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Intracelularni distribuce enzymii uvoliiujicich sulfan ve
zrajicich oocytech prasete

Souhrn

Studium molekularnich mechanizmii regulujicich reprodukéni procesy je nezbytné pro
zvySovani efektivnosti reprodukénich biotechnologii, které jsou v chovech zvitat vyuzivany
¢im dal castéji. Klicovou soucasti mnoha biotechnologickych metod je kultivace oocytt, ktera
simuluje pfirozené podminky vajecnikii. Tato simulace je ovSem stile nedokonald a je

limitujicim faktorem uspés$nosti vzniku oplozeni schopnych savcich oocytu.

Meiotické zrani ovliviiuje mnoho faktort, mezi které patii napiiklad gasotransmiter
sulfan (H,S). Donedavna byl sulfan znamy pouze jako toxicky plyn zneCistujici zivotni
prostiedi. Dnes vime, Ze sulfan je za nizkych koncentraci dalezitou signdlni molekulou
s nes¢etnym mnozstvim fyziologickych funkei. Sulfan je produkovan enzymy CBS, CTH a 3-

MPST v riznych tkéanich téla v€etné reprodukeni soustavy.

Na zaklad¢ dostupnych informaci byla stanovena hypotéza, Ze enzymy odpoveédné
za endogenni produkci sulfanu, CBS, CTH a 3-MPST, jsou pfitomné v praseCich oocytech
a jejich ptitomnost v bunéénych organeldch se méni béhem meiotického zrani. Cilem této
prace bylo tuto hypotézu ovéfit pomoci kultivace praseCich oocytli, imunocytochemické
detekce mitochondrii, endoplazmatického retikula a enzymi uvoliujicich endogenni sulfan

a pomoci kolokaliza¢ni analyzy.

Vyhodnocenim vysledkt bylo zjisténo, Zze enzymy uvolnujici sulfan, CBS, CTH a 3-
MPST, jsou ptitomny v prasec¢ich GV oocytech 1 v oocytech dozralych do stadia MII po 48
hod. in vitro kultivaci. Bylo také zjisténo, ze béhem meiotického zrani dochazi ke zménam
distribuce téchto enzymi v bunénych organelach oocytu. V mitochondriich dochazelo
K statisticky vyznamnym zménam distribuce enzymi 3-MPST a CBS. U enzymu 3-MPST
doslo ke vzrustu hodnot kolokaliza¢nich koeficientd, naopak u enzymu CBS doslo k poklesu
téchto hodnot. V endoplazmatickém retikulu dochazelo k statisticky vyznamnym zménam
distribuce vSech tii sulfan-uvoliujicich enzymi. Hodnoty Kolokaliza¢nich koeficientti pro
enzymy CBS a 3-MPST vzrostly, naopak pro kombinaci endoplazmatického retikula a CTH
Klesly. Tyto poznatky jsou dulezité pro objasnéni role gasotransmiteru sulfanu b&hem
meiotického zrani oocytll savcii a jejich aplikaci ve Slechténi hospodarskych zvitat

I asistované reprodukci ¢loveka.
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Intracellular distribution of hydrogen sulfide releasing
enzymes in maturing porcine oocytes

Summary

The study of the molecular mechanisms regulating reproductive processes is crucial
for increasing the efficiency of reproductive biotechnologies that are often used in animal
breeding. A key part of many biotechnological methods is the cultivation of oocytes, which
simulates natural conditions in the ovaries. However this simulation is still imperfect and
presents a limiting factor for successful formation of mammalian oocytes.capable of

fertilization.

Meiotic maturation is influenced by many factors including for example
gasotransmiter hydrogen sulfide (H.S). Until recently, hydrogen sulfide was known only as
toxic gas polluting the environment. It was found that the hydrogen sulfide is at low
concentrations important signaling molecule with a lot of physiological functions. Hydrogen
sulfide is produced by enzymes CBS, CTH and 3-MPST in various tissues of the body,

including the reproductive system.

We hypothesised that enzymes responsible for the endogenous production of hydrogen
sulfide, CBS, CTH and 3-MPST, are present in porcine oocytes and their presence varies
during meiotic maturation in cellular organelles. The goal of this study was to prove this
hypothesis by cultivating porcine oocytes, detection of mitochondria, endoplasmic reticulum
and hydrogen sulfide-releasing enzymes using imunocytochemistry and colocalization

analysis.

Our results showed that enzymes releasing hydrogen sulfide, CBS, CTH and 3-MPST,
are present in GV porcine oocytes and also in the oocytes matured to the MlI stage, after 48
hours in vitro cultivation. We found that the distribution of these enzymes in cellular
organelles in oocyte changed during meiotic maturation. There were significant changes in the
distribution of enzymes 3-MPST and CBS in the mitochondria, levels of colocalization
coefficients for enzyme 3-MPST increased, these coefficients for enzyme CBS decreased
during meiotic maturation. In endoplasmic reticulum we found significant changes in the
distribution of all three hydrogen sulfide-releasing enzymes. Levels of colocalitazion

coefficients for CBS and 3-MPST increased, while levels of these coefficients for enzyme



CTH decreased. Results of our experiments on porcine oocytes can help to clarify the role of
gasotransmitter hydrogen sulfide during meiotic maturaion mammals of oocytes and are
highly valueable because their possible application in breeding of farm animals and in human

assisted reproduction.

Keywords: oocyte, meiotic maturation, hydrogen sulfide, CBS, CTH, 3-MPST
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1 Uvod

Reprodukce zvifat hraje vyznamnou roli v ekonomice chovu hospodaiskych zvifat.
Znalost zakladnich fyziologickych reprodukénich procestu je tedy klicovym faktorem pro
Gsp&sny chov zvifat. Casto se v chovech hospodaiskych vyuziva reprodukénich
biotechnologii, jakymi jsou inseminace, embryotransfer, klonovani apod. Studium
molekularnich mechanizmi regulujicich reprodukéni procesy je dilezité pro zvySovani
efektivity téchto technik. Nezbytnou a kli¢ovou souc¢asti mnoha biotechnologickych postupti
je kultivace oocytt in vitro. Tyto podminky pouze simuluji optimalni podminky vaje¢niku
samice. Tato simulace je stale nedokonala a je limitujicim faktorem tspé&Snosti zrani savcich
oocytu. Biotechnologické postupy a jejich rozvoj jsou proto omezeny zejména mnozstvim
kvalitnich oocytl. Proto je nezbytné studovat postupy zlepSujici vyvojové a fertiliza¢ni

schopnosti oocytt.

Jednim z faktorti ovliviiujici reprodukéni procesy je gasotransmiter sulfan. Jedna se
o malou plynnou signalizaéni molekulu s nescetnym mnozstvim fyziologickych funkci.
Endogenni produkce sulfanu ptimo v burkach je zajistovana enzymy CBS (cystathionin-f-
syntaza), CTH (cystathionin-y-lyaza) a 3-MPST (3-mercaptopyruvat sulfurtransferasa). Sulfan

je produkovan v riiznych tkanich organismu vcetné bunck reprodukéni soustavy.

Studium gasotrasmiterd, sulfanu a dalSich plynd, jsou dualezité nejen pro piiblizeni se
K vytvofeni co nejoptimalnéjSich podminek in vitro, ale také proto, aby se objasnily funkce
a mechanismy gasotrasmiterti v procesech ovliviiujici reprodukci. Je znamo, Ze prase slouzi
spolehlivé jako experimentalni model pro reprodukci ¢lovéka, zejména pro podobny pribéh
meiotického zrani a Casného embryonalniho vyvoje. Proto je vyzkum a aplikace jeho
vysledki velice dilezitd pro zakladni studium gasotransmiterti v reprodukénich funkcich

stejné€ jako pro rozvoj biotechnologickych postupti s presahem do huménni reprodukce.
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2 Védecka hypotéza a cil prace

Cilem prace je ovéfit hypotézu, zda enzymy odpovédné za endogenni produkci
gasotransmiteru sulfanu, CBS, CTH a 3-MPST, jsou pfitomné v prasec¢ich oocytech a jejich

ptitomnost v bunéénych organelach se méni v zavislosti na stadiu meiotického zrani.
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3 Literarni reSerse
3.1 Oogeneze

Oogeneze je slozity vyvojovy proces tvorby oplozeni schopnych samicich pohlavnich
bunék, oocytti (Kudla¢ et al., 1987). Vyvoj oocytu je rozdélen do tii fazi (mnozeni, ristu
a zrani). Oogeneze u samic za¢ina, na rozdil od spermatogeneze u samcti, jiz pfed narozenim.
0ogeneze je pozastaven ve fazi rustu jesté pred narozenim jedince. Faze rastu a zrani je po
dosaZeni pohlavni dospélosti znovu zahajena. Produkci zralych oocytti za¢ind pohlavni cyklus
samice, ktery se pravideln¢ opakuje po celou dobu reprodukéniho obdobi samice. Po skonceni
reprodukéniho obdobi nastava klimakterium, pfestavaji se pravidelné uvolhovat zralé oocyty

a ustava pohlavni ¢innost. (\Wassarman,1988).

3.1.1 Faze mnozZeni oocytu

Béhem faze mnozZeni se prvovaje¢né bunky (oogonie) opakované mitoticky déli
(Kudlac¢ et al., 1987). Vysledkem mnohondsobného déleni je zaklad pro nékolik set tisic
oocytli v obou ovariich. Poslednim mitotickym délenim oogonii vznikaji oocyty I. fadu,
oznacované také jako oocyty primarni (Romanovsky et al., 1988). Pocet primarnich oocyti
u samice v dob¢ narozeni je vysoky, u prasnice v jednom ovariu najdeme okolo 60 000
oocytll. Proces mnozeni se uskute¢iuje béhem intrauterinniho vyvoje jedince ¢astecné také
v obdobi postembryonalnim (Kudla¢ et al., 1987). Pivodni dogma piedpokladalo pfeménu
oogonii na primarni oocyty pouze v prubé¢hu prenatalniho obdobi. Nové studie ale poukazuji
na fakt, ze ¢ast oocytu je tvoiena i v dospé€losti a tento jev byl oznacen jako neo-00geneze
(Johnson et al., 2005). Diploidni primarni oocyty jesté v prenatalnim obdobi vstupuji do
profaze prvniho meiotického zrani, kdy se meidza zastavuje ve stadiu diplotene, prvnim

meiotickém bloku. V tomto stadiu oocyt pretrvava az do obdobi pohlavni dospélosti (Kocarek

et al., 2010).

