, 2006; Hill, 2022).

Den embryonalniho vyvoje Stadium vyvoje

EO Ovulovany oocyt

E0,5 Proces oplozeni

E 1,0 Zygota

E 1,5 Prvni bunécné déleni (dvoubunécné embryo)
E2,0 Ctyibuné&né embryo

E 2,5 Osmibunééné embryo

E 3,0 Morula (8 — 16 bungk)

E 4,0 Casna blastocysta (hatching)

E 4,5 Implantace

E7,0 Ztetelné zaklady gonad

E11,5 Exprese gent zodpovédnych za diferenciaci gonad
~E 19,0 Narozeni
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1.4 Fyziologie sulfanu

Sulfan je bezbarvy, zapachajici plyn, ktery byl po staleti znam svymi toxickymi
ucinky, a to bylo také predmétem jeho vyzkumu (Wang, 2012). V poloviné
devadesatych let minulého stoleti se zacaly objevovat studie prezentujici endogenni
produkci sulfanu v jednotlivych tkanich, kde plni fyziologické funkce (Abe a Kimura,
1996, Hosoki et al., 1997). Tato zisténi pfifadila sulfan ke dvéma jiz znamym
endogenné produkovanym molekuldm, oxidu dusnatému (NO) a oxidu uhelnatému
(CO) tzv. gasotransmiterim (Wang, 2012).

Gasotransmitery jsou plynné signalni molekuly, které v organismu plni své
fyziologické funkce (Wang, 2002). Sulfan je dosud piehlizeny gasotransmiter
s univerzalnim vyuzitim v bunécné a tkanové signalizaci, z toho divodu lze ocekavat
jeho zapojeni jak do gametogeneze, tak do oplozeni, preimplanta¢niho (Nevoral et al.,
2016) 1 postnatalniho vyvoje (Zhang et al., 2020; Testai et al., 2020).

Kazd4 z plynnych molekul interaguje se svymi signalnimi proteiny odlisné.
V pfipadé sulfanu se jedna o S-sulthydrataci, touto vazbou je povétSinou zvysSena
aktivita modifikovanych proteini (Mustafa et al., 2009). Cebova et al. (2016) uvadi,
ze mezi jednotlivymi gasotransmitery mize dochazet k interakci; vysledny efekt tak
mize byt zvySen kumulativnim uUCinkem gasotransmiterd, nebo naopak snizen
v piipadé¢ antagonistického ucinku. Gasotransmitery zastavaji v organismu protektivni
funkce; podileji se na aktivaci antioxidantd, tlumi zanétlivé UCinky a aktivaci
antiapoptickych gent se podileji na utlumeni apoptozy (Cebova et al., 2016). Krome
zminénych tfech plynnych molekul by mohl plnit funkce gasotransmiteru také

amoniak (NH3) a metan (CHs) (Wang, 2014).

Geneze sulfanu

Je znamo nékolik zpisobt produkce sulfanu. Nejstar§Sim zpusobem je bakterialni
produkce. Bakterie produkuji sulfan zcysteinu pomoci cystein desulthydrazy
za vzniku sulfanu, amoniaku a pyruvatu (Blachier et al., 2019).

Dale je sulfan produkovan enzymatickym zpusobem. I pro tyto drahy geneze
sulfanu je klicova sirnd aminokyselina cystein. Na enzymatické produkci se podileji
3 sulfan-uvoliiujici enzymy, cystationin—y-lyaza (CSE/CTH), cystationin—f—syntaza
(CBS) a 3-merkaptopyruvat sulfurtransferaza (3-MPST) (Wang, 2012). Taktéz je

znama neenzymaticka produkce sulfanu (Yang et al., 2019).
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Molekula sulfanu mize po svém vzniku ihned interagovat se svymi pfisluSnymi
substraty. V pfipadé, ze neni pfitomen fyziologicky signal, ktery by sulfan sméfoval
k jeho fyziologickym reakcim, dochéazi k uchovani sulfanu ve formé zelezo-sirnych
komplexti nebo sulfanové siry (Ogasawara et al. 1994). Vyvazani siry
z zelezo-sirného komplexu je zavislé na kyselém prostredi, proto se Ishigami et al.
(2009) domnivaji, ze tyto komplexy nemusi tvofit fyziologicky zdroj sulfanu.
Sulfanova sira je sloZzena ze dvou atomu siry. Tato vazba je labilni a reaktivni, a proto
tvoti slouCeniny, napftiklad polysulfidy, thiosirany a persulfidy (Iciek et al., 2019)
nebo se vaze piimo na proteiny (Ogasawara et al., 1993). Sulfanova sira se podili nejen
na uchovani sulfanu pro pozdéjsi vyuziti, ale diky vazbam s dal§imi komponenty mize

byt i v relativné stabilnim stavu transportovana (Wang, 2012).

Sulfan a reprodukce

Toxicita exogenniho sulfanu ve vztahu k reprodukénim ukazatelim byla zkoumana
z mnoha aspektli. V pfipad€ samct nebyl zjistén vliv na motilitu spermii a ani vyskyt
morfologickych abnormalit spermii se neliSil od normélniho stavu. U samic byla
hodnocena schopnost zabfeznout a pocetnost vrhu, rovnéz nebyly pozorovany
odlisnosti. Exogenni sulfan neni v pfiméfeném mnozstvi toxicky a nikterak
neovliviiuje reproduk¢ni schopnosti jedincti (Dorman et al., 2000).

Produkci sulfanu v reproduk¢nim traktu zkoumal Patel et al. (2009). Nejvice
sulfanu je produkovano v déloze, dale v plodovych obalech a nejméné v placenté.
Autofti rovnéz zminuji fakt, ze pfitomnost oxidu dusnatého zvysuje produkci sulfanu
v plodovych obalech. Stejny efekt na produkci sulfanu ma i anoxické prostredi.

Endogenni produkce sulfanu enzymy CBS, CTH a 3-MPST byla pozorovana
i v nezralych a zralych oocytech. Bylo zji§téno, ze produkce sulfanu je nezbytna
pro meiotické déleni; inhibici sulfan-uvoliiujicich enzyma bylo meiotické déleni
pozastaveno. Tato inhibice je vSak reverzibilni. Autofi rovnéz prezentuji moznost
substituce sulfan-uvolfiujicich enzymu v produkci sulfanu (Nevoral et al., 2015).

