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Souhrn

Reprodukéni  biotechnologie v soucasné  dobé  zazivaji  rychly  rozvoj.
Pro biotechnologické ucely je limitujici dostateCny pocet kvalitnich oocyti dozralych v in
vitro podminkéch do metafaze 2. meiotického déleni.

Proces meiotického zrani oocytu reguluje fada faktorli, znichZz je funkce nckterych
dobte prostudovana, naptiklad M-phase/maturation promoting factor (MPF). V neddvné dobé
bylo zjisténo, ze moznou tlohu v regulaci meiotického zrani a casného embryonalniho vyvoje
zastavaji nékteré plynné molekuly, tzv. gasotransmitery. Vedle oxidu dusnatého (NO) a oxidu
uhelnatého (CO) je v soucasné dobé¢ intenzivné studovan sulfan (H,S). Na zaklad¢ studia H,S
v somatickych bunkach Ize predpokladat dualezitou regulacni ulohu také v procesu
meiotického zrani oocytl a Casné embryogenezi.

Cilem prace bylo lokalizovat enzymy uvolilujici H,S, cystathionin B-syntazu (CBS),
cystathionin y-lydzu (CSE) a 3-mercaptopyruvat-sulfotransferazu (MPST), v prasecich
oocytech béhem in vitro zrani a objasnit vliv donoru sulfanu Na,S na prabéh prodlouzené
kultivace a vyvojovou kompetenci oocytl prasat.

Oocyty byly kultivovany v in vitro podminkadch 24 a 48 hod. V oocytech ve stadiu
zarode¢ného vacku a ve zrajicich oocytech byla méfena intenzita signalu enzymii CBS, CSE
a MPST. Oocyty po dosaZeni metafaze 2. meiotické¢ho déleni byly dale kultivovany 24 hod.
s donorem sulfanu Na,S anasledné partenogeneticky aktivovany kacium-ionoforem
a 6-dimethyl aimopurinem. Byl hodnocen podil aktivovanych oocytli a ¢asny embryonalni
Vyvoj.

Byla prokazana ptitomnost CBS, CSE a MPST v oocytu GV a po 24 a 48 hod. kultivace
in vitro. Distribuce enzymtii CSE a MPST v oocytu se béhem meiotického zrani ménila,
zejména v korové oblasti oocytu. Intenzita signdlu CBS byla béhem zrani neménna.

Po prodlouZené kultivaci oocytl s donorem sulfanu Na,S nebyl prokézan pozitivni vliv
H,S na pomér partenogeneticky aktivovanych prasec¢ich oocytl. Donor H,S zlepSoval
vyvojovou kompetenci a podil partenogetickych embryi, které dosahly stadia blastocysty.

Pro uplné pochopeni signalni dradhy H,S v oocytech bude zapotiebi dalSiho studia

enzymul endogenné uvoliujicich H,S.



Summary

Currently, a reproductive biotechnologies are rapidly developmental discipline. A rich
source of high-quality oocytes matured in vitro to metaphase 2 is essential for biotechniques.

During in vitro meiotic maturation, the oocytes resume meiosis under regulation some
factors, as M-phase/maturation promoting factor (MPF). Potencial role in cell signaling
of maturing oocytes and developmental embryos hold molecules of gasotransmittres.
The gasotransmitters are small gaseous molecules produced in cell metabolism.
The gasotransmitters include nitric oxide (NO), carbon monoxide (CO) and extensively
researched hydrogen sulphide (H,S). Based on study of H,S in somatic cells, we can assume
its important regulatory role in meiotic maturation and early embryogenesis.

The aim of this study was to localize H,S-releasing enzymes (cystathionin B-synthase
CBS, cystathionin y-lyase CSE and 3-mercaptopyruvate-sulfotransferase MPST) in porcine
oocytes during in vitro meiotic maturation by analysis of images. The next aim was
to determine the influence of H,S-donor Na,S on developmental competence of porcine
oocytes.

The oocytes were cultured for 24 and 48 hours under in vitro conditions. There was
measured intensity of CBS/CSE/MPST-signal in GV-oocytes and oocytes matured 24 or 48
hours. The oocytes matured to metaphase 2 were prolonged cultivated 24 hours with H,S-
donor Na,S. Subsequently, the oocytes were activated by calcium-ionophor and 6-dimethyl
aminopurine. There was evaluated a part of activated oocyte. Together, stages of early
embryonic development was detected.