3.1.2 Faze ristu oocytu

Béhem kazdého pohlavniho cyklu od zacitku pohlavni dospélosti vstupuje vzdy
n€kolik priméarnich oocyti do faze rlstu. Pro toto obdobi je charakteristické zvétSeni objemu
cytoplazmy a jadra, aktivni syntéza RNA a proteintll, vznik a hromadéni kortikdlnich granul
pod cytoplazmatickou membranou a také hromadéni Zloutkovych inkluzi. Rist oocytl

probiha soucasné s ristem folikul az do velikosti potfebné k tomu, aby mohly dokoncit
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meiotické déleni (Wassarman,1988). Zvétseni objemu oocytt koreluje se zvySenym obsahem
bilkovin (Schultz and Wassarman, 1977). Je znamo, ze rostouci oocyty v preantralnich
(rostoucich) folikulech akumuluji prostfedky nezbytné pro zrani, oplozeni a preimplantac¢ni
rozvoj embrya. Ackoli oocyty z preantralnich folikulti nejsou schopné pokracovat v meidze
(Sorensen and Wassarman, 1976; Wickramasinghe et al., 1991), molekuly podstatné pro
zahajeni meidzy, jako je napriklad cyklin B a mitogenem aktivovana proteinkinaza (MAPK),
jsou syntetizovany béhem této vyvojové faze (Christmann et al., 1994; Harrouk and Clarke,
1995).

Jednou z nejvyznamnéjSich zmén v ristové fazi oocytu je vylucovani glykoproteind,
které davaji vzniknout obalu zona pellucida. Ta tvoii ochrannou vrstvu kolem oocytu a sklada
se ze tfi glykoproteint: ZP1, ZP2 a ZP3. Proteiny zony pellucidy jsou nezbytné pro normalni
vyvoj oocytu i folikula (Soyal et al., 2000).

Nezbytnou soucésti rostouciho oocytu jsou kumularni buitky. Kumuléarni buiiky, které
obaluji oocyt a tvoii tzv. vejconosny hrbolek folikulu, komunikuji nejen mezi sebou, ale také
tvoii vybézky prochazejici skrz zonu pellucidu, opatfené mezibunéénymi spoji typu ,,gap
junction”. Tyto Spoje jsou tvofeny proteiny konexiny, z nichz konexin-37 je obsaZen
v oocytech po celou dobu jeho ristu (Amleh and Dean, 2002). Pomoci téchto spoju
bezprosttedné komunikuji kumularni buniky s oocytem (Anderson and Albertini, 1976). Spoje
usnadnuji obousmérnou komunikaci a umoznuji pfenos Zzivin, metabolickych prekurzori
(aminokyselin nebo nukleotidli) a informacnich molekul (druhych posli), které plni ulohu
inhibi¢nich a stimulac¢nich signalti pro nasledné meiotické zrani. Touto cestou nebo piimym
kontaktem mezi builkami na Urovni bunééného povrchu, miize rostouci oocyt aktivné
podporovat rust a diferenciaci folikularnich bunék. Na druhou stranu regulaci ristu a zrani

oocytu zajistuji folikularni bunky (Hurk and Zhao, 2004).

Béhem rustové faze oocytu je pozastavena meidza vV prvnim meiotickém bloku, ktery
nastal spontanné ve fazi mnozeni oocytu zahy po zahajeni meidzy (Wassarman, 1988). PIn¢
dorostly oocyt v profazi 1. meiotického déleni (1. meioticky blok) se oznacuje jako oocyt
ve stadiu zarode¢ného vacku (GV, germinal vesicle) (Yanagimachi, 1988). Proteiny, které
jsou tvofeny béhem ristové faze oocytu, jsou po adekvatné na¢asované hormonalni stimulaci
nezbytné pro prolomeni 1. meiotického bloku a pro pokracovani meidézy v obdobi pohlavni

dospélosti (Wassarman, 1988).
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3.1.3 Folikulogeneze

Ovaridlni folikuly jsou utvary riiznych velikosti pfitomné v korové vrstvé vaje¢nikd.
Jsou tvofeny oocytem a riznym poctem vrstev podpurnych folikularnich bunék. Folikul je od
ostatni ovarialni tkdn¢ ohraniCen dvéma vrstvami: theca folliculi interna a theca folliculi
externa (viz dale). Toto usporadani umoznuje vyplnéni folikulu folikularni tekutinou tvotici

prostiedi oocytu a okolnim granuléznim bunkam.

Pfitomnost oocytll je nezbytna pro tvorbu folikuld, bez oocytt folikuly nejsou tvoteny.
Brzy po vstupu oocytu do prodlouzené diplotenni faze meidzy zacinaji predchidci
folikularnich somatickych bun¢k obklopovat oocyt. Vytvotfenim jedné dlazdicové vrstvy
bunék kolem oocytu vznika tzv. primordialni folikul. Pfed narozenim vznikla velka populace
nerostoucich primordidlnich folikul slouzi jako zdroj folikuld a oocyti az do konce samiciho

reprodukéniho zivota (Eppig, 2001).

Z primordialnich folikulti se formuji primarni folikuly. Oocyt v primarnim folikulu
vstupuje do riistové faze a obklopujici folikularni buiiky, nyni nazyvané granuldzni bunky,
ziskéavaji kubicky tvar a proliferacni schopnost (Eppig, 2001). Po narozeni se na ovariu
nachazi az nékolik tisic primordidlnich az primarnich folikulii. Velky pocet folikulii se béhem
postnatalniho vyvoje redukuje (Dolezal, 2003). Primarni folikuly jsou pod vlivem piisobeni

pohlavnich hormonil a gonadotropini mobilizovany k folikularnimu rastu.

Ve chvili, kdy jsou rostouci oocyty obklopeny vice nez jednou vrstvou granul6znich
bunék, je folikul nazyvan sekundarnim folikulem (Fortune and Eppig, 1979; Cortvrindt et al.,
1997; Eppig et al., 2001). Mnozstvi rostoucich folikuli béhem této faze podléha atrézii
(zaniku). U folikuld, které neatretuji, dochazi k dal$imu rdstu a tvorbé malych dutin uvnitt
folikulu. Tyto dutiny se postupné zvétSuji, granuldozni bunky jsou odtlaCovany a vytvari se
jednotna dutina (antrum) naplnéna folikularni tekutinou (Kudla¢ et al., 1987). Tvorba
folikularni tekutiny napliujici antrum je pro antralni folikuly charakteristickd. Antralni
tekutina mize slouzit jako dilezity zdroj regula¢nich nebo modulacnich latek odvozenych od
krve nebo vymésku folikularnich buné€k, naptiklad gonadotropinii, steroidii, rdstovych

faktorli, enzym, proteoglykanti a lipoproteint.
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Béhem vyvoje folikulll je vyroba antralni tekutiny umocnéna zvysujici se folikularni
vaskularizaci a propustnosti krevnich cév, coz je spojeno se zvySovanim velikosti antralniho
folikulu (Hurk and Zhao, 2004). Tyto antralni folikuly se také nazyvaji tercialnimi folikuly.
Dosud znamymi iniciatory vytvofeni antra folikulu jsou gonadotropiny: folikuly stimulujici
hormon (FSH) a luteniza¢ni hormon (LH) nebo aktivin (Hurk and Zhao, 2004). Selekce
antralnich folikuli béhem nizké hladiny FSH (s vysokou pulzni sekreci LH) je proces, ve
kterém se vyvine jeden nebo vice dominantnich preovulacnich antralnich folikulti. Zbyvajici

folikuly z kohorty, které se nestanou dominantnimi atretuji (Hurk and Zhao, 2004).

Preovula¢ni antralni folikuly vylucuji velké mnozstvi estradiolu a inhibinu a jsou
schopné ovulace (Hurk and Zhao, 2004). Dobfe vyvinuté antrilni folikuly jsou Ccasto
oznacovany jako Graafovy folikuly a jejich vyvoj je zavisly na gonadotropinech (Eppig,
2001). Graafuv folikul je tvofen oocytem s prusvitnym glykoproteinovym obalem (zona
pellucida), granuléznimi buiikami obklopujicimi oocyt (corona radiata), né¢kolikavrstevné
epitelové blany (membrana gnanulosa) a dvémi obalovymi vrstvami folikulu, zevni (theca
folliculi externa) a vnitini (theca folliculli interna) (Kudla¢ et al., 1987), ktera je bohata na
krevni cévy a jeji bunky produkuji androgeny. V dob¢ piechodu z preantralniho folikulu na
antralni dochazi ke kritick¢é vyvojové zmén€ 1 u oocytii. Pred tvorbou folikularniho antra
nejsou oocyty schopny pokrocit z faze diplotene meidzy I a dokoncit tak prvni meiotické
déleni. Tyto oocyty jsou proto oznaCovany jako meioticky nekompetentni. Nicméné, vétSina
oocytu ve folikulech s vytvofenym antrem jsou jiz meioticky kompetentni (Handel and Eppig,
1997). OvSsem pouze oocyty z velkych antralnich folikuld jsou zpisobilé pokracovat
Vv meidze, dosahnout metafaze II, a poté podstoupit oplozeni a dal$i embryonalni vyvoj.
Z tohoto diivodu je rist a vyvoj oocytti koordinovan s folikularnim vyvojem, kde pouze
folikuly velikosti minimaln¢ 3 mm obsahuji oocyty schopné dokoncit meiotické zrani (JeSeta

et al., 2014; Milakovic et al., 2015).

Preovula¢ni nartst gonadotropinli indukuje vyrazné zmény ve folikulu a komplexu
kumulérnich bunék a oocytu. Oocyty pokracuji v meidze a vyvoji do fize metafize II.
Preovula¢ni vlna gonadotropinii vyvoldva zrani oocytu a u kumuldrnich bun€k tato vlna
vyvoléd vylucovani kyseliny hyaluronové, nesulfatovaného glykosaminoglykanu vdzaného na
kumularni buniky pomoci vazebnych proteinit (Eppig, 1979). Kdyz se kyselina hyaluronova
stavd hydratovanou, mezery mezi kumularnimi bunikami se zvétSuji a bunky se stavaji

obklopené lepkavym mucifikovanym matrixem. Tento proces je nazyvan expanze
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kumulérnich bunék nebo mucifikace. Pokud je kumuldrni expanze potlacena, proces ovulace
je vyrazné zkomplikovan (Chen et al., 1993). Kumularni expanze je jeden z klicovych
procesu, které musi nastat v preovula¢nim folikulu, aby mohlo dojit k fyziolologické iniciaci
meiotického zrani a ovulaci meioticky dozralého oocytu schopného oplozeni a embryondlniho

vyvoje (Eppig, 2001).