Sulfan v reprodukénim traktu hraje mnoho vyznamnych roli, napfiklad se podili
na modulaci proteint iontovych kanalii, a tim figuruje pii optimalizaci délozniho
prostfedi pfi procesu nidace embrya (Xu et al., 2019). Taktéz je znam vliv sulfanu
na K* a Ca®" iontové kanaly v oocytech. Modulaci jejich aktivity je zachovavana
kvalita oocyttu (Nevoral et al., 2018). Dale bylo zjisténo, ze sulfan ve vejcovodu hraje

vyznamnou roli ve zdarném transportu oocytu/embrya, vyznamna je vSak fyziologicka
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koncentrace; pii vysoké nebo naopak nizké hladiné sulfanu byl zaznamenan
zpomaleny transport embryi, coz je pri¢inou zvySeného poctu mimodéloznich

téhotenstvi (Ning et al., 2014).
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2 Cile prace

V praktické Casti této prace bylo cilem ovéfit hypotézu, ktera predpoklada endogenni
produkci sulfanu v reproduk¢nim traktu samice, kde vytvaii Casoprostorovy gradient
a hraje tak svou fyziologickou roli v procesu oplozeni. Dil¢i cile byly vytyCeny
nasledovné:

I) Zmapovat expresi sulfan-uvoliujicich enzymu v zavislosti na fazi estralniho cyklu.
IT) Vyjadrit prostorové zmény v expresi sulfan-uvolfiyjicich enzymd a porovnat
expresni profil ampuly vejcovodu a uterotubalniho spoje.

III) Zméfit fyziologickou produkei sulfanu v estralnim vejcovodu a otestovat jeho

ulohu pro proces oplozeni.
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3 Material a metody

Prakticka cast této prace byla vypracovana pod odbornym vedenim doc. Ing. Jana
Nevorala, Ph.D. v Laboratofi reprodukéni mediciny Biomedicinského Centra
a Lékarské fakulty v Plzni, Univerzita Karlova.

Chemikalie

Chemikalie pouzité v praktické Casti jsou zobrazeny v tabulce 2.1.

Tabulka 2.1: Pouzité chemikalie.

Nazev chemikalie Vyrobce Katalog. Cislo
4’6’ -diamidino-2-fenylindol (DAPI) Vector Laboratories Inc H-1200
Anti-3-MPST protilatka Abcam ab224043
Anti-CBS protilatka Abcam ab96252
Anti-CTH protilatka Abcam ab80643
Anti-H3 protilatka Abcam ab1791
Anti-laminB1 protilatka Abcam ab16048
Anti-rabbit AlexaFluor 647 Abcam ab150079
Anti-o-tubulin protilatka Abcam ab52866
Bovinni sérum albumin (BSA ) Sigma — Aldrich® A7906
Falloidin Cell Signaling technology® 13054
Fosfatem pufrovany roztok (PBS) Sigma — Aldrich® P5368
Hydrogensulfid sodny (NaHS) Sigma — Aldrich® 161527
Chlorid zelezity (FeCls) Sigma — Aldrich® F7134
Laemmli pufr Sigma — Aldrich® S3401
L-cystein (L-cys) SAFC® W32,630-5
N,N-dimethyl-p-phenylendiamin sulfat* Sigma — Aldrich® D4790
Octan zinecnaty (Zn-Ac) Sigma — Aldrich® 70625
Parafolmaldehyd (PFA) Sigma — Aldrich® P6148
Polyvinyl-alkohol (PVA) Sigma — Aldrich® 341584
Pyridoxal 5'-fosfat monohydrat (PxF) Sigma — Aldrich® 82870
Sulfid sodny (Na2S) Sigma — Aldrich® 407410
SuperSignal West Femto Thermo scientific 34095

Maximum Sensitivity Substrate

TBS-TW Sigma — Aldrich® 524753
Trichloroctova kyselina (TCA) Sigma — Aldrich® T6399
TRIS-HCl Abcam ab286854
Triton X-100 Sigma — Aldrich® 93443
Tween 20 Sigma — Aldrich® P1379
*(N,N-DMPD)
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Laboratorni zvirata

Modelovym organismem pro experimentalni ¢ast prace byla zvolena laboratorni mys$
(Mus musculus) kmene ICR, resp. samice ve véku 8 — 12 tydnt. Experimentalni zvifata
byla chovana pii teploté 21 °C + 1 °C, relativni vzdu$né vlhkosti 60 % a svételném
rezimu 12 hodin svétla a 12 hodin tmy. Manipulace a zachazeni se zvifaty bylo
v souladu se Zakonem 246/1992 Sb., o ochrané zvifat proti tyrani. VSechny ukony

byly provadény v ramci schvaleného projektu pokustt (MSMT-249/2017-4).

Detekce stadia estralniho cyklu

Casova osa byla vyjadiena fazemi estralniho cyklu. K detekci téchto fazi byla pouzita
metoda vaginalni cytologie. Vyplach pochvy byl provadén pipetou s 10 pul
fyziologického roztoku. Ziskany sekret byl prenesen na podlozni sklicko,
po kompletaci s krycim sklickem byl preparat pozorovan pod mikroskopem.
Jednotliva stadia estralniho cyklu, tedy proestrus, estrus, metestrus a diestrus, byla
determinovana na zéakladé odlisného zastoupeni bunék v sekretu, jak popisuje ve své
publikaci Caligioni (2009). Pro odbér vzorki byly pouzity samice ve fazich

I) proestrus/estrus a II) metestrus/diestrus.

Izolace tkani a priprava vzorku pro analyzy
Experimentalni zvifata, ve znamé fazi estralniho cyklu, byla omra¢ena CO2 a nasledné
byla usmrcena cervikalni dislokaci. Vajecniky spole¢né s vejcovody byly izolovany
post mortem, vyjmuty a presunuty do Petriho misky s PBS. Pod stereomikroskopem
byl ztéchto organi odstranén tuk a prebyteCné vazivo. Nasledné byly organy
reprodukéniho traktu dle potieb jednotlivych analyz rozdéleny. V piipadé zkouméani
gradientu vajeCnik — vejcovod byly pouzity vajeCniky a vejcovody, pro analyzy
gradientu vejcovodu byl vejcovod rozdélen na ampulu a uterotubalni spoj vejcovodu.
Vzorky pro kolorimetrii byly analyzovany ihned po ziskani. V ptipadé vzorkl pro
western blot byla tkan homogenizovana a 30 minut lyzovana v pufru RIPA (150mM
NaCl, 1% Triton X-100, 0,5% deoxycholat sodny, 0,1% dodecylsiran sodny, SOmM
TRIS, pH 8,0). Po nasledné centrifugaci byl ziskan supernatant, ktery byl pro pozdéjsi
analyzu uchovan pfi teploté -80 °C.

Izolace tkani pro ovéfeni vlivu donoru sulfanu na proces oplozeni je popsana

v ramci protokolu in vitro oplozeni (IVF) viz dale.

23



Western Blot

Pro western blot byly pouzity pfedem pfipravené vzorky supernatantu, ziskané
z predmétnych ¢asti reprodukéniho traktu samice.