There was demonstrated a presence of CBS/CSE/MPST-signal in porcine GV-oocytes,
24 and 48 matured oocytes. Distribution of enzymes-signal in oocytes was varied by phase
of maturation. The highest difference of CSE and MPST during in vitro maturation were
detected in range of cortex and cytoplasmatic membrane of oocytes. There was no differences
of intensity of CBS-signal during meiotic maturation.

After prolonged cultivation and activation of oocytes, there was not showed a positive
effect of H,S-donor Na,S on partenogenetic activation ability. Nevertheless, H,S-donor
increased the part of blastocysts after partenogenetic activation of porcine oocytes after 7 days
culture.

For understanding the role of H,S-signaling in porcine oocytes is necessary
to investigate H,S-releasing enzymes too. Presumably, an interaction of H,S and other

gasotransmitters can improve quality of oocytes used for biotechnologies.
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1. Uvod

V soucasné dobé dochdzi k rozmachu reprodukénich biotechnologii u hospodaiskych
zvitat. Reprodukéni biotechnologie nasly uplatnéni ve zvySovani zemédélské produkce,
managementu reprodukce hospodaiskych zvifat a veterindrni medicin€. Ziskané poznatky tak
nachazi uplatnéni také v humanni medicin€ a tzv. asistované reprodukci ¢loveéka.

Pro studium bunécéného cyklu, meiotického zrani a vyvoje biotechnologickych postupt
se Casto vyuzivaji oocyty hospodaiskych zvifat. Mezi nimi zastupuje vyznamnou tlohu prase.
Pro tfadu podobnosti s lidskym organizmem lze poznatky zvyzkumu prasecich oocytl
aplikovat s vysokou uspéSnosti také v biomedicing, studiu pfi¢iny a 1écby rakoviny
¢i dokonce moznosti xenotransplantaci. Vyzkum na prasecich oocytech ptinasi fadu vyhod,
které lze pficist velikosti oocytl, moznosti in vitro zrani 1 snadnosti ziskani. I pfesto se
soucasné reprodukéni biotechnologie prasat potykaji s nedostatecnym mnozstvim kvalitnich
oocytll dozralych v in vitro podminkéch, které by byly pouzitelné pro dalsi biotechnologické
postupy.

Praseci oocyty se ziskavaji z vajecnikli porazenych prasnicek. Oocyty posléze musi
podstoupit in vitro zréni do stddia metafaze 2. meiotického déleni. Na regulaci meiotického
zrani se podili gonadotropiny a nasledné celd fada faktorli, jako napiiklad cAMP, MAPK
nebo MPF. V soucasné dob¢é se predpokladd také regulacni uloha nékterych plynnych
molekul, tzv. gasotransmiterti. Mezi gasotransmitery patii oxid dusnaty (NO), oxid uhelnaty
(CO) a sulfan (H»S).

Sulfan je obecné znam jako Skodlivy plyn, zpisobujici ve vétSich koncentracich
smrtelné otravy organismu. V posledni dob¢ se nashromazdilo mnoho dukazlii o H,S jako
mediatoru fyziologickych a patofyziologickych d&ji v rtiznych Zivoéisnych tkanich. Uloha
H,S byla dfive prokdzana piedev§im v kardiovaskuldrnim systému, centradlni nervoveé
a dychaci soustavé. K ucéinkiim H,S patii také schopnost potlacovat apoptézu bunck
a zanétlivé procesy tkani. Mechanizmus regulace téchto dgji jesté neni zcela objasnén. Rada
praci popisuje ucinek H,S jako piimého aktivatora Karp kanal. Dale je schopny regulovat
aktivitu PKC a tim ovliviiovat intracelularni Ca*" a regulovat mnoho dalsich signalnich drah,
véetn¢ ostatnich gasotransmiterd. Pravé H,S je, na zdkladé poznatkl zjisténych
na somatickych buikach, pfisuzovana dulezitd role vregulaci meiotického zrani
a protektivnim ucinku na ¢asny embryondlni vyvoj aktivovanych oocytd.

Jako v pfipadé¢ NO a CO, je také uvoliiovani endogenniho H,S fizeno enzymaticky.