3.1.4 Faze zrani oocytu

Meidza samicich pohlavnich buné€k je zahéjena jiz v Casném fetalnim obdobi samice.
V tomto obdobi je ve fazi diplotene prvniho meiotické zrani oocytu spontanné pozastaveno.
Oocyt v prvnim bloku meiodzy je charakteristicky jadernou strukturou nazyvanou zarodecny
vacek (germinal vesicle - GV) (Dekel, 2005). Meidza za ur¢itych podminek v oocytu
pokracuje, nékteré oocyty ale degeneruji a meidzu nedokoncuji (Hunter, 2000). K pferuseni
prvniho meiotického bloku dochazi pied ovulaci, mei6za pokracuje a oocyty vstupuji do faze
zrani. V in vivo podminkach je zahajeni meidzy iniciovano preovulaé¢ni vinou luteiniza¢niho
hormonu (LH) a to pouze u pln¢ dorostlych, meioticky kompetentnich oocytti z dominantnich
preovulaénich folikuld. Pfed a v dobé vzestupu LH, je oocyt obklopen kompaktnimi
kumularnimi bunikami. Jelikoz v oocytech nebyly detekovany zadné LH receptory (Peng et
al., 1991), signaly vedouci ke zrani oocytl tedy pravdépodobné pochazeji z jejich okolnich
folikularnich bunék. Navzdory mezidruhovym rozdilim sdili oocyty zakladni mechanismus,
kterym je fizen proces zrani oocytu v reakci na viny LH, n¢kolik regula¢nich drah. Jedna se
napiiklad o zménu fosforylace proteinti, hladiny iontt Ca** a signalni drahu cAMP (Hurk and
Zhao, 2004).

V obdobi mezi vlnou LH a ovulaci podstupuje oocyt fadu zmén jak na urovni
chromatinu, tak v cytoplasmé, které zménam chromatinu piedchdzeji. Komplexni proces
zmén je znamy jako proces zrani oocytu. Oocyt pokracuje v prvnim meiotickém déleni a
V jadfe mizi jadernd membrana. Tento proces je v oocytu oznacovan jako proces rozpadu
zarode¢ného vacku (germinal vesicle breakdown - GVBD) (Motlik and Fulka, 1976). Zrani
oocytu pokracuje metafazi I, profazi I a anafdzi I, kdy se jedna ze sad chromozomi s malym
mnozstvim cytoplazmy oddéli od oocytu. Vznika prvni pdlové télisko a oocyt II. tadu.
Meidza je béhem vyvoje oocytu pozastavena celkem dvakrit a k druhému bloku meidzy
dochazi pravé v metafdzi druhého meiotického déleni. Oocyt II. fddu obsahuje haploidni
pocet chromozémil a dokoncuje meiotické zrani s vydélenim druhého pdlového téliska pouze

v piipadé oplozeni (Yanagimachi, 1988). Oogeneze se v plném rozsahu uskutecni jen
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U malého poctu pohlavnich bunék. Vysledkem zréni oocytu je pouze jedna funkéni pohlavni

buiika a dvé polova téliska.

3.1.4.1 Meidza

Béhem faze zrani dochézi v oocytu k meiotickému déleni. Wassarman (1988) meidzu
popisuje jako modifikované dvakrat po sob¢é jdouci mitotické déleni bez interfaze, které se
uplatiiuje pfi zrani pohlavnich bunék. Béhem meiotického déleni dochazi k redukci poctu
chromozomu. Tato redukce je dalezita pro splynuti dvou gamet, oocytu a spermie, kdy
vznikne opét diploidni bunika. Meiotické zrani je jedna ze zakladnich fyziologickych

podminek pro vznik Zivota a tedy pieziti druhu (Alberts et al., 1998).

Prvni meiotické déleni oznacujeme jako redukcni neboli heterotypické, do né¢hoz
vstupuje diploidni bunika s dvouchromatidovymi chromozémy. Prvni zraci déleni zahrnuje
dlouhou profazi I, ktera se sklada z nékolika stadii, metafazi I, anafazi I a telofazi I. Profazi
leptotene, zygonete, pachytene, diplotene a diakineze. Na uplném zacatku profize jsou
chromozémy stale téméei nezietelné, jen pohlavni chromozomy maji podobu heterogenniho
téliska. Faze leptotene je vlastnim pocatkem profaze. Chromozomy jsou Spatné¢ pozorovatelné
a pfipominaji tenka vlakna. Chromozomy se zacinaji spiralizovat, dehydratovat a jejich hmota
kondenzuje v jadru. Nejdiive vzhledové piipominaji klubicko, ale pak dochéazi k jejich
piesouvani a vytvofi tvar razice tzv. leptotenni buket. Zygotene je obdobim, kdy dochazi
k pfikladani homolognich chromozému a dochazi k jejich splyvani neboli konjugaci. Vznikaji
utvary zvané Dbivalenty. Propojovani chromozémii umoZnuje proteinovy aparat,
synaptotemalni komplex. Pocet konjugovanych dvojic je nyni polovi¢ni oproti plivodnimu
poctu chromozému. Pachytene je fazi, pro kterou je typicka pifitomnost bivalentd a tetrad.
Tyto tUtvary vznikaji uUplnym propojenim homolognich chromozémi jiz zmiovanym
synaptotemalnim komplexem. Bivalenty vznikaji pospojovanim dvou chromozémd, tetrady
vV kazdém bivalentu obsahuji 4 chromatidy homolognich chromozomti. V bivalentech dochazi
ke crossing-overu, vzajemné vyméné casti chromatid mezi homologickymi chromozomy.
Takto vznikaji nové kombinace alel gent, které pfispivaji k vétsi variabilité potomstva.
Tvorbou tetrad se tvoii optimalni podminky pro redukci chromozémi, protoZze béhem 2
meiotickych déleni se 4 ¢asti tetrad rozdéli mezi 4 gamety. V diplotennich stadiu se od sebe
zacinaji homologické chromozémy oddélovat a synaptotemalni komplex zanikd. Chromatidy

chromozému zlstadvaji spojeny v mistech tvz. chiazmatech, kde dochdzi k dokoncovani
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vymény genetického materialu. Diakineze je posledni fazi prvni profaze. V této fazi dochézi
K tvz. terminalizaci, pfesunu chiazmat ke konciim chromozoémi v bivalentech. Na konci

diakineze také zaniké jaderny obal.

Zbytek meiotického déleni probiha stejné jako u mitotického dé€leni, metafazi I.
V metafazi jsou bivalentni chromozémy srovnany v ekvatorialni rovin¢€ vieténka, uprostred
mezi jeho pdly. Dochazi k pfipojovani chromozémi z bivalentli na vznikajici délici vieténko.
Centromery kazdé dvojice chromozémi se ndhodné orientuji k riznym pdlim. Béhem
anafdze dochdzi k synchronnimu oddélovani parovych chromatid a tvofi se dva dcefiné
chromozomy, které jsou pomalu tazeny k polim vieténka. Zkracuji se kinetochorové
mikrotubuly a poly se oddaluji, coz ptispiva k separaci chromozémi. Na konci telofaze
vznikaji dvé dcetfind jadra, kazdé z nich obsahuje dvouchromatidové chromozoémy

Vv haploidnim poétu (Wassarman,1988).

Dcefiné bunky velmi brzy poté vstupuji do druhého meiotického déleni, téz
nazyvaného ekvacni nebo homeotypické. Jde v podstaté o mitézu, kdy dochazi k rozdéleni
dvouchromatidovych chromozémii na jednochromatidové. V druhém meiotickém déleni jiz
nedochazi k replikaci DNA ani nijak vyznamné telofazi. Utvafi se vieténko, chromozémy se
uspofadavaji do ekvatorialni roviny, sesterské chromatidy se rozchdzeji a vznikaji dvé dcefiné

bunky s haploidnim po¢tem chromozomu (Alberts et al., 1994).

3.2 Regula¢ni mechanizmy meidzy

Meiotické zrani 0ocytu je proces, pii kterém oocyt dokoncuje prvni meiotické déleni,
postupuje do metafdze 2. meidzi a podstupuje dal§i cytoplazmatické zmény. Vzhledem
K tomu, Ze zraly oocyt ma v sami¢im reprodukénim traktu relativné kratkou oplozeni

schopnost a zivotaschopnost, naéasovani zrani musi byt piisné regulované (Mehlmann, 2005).

3.2.1 MAPK (Mitogen Activated Protein Kinase)

Mitogenem aktivované protein kindzy (MAPK) zahrnuji skupinu kindz, které se

rrrrrr

hlavni vyvojové zmény Vv organismech (Pearson et al., 2001). Mezi charakteristické rysy

MAP kinaz patii aktivace piimo fosforylaci v neptitomnosti regulacni podjednotky a obvykle
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dveé aktivacni fosforylacni mista v aktivaéni smycce kindz: jeden tyrosin a jeden threonin,
které jsou oddélené jednim variabilnim zbytkem. Dnes je znamo téméf 20 savéich

MAP kinaz, ale toto Cislo jisté neni kone¢né (Pearson et al., 2001).

Kaskada MAP kinazy je jednim z hlavnich regulacnich systémt, ktery interaguje
a funguje zaroven s MPF (M-phase promoting factor) a spole¢né podnécuji progresi
meiotického bunééného cyklu oocytit. MOS/MEKI1/MAPK/p90rsk signalni draha reguluje
bunécny cyklus ptes kaskadu protein kindzové fosforylace. MAPK, ktera je oznacovéana také
jako extracelularni regulujici kinaza (ERK), patii do skupiny serin/threonin proteinkinaz,
ktera vyzaduje dvoji fosforylaci threoninovych a tyrosinovych zbytkli, aby se stala plné
aktivovanou. Existuji dvé isoformy MAPK, které hraji klicovou roli v meidze objevujici se
v sav¢ich oocytech, ERK1 a ERK2 (Sun et al., 1999a). MAPK kinaza (znama také jako
MAPK-ERK kinaza 1 ¢i MEK1), ptimy aktivator MAPK, je dualné specifickd proteinkinaza,
ktera aktivuje MAPK prostiednictvim fosforylace threoninu-183 a tyrosinu-185 v jejich
aktivacnich doménach (Crews and Erikson, 1992). MEK-1 je také aktivovana fosforylaci
a jejim aktivatorem u obratlovct je MOS, produkt protoonkogenu c-mos. C-mos mRNA je
uloZena jako matefska informace v rostoucich oocytech a je ptelozena do proteinu, ktery dava

podnét MAPK kaskad¢ k fosforylaci v priibéhu zrani oocytii (Gebauer and Richter, 1996).

Aktivita MAPK zlstava vysokd po celou dobu meiotického zrani a snizuje se az po
piekonani druhého meiotického bloku vstupem oocytu do interfaze (Stojkovic et al., 1999).
Casovani aktivace MAPK u savéich druhti se v pribéhu zrani oocytd na rozdil od MPF lisi.
U nekterych druhii, jako je naptiklad mys a krysa, aktivace MAPK neni nutna pro pocatecni
aktivaci MPF a dochazi k ni ptiblizné 2 hodiny po spontannim rozpadu zarodecného vacku
(GVBD) (Lu et al., 2001; Verlhac, 1993). V oocytech velkych doméacich druhi je ¢asova
souvislost mezi aktivaci MAPK a GVBD vice variabilni. U kozich oocytl se aktivita MAPK
objevuje pozdéji nez aktivace MPF a GVBD (Dedieu et al., 1996). U prasecich oocyti je
aktivita MAPK nizka ve fazi GV a prudky narGst je zaznamenan ve fazi Ml (Inoue et al.,
1995).