1. Vialky byly vyjmuty z mraziciho boxu a po rozmrznuti byly odstfedény v centrifuze
(5 minut, 12000 otacek/min).

2. Celkovy objem vzorku urCeny pro nanasku na gel byl stanoven na 16,5 ul. Vzorek
byl tvofen 10,5 ul destilované vody, 1,5 ul supernatantu a 4,5 pl Laemmliho pufru
s pfidavkem 3-merkaptopyruvatu. Nanaska proteinti byla odhadnuta z hmotnosti tkané
a byla pfiblizné 20 pg.

3. Pripravené vzorky byly po dobu 5 minut zahtivany na 95 °C.

4. Pro elektroforézu byl pouzit komeréni 4-15% polyakrylamidovy Mini-PROTEAN®
TGX Stain-Free™ Precast Gel (Bio-Rad Laboratories, Francie).

5. Hmotnostni standard a jednotlivé vzorky byly pipetovany do jamek gelu.

6. Elektroforéza byla pfipojena ke zdroji elektrického proudu a byly nastaveny
hodnoty pro napéti (190 V), proud (50 mA), vykon (20 W) a ¢as (45 minut).

7. Gel byl vyjmut z plastového pouzdra a separovany proteom byl vizualizovan
za pomoci kamery BIO-RAD ChemiDoc™ MP Imaging System v programu Image
Lab 4.1. (Bio-Rad Laboratories, Francie).

8. Po zhodnoceni screeningu byl gel pfeblotovan na nitrocelulézovou membranu
(Trans-Blot® Turbo™; Bio-Rad Laboratories, Francie). Pro blotovani byly nastaveny
parametry napéti (25 V), proudu (2,5 A) a ¢asu (7 minut).

9. Membrana byla 5 minut oplachovéana v roztoku TBS-TW (pH 7.,5).

10. Membrana byla blokovana v 5% roztoku BSA po dobu 1 hodiny.

11. Primarni protilatky byly fedény v poméru 1:1 000 (v piipadé protilatky proti CTH
v poméru 1:500) do 1% BSA. Protilatky byly pfipravovany pro zkoumany enzym
a rovnéz pro tzv. , house keeping® faktory (v ptipadé této prace histon H3 a a-tubulin),
ke kterym pak byla zjisténa hodnota pro zkoumany enzym vztazena.

12. Membrana byla roziezdna na dil¢i casti dle molekulové hmotnosti zkoumanych
proteind.

13. Na dno Petriho misky byl pfichycen parafilm na ktery byly jednotlivé Casti
nitrocelul6zové membrany preneseny. Na  pfisluSnou ¢ast membrany
(dle predpokladané lokace proteinu) byla nanesena prfislusna protilatka. Inkubace
probihala ptes noc v humidované Petriho misce pii teploté 4 °C.

14. Casti nitrocelul6zové membrany byly oplachovany v TBS-TW (3x 10 minut).
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15. Sekundarni protilatka konjugovana s kfenovou peroxidazou (HRP) byla
pfipravovana v poméru 1:13 300 v TBS-TW.

16. Inkubace probihala v Petriho misce na pfichyceném parafilmu. Na CcCasti
nitrocelul6zové membrany byla nanesena sekundarni protilatka. Inkubace probihala
1 hodinu v humidované Petriho misce pii laboratorni teploté.

17. Oplach po sekundarni protilatce byl analogicky s oplachem po primarni protilatce
(bod 14).

18. Pro detekci proteinti bylo pouZito chemiluminiscen&niho kitu (SuperSignal ™ West
Femto Maximum Sensitivity Substrate). Luminol s peroxidem byl smichan v poméru
1:1. Inkubace nitrocelul 6zovych membran s timto roztokem probihala v Petriho misce
s parafilmem po dobu 3 — 5 minut v temnu.

19. Takto pfipravené membrany byly snimany kamerou BIO-RAD ChemiDoc™ MP
Imaging System v programu Image Lab 4.1.

20. Denzitometricka analyza pofizenych snimkt byla provedena v programu Image

Lab 4.1.

Kolorimetrie

Pripravené tkané vajecniki a vejcovodu byly podrobeny kolorimetrické analyze.

1. V zavislosti na charakteru tkané byly pouzity rozdilné postupy homogenizace.
Pro vejcovody byly pouzity predem odvazené vialky s rezinem (ReadyPrep™ Mini
Grinders; Bio-Rad Laboratories, Francie) s pfidavkem 125 pl 45mM Zn-Ac
v extrakénim pufru (EB: 20mM EDTA, 50mM TRIS-HCI (pH 8,0)). Vajecniky byly
premistény do predem odvazenych vialek se sklenénymi kulickami a 250 pl 45mM
Zn-Ac v EB.

2. Vialky o znamé hmotnosti byly nasledné¢ opét zvazeny a byla zaznamenana
hmotnost analyzované tkang.

3. Vejcovody byly homogenizovany pomoci tlouc¢ku, vajeéniky za pomoci
homogenizatoru.

4. Vialky s homogenizovanymi tkanémi byly lyzovany po dobu 20 minut na ledu,
nasledné vortexovany a centrifugovany (5 minut, 12000 otacek).

5. Do 100 pl lyzatu bylo napipetovano 4,3 ul 50mM PxF v H20, 4,3 pl 250mM L-cys
v H,O a 10,6 ul TRIS-HCI (pH 8,8).

6. Takto pfipravené vzorky byly po dobu 2 hodin inkubovéany v inertnim prostredi

(atmosféra argonu) pii teploté 37 °C.
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7. Na poslednich 30 — 60 minut inkubace byla k vzorkiim pfidana kalibra¢ni fada
vzorkt 0-1000 uM NaHS rozpusténého ve vode. Slozeni vzorku bylo analogické jako
u bodu 5, pouze sdrobnou modifikaci; 100 pl lyzatu bylo nahrazeno 99 pl
Zn-Ac + 1 pl standardu NaHS o konkrétni koncentraci (v ptipadé koncentrace 0 pM
byl 1 pl standardu nahrazen destilovanou vodou).

8. Nasledné byly lyzaty precipitovany pridavkem 20 pl TCA, vzorky byly vortexovany
a centrifugovany (5 minut, 12000 otacek).

9. Do ELISA microplate 96/F-PP desticky bylo napipetovano 100 pl vzorku, 100 pl
50mM FeClz v 1,2 M HCl a 100 pul 20mM N,N-DMPD v 7,2 M HCL.

10. ELISA desticka byla uchycena do tfepacky a vzorky byly 10 minut michany.

11. Absorbance byla méfena spektrofotometrem SYNERGY HT microplate reader,
vyrobce BioTek® v programu Gen5 2.06 pii vinové délce 670 nm.