V uvoliovani fyziologickych koncentraci v buiikdch se tak uplatiluje cystathionin B-syntaza



(CBS), cystathionin y-lyaza (CSE) a 3-mercaptopyruvat-sulfotransferdza (MPST), jejichz
substratem pro tvorbu jsou aminokyseliny L-cystein, homocystein a cystathion. Studium
ucinku H,S v meioticky zrajicich praseich oocytech proto spociva také v detekci, lokalizaci
a distribuci jmenovanych enzymt béhem in vitro zrani oocyti. Pro objasnéni ochranného
ucinku H,S na ¢asnou embryogenezi pak 1ze vyuzit donori H,S, jako je Na,S nebo NaHS.
Poznatky o vlivu H,S na meiotické zrani a vyuZiti jeho donori ve zlepSovani kvality in
vitro dozralych oocyti jsou velmi omezené. Pro uplné objasnéni regulacni ulohy H,S

a mozného vyuziti v reproduk¢nich biotechnologiich bude zapotiebi rozsahlych experimentd.



2. Literarni reserse

2.1 Oogeneze
2.1.1 Vyvoj embryonalnich vajec¢niki a primordialnich zarode¢nych bunék

Pohlavni 7Zlazy (gomnades) maji zaklad v mezotelu (epithelium coelomicum),
vystylajictho zadni sténu biiSni dutiny, v mezenchymu (mesenchyma), druhé vrstvé biisni
stény, a v primordialnich zarode¢nych bunkach (cellulae germinales primordiales),
komplexni proces, ktery zacind v pribéhu embryogeneze, pokracuje vyvojem a rastem po
dosazeni puberty. Vajecniky se postupné stdvaji organem zodpovédnym za tvorbu steroidnich
hormont, vyvoj a ovulaci oocytid. Tyto funkce ptetrvavaji po celou dobu reprodukéniho
zivota az do klimakteria (Vanderhyden, 2002).

Vytvofeni embryonalniho vaje¢niku a pohlavnich bunék v prenatalnim obdobi je
vysledkem tfi po sob& nasledujicich procest: 1) specifikaci primordidlnich zarodecnych
bun¢k (PGCs — primordial germ cells); 2) migraci a mnozenim PGCs; a 3) kolonizaci
urogenitalnich list PGCs a vznikem primordialnich folikuli (Vanderhyden, 2002; Wassarman,

1988).

2.1.2 Faze mnoZeni

Oocyty pochazeji z malého poctu kmenovych bunék, PGCs, které maji mimogonadalni
puvod. Tyto zarode¢né buiiky migruji nejprve pasivnim pohybem do endodermalniho epitelu
kaudéalniho prvostfeva, posléze améboidnim pohybem podél dorzalniho mezenteria
genitalnich list. Pohyb se d&je patrné na zakladé chemotaxe (Yanagimachi, 1988).

Po kolonizaci genitalnich 1ist PGCs se tyto buniky dale mitoticky d¢li. Tyto bunky jiz
oznacujeme jako oogonie. Vysledkem kontinualni mitotické aktivity je zvySeni poctu
zarodecnych bunék. U mysi z asi 5 000 ve 12-ti dennim embryu na vice nez 20 000 ve 14-ti
dennim embryu (Wassarman, 1988); u prasat se pocCet zvySuje z5 000 ve 20 dnech
embryogeneze na vice nez 1 milion v 50-ti dnech embryonalniho vyvoje, kdy je dosazeno
kone¢ného poctu. Déle mitoticka aktivita ustavé a znacné ¢ast téchto bunck podléhd zaniku,

ustavajici az 7 dni po porodu (Hunter, 2000).



V minulosti pfetrvavalo dogma o neménném poctu mitoticky vzniklych oogonii, resp. o
jeho kontinudlnim sniZovani pocinajici jiz v prenatdlni fazi ontogeneze samice (Wassarman,
1988; Yanagimachi, 1988). V nedavné dob¢ doslo ke zjisténi, ze v ovariich nedospélych
i dospélych mysi jsou pfitomny mitoticky aktivni zarodecné kmenové bunky, které nasledné
nahrazuji  chybéjici  folikuly, v pfipadé jejich  ztraty ovulaci nebo  atrézii
(Johson et al., 2004).

Mitoticky se délici oogonie se soucasné zacinaji obklopovat somatickymi buiikami.
Somatické buiky tvoii zéklad granulézy budouciho folikulu a stavaji se tak pro oogonie
nezbytnymi v procesu nasledujiciho meiotického déleni (Wassarman, 1988; Hunter, 2000;
Vanderhyden, 2002).