Obecné je funkci kinaz prenos fosfatu z vysokoenergetické molekuly ATP na cilovou
molekulu - substrat. V ptipadé proteinkiniaz je fosfatova skupina piendSena na protein,
ptesnéji na (-OH) skupinu postrannich fetézcti aminokyselin. MAP kinazy jsou hlavnimi
slozkami drah ovladajicich embryogenezi, diferenciaci bun€k, bunéfnou proliferaci a

bunécnou smrt (Pearson et al., 2001). MAPK kaskada hraje klicovou roli v regulaci meiotické
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progrese v bunééném cyklu oocyti. Aktivace této kinazy je nezbytna pro zachovani metafize
IT (meiotického bloku), jeji inaktivace je ptedpokladem pro tvorbu prvojadra po oplozeni nebo
aktivaci partenogeneze. Po rozpadu zarode¢ného vacku (GVBD) je MAPK zapojena do
regulace organizace mikrotubulu a meiotického déliciho vieténka. MAPK kaskada znacné
interaguje s dal§imi proteinkindzami, jako jsou MPF, protein kinaza A, proteinkindza C,
a kalmodulin-dependentni proteinkinaza II, stejné jako s proteinfosfatazami pti meiotické

regulaci bunééného cyklu (Fan and Sun, 2004).

3.2.2 MPF (M-phase promoting factor)

M-phase promoting factor (MPF) je serin/threonin proteinkinaza zapojena do regulace
bunééného cyklu. MPF je heterodimer, ktery se sklada z katalytické CDKI1 (p34cdc2)
podjednotky a regula¢ni cyklin B podjednotky. Existuji neyjméné tii druhy cyklinu B (B1, B2
a B3). Syntéza a degradace proteinu cyklinu upravuje ¢innost MPF, vzhledem k tomu, ze
CDKI1 je bézné pritomna v délicich se bunikach (Murray and Kirschner, 1989; Murray et al.,
1989). Je pravdépodobné, ze u savct je to prave cyklin B1, ktery je primarné¢ zodpovédny za
MPF aktivitu (Jones, 2004). Bylo zjisténo, Ze pIné dorostlé oocyty obsahuji zasobu
neaktivniho MPF ve form¢é pre-MPF (Hagting et al., 1999) a aktivace MPF je obvykle
indukovana tyrosinovou defosforylaci CDK1 a syntézou cyklin B (Sun and Nagai, 2003).

MPF aktivita se objevuje tésné¢ pfed GVBD, dosahuje vrcholu v kazdé metafazi
(Gerhart et al., 1984; Picard et al., 1987; Tachibana et al., 1987) a téméf mizi v dob& emise
polarniho téliska (Kishimoto, 1988). Behem MII faze dosahuje MPF aktivita nejvyssi arovné
a zvySena Sance pro aktivaci oocytl souvisi se snizenim aktivity MPF (Kikuchi et al., 1995;

Kikuchi et al., 2002).

Stejné jako MAPK i MPF vykazuje proteinkinazovou aktivitu a pienasi fosfatovou
skupinu na proteiny. Aktivace MPF vyvolava sérii reakci vedouci k ¢lenéni jaderné
membrany, kondenzaci chromozémii a formaci déliciho vieténka. MPF je také povazovan za
dilezitou slozku CSF (cytostatického faktoru), ktery navozuje druhy meioticky blok
v prasecich oocytech. Nejedna se o jednu konkrétni molekulu, ale o komplex molekul a mimo

jiné aktivita CSF zabraiiuje degradaci metafazovych cyklind protedzomem a tim inaktivaci

MPF (Tunquist and Maller, 2003).
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3.2.3 CcAMP (Cyklicky adenosin 3’5" monofosfat)

Cyklicky adenosinmonofosfat (cAMP) zastava funkci druhého posla v fadé signalnich
drah. cAMP je rozpustny ve vod¢ a mize tedy prenaset signal z mista na membrané, kde je
tvofen, k proteinim v cytosolu, jadru nebo jinym ¢astem membrany (Alberts et al., 1998).
Jedna hypotéza tvrdi, ze cAMP je produkovan folikularnimi bunikami a difunduje ptes spoje
gap junctions do oocytu (Anderson and Albertini, 1976; Bornslaeger and Schultz 1985).
Alternativni hypotéza tvrdi, Ze Si oocyt vyrabi vlastni cAMP a v plné€ dospélych oocytech jsou
tak udrzovany vysoké hladiny cAMP (Mehlmann, 2005). U oocytt hlodavci je cAMP tvoten
v oocytech prostfednictvim aktivity receptoru spfazeného s G-proteinem (Mehlmann et al.,
2004, 2002).

Meioticky bunéény cyklus u savéich oocytil je regulovan na urovni translace proteintl,
jejich degradaci 1 jejich post-translacnich modifikaci. A pravé cAMP je negativnim klicovym
regulatorem téchto udalosti (Dekel, 2005). cAMP udrzuje oocyt v meiotickém bloku
a opétovné zahajeni meidzy nasleduje po poklesu koncentrace tohoto cyklického nukleotidu
av piitomnosti PKA (proteinkinazy A), vzniklé pti inaktivaci cAMP (Cho et al., 1974,
Schultz et al., 1983; Kim and Menino, 1995). MAP kinaza jakozto kliCovy regulator
bunééného ristu je inhibovana zvysenou hladinou cAMP (Fan, 2002), takze pokles hladin
cAMP v GV oocytech je predpokladem aktivace MAPK (Sun et al., 1999b). Hladina cCAMP
uvnitt vajicka ovliviiuje také aktivitu MPF. Vysoké hladiny cAMP v ramci oocytli maji za
nasledek fosforylaci CDK1 na threoninu-14 a tyrosinu-15, které MPF ¢ini neaktivnim
(Duckworth et al., 2002). Pokles cAMP v oocytech na pocatku zrani vede Kk aktivaci
komplexu MPF a oocyty jsou tak znovu schopné vstoupit do meidzy. Soucasné s potlacenim
MPF aktivity snizuje cAMP syntézu cyklin Bl a tim minimalizuje jeho dostupnost pro pre-
MPF (Josefsberg et al., 2003). Jednotlivy soubor krokii, jimiz cAMP aktivuje nebo deaktivuje
MPF, jsou stale predmétem vyzkumii (Mehlmann, 2005).

3.3 Sulfan (H,S)
3.3.1 Vlastnosti, toxikologie

Sulfan (H,S), dfive oznacovan jako sirovodik, je bezbarvy prudce jedovaty plyn

s typickym zapachem zkazenych vajec. Sulfan ma siln¢ redukéni ucinky (Vacik et al., 1999).
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Plazmatické membrany jsou propustné pro sulfan a jeho rozpustnost v lipofilnich
rozpoustédlech je pétkrat vétsi nez ve vod¢é (Wang, 2002). Az do nedavna byl sulfan zndm
pouze jako toxicky plyn znecistujici zivotni prostfedi. V poslednich letech se ale k sulfanu
pristupuje jako k biologicky vyznamné signalizaéni molekule s nesCetnym mnozstvim
fyziologickych funkci. Zda bude mit sulfan na organizmus pozitivni nebo negativni vliv zalezi

na koncentraci plynu a také metabolizmu a druhu organizmu (Lavu et al., 2011).

Derivaty sulfanu, sulfidy, interaguji s fadou enzymd a makromolekul vcetné
hemoglobinu a myoglobinu. Interakci s hemoglobinem vznika sulphaecmoglobin. Cilovym
enzymem sulfidu je mitochondridlni cytochrom oxidaza, kterd je soucasti elektronového
transportniho systému oxidativni fosforylace, hlavniho systému tvorby bunécné energie.
Kyslik je kone¢ny substrat tohoto systému a je nezbytny pro jeho funkci (Geer et al., 1995).
Ve skutecnosti je sulfan silnéjSim inhibitorem mitochondridlni respirace neZz kyanid
(Reiffenstein et al., 1992). Nasledky uc¢inku sulfidu jsou stejné jako pii nedostatku kysliku v
organizmu nebo pii duseni (Geer et al., 1995). Akutni otravy sulfanu vedou k reverzibilnimu
bezvédomi v dusledku respira¢ni paralyzy a bunééné anoxie (Burnett et al., 1977). Hranice

mezi toxickymi a fyziologickymi G¢inky sulfanu je vSak velmi tenka (Warenycia et al., 1989).

3.3.2 Biosyntéza a katabolizmus

Sulfan je produkovan v bunkach tiemi enzymy: cystathionin-B-syntdzou (CBS),
cystathionin-y-lyazou (CTH) a 3-mercaptopyruvat sulfurtransferasou (3-MPST). Exprese
a aktivita téchto enzymui se lis§i v ruznych tkanich (Wang, 2002; Shibuya et al., 2009).
V nékterych tkanich je pro tvorbu sulfanu potieba pfitomnost enzymi vice typli enzymu
zaroven, zatimco v jinych jeden enzym postacuje (Wang, 2002). Nejvyssi mira produkce byla
zaznamenana v mozku, kardiovaskularni soustav¢, jatrech a ledvinach (Doeller et al., 2005).
Hladina sulfanu v mozku je az tfikrat vy$si nez v krevnim séru, tato hladina izce hrani¢i s
toxickou koncentraci. Jedinym substratem pro generovani endogenniho sulfanu je L-cystein,

aminokyselina obsahujici siru (Lowicka and Betowski, 2007).

CTH katalyzuje pfeménu cystinu (cysteinového disulfidu) na thiocystein, pyruvat
a amoniak. Thiocystein se poté neenzymaticky rozklada na cystein a sulfan. Vznik sulfanu
enzymem CBS zahrnuje pravdépodobné kondenzaci homocysteinu s cysteinem za vzniku
cystathioninu a uvolnéni sulfanu. Enzym CBS je ptevladajicim zdrojem sulfanu v centralnim

nervovém systému, oproti tomu CTH vytvaii vétsinu sulfanu v kardiovaskularnim systému
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(Chen et al., 2004). Bylo prokazané, ze sulfan vykazuje negativni zpétny ucinek na aktivitu
téchto enzymii. ZvySena hladina sulfanu potlacuje aktivitu CTH (Krediche et al., 1973) a miru
glukoneogeneze z cysteinu (Simpson and Freedland, 1976).

Mechanismus degradace sulfanu je nutny pro udrzeni adekvatnich netoxickych
tkanovych hladin. Sulfan rychle oxiduje, pfedev§im v mitochondriich, zpocatku na thiosulfat,
ktery je dale metabolizovan na sulfat a poté na siran (Lowicka and Betowski, 2007). Mocovy
thiosulfat je povazovan za specificky marker celotélové produkce sulfanu (Belardinelli et al.,
2001). Druhd cesta katabolismu sulfanu je jeho methylace pomoci thiolové S-
methyltransferazy (TSMT) na methanthiol a dimethylsulfid (Furne et al., 2001). Tato reakce
probiha hlavné v cytosolu (Lowicka and Betowski, 2007).