12. Zjisténé hodnoty byly vztazeny ke kalibraéni kiivce a pfepocteny na produkci

sulfanu z 1 mg tkané/minutu.

In vitro fertilizace (IVF)

Metodou IVF byla ovéfovana role sulfanu v procesu oplozeni.

1. Samci ve vé€ku 14 tydnu byli usmrceni cervikalni dislokaci a nasledné byl odebran
ocas nadvarlete.

2. Spermie byly izolovany z ocasu nadvarlete v tzv. médiu lidské tubalni tekutiny
(human tubal fluid; HTF) s ptidavkem 0,4% bovinniho séra albuminu (BSA; mHTF).
3. Kapacitace spermii probihala v 5% atmosféie CO> pfi 37 °C po dobu jedné hodiny.
4. Pokusna skupina spermii byla vystavena donoru sulfanu Na>S o koncentraci 5 um
poslednich 30 minut kapacitace.

5. V prubéhu kapacitace spermii byly cervikalni dislokaci usmrceny hormonalné
stimulované samice ve véku 8-12 tydnt. Hormonalni stimulace byla provedena 5 IU
eCG (equine chorionic gonadotropin) a 5 IU hCG (human chorionic gonadotropin)
72, resp. 16 hodin pred usmrcenim.

6. Oocyty obklopené kumularnimi butikami, tzv. kumulus-oocytarni komplexy byly
izolovany v mHTF.

7. Kumulus-oocytarni komplexy byly po dobu 5,5 hodiny inkubovany se spermiemi
v mHTF za stejnych podminek jako v pfipadé kapacitace spermii, tj. v 5% atmosféie

CO, pii 37 °C.

26



8. Poté byly odstranény zbytky kumularnich bunék a zygoty byly fixovany pfi
laboratorni teplot¢ po dobu 30 minut v 4% paraformaldehydu (PFA) v PBS
s ptidavkem 0,1 % polyvinyl alkoholu (PVA).

9. Fixované zygoty byly uchovany pfi teploté 4 °C pro dal§i zpracovani.

Imunocytochemické barveni (ICC)

Fixované zygoty vzniklé za pomoci IVF byly imunocytochemicky obarveny.

1. Zygoty byly blokovany v 1% roztoku BSA v PBS s Tweenem 20 a nasledné
permeabilizovany v PBS s pfidavkem 0,04 % Tritonu X-100 a 0,3 % Tweenu 20.

2. Zygoty byly inkubovany 1 hodinu s protilatkou pro lamin B1 (ab16048, Abcam)
fedénou v poméru 1:200 s roztokem 1% BSA v PBS s Tweenem 20.

3. Zygoty byly oplachovany v 1% roztoku BSA roziedéném v PBS s Tweenem 20.

4. Inkubace se sekundarni, anti-kralici, protilatkou kompatibilni k protilatce primarni
(ab150079, Abcam) probihala po dobu jedné hodiny. Protilatka byla fedéna v poméru
1:200 v 1% roztoku BSA roziedéném v PBS s Tweenem 20.

5. Nasledné byly zygoty promyvany v 1% roztoku BSA v PBS s Tweenem 20.

6. Pro vizualizaci -aktinu byly zygoty 15 minut inkubovany s roztokem phalloidinu
(13054, Cell Signaling technology®) fedéném v poméru 1:200 s 1% BSA v PBS
s Tweenem 20.

7. Poté byly zygoty opét promyty v 1% BSA v PBS s Tweenem 20.

8. Zygoty byly montovany do 4 pul DAPI (H-1200, Vector Laboratories Inc) mezi kryci
a podlozni sklo. Soudrznost skel byla zajis§téna bezbarvym lakem.

9. Preparaty byly skladovany pti 4 °C.

Snimky a analyza obrazu
Snimky zygot byly pofizeny konfokalnim mikroskopem Olympus IX83 (Olympus,
Neémecko). Takto ziskané snimky byly nasledné€ analyzovany v softwaru ImageJ (NIH,

USA).

Statistické hodnoceni dat

Analyzy byly opakovany minimaln€ 3x. Kazda analyza zahrnovala celkem 9 zvirat
z téchto tfech opakovani. Zaznamenana data byla statisticky hodnocena v programu
NCSS 9. Normalita dat byla ovéfovana Shapiro-Wilkovym testem. V pfipadé
normalniho rozdéleni dat byl pouzit parovy test, nebo dvou-vybérovy t-test. Pokud
data nevykazovala normalni rozdé€leni, byl pouzit Wilcoxoniv test nebo

Kruskal-Wallistv test. VSechny testy byly provadény na hladin€ vyznamnosti P<0,05.
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4 Vysledky

Produkce sulfanu a pfitomnost sulfan-uvoliiyjicich enzymi byla zkoumana ze dvou
odlisnych pohledd. Prvni pohled byl sméfovan na ¢asovou osu, kdy byla zkoumana
exprese sulfan-uvolrujicich enzymu a produkce sulfanu ve vajecnicich a vejcovodech
v ramci estralniho cyklu. Druhy pohled byl zaméfen na prostorovou osu, tedy
na pritomnost  sulfan-uvoliujicich enzymi a produkci sulfanu v ampule
a uterotubalnim spoji vejcovodu ve fazi estru. Dale byla testovana role sulfanu
pro proces oplozeni.
4.1 Sulfan-uvoliujici enzymy a produkce sulfanu ve vztahu k estralnimu
cyklu

Ve vztahu kestralnimu cyklu byly mapovany 3 znamé sulfan-uvolfujici
enzymy — CTH, CBS a 3-MPST. Metodou western blotu a denzitometrické analyzy
obrazu byly ziskany hodnoty exprese jednotlivych enzymu, které byly nasledné
vztazeny ke kontrolnimu house keeping faktoru, vtomto piipadé k histonu H3.
Relativni hodnoty produkce enzymu byly nasledné analyzovany.

Data enzymu CTH dle Shapiro-Wilkova testu nepochézeji z normalni distribuce
(W = 0,828, p = 0,02). Kruskal-Wallisovym testem nebyly shledany statisticky
vyznamné odliSnosti v expresi enzymu CTH mezi analyzovanymi skupinami
(H=0,692, p = 0,88). Relativni produkce enzymu CTH je prezentovana na obrazku
4.1A. Reprezentativni snimek western blotu s oekavanou molekulovou hmotnosti

CTH (44 kDa) je zobrazen na obrazku 4.1B.
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Obrazek 4.1: Boxploty prezentujici relativni produkci enzymu CTH ve vajeCniku a vejcovodu ve fazi
estru a diestru (medidn, prvni a tieti kvartil (interkvartilové rozpcti — IQR)) (A). Reprezentativni snimek
exprese enzymu CTH ve tkani vajeCniku a vejcovodu ve fazi estru a diestru (B). MH: molekuldrni

hmotnost; E. vajeCnik: vajecnik ve fazi estru; E. vejcovod: vejcovod ve fazi estru; D. vaje¢nik: vajecnik
ve fazi diestru; D. vejcovod: vejcovod ve fazi diestru.