Jesté za prenatalniho Zivota samice mitoticky vzniklé oogonie zahajuji meiotické déleni
a vstupuji do profaze I, ¢imz se stavaji oocyty 1. fadu (Wassarman, 1988). U prasat dochazi
v oocyty I. fadu je u prasat ukoncena az 35. den po narozeni. Meiotické déleni je ve stadiu
diplotene profaze I zastaveno a pokracuje az po dosazeni puberty (Wassarman, 1988).
Stadium se oznacuje jako diplotenni, téz diktyotenni, blok (Hunter, 2000). Pocet téchto
oocytl ¢ini vice nez 200 000 (Prather et Day, 1998).

2.1.3 Faze rustu

Fazi rGstu podléhaji oocyty I. tadu, jez zapocaly 1. meiotické dé€leni, které bylo
zastaveno v diplotene profaze I. Béhem této faze oogeneze jsou oocyty metabolicky vysoce
aktivni a dochézi v nich k vyznamnym kvantitativnim a kvalitativnim zménadm. ZvétSuje se
objem cytoplazmy, zvySuje se pocet organel a oocyt ziskdva tzv. meiotickou kompetenci,
diky které je schopen znovuzahdjit a dokoncit meiotické déleni, resp. uspésné prodélat fazi
zrani (Wassarman, 1988).

Béhem reprodukéniho Zivota obsahuji savéi vajecniky smés nerostoucich a rostoucich
oocytl, zablokovanych v diktyotennim stadiu profadze I. Meidzu jsou schopny dokoncit jen
oocyty s ukonCenym rastem a pln¢ meioticky kompetentni. Zrani oocytli s ukoncenym rstem
indukuje v podminkadch in vivo hypofyza prostiednictvim gonadotropnich hormoni
(Wassarman, 1988).

Prestoze nedochazi béhem rustové faze oocytu k meiotickému déleni, dochazi také ke
zménam chromatinu. Béhem rastu se zvétSuje jadro, které nabyva podoby tzv. zarodecného

vacku (GV - germinal vesicle); (Wassarman, 1988; Eppig, 1993). Béhem zvétSovani jadra
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zustava chromatin rozptyleny a je transkripcné aktivni. Jadro rostouciho oocytu zahrnuje
1 jadérko, které se béhem této faze také zvétSuje; s rostoucim jadérkem vzristd také mnozstvi

syntetizované rRNA (Wassarman, 1988).

Pro proteosyntézu je nezbytna syntéza a akumulace RNA v dobé ristu oocytu.
Z celkového poctu je priblizné 10 — 15 % mRNA, 20 — 25 % tRNA a 60 — 65 % rRNA.
Cast vzniklé mRNA je pouzita jako matrice pii translaci do proteinii potiebnych pro zrani
oocytu, Cast je pielozena do proteinu teprve po oplozeni dny az tydny po jeji syntéze
(Wassarman, 1988).

Mezi proteiny intenzivné syntetizované béhem ristu patéi proteiny zony pellucidy
(az 10 % v mysich oocytech), tubulin (1,5 - 2 %), aktin (1 %), kalmodulin (0,3 %), dale
enzymy laktdtdehydrogendza (2 - 5 %), kreatinkindza (1,4 %) a glukdza-6-
fosfatdehydrogenaza (Wassarman, 1988). S enormnim nartistem proteinti se v oocytu hromadi
a skladuje mnoho rozptylenych membranovych vezikul, glykogenovych granul,
lipoproteinovych a multivezikuldrnich kapének (Hurk et Zhao, 2005). Syntéza nékterych
molekul patrné probiha v jinych buiikach, nez je oocyt, ktery je piijimd prostfednictvim
endocytozy a mezibunécnych spoji (Wassarman, 1988).

Pro proteosyntézu jsou nezbytné ribozomy. V dusledku rostouci aktivity jadra a jadérka
nariistd mnozstvi ribozémt v polyzémech i polyzoémi samotnych. Béhem riistové faze oocytu
se absolutni mnozstvi ribozoému zvySuje, v disledku rostouciho objemu cytoplazmy oocytu
ale jejich koncentrace klesd. Na konci ristu oocytu mirn¢ kleséd také mnozstvi absolutni.
Zmeény v populaci ribozomi béhem faze ristu koresponduji se zménami intenzity zminéné
proteosyntézy (Wassarman, 1988).