3.3.3 U¢inky na organizmus

Ptredpoklada se, ze sulfan je tfetim endogennim signaliza¢nim gasotransmiterem, vedle
oxidu dusnatého (NO) a oxidu uhelnatého (CO). V mnoha systémech je t¢inek sulfanem
zprostiedkovan draslikovymi kanaly (Katp) (Cheng et al., 2004). Pfesny mechanismus,

kterym sulfan stimuluje Katp kanaly, neni ovSem zcela jasny.

Bylo zjisténo, Ze sulfan ovliviluje mnoho typt tkani a systémii. Napiiklad regulaci
iontovych kanalli a ¢innosti kinaz se podili na regulaci apoptézy somatickych bunck. Jeho
uc¢inek miize byt proapoptoticky nebo anti-apoptoticky v zavislosti na situaci a typu bunky
(Yang et al., 2004; Yang and Wang, 2007). Inhibice endogenni produkce sulfanu vede
k apoptoze (Li et al., 2014). Sulfan reguluje aktivitu proteinti nahrazenim skupiny SH s SSH
skupinou v proteinu. Tato reakce (sulfhydratace) je dulezitym faktorem, ktery fidi ¢innost 10
az 25% proteind v jatrech (Mustafa et al., 2009). Sulfan také reguluje membranové iontové
kanaly mozkové tkan¢ a ¢innost mnoha enzymt, které mohou mit vliv na mozkovou ¢innost.
Sulfan, podobné jako oxid dusnaty, patii mezi molekuly, které se ucastni pfedavani informaci
mezi nervovymi bufikami a je zapojen do procesi formovani paméti a uceni (Abe and
Kimura, 1996). Byly prokazany protektivni G¢inky sulfanu v neurologickych systémech
(Olson, 2011).

Sulfan, podobné jako oxid dusnaty, reguluje kontraktilitu cév (Zhao et al. 2001). Tyto
ucinky sulfanu spocivaji v plsobeni na buiiky hladkych svalii (Lowicka and Beltowsky,
2007), napt. v gastrointestinalnim traktu (Wallace et al., 2007) ¢i dychacim systému (Olson,

2011). V bunkach hladkého svalstva izolovanych z krevnich cév sulfan zvySuje propustnost

23



kanali Katp a nésledné hyperpolarizuje bunécnou membranu (Starka, 2009). Sulfan snizuje
adhezi leukocytl, inhibuje agregaci desticek, snizuje Skodlivou remodelaci cév, kterd Casto
doprovazi poskozeni cév (Li at al., 2009). Byl prokdazan souCasné¢ negativni

I kardioprotektivni uc¢inek sulfanu na srdce (Olson, 2011).

-----

2011) a v tlustém stieveé dokonce zlepsuje hojeni viedu (Wallace et al., 2007)

Celkové nedostatecna ¢innost enzymu CBS v organizmu vede ke zvySeni hladiny
homocysteinu souvisejici s kardiovaskularnimi, o¢nimi, nervovymi a kosterni problémy
(Maron and Loscalzo, 2009). Nedostatek CTH zpiisobuje cystathioninurii, ktera je sekundarné
spojena s velkym mnoZstvim onemocnéni, napt. diabetes insipidus, Downovym syndromem,

neuoroblastomem, hepatoblastomem a celiakii (Kabil and Banerjee, 2010).

3.3.4 Sulfan v reprodukéni soustavé

Sulfanu je v dne$ni dobé vénovana pozornost piedev§im pro jeho vlastnosti, které
usnadnuji erekci penisu. Podle Srilatha et al. (2006) se sulfan podili na uvoliovani hladkého
svalstva v krevnich cévach, coz je jeden ze zakladnich principii erekce penisu. Soucasné¢ ma
sulfan pozitivni vliv na tlak v topofivych téliscich u primati. Ve varlatech krys byla odhalena
odlisnad distribuce dvou enzymii. CBS je pfitomen hlavné v Leydigovych, Sertoliho
a zarode¢nych bunkach, zatimco CTH byl detekovan pouze v nezralych zarodec¢nych
a Sertoliho bunkach (Sugiura et al., 2005). Z jinych studii 1ze pifedpokladat, ze se sulfan podili

na regulaci funkci varlete (Smelcova and Tichovska, 2011).

V samici reprodukéni soustavé Patel et al. (2009) prokazali distribuci enzymi CBS
a CTH v déloze, plodovych obalech a placenté krys. Také v mySich ovariich a granuléznich
bunkach byla nalezena vysoka exprese CBS (Liang et al., 2006). Mysi, kterym byl
vyblokovan gen pro CBS, vykazovaly niz§i pocty rozvijejicich se folikuli, kratsi
a nepravidelné estralni cykly (Guzman et al., 2006). Krom¢ toho Liang et al. (2007) zjistili, ze
potlacenim exprese CBS v granuldznich buikach, dojde k inhibici meiotického zrani oocytu.
Podobné jako NO a CO je sulfan zapojen do regulace kontraktility délohy. Sidhu et al. (2001)
prokazali, Ze sulfan snizuje d¢lozni kontrakce béhem biezosti u krys a tim oddaluje porod.
Sulfidové ionty brani vazani oxytocinu na jeho receptory, ¢imz potlacuji délozni kontrakce

(Hayden et al., 1989). Nedavno bylo také zjisténo, ze sulfan uvoliuje hladkou svalovinu
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reprodukéniho traktu pomoci signalni drahy oxidu dusnatého a zvySenim propustnosti Karp

kanalt (Srilatha et al., 2009).

3.3.5 Sulfan v oocytech

V oocytech byla pozorovana ptitomnost CBS, CTH i 3-MPST, enzymi uvoliujici
sulfan. Endogenni produkce sulfanu byla zjisténa u nezralych i dozralych oocyt. Nedavné
studie zjistily, ze sulfan je dulezitym bunéénym poslem béhem meidzy savcich oocytt
a kumularni expanze bunc¢k (Nevoral et al., 2015). Dosud vSak neni objasnéna piesna

intracelularni distribuce téchto enzymu v buiikach.

Studie Nevorala a kolektivu (2015) prokazaly G¢inek exogenniho sulfanu na meiotické
zrani prasecich oocytll. Bylo zjisténo, Ze sulfan urychluje zrani oocytu pomoci fizeni aktivity
MPF a MAPK. Ptesny princip regulace téchto faktorii ovS§em neni znam. Dale bylo zjiSténo,
ze sulfan ovliviiuje expanzi kumularnich bun€k a produkci kyseliny hyaluronové, ktera je
vylu¢ovana kumularnimi bunkami béhem jejich expanze (Nevoral et al., 2014). Snizena
produkce kyseliny hyaluronové mize zplsobit selhani zrani oocytu (Tunjung et al., 2009).
Kyselina hyaluronova funguje jako signalni molekula, ktera reguluje zrani oocyta (Yokko et
al., 2007) a expandovany kumulus zabrafiuje ptivodu inhibitori meidézy do oocytu (Dekel et
al., 1981; Tornell et al., 1984). Bylo zjisténo, Ze snizena produkce sulfanu je zfejmé jednim
z markeru procesu starnuti oocytu (Krejéova et al., 2015). Dale studie Krejcové et al., (2015)
jasn¢ prokazaly roli sulfanu v ochrané prasecich oocyti proti procesu starnuti. Je znamo, ze
oocyty prochazeji béhem starnuti funkénimi a morfologickymi zménami. Snizovani ¢innosti
MAPK a inaktivace MPF vedou k jednomu z hlavnich projevi starnuti, ke spontanni aktivaci
partenogeneze. Starnouci oocyty mohou diky vysoké aktivit¢ MAPK fragmenovat (apoptovat)
nebo podléhat lyze (Petrova et. al., 2004). Naproti tomu produkce sulfanu potlacuje

fragmentaci v priab&hu starnuti oocytu (Krejcova et al., 2015).
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4 Material a metodika

4.1 lzolace a in vitro kultivace zrajicich oocytu

Prasec¢i vajeniky pouzité v experimentech byly ziskany od 6 az 8 mésict starych
necyklujicich prasni¢ek (kiizenec Landrace x Large White). VajeCniky byly dovazeny z jatek
(Jatky Plzen a.s., Plzen, Ceska republika) pfimo z porazenych zvifat. Poté byly ihned
transportovany do laboratofe v termolahvich o teploté 39 °C. V laboratoii byly kumulo-
oocytarni komplexy (COCs) ziskdny z vajeCnik aspiraci folikularni tekutiny pomoci jehly 20
- gauge. Aspirovna folikularni tekutina s oocyty, s pramérnou velikosti 2-5 mm, byla
premisténa z injek¢ni stfikacky do Petriho misky. Nasledné byly pod binokuldrni lupou
z folikularni tekutiny sklenénou kapildrou vybirdny oocyty. Pro experiment byly ndsledné
vyselektovany pouze zcela vyvinuté oocyty s neporusenou cytoplazmou, obklopené

kompaktnim kumulem.

Zrani vybranych COCs probihalo v modifikovaném médiu M199 (Sigma-Aldrich,
USA), s ptidavkem 32,5 mM hydrogenuhli¢itanu sodného, 2,75 mM vapniku L-laktatu, 0,025
mg/ml gentamicinu, 6,3 mM HEPES, 13,5 IU EKG: 6,6 IU hCG/ml (P.G.600; Intervet
International B. V., Boxmeer, Holandsko) a 5% (v/v) fetalniho hovéziho séra (Sigma Aldrich,
USA). COCs byly kultivovany ve 4- jamkovych Petriho miskach (Nunc, Fisher Scientific,
USA), které obsahovaly 1,0 ml kultivaéniho média. Kultivace probihala po dobu 48 h pii

teploté 39 °C ve smési 5% CO; se vzduchem.

4.2 Hodnoceni zrani oocyti

Na konci kultivace byla do média piidana 0,1% hovézi testikularni hyaluronidaza
(Sigma Aldrich, USA) rozpusténa v M199 médiu. Opakovany pipetovanim, tizkou sklenénou
pipetou, byly od oocyti oddéleny kumularni buriky. Nasledné byly oocyty montovany na
mikroskopické podlozni sklicko s vazelinou, zakryty krycim sklem a fixovany v ethanolu
a kyselin¢ octové (3:1, v/v) po dobu nejméné 48 hodin. Nasledn¢ byly oocyty barveny 1,0%
orceinem v 50 % vodném roztoku kyseliny octové a zkoumany pod mikroskopem s fazovym
kontrastem (Nikon, Japan). V souladu s publikovanymi kritérii byly oocyty dle Motlika et
Fulky (1976) roztazeny do péti skupin podle faze meiotického zrani: GV - zarodecny vacek,
LD - pozdni diakineze, MI - metafdze I, AITI- pfechod anafaze I a telofaze I, MII- metafize
.
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4.3 Imunocytochemie

Po ukonceni kultivace byly odstranény kumularni buiiky pomoci 0,1% hyaluronidazy
v PBS-PVA (0,1%) a mitochondrie a endoplasmatické retikulum oocytl bylo nasledné vitalné
barveno za pouziti mitotrackeru (M7510; Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA)
o finalni koncentraci 400nm; nebo ERtrackeru (E34250; Thermo Fisher Scientific Inc.,
Waltham, MA, USA) o finalni koncentraci 400nm v podminkach fizené atmosféry po dobu
10 minut. Po ukonceni inkubace byly oocyty nafixovany 2% formaldehydem a nasledné

imunocytochemicky zpracovany.