Shapiro-Wilklv test zaznamenal, ze data enzymu CBS nepochazeji z normalni
distribuce (W = 0,797, p < 0,01). Kruskal-Wallistiv test nezaznamenal statisticky
vyznamné odlisnosti v expresi enzymu CBS mezi analyzovanymi skupinami
H=1,15, p = 0,76), tyto vysledky jsou demonstrovany obrazkem 4.2A.
Reprezentativni snimek western blotu s oekavanou molekulovou hmotnosti CBS

(61 kDa) je zobrazen na obrazku 4.2B.
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Obrazek 4.2: Boxploty prezentujici relativni produkci enzymu CBS ve vaje¢niku a vejcovodu ve fazi
estru a diestru (medidn, prvni a tieti kvartil (interkvartilové rozpcti — IQR)) (A). Reprezentativni snimek
exprese enzymu CBS ve tkani vajecniku a vejcovodu ve fazi estru a diestru (B). MH: molekuldrni
hmotnost; E. vajeCnik: vajecnik ve fazi estru; E. vejcovod: vejcovod ve fazi estru; D. vajecnik: vajecnik
ve fazi diestru; D. vejcovod: vejcovod ve fazi diestru.

Data enzymu 3-MPST nepochazela z norméalni distribuce (W = 0,822, p = 0,049).
Ani v tomto ptipadé Kruskal-Wallisiv test neshledal statisticky vyznamné rozdily
v expresi enzymu tkanémi vajeCniku a vejcovodu ve féazi estru a diestru
(H=1,67, p=0,64). Data exprese enzymu 3-MPST tkanémi vajecniku a vejcovodu
v odliSnych fazich estralniho cyklu shrnuje obrazek 4.3A. Reprezentativni snimek
western blotu s predikovanou molekulovou hmotnosti 3-MPST (33 kDa) je patrny
z obrazku 4.3B.
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Obrizek 4.3: Boxploty prezentujici relativni produkci enzymu 3-MPST ve vajecniku a vejcovodu
ve fzi estru a diestru (median, prvni a tfeti kvartil (interkvartilové rozpéti — IQR)) (A). Reprezentativni
snimek exprese enzymu 3-MPST ve tkdni vaje¢niku a vejcovodu ve fazi estru a diestru (B).

MH: molekuldrni hmotnost; E. vajeCnik: vajeCnik ve fazi estru; E. vejcovod: vejcovod ve fazi estru;
D. vajecnik: vaje¢nik ve fazi diestru; D. vejcovod: vejcovod ve fazi diestru.

Casova osa produkce sulfanu
Z pohledu ¢asové osy byla produkce sulfanu hodnocena ve vajecnicich a vejcovodech
ve fazi estru a diestru.

Porovnani produkce sulfanu ve vaje¢niku ve fazi estru a diestru bylo provedeno
dvou-vybérovym t-testem. Shapiro-Wilklv test poukazal na normalni rozdéleni dat
(W = 0,918, p = 0,49). Dvou-vybérovy t-test nezaznamenal statisticky vyznamné
odlisnosti v produkei sulfanu tkanémi vajecniku ve fazi estru a diestru (t = -0,929,
p =0,41), to je patrné z obrazku 4 .4A.

Data produkce sulfanu tkanémi vejcovodu ve fazi estru a diestru taktéz
vykazovala normalni rozdéleni (W = 0,851, p = 0,16). Dvou-vybérovy t-test neshledal
rozdily v produkci sulfanu tkdnémi vejcovodu ve fazi estru a diestru statisticky

vyznamnymi (t = 0,382, p = 0,72), toto zji§téni je prezentovano obrazkem 4.4B.
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Obraizek 4.4: Boxploty prezentujici produkci sulfanu v 1 mg tkdn¢ vajeCniku (pug/min) ve fazi estru
a diestru (medidn, prvni a tfeti kvartil (interkvartilové rozpéti — IQR)) (A). Boxploty prezentujici
produkci sulfanu v 1 mg tkan€ vejcovodu (pg/min) ve fazi estru a diestru (median, prvni a tfeti kvartil
(interkvartilové rozpéti — IQR)) (B). Estrus: tkan ve fazi estru; Diestrus: tkan ve fazi diestru.

4.2 Sulfan-uvoliiujici enzymy a produkce sulfanu ve vejcovodu ve fazi
estru

Sulfan-uvoliuyjici enzymy byly mapovany v ramci vejcovodu ve fazi estru (ampula

vejcovodu a uterotubalni spoj) za pomoci western blotu. Zjisténé hodnoty produkce

enzymi byly vztazeny ke kontrolnimu house keeping faktoru, v piipadé tohoto

experimentu k o-tubulinu. Takto relativizované hodnoty enzymatické produkce byly

nasledné statisticky testovany.

Data pofizena monitorovanim enzymu CTH vykazovala normalni rozdéleni
(W=0,887, p = 0,26). Parovym t-testem nebyla zjiSténa statisticky vyznamna
odlisnost v expresi CTH ampulou a uterotubalnim spojem vejcovodu ve fazi estru
(t=-2,496, p = 0,24). Relativni produkci enzymu demonstruje obrazek 4.5A.
Reprezentativni snimek western blotu s predikovanou molekulovou hmotnosti CTH

(44 kDa) je ztejmy z obrazku 4.5B.
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Obrizek 4.5: Boxploty demonstrujici relativni produkci enzymu CTH v diléich €astech vejcovodu
(median, prvni a tfeti kvartil (interkvartilové rozpeti — IQR)) (A). Reprezentativni snimky enzymu CTH
ve tkanich vejcovodu ve fazi estru (B). MH: molekuldrni hmotnost; Ampula: ampula ve fazi estru;
Uterotubdlni spoj/UT]J: uterotubdlni spoj ve fazi estru.

Shapiro-Wilkiv test vyhodnotil, Ze data enzymu CBS pochazeji z normalni
distrbuce (W = 0,941, p = 0,67). Parovy t-test nezaznamenal statisticky vyznamné
rozdily v expresi enzymu CBS ampulou a uterotubalnim spojem vejcovodu ve fazi
estru (t= 1,191, p = 0,36). Obrazek 4.6A znazortuje relativni produkci enzymu CBS.
Western blot ovéfujici pfitomnost enzymu CBS s predpokladanou molekulovou

hmotnosti (61 kDa) ve zkoumané tkani je patrny z obrazku 4.6B.
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Obrizek 4.6: Boxploty zobrazujici relativni produkci enzymu CBS v diléich €astech vejcovodu
(median, prvni a tfeti kvartil (interkvartilové rozpéti — IQR)) (A). Reprezentativni snimky enzymu CBS
ve tkanich estrdlniho vejcovodu (B). MH: molekularni hmotnost; Ampula: ampula ve fazi estru;
Uterotubdlni spoj/UT]J: uterotubdlni spoj ve fazi estru.

Data zjistend pro enzym 3-MPST pochazela dle Schapiro-Wilkova testu
z normalni distribuce (W = 0,962, p = 0,79). Parovy t-test nezaznamenal statisticky
vyznamné odliSnosti v expresi enzymu 3-MPST mezi zkoumanymi tkanémi
(t=-2,496, p =0,24). Relativni exprese 3-MPST ampulou a uterotubalnim spojem
estralniho vejcovodu je patrna z obrazku 4.7A. Reprezentativni western blot
znazomujici pifitomnost 3-MPST s o¢ekavanou molekulovou hmotnosti (33 kDa)

ve tkani vejcovodu ve fazi estru je zobrazen na obrazku 4.7B.
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Obrizek 4.7: Boxploty zobrazujici relativni expresi enzymu 3-MPST v diléich ¢astech vejcovodu
ve fazi estru (median, prvni a tieti kvartil (interkvartilové rozpéti — IQR)) (A). Reprezentativni snimky
enzymu 3-MPST ve tkdnich estrdlniho vejcovodu (B). MH: molekularni hmotnost; Ampula: ampula
ve fazi estru; Uterotubdlni spoj/UTJ: uterotubalni spoj ve fazi estru.

Prostorova osa produkce sulfanu
V ramci prostorové osy byla hodnocena produkce sulfanu v ampule vejcovodu
a uterotubalnim spoji vejcovodu ve fazi estru.

Zjisténa produkce sulfanu tkanémi ampuly a uterotubélniho spoje vejcovodu ve
fazi estru pochazela z normalni distribuce (W = 0,869, p = 0,15) Parovy t-test
nezaznamenal statisticky vyznamny rozdil v produkci sulfanu témito tkanémi
(t=-2,315, p=0,10). Produkce sulfanu v jednotlivych ¢astech vejcovodu ve fazi estru

zobrazuje obrazek 4.8.
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Obrazek 4.8: Boxploty demonstrujici produkci sulfanu z 1 mg tkdn¢ odliSnych Casti vejcovodu
(medidn, prvni a tfeti kvartil (interkvartilové rozpéti — IQR)). Ampula vejcovodu: ampula vejcovodu
ve fazi estru. Uterotubalni spoj: uterotubalni spoj ve fazi estru.

4.3 Uloha sulfanu v procesu oplozeni

Uloha sulfanu v procesu oplozeni byl zkouman v ramci IVF. Spermie pouzité pro IVF
byly rozdéleny do dvou skupin. Prvni skupina spermii byla oSetfena donorem sulfanu
(Na2S) ve snaze imitovat in vivo prostiedi samiciho reprodukéniho traktu,
kde ptedpokladame tcinek sulfanu produkovaného tkani vejcovodu na spermie. Druha
skupina byla kontrolni; bez jakéhokoli oSetfeni. Pokus obsahoval 6 opakovani
s celkem 24 zygotami v pokusné skuping¢ a 29 zygotami v kontrolni skuping.

Vliv sulfanu na proces oplozeni byl vyhodnocen ve stadiu zygoty. Byly pouzity
hned 3 parametry. Byla zji§tovana intenzita signalu laminu B1, plocha laminu B1
v paternalnim (P) a maternalnim (M) prvojadre, a také rozmeér paternalniho prvojadra
a zygoty. Ze zjisténych hodnot byl nasledné vyvozen pomér intenzity signalu P/M
prvojadra, pomér plochy laminu B1 P/M prvojadra a pomér velikosti paternalniho
prvojadra k velikosti zygoty. Zjist€né poméry byly nasledné analyzovany.

Pro leps$i predstavu jsou na obrazku 4.9 prezentovany reprezentativni snimky
zygot kontrolni a pokusné skupiny, ze kterych je zfejma vyrovnana intenzita signalu

laminu B1 mezi paternalnimi prvojadry.
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Obrazek 4.9: Reprezentativni snimky vyskytu laminu B1 ve stddiu zygoty. V prvnim fadku je
prezentovana kontrolni skupina (K); ke vzniku zygoty byla pouzita spermie bez oSetfeni. Druhy fadek
zobrazuje pokusnou skupinu; ke vzniku zygoty byla pouzita spermie oSetfend Na»S. V prvnim, druhém
a tfetim sloupci jsou zobrazeny jednotlivé barevné kandly. V poslednim sloupci s ozna¢enim ,,Merged*
byly barevné kanaly pro lepsi vizualizaci piekryvu jednotlivych vrstev sjednoceny. PP: paterndlni
prvojadro; MP: materndlni prvojadro.

Data poméru intenzity signalu laminu Bl P/M prvojadra nepochazela
dle Shapiro-Wilkova testu z normalni distribuce (W = 0,61, p <0,01). Wilcoxonuv test
nezaznamenal statisticky vyznamné odliSnosti mezi kontrolni a pokusnou skupinou

(Z =0,944, p = 0,40). Tyto vysledky jsou demonstrovany obrazkem 4.10.
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Obrizek 4.10: Boxploty zobrazujici pomér intenzity signilu laminu B1 paterndlniho a maternalniho
prvojadra (median, prvni a tieti kvartil (interkvartilové rozpéti — IQR)). Kontrola: kontrolni skupina;
Na»S: pokusna skupina.
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Shapiro-Wilktv test vyhodnotil, ze data pomeéru plochy laminu B1 paternalniho
a maternalniho prvojadra nepochazeji z normalni distribuce (W = 0,54, p < 0,01).
Wilcoxonav test nezaznamenal signifikantni rozdily mezi sledovanymi skupinami

(Z=0,524, p=0,67), jak zobrazuje obrazek 4.11.
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Obrazek 4.11: Boxploty demonstrujici pomér plochy laminu B1 paterndlniho a maternalniho prvojadra
(median, prvni a tfeti kvartil (interkvartilové rozpéti — IQR)). Kontrola: kontrolni skupina;
Na»S: pokusna skupina.