CBS, CTH a 3-MPST byly vizualizovany metodou imunocytochemie podle Yi et al
(2014). Nezralé GV a zralé MII (viditelné polové télisko) byly po kultivaci zbaveny
kumularnich bunék. Nasledné byla 0.5 % pronasou (Sigma) odstranéna zona pellucida
a oocyty byly fixovany 40 min. pfi pokojové teploté ve 2 % formaldehydu, nasledné promyty
v PBS-NaN3 a 40 min. permeabilizovany v PBS- NaN3 s 0.1 % Triton-X-100 (PBS-NaNs-
TX). Poté byly oocyty 25 min. inkubovany v PBS-NaN3-TX obohaceném o 5 % normalni
kozi sérum (NGS). Nasledn¢ byly oocyty pfes noc pii teploté 4 °C inkubovany s kralici
polyklonalni anti-HBs (ab 96252, 1:200; Abcam, Velka Britanie), krali¢i polyklonalni anti-
CTH (sc-135203, 1:200, Santa-Cruz Biotechnology, USA) nebo krali¢i polyklonalni anti 3-
MPST (ab85377, 1:200; Abcam, UK), které byly fedény v PBS-NaN3-TX s 1 % NGS (1:200;
Abcam, UK). Poté byly oocyty dvakrat promyty PBS-NaN3-TX s 1 % NGS a montovany do
Vectashield s 4'6'-diamidino-2-phenylindole (DAPI; Vector Laboratories, USA). Snimky byly
potizeny pomoci invertovaného Ti-U microskopu (Nikon, Japan), CCD kamery Clara
Interline (Andor Technology PLC, Northern Ireland) a programu NIS Elements Ar
(Laboratory Imaging, Czech Republic). U vzorkl negativni kontroly se postupovalo shodné,
pouze nebyly inkubovany se specifickou protilatkou. Snimky negativni kontroly byly

zpracovany pro srovnadni a vyhotoveni vyslednych hodnot pokusu.

4.4 Analyza obrazu a kolokalizace

Analyza obrazu, spolu s 2D dekonvoluci, byla provedena pomoci NIS Elements
a intenzity signalu CBS, CTH nebo 3-MPST byly snizeny o bazalni intenzity signalu
ptislu$né negativni kontroly. Dale byla provedena kolokalizace signali. Kolokalizace je
nejcastéji popisovana pomoci téchto koeficientii: Pearsonovym korelaénim koeficientem

a Manderovym koeficientem. Pearsontv korelacni koeficient vyjadiuje korelaci intenzity
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distribuce signalu mezi kanaly. Jeho hodnoty se pohybuji od -1.0 do 1.0. Hodnota O
poukazuje na neexistujci signifikanti korelaci a jeho negativni hodnoty popisuji negativni
korelaci. Mandertv koeficient piekryvu popisuje prosty piekryv signald, bez ohledu na
intenzitu signali. Hodnoty se pohybuji od 0 do 1.0. Hodnota 0.5 popisuje 50% kolokalizaci

signall, 0 hodnota znaci, ze nedochazi k zddnému piekryvu signalu.

4.5 Statistické hodnoceni

Data vsSech experimentd byla podrobena statistické analyze. Experimenty byly
opakovany min. 3x. Data ziskand z experimenti pak byla zpracovdna prostfednictvim
obecnych linearnich modeltt (GLM) v programu Statistica. Pro stanoveni vyznamnych rozdila

mezi skupinami byl pouzit Scheffes. Stupent odliSnosti byl stanoven s odchylkou P < 0.05.
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5 Vysledky

5.1 Pritomnost CBS v mitochondriich praseich GV oocyti a oocytu
dozralych in vitro

Cilem experimentu bylo zjistit, zda se enzym CBS vyskytuje v mitochondriich
prasecich oocytl. Pro tento ucel byly pouzity nezralé oocyty ve stadiu GV a oocyty dozralé
Vv podminkach in vitro do stadia MII. Pfitomnost enzymu byla zjiStovana
imunocytochemickou metodou lokalizace proteinti a naslednou analyzou obrazu pomoci
modulu kolokalizace - Pearsonova koeficientu vyjadiujici korelaci mezi fluorescenénimi
kanaly FITC a MitoTracker Red a Manderova koeficientu vyjadiujiciho piekryv obou

barevnych kanali (obrazek 1).

Z vysledki je patrné, Ze v pribéhu meiotického zrani se distribuce enzymu CBS
statisticky vyznamné 1i§i. V oocytech dochazi ke snizovani Pearsonova kolokaliza¢niho
koeficientu signalu CBS a mitochondrii (hodnota GV: 0,91 + SEM: 0,01 versus hodnota MII:
0,71 = SEM: 0,03). Podobny trend vykazuje také Mandertv koeficient, kdy béhem zrani
oocyti dochazi k jeho snizovani o hodnotu 0,13 + SEM: 0,01. Hodnoty Pearsonova
koeficientu a Manderova koeficientu pro enzym CBS kolokalizovany s MitoTracker Red

v GV a MII oocytech jsou shrnuty v obrazku 2.

DNA CBS MT MERGED

Obrazek 1: Imunocytochemicka lokalizace enzymu CBS v mitochodriich a analyza obrazu oocytu ve

stadiu GV a MII. MT- lokalizované mitochondrie pomoci MitoTracker Red. MERGED: DNA+CBS+MT.
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Obrazek 2: Hodnoty Pearsonova a Manderova koeficientu pro korelaci signalu CBS v mitochondriich GV
a MII oocytii. Osa x znazornuje intenzitu signalu distribuce enzymu, osa Y znazornuje jednotliva stadia oocytd,
sloupce odpovidaji priméru a standardni chybé priméru (S.E.M.). Modré sloupce znazoriuji hodnoty
Pearsonova koeficientu, &ervenym sloupcim odpovidaji hodnoty Manderova koeficientu. **?Statisticky
vyznamné rozdily intenzity signalu jsou oznaceny riznymi superskripty, které oznacuji statisticky signifikantni

rozdily mezi GV a MII (p<0,05).

5.2 Pritomnost CTH v mitochondriich praseCich GV oocyti a oocytu
dozralych in vitro

Cilem experimentu bylo zjistit, zda se enzym CTH vyskytuje v mitochondriich
prasec¢ich oocytll. Pro tento ucel byly pouzity nezralé oocyty ve stadiu GV a oocyty dozralé
v podminkach in vitro do stadia MII. Pfitomnost enzymu byla zjistovana
imunocytochemickou metodou lokalizace proteinti a naslednou analyzou obrazu pomoci
modulu kolokalizace - Pearsonova koeficientu vyjadiujici korelaci mezi fluorescenénimi
kanaly FITC a MitoTracker Red a Manderova koeficientu vyjadfujiciho piekryv obou

barevnych kanali (obrazek 3).

Z vysledku ziskanych a zanesenych do obrazku 4 je patrné, ze v prib&hu meiotického
zrani se distribuce enzymu CTH 1isi. V oocytech dochazi ke zvySovani Pearsonova
kolokaliza¢niho koeficientu signalu CTH a mitochondrii (hodnota GV: 0,56 + SEM: 0,12
versus hodnota MIl: 0,61 + SEM: 0,04). Podobny trend vykazuje také Mandertv koeficient,

u nejz dochazi béhem zrani oocytu k nartistu o hodnotu 0,18 + SEM: 0,11.
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DNA CTH MT MERGED

Obrazek 3: Imunocytochemicka lokalizace enzymu CTH v mitochodriich a analyza obrazu oocytu ve

stadiu GV a MIIL. MT - lokalizované mitochondrie pomoci MitoTracker Red. MERGED: DNA+CTH+MT.
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Obrazek 4: Hodnoty Pearsonova a Manderova koeficientu pro korelaci signalu CTH v mitochondriich

GV a MII oocyti. Osa x znazornuje intenzitu signalu distribuce enzymu, osa Y znazoriiuje jednotliva stadia
oocytl, sloupce odpovidaji priméru a standardni chyb€ priméru (S.E.M.). Modré sloupce znazoriuji hodnoty
Pearsonova koeficientu, &ervenym sloupcim odpovidaji hodnoty Manderova koeficientu. **?Statisticky
vyznamné rozdily intenzity signalu jsou oznafeny riznymi superskripty, které oznacuji statisticky signifikantni

rozdily mezi GV a MII (p<0,05).



5.3 Pritomnost 3-MPST v mitochondriich prasecich GV oocytii a oocytu
dozralych in vitro

Cilem experimentu bylo zjistit, zda se enzym 3-MPST vyskytuje v mitochondriich
prasecich oocytl. Pro tento ucel byly pouzity nezralé¢ oocyty ve stddiu GV a oocyty dozralé
v podminkach in vitro do stadia MII. Pfitomnost enzymu byla zjiStovana
imunocytochemickou metodou lokalizace proteinti a naslednou analyzou obrazu pomoci
modulu kolokalizace - Pearsonova koeficientu vyjadiujici korelaci mezi fluorescenc¢nimi
kanaly FITC a MitoTracker Red a Manderova koeficientu vyjadifujiciho piekryv obou

barevnych kanali (obrazek 5).

Z vysledkl je patrné, ze v prab&hu meiotického zrani se distribuce enzymu 3-MPST
statisticky vyznamné 1i§i. V oocytech dochédzi ke zvySovani Pearsonova kolokalizacniho
koeficientu signalu 3-MPST a mitochondrii (hodnota GV: 0,38 + SEM: 0,12 versus hodnota
MII: 0,96 + SEM: 0,01). Podobny trend vykazuje také Mandertuv koeficient, kdy béhem zrani
oocyti dochazi k jeho zvySovani o hodnotu 0,56 = SEM: 0,11. Hodnoty Pearsonova
koeficientu a Manderova koeficientu pro enzym 3-MPST kolokalizovany s MitoTracker Red

v GV a MII oocytech jsou shrnuty v obrazku 6.