Ani v pfipadé dat poméru velikosti paternalniho prvojadra a zygoty
Shapiro-Wilkiv test nepotvrdil normalni distribuci dat (W = 0,84, p = 0,03).
Wilcoxonovym testem nebyly mezi kontrolni skupinou a skupinou Na,S zaznamenany
statisticky vyznamné odlisnosti (Z = 0,629, p = 0,53). Tyto vysledky jsou znazornény
na obrazku 4.12.

38



04 -

0,3

02

Pomeér velikosti PP/zygoty

0,1

0,0

T T
Kontrola Na28

Obrizek 4.12: Boxploty zobrazujici pomér velikosti paterndlniho prvojadra a zygoty (median, prvni
a tieti kvartil (interkvartilové rozpéti — IQR)). Kontrola: kontrolni skupina; Na,S: pokusnd skupina.
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5 Diskuse

Predkladana prace zkoumala expresi sulfan-uvolfiujicich enzymua a produkci sulfanu
v reprodukénim traktu samice. Tyto proménné byly zkoumany ze dvou rovin pohledu.
Byla hodnocena ¢asova osa, kde bylo cilem porovnat expresi sulfan-uvoliuyjicich
enzymu a produkci sulfanu tkanémi vajeCniku a vejcovodu v odlisnych fazich
estralniho cyklu. Taktéz byla zkouména 1 prostorova osa, s cilem zjistit odliSnosti
v produkci sulfanu a expresi sulfan-uvoliujicich enzymut jednotlivymi oddily
vejcovodu ve fazi estru. Rovnéz byl vyhodnocen vliv sulfanu na spermie v procesu

oplozeni.

Sulfan-uvoliiujici enzymy a produkce sulfanu ve vztahu k estralnimu cyklu
Metodou western blotu byly mapovany sulfan-uvolfiujici enzymy CBS, CTH
a 3-MPST ve tkanich vajecnikti a vejcovodi. VSechny tfi enzymy byly ve tkanich
exprimovany. Problematikou sulfan-uvolfiujicich enzymt v reprodukénim traktu
se jiz diive zabyvalo né€kolik studii. Pfitomnost CBS a CTH ve vejcovodu prokazali
Ning et al. (2014). Patel et al. (2009) potvrdili expresi enzymu CBS a CTH v d¢loze.
Zjisténi predkladané prace se tak casteCné shoduji s Ning et al. (2014); kromé CBS a
CTH byl zistén 1 enzym 3-MPST. Zaroven tato prace rozsifuje prehled o expresi
sulfan-uvoliujicich enzymt v oblasti vajecniku. Dle zjisténého expresniho profilu
vajeCniku a vejcovodu Ize predpokladat, ze 3-MPST bude exprimovan také v déloze.

Vyhodnocenim dat nebyly prokazany statisticky vyznamné odli§nosti v expresi
enzymu CTH, CBS a 3-MPST ve vztahu k fazi estralniho cyklu. Z vysledka je tedy
patré, ze jsou enzymy exprimovany ve tkanich vaje¢niku a vejcovodu ve vztahu
k estralnimu cyklu v podobnych hladindch. Ve vajecniku jsou sulfan-uvoliujici
enzymy exprimovany v granularnich burikach (Estienne et al., 2019). Ning et al.
(2014) prezentuji v ramci epitelu vejcovodu vSudypritomnou expresi enzymu CTH
a CBS. Sulfan-uvolfiyjici enzymy jsou exprimovany i v hladkosvalovych burikach
vejcovodu (Srilatha et al., 2009). VsSechny tfi enzymy vykazovaly vyS§i expresi
ve vejcovodu nez ve vajeCniku, bez ohledu na estralni cyklus. Tato zjisténi by mohla
poukazovat na riznou expresni aktivitu jednotlivych bunék.

Shodné s tkanémi, ve kterych byly monitorovany sulfan-uvolfiujici enzymy, byla
hodnocena i produkce sulfanu. Statistickou analyzou dat nebyly zjistény odliSnosti
v produkci sulfanu v prabéhu estralniho cyklu. Konstantni hladina sulfanu bez ohledu

na lokalizaci a estralni cyklus napovida, ze by sulfan-uvolfiujici enzymy mohly plnit
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roli house keeping faktor. Sulfan-uvolnujici enzymy jsou patrné dulezité pro udrzeni
soustavné hladiny sulfanu vIlumen vejcovodu, ktera ovliviiuje motilitu

hladkosvalovych bunék (Ning et al., 2014).

Sulfan-uvoliiujici enzymy a produkce

Vejcovod ve fazi estru je kliCovym mistem, kde dochazi ke stfetu gamet, oplozeni
a Casnému preimplantaCnimu vyvoji (Hill, 2022), proto bylo dal§i pozorovani
sméfovano prave na tuto tkan. Exprese sulfan-uvolfiujicich enzymu byla monitorovana
analogicky s expresi sulfan-uvolniyjicich enzymti ve vztahu k estralnimu cyklu.
Nase zjisténi potvrzuji expresi vSech tii sulfan-uvoliujicich enzymia v estralnim
i diestralnim vejcovodu. Pozorovani proto bylo zaméfeno na dil¢i ¢asti vejcovodu,
tj. ampulu a uterotubalni spoj. V téchto mistech dochazi k oplozeni, resp. kapacitaci
spermii. Ampula i uterotubalni spoj vykazovali expresi vSech tfi sulfan-uvoliujicich
enzymu, nicméné ani jeden z enzymu nevykazoval statisticky vyznamné odlisnosti
v expresi mezi zminénymi ¢astmi vejcovodu. Ze vzajemného porovnani expresnich
profila ampuly vejcovodu a uterotubalniho spoje je ziejmé, ze se na fyziologické
produkci sulfanu podili kazdy ze zminénych enzymu odliSnou mérou. Tento fakt
zmifyji 1 autofi Nevoral et al. (2015), ktefi navic uvadéji, ze se mohou jednotlivé
enzymy v produkci sulfanu zastupovat.

Nase sledovani konstantni exprese enzymu potvrzuje také méfeni produkce
sulfanu, ktera byla rovnéz v celém prabéhu vejcovodu konstantni. Podobné
se produkce sulfanu nelisi v Case s riznou fazi estralniho cyklu.

Mozné vysvétleni témét shodné exprese sulfanu v tkanich vejcovodu lze vyvodit
z vysledka autort Ning et al. (2014), ktefi prezentuji vliv sulfanu na zdarny transport
embryi vejcovodem. Pro optimalni transport embryii je nezbytna pfitomnost sulfanu,
ktery zajist'uje kontraktilitu hladké svaloviny vejcovodu. Protoze k implantaci dochazi
ve 4. — 5. dni embryonalniho vyvoje (Hill, 2022) a vyznamna €ast vyvoje a transportu
probiha ve vejcovodu, je nezbytné zajistit vhodné prostiedi pro transport embrii dotaci
sulfanu i mimo estralni fazi cyklu. Lze pfedpokladat, ze pravé v dobé sestupu embrya
je potieba produkce sulfanu zvySena, kdy inhibice sulfan-uvolfiujicich enzymu

potlacuje motilitu vejcovodu a tak i sestup embrya (Ning et al., 2014).
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Uloha sulfanu pro proces oplozeni

Vliv sulfanu na proces oplozeni byl zkouman na zakladé odlisné inkubace spermii pro
ucely IVF. Spermie byly rozdéleny do dvou odli§nych skupin. Pokusna skupina byla
oSetfena donorem sulfanu Na>S po dobu jedné hodiny, kontrolni skupina sulfanu
vystavena nebyla. Nasledné¢ byly spermie pouzity pro IVF. Zygoty byly
imunocytochemicky obarveny a po pofizeni snimkt analyzovany.

Vyhodnoceni vlivu sulfanu na proces oplozeni bylo vztazeno k laminu B1, ktery
tvoti vlaknité struktury intermediarnich filament a je situovan pod jadernou membranu
prvojader (Borsos et al., 2019). Dle hypotézy by se mél sulfan podilet na ¢asné&jsim
vyvoji prvojader; prvojadra spermii oSetfenych sulfanem by tedy méla obsahovat vice
laminu B1 a méla by byt vétsi oproti prvojadrim kontrolni skupiny.

Vliv sulfanu na proces oplozeni byl hodnocen z nékolika ohledti: pomér signalu
paternalniho a maternalniho prvojadra, pomér plochy laminu B1 paternalniho
a maternalniho prvojadra a pomér velikosti paterndlniho prvojadra a zygoty. Ani
v jednom piipadé nebyly zaznamenany statisticky vyznamné odlisnosti mezi kontrolni
a pokusnou skupinou.

Tyto vysledky naznacuji, ze oSetfeni spermii donorem sulfanu neovliviiuje
dynamiku tvorby prvojader po oplozeni. Zaroven in vitro oSetfeni potvrzuji,
Ze signalizace sulfanem je fyziologicka, protoze pokud by sulfan pusobil striktné jako
toxin (Seydi, et al. 2022), zygoty by se nevyvinuly. Vysledky této prace potvrzuji
fyziologickou ulohu sulfanu v reprodukci, coz je v souladu s diive publikovanymi
poznatky (Ning et al., 2014; Nevoral et al., 2018; Xu et al., 2019). Nicméng¢, plné
pochopeni ulohy sulfanu a vyuziti jeho exogennich donorti v 1écbé neplodnosti

¢1 plemenitbé hospodaiskych zvitat vyzaduje dalsi intenzivni studium.

42



Zavér

Sulfan jako gasotransmiter je v soucasné dobé malo prostudovanou regulacni
molekulou s Sirokym polem pusobnosti. V oblasti reprodukce je sulfan vyznamnou
molekulou (Nevoral et al., 2016; Xu et al., 2019), ale jeho tloha v procesu oplozeni
neni dosud plné pochopena. Proto byla stanovena hypotéza, ktera predpokladala
endogenni produkci sulfanu pomoci pfislusnych enzymia v reprodukénim traktu
samice, kde by tvortil ¢asoprostorovy gradient a plnil fyziologickou roli v procesu
oplozeni.

V ramci Casové osy byla zjisténa exprese vSech tii sulfan-uvoliujicich enzymu,
CTH, CBS, 3-MPST, ve vajecnicich a vejcovodech ve fazi estru i diestru. Exprese
zminénych enzymu se mezi fazemi estralniho cyklu statisticky vyznamné neliSila.
Taktéz byla zjistovana produkce sulfanu ve vajeCnicich a vejcovodech ve fazi estru
a diestru. Ani v tomto piipadé nebyly zaznamenany statisticky vyznamné odliSnosti
v produkei sulfanu mezi fazemi estru a diestru.

Z hlediska prostorové osy byla monitorovana exprese sulfan-uvoliiujicich enzymu
v ampule a uterotubalnim spoji vejcovodu ve fazi estru. Exprese enzymi byla
analogicka s ¢asovou osou a odliSnosti rovnéz nebyly statisticky prikazné. Produkce
sulfanu ampulou a uterotubalnim spojem nevykazovala statisticky vyznamné
odlisnosti.

Uloha sulfanu v procesu oplozeni byla hodnocena pomoci markeru jaderné
membrany prvojader, laminu B1, a wvelikosti paternalniho prvojadra. Ve viech
ptipadech nebyly shledany statisticky vyznamné rozdily mezi kontrolni a pokusnou
skupinou a lze konstatovat, ze dynamika vyvoje prvojader neni oSetfenim spermii
donorem sulfanu ovlivnéna.

V ramci této prace byla prokazana konstantni exprese sulfan-uvoliujicich enzymu
a produkce sulfanu ve vajecniku a vejcovodu samice mysi. Produkce sulfanu nevytvari
casovy ani prostorovy gradient v reprodukénim traktu samice. In vitro model oSetieni
spermii donorem sulfanu potvrdil fyziologickou ulohu sulfanu v procesu oplozent,
prestoze nebyly pozorovany zmény v dynamice tvorby prvojader.

Sulfan zjevné sehrava ulohu signalni molekuly v procesech reprodukce. Dalsi
studium je potfebné k prokazani nezbytnosti sulfanu v pribéhu dal§iho ¢asného

embryonalniho vyvoje.
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Seznam pouzitych zkratek

3-MPST
AMH
BSA
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CSE/CTH
DAPI

E

eCG
EDTA
FeCl;
FSH
GnRH
hCG
HTF
HTF
IVF

LH

M
N,N-DMPD
NaxS
NaHS

P

PBS
PFA
PGFzq
PVA
PxF
TCA
Zn-Ac

3-merkaptopyruvat sulfurtransferaza
anti-Miillerovsky hormon

bovinni sérum albumin
cystationin—f—syntaza
cystationin—y-lyaza

4’6 -diamidino-2-fenylindol

den embryonalniho vyvoje

equine chorionic gonadotropin
ethylendiamintetraoctova kyselina
chlorid zelezity

folikuly stimulujici hormon
gonadotropin-releasing hormon
human chorionic gonadotropin
human tubal fluid

human tubal fluid médium

in vitro fertilizace

luteiniza¢ni hormon

maternalni

N,N-dimethyl-p-phenylendiamin sulfat

sulfid sodny

hydrogensulfid sodny
paternalni

fosfatem pufrovany roztok
paraformaldehyd

prostaglandin Faq
polyvinyl-alkohol

pyridoxal 5'-fosfat monohydrat
trichlorostova kyselina

octan zineCnaty