DNA 3-MPST MT MERGED

Gv ----
M” ----

Obrazek 5: Imunocytochemicka lokalizace enzymu 3-MPST Vv mitochodriich a analyza obrazu oocytu ve

stadiu GV a MII. MT - lokalizované mitochondrie pomoci MitoTracker Red. MERGED: DNA+3-MPST+MT.
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Obrazek 6: Hodnoty Pearsonova a Manderova koeficientu pro korelaci signalu 3-MPST v mitochondriich
GV a MII oocyti. Osa x znazornuje intenzitu signalu distribuce enzymu, osa Y znazoriiuje jednotliva stadia
oocytl, sloupce odpovidaji pruméru a standardni chybé primeéru (S.E.M.). Modré sloupce znéazoriiuji hodnoty
Pearsonova koeficientu, &ervenym sloupcim odpovidaji hodnoty Manderova koeficientu. **?Statisticky
vyznamné rozdily intenzity signalu jsou oznaceny riznymi superskripty, které oznacuji statisticky signifikantni

rozdily mezi GV a Mll (p<0,05).

5.4 Pritomnost CBS v endoplasmatickém retikulu prasecich GV oocytii a

oocytu dozralych in vitro

Cilem experimentu bylo zjistit, zda se enzym CBS vyskytuje v endoplazmatickém
retikulu prasecich oocytt. Pro tento el byly pouzity nezralé oocyty ve stadiu GV a oocyty
dozralé v podminkach in vitro do stadia MII. Pfitomnost enzymu byla zjiStovana
imunocytochemickou metodou lokalizace proteinti a naslednou analyzou obrazu pomoci
modulu kolokalizace - Pearsonova koeficientu vyjadiujici korelaci mezi fluorescenénimi
kanaly FITC a MitoTracker Red a Manderova koeficientu vyjadiujiciho piekryv obou

barevnych kanali (obrazek 7).

Z vysledkt ziskanych a zanesenych do obrazku 8 je patrné, ze v prib&hu meiotického
zréani se distribuce enzymu CBS statisticky vyznamné li§i. V oocytech dochazi ke zvySovani
Pearsonova kolokaliza¢niho koeficientu signalu CBS a endoplazmatického retikula (hodnota
GV: 0,43 £ SEM: 0,06 versus hodnota MII: 0,98 + SEM: 0). Podobny trend vykazuje také
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Mandertv koeficient, u nejz dochazi béhem zrani oocytd k nardstu o hodnotu 0,47+ SEM:
0,07.

DNA CBS ER MERGED

GV

Ml

Obrazek 7: Imunocytochemicka lokalizace enzymu CBS v endoplazmatickém retikulu a analyza obrazu
oocytu ve stadiu GV a MIIl. ER - lokalizované endoplasmatické retikulum pomoci MitoTracker Red.
MERGED: DNA+CBS+ER.
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Obrazek 8: Hodnoty Pearsonova a Manderova koeficientu pro korelaci signalu CBS v endoplasmatickém
retikulu GV a MII oocyti. Osa x znzorfiuje intenzitu signalu distribuce enzymu, osa Y znazoriiuje jednotliva
stadia oocytl, sloupce odpovidaji priméru a standardni chyb€ priméru (S.E.M.). Modré sloupce znazoriuji
hodnoty Pearsonova koeficientu, Cervenym sloupcim odpovidaji hodnoty Manderova Kkoeficientu.
bl L2Gtatisticky vyznamné rozdily intenzity signalu jsou oznaceny riiznymi superskripty, které oznaduji statisticky

signifikantni rozdily mezi GV a Mll (p<0,05).
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5.5 Pritomnost CTH v endoplasmatickém retikulu prasecich GV oocyti a

oocytu dozralych in vitro

Cilem experimentu bylo zjistit, zda se enzym CTH vyskytuje v endoplazmatickém
retikulu prasecich oocytl. Pro tento ucel byly pouzity nezralé oocyty ve stadiu GV a oocyty
dozralé v podminkach in vitro do stadia MII. Pfitomnost enzymu byla zjiStovana
imunocytochemickou metodou lokalizace proteinti a naslednou analyzou obrazu pomoci
modulu kolokalizace - Pearsonova koeficientu vyjadiujici korelaci mezi fluorescenénimi
kanaly FITC a MitoTracker Red a Manderova koeficientu vyjadifujiciho ptekryv obou

barevnych kanali (obrazek 9).

Z vysledki je patrné, ze v pribéhu meiotického zrani se distribuce enzymu CTH
statisticky vyznamné li§i. V oocytech dochazi ke snizovani Pearsonova kolokaliza¢niho
koeficientu signalu CTH a endoplazmatickych retikul (hodnota GV: 0,96 = SEM: 0,01 versus
hodnota MII: 0,88 + SEM: 0,01). Podobny trend vykazuje také Mandertv koeficient, kdy
béhem zrani oocytd dochazi k jeho snizovani o hodnotu 0,06 = SEM: 0. Hodnoty Pearsonova
koeficientu a Manderova koeficientu pro enzym CTH kolokalizovany s MitoTracker Red

v GV a MII oocytech jsou shrnuty v obrazku 10.

DNA CTH MERGED

ER
GV - -
M” - -

Obrazek 9: Imunocytochemicka lokalizace enzymi CTH v endoplazmatickém retikulu a analyza obrazu

oocytu ve stadiu GV a MIL. ER - lokalizované endoplasmatické retikulum pomoci MitoTracker Red.
MERGED: DNA+CTH+ER.
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Obrazek 10: Hodnoty Pearsonova a Manderova Kkoeficientu pro Kkorelaci signalu CTH v
endoplasmatickém retikulu GV a MII oocyti. Osa x znazorfiuje intenzitu signalu distribuce enzymu, osa Y
znazoriuje jednotliva stadia oocytd, sloupce odpovidaji priméru a standardni chybé priméru (S.E.M.). Modré
sloupce znazorfiuji hodnoty Pearsonova koeficientu, ¢ervenym sloupcim odpovidaji hodnoty Manderova
koeficientu. *™2Statisticky vyznamné rozdily intenzity signalu jsou oznadeny riiznymi superskripty, které

oznaduji statisticky signifikantni rozdily mezi GV a Mll (p<0,05).

5.6 Pritomnost 3- MPST v endoplasmatickém retikulu prasefich GV

oocyti a oocytu dozralych in vitro

Cilem experimentu bylo zjistit, zda se enzym 3-MPST vyskytuje v endoplazmatickém
retikulu prasecich oocytu. Pro tento el byly pouzity nezralé oocyty ve stadiu GV a oocyty
dozralé v podminkach in vitro do stadia MII. Pfitomnost enzymu byla zjiStovana
imunocytochemickou metodou lokalizace proteinti a naslednou analyzou obrazu pomoci
modulu kolokalizace - Pearsonova koeficientu vyjadiujici korelaci mezi fluorescenénimi
kanaly FITC a MitoTracker Red a Manderova koeficientu vyjadfujiciho piekryv obou
barevnych kanali (obrazek 11).

Z vysledki ziskanych a zanesenych do obrazku 12 je patrné, Ze v prubéhu meiotického
zrani se distribuce enzymu 3-MPST statisticky vyznamné 1i§i. V oocytech dochazi ke

zvySovani Pearsonova kolokaliza¢niho koeficientu signalu 3-MPST a endoplazmatického
retikula (hodnota GV: 0,04 = SEM: 0,02 versus hodnota MIl: 0,82 + SEM: 0,02). Podobny
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trend vykazuje také Mandertiv koeficient, u nejz dochazi béhem zrani oocyti k nartistu o

hodnotu 0,81 + SEM: 0,01.

DNA 3-MPST ER MERGED

Mil

Obrazek 11: Imunocytochemicka lokalizace enzymii 3-MPST v endoplazmatickém retikulu a analyza
obrazu oocytu ve stadiu GV a MII. ER - lokalizované endoplasmatické retikulum pomoci MitoTracker Red.
MERGED: DNA+3-MPST+ER.

1,2

0.8

M Pearsontv koficient

0.6

W Manderiv koeficient

0,4

0,2

GV M

Obrazek 12: Hodnoty Pearsonova a Manderova koeficientu pro korelaci signalu 3-MPST v
endoplasmatickém retikulu GV a MII oocyti. Osa x znazoriiuje intenzitu signalu distribuce enzymu, osa Y
znazoriuje jednotliva stddia oocytl, sloupce odpovidaji priméru a standardni chybé priméru (S.E.M.). Modré
sloupce znazorfiuji hodnoty Pearsonova koeficientu, ¢ervenym sloupcim odpovidaji hodnoty Manderova
koeficientu. ®™2Statisticky vyznamné rozdily intenzity signalu jsou oznadeny réiznymi superskripty, které

oznacuji statisticky signifikantni rozdily mezi GV a Mll (p<0,05).
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6 Diskuze

Pro zvySeni ucinnosti biotechnologickych metod je dulezit¢é podrobné¢ znat
mechanizmy regulujici reprodukéni procesy. Je dlouhodobé znamo, Ze regula¢ni mechanizmy
jsou ovliviiovany zejména hormony a enzymy. V posledni dobé se ukazuje, Ze i mnohem
mensi plynné molekuly - gasotrasmitery maji vliv na reprodukéni procesy (Smelcova and
Tichovska, 2011). Mezi doposud znamé gasotransmitery patii NO, CO a H,S (Furchgott and
Zawadski, 1980). Tyto tfi molekuly fyziologicky uc¢inkuji v nizkych koncentracich a pti
vysokych koncentracich jsou pro organizmus toxické (Wang, 2002). Gasotransmitery jsou
malé plynné molekuly snadno prostupujici biologickymi membranami, jsou endogenné
a enzymaticky generované a regulované. Ve fyziologickych koncentracich maji definované

specifické funkce a specifické bunééné cile (Linden et al., 2010).

Experimenty studujici vliv gasotransmiteri na oocyt byly provadény zejména
v souvislosti s gasotransmiterem oxidem dusnatym (NO). Enzym uvolnujici oxid dusnaty
(syntaza NO, NOS) byl stejné jako enzymy uvoliujici sulfan nalezen v oocytech prasat
a mnoha dalSich druht zvitat (Tao et al., 2004, Chmelikova et al., 2009). Bylo zjisténo, Ze
piitomnost oxidu dusnatého je nezbytna pro rust a meiotické zrani oocytu (Jablonka et al.,
1997; Tao et al., 2004). Bylo prokazano, ze oxid dusnaty v malych koncentracich muze
pusobit stimulacné, naopak vyssi koncentrace mohou mit inhibi¢ni efekt na meiotické zrani
(Sengoku et al., 2001). Predpoklada se, Ze oxid dusnaty ovlivituje meiotické zrani regulaci
MAPK stejn¢ jako sulfan (Sela-Abramovich et al., 2008).

Ptfedchozi experimenty zabyvajici se syntézou a funkci sulfanu v oocytech prokazaly,
ze sulfan pfispiva k urychleni zrani oocyti béhem kultivace in vitro. Zrani bylo urychleno
diky diivéjsi aktivaci a navyseni hladin MPF a MAPK, jenZ reguluji meiotické zrani (Kubelka
et al., 2000; Nevoral et al., 2015). Jakym zpisobem ale sulfan MPF a MAPK fidi, neni
doposud jasné. V tivahu pfichazi moznost, Ze sulfan tyto dva faktory reguluje pfimo pomoci
Sulhydratace (Mustafa et al., 2009) nebo je reguluje nepfimo pomoci sulfhydratace jinych
proteini (iontovych kanalti apod.) (Tang et al., 2009). Bylo také zjisténo, Ze sulfan ma vliv na
hladinu kyseliny hyaluronové a kumularni expanzi bunék. Nevoral et al. (2015) prokazali, ze
inhibici enzyml uvoliujicich sulfan dochdzi k oddaleni znovuzahijeni meidzy (GVBD)

a zpomaleni nasledujicich meiotickych fazi. Sulfan je podle Krejcové et al. (2014) zapojen do
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procesu starnuti oocytli a tyto oocyty vykazuji snizenou produkci sulfanu. Publikovana
I vlastni pozorovani podporuji domnénku, ze sulfan je v oocytech savcl pfitomny a nezbytny
pro procesy, které oocyt ptirozené postihuji, tj. meiotické zrani, popt. oplozeni a nasledny

embryonalni vyvoj.

Cilem této diplomové prace bylo prokazat distribuci enzymu uvolnujicich sulfan,
CBS, CTH, a 3-MPST, v oocytech v pribéhu meiotického zrani a zda se jejich ptitomnost
v bunéénych organelach méni v zavislosti na stadiu meiotického zrani oocytu. Studie Liang et
al. (2006) neprokazala pfitomnost enzymu CBS v oocytech, ale pouze v somatickych burnikach
ovaria. V ramci feSeni této prace doslo k zjisténi pritomnosti vSech tfi enzymi v oocytech
v pribéhu meiotického zrani, které potvrzuje jiz publikované vysledky laboratoie (Nevoral et
al., 2015).

V ramci feSeni diplomové prace doSlo k prokazani ptitomnosti vSech tii sulfan-
uvoliujicich enzym v mitochondriich a endoplazmatickém retikulu oocytu v rtznych
stadiich zrani oocytu (nezralé GV oocyty a in vitro dozralé MII oocyty). Podle naSich
dostupnych informaci je tato diplomova prace prvni studii popisujici distribuci sulfan-
uvoliujicich enzymli béhem meiotického zrani v bunéénych organelach oocytu prasete.
Objeveni distribuce enzymui uvolfiyjicich sulfan v mitochondriich oocytu je v souladu se
studii Wang (2012), ktera tvrdi, Ze v zavislosti na typu bunky a specifickych stresovych

podminkach, endogenni syntéza sulfanu miize probihat v cytosolu a/nebo v mitochondriich.

v

Mitochondrie jsou nejhojnéj$§imi organelami v cytoplazm¢ oocytu (Motta et al.,
2000), které poskytuji oocytim hlavni zdroj ATP potiebny zejména pro zrani oocytu
(Wilding et al.,, 2001). Krom¢ toho, mitochondrie hraji dilezitou roli v raznych
fyziologickych funkcich vcetné motility, udrzovani buné¢né homeostazy (Duchen, 2000)
nebo v regulaci Zivotaschopnosti bunék (Dumollard et al., 2007). Béhem meiotického zrani
dochazi k pteorganizovani mitochondrii v oocytech. NaruSené pieorganizovani mitochondrii
naruSuje meiotické zrani a vyvojovou kompetenci oocytu (Krisher et al., 2007). Konkrétné se
prokazalo, Ze tvorba velkych shlukli mitochondrii je spojena se zvySenou produkci ATP (Yu
et al., 2010). K seskupovani mitochondrii kolem jadra dohazi v dobé GVBD, poté se pii
vydéleni prvniho polového téliska doCasné rozptyli a nasledné se opét seskupi v druhé
metafazi (MII) (Van Blerkom and Bell, 1986). Mitochondrialni disfunkce vedou k apoptdze
bungk, sulfan podle studii (Hu et al., 2009) potlacuje apoptézu zachovanim mitochondrialnich

funkci v nervovych bunkach. Tuto protektivni funkci zastava suflan i v oocytech. Inhibice
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endogenni produkce sulfanu vede k apoptoze, naopak exogenni dodani donoru sulfanu vede

K inhibici apoptdzy potlacenim proapoptotickych kaskad oocytu (Krejcova et al. 2014).

Od ovulace az po fazi moruly je oocyt ¢i embryo odkazano pouze na mitochondrialni
zdroj ATP (Dumollard et al., 2006). V prase¢ich oocytech byl popsan vyrazny narust obsahu
ATP b&hem zrani oocytu, toto navyseni koreluje s vyssi uspésnosti dozrani oocytu a vyvojem
embrya (Brevini et al., 2005). Tyto poznatky naznacuji, ze ¢innost mitochondrii v oocytu je
uréujicim faktorem kvality oocytt. Jelikoz byla prokazana produkce v sulfanu v této organele,

je pravdépodobné, Ze sulfan je pro zachovani funkci mitochondrii nepostradatelnym.

Dalsi organelou, kde byla pozorovana ptitomnost enzymu uvoliujicich sulfan, je
endoplazmatické retikulum (ER). Béhem zrani oocytd dochazi k jeho reorganizaci a zvyseni
schopnosti oocytu uvoliiovat Ca®* ze zasob endoplazmatického retikula (Mann et al., 2010).
Vépnik také patii mezi faktory vyznamné ovlivitujici meiotické zrani oocytu. Vapenaté ionty
ovliviiuji znovuzahajené meidzy (Wassarmann, 1988) nebo také hraji roli v modifikaci
cyklin,, které jsou nezbytné nutné pro bunécny cyklus (Homa, 1995). Funkcnost
endoplazmatického retikula je nezbytna pro zZivotaschopnost bun¢k. Naruseni funkce
endoplazmatického retikula vede k akumulaci vadné sbalenych proteinti, coz vede k vyvolani
stresu endoplasmatického retikula, ktery muZze nasledné¢ indukovat apoptozu bunky
(Oyadomari et al., 2002). Ying (2016) ve své studii tvrdi, Zze sulfan chrani bunky
kardiovaskularni soustavy proti stresu endoplazmatického retikula. Jelikoz byly enzymy
uvoliujici sulfan objeveny v endoplazmatickém retikulu oocytu, lze ptredpokladat, ze sulfan
bude mit obdobné protektivni funkce i v oocytech. 3-MPST miuze byt zabudovan na
membrané endoplazmatického retikula a sulfhydratovat tak proteiny, které jsou v
endoplazmatickém retikulu tvofeny. Miize se jednat o proteiny spojené s oplozenim a Casny
embryondlnim vyvojem, protoze se vysoké hodnoty kolokaliza¢nich koeficienti vyskytuji v

oocytu az v MII fazi meiotického zrani oocytu.

Imunocytochemickou metodou lokalizace proteint a analyzou obrazu bylo prokazano,
7e béhem meiotického zrdni v mitochondriich dochédzelo ke statisticky vyznamnym zménam
distribuce enzymu 3-MPST a CBS. Hodnoty kolokaliza¢nich koeficienti enzymu 3-MPST
v mitochondriich béhem zrani vzrostly, u enzymu CBS klesly. Naopak u enzymu CTH
nedochéazelo béhem meiotického zrani v mitochondriich k statisticky vyznamnym zménam
v distribuci. Pfi analyze hladin enzymt v endoplazmatickém retikulu béhem meiotického

zrani se zjistilo, Ze dochéazi k statisticky vyznamnym zménam distribuce vSech tfi enzymi
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uvolnujici sulfan. Hodnoty kolokaliza¢nich koeficientt enzymi CBS a 3-MPST
v endoplazmatickém retikulu béhem meiotického zrani vzrostly a naopak hodnoty pro CTH
Klesly.

Pfitomnost sulfan-uvoliiujicich enzymii v oocytu a jeho organeldich naznacuje, ze
sulfan hraje dilezitou roli v meiotickém zrani. Rozdil hodnot intenzity signali enzymu 3-
MPST mezi GV a MII fazi byl vysoky, je tedy pravdépodobné, ze enzym 3-MPST hraje
dilezitou roli v meiotické kompetenci oocyti. Stejné tak je pravdépodobné, Ze jednotlivé
enzymy uvolnujici sulfan se navzdjem zastupuji ve své funkci a dokéazi tak vykompenzovat
snizenou aktivitu jednoho ¢i dvou z nich. Toto tvrzeni bylo podloZeno studii Nevorala et al.
(2015), kde byly testovany rizné kombinace inhibitorti enzymut uvoliujici sulfan v oocytech.
Pouze kombinace inhibitori vSech tfi enzymt uvoliujicich sulfan soucasné méla efekt na
mnozstvi produkovaného sulfanu, na pribéh meiotického zrani a kumularni expanzi bunck

oocytu.
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[ Zavér

V ramci teSeni predkladané diplomové prace byla potvrzena hypotéza, ze enzymy
odpovédné za endogenni produkci gasotransmiteru sulfanu, CBS, CTH, 3-MPST, jsou
pritomné v praseCich oocytech. Soucasn¢ bylo potvrzeno, Ze jejich ptitomnost v bunéénych
organelach se méni v zavislosti na stadiu meiotického zrani. V mitochondriich dochazelo
K statisticky vyznamnym zménam distribuce enzymi 3-MPST a CBS. Hodnoty
kolokaliza¢nich koeficientti enzymu 3-MPST vzrustaly, naopak tyto hodnoty u enzymu CBS
Klesaly. V endoplazmatickém retikulu dochazelo k statisticky vyznamnym zménam distribuce
vSech tii sulfan-uvoliujicich enzymi. Hodnoty kolokaliza¢nich koeficientd enzymt CBS a 3-
MPST vzrostly, naopak hodnoty téchto koeficienti enzymu CTH klesly. Tyto poznatky jsou
dulezité pro objasnéni role gasotransmiteru sulfanu v reprodukénich procesech. Nicméné pro
dokonalou znalost funkci a mechanizml zapojeni sulfanu do regulacnich procesti vzniku

oplozeni schopnych oocytt je potieba dalsich vyzkumid.

Podrobnd znalost vyznamu sulfanu a dalSich gasotransmiteri v regulaci
reprodukénich procesit by mohla vést ke zvySeni tspéSnosti biotechnologickych metod
v reprodukci zvitat 1 v asistované reprodukei lidi. Zejména pro meiotické zrani v podminkach
in vitro nabizi dalsi studium gasotransmitert a jejich mechanizmu Géinku dtlezity nastroj pro
piesnéjsi simulaci podminek in vivo. V dalSich studiich by bylo vhodné vénovat se

molekuldrnim mechanizmim uc¢inku sulfanu a objasnéni jeho vlivu na Casny embryonalni

Vyvoj.
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