Mitochondrie béhem rlstu oocytu vyrazné zvySuji svlij pocet a prochazeji zménami
tvaru, velikosti a ultrastruktury. Malé nebo nerostouci oocyty obsahuji prodlouzené
mitochondrie, naopak u pln¢ dorostlych oocytlh dochazi ke hromadéni mitochondrii kulatych

a ovalnych (Wassarman, 1988).

Zménam podléha rovnéz Golgiho aparat (GA). Jeho membrana se stdva v druhé
poloving faze rastu vysoce aktivni. GA vytvaii kortikalni granula a idi syntézu a vyluCovani
glykoproteint zony pellucidy. Ke konci rlstu se aktivita GA sniZuje (Yanagimachi, 1988).

Kortikalni granula jsou malé kulovité organely, které se nachazeji pod
cytoplazmatickou membranou oocytu. Jejich pocet béhem rlstu oocytu roste. Pro svij

enzymaticky obsah se podobaji lysozomim. Kortikalni granula maji pivod v GA, také
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v endoplazmatickém retikulu a multivezikularnich téliscich. Populace kortikalnich granul
je heterogenni v ptivodui enzymatickém obsahu. To vypovidé o rizném stupni zralosti anebo
riznych funkcnich vlastnostech (Wassarman, 1988). Kortikdlni granula hraji dalezitou tllohu
béhem procesu oplozeni a po ném. Po uvolnéni enzymatického obsahu granuli do
perivitelinniho prostoru dochédzi k proteinovym zménam zony pellucidy a prevenci
polyspermie (Wassarman 1988; Wang et al., 2007).

Zona pellucida je glykoproteinovy obal obklopujici oocyty savcl. Zona pellucida se
sklada ze tii typt glykoproteinti: ZP1, ZP2 a ZP3, k jejichz syntéze dochazi az béhem faze
rustu. V prubéhu ristu se zona stava silngjsi, jeji sitovina vzajemné propojenych filament
obklopuje oocyt, a tak ho zna¢nou mérou oddéluje od okolnich folikularnich bunék.
Na povrchu zony pellucidy se vyskytuji receptory pro vazbu spermii, které sehravaji dillezitou
ulohu v akrozomalni reakci. Zona se déle se podili na sekundarni blokaci polyspermie.

(Wassarman, 1988; Hurk et Zhao, 2004).

Rychlost rstu oocytu pfimo souvisi s po¢tem granuldéznich bunék v jeho okoli. Tyto
granul6zni buiiky totiz zvétSuji jeho povrch, a tak je umoznén efektivni a rychly prostup, vyse
uvedenych, molekul do oocytu, ¢imz je umoznén jeho rust a vyvoj (Hunter, 2000).
Granuldzni buiiky prochézejici skrz zonu pellucidu k cytoplazmatické membrané oocytu tvoii
spojeni typu gap junction (Hurk et Zhao, 2005). Spoje gap junction jsou tvoreny nckolika
izoformami konexinti, jejichz zastoupeni se u rUznych zivoc¢iSnych druhli lisi
(Albertiny et Aanderson, 1974; Fair, 2003).

Interakce granuldza-oocyt pomoci spojeni gap junction tak vytvari obousmérny tok
molekul, ktery je nezbytny pro metabolizmus oocytu (Eppig, 2001). Bunééné spoje gap
Jjunction jsou rovnéZ nezbytné pro mezibunécnou signalizaci hormony, ristovymi faktory

a protein-kindzami (Hunter, 2000; Hurk et Zhao, 2005).

Faze ristu - folikulogeneze

Proces oogeneze a predevsim rust oocytu je zasazen do procesu tvorby a ristu folikulu,
tzv. folikulogeneze. Folikulogeneze zacina stejn¢ jako oogeneze jiz béhem prenatdlniho
zivota samice (Hurk, 2005).

Oogonie vzniklé mitotickym délenim vstupuji do 1. meiotického déleni, kde jsou
oznacovany jako oocyty 1. fadu. Oocyt I. fadu je obklopen jednou vrstvou 4 — 8

pregranuloznich bun€k a intaktni /aminou basalis. Cely utvar je pak oznacovan jako
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primordialni folikul, ktery v tomto klidovém stavu setrva az do pohlavni dospélosti samice
(Wassarman, 1988).

Po dosazeni pohlavni dospélosti samice vstupuji pravidelné skupiny primordidlnich
folikula do rustové faze. Tim se jeho pregranulozni buniky zacinaji meénit na kubické
granulozni, resp. folikularni, bunky a zac¢inaji se intenzivné mitoticky délit. Takovy folikul je
oznacovan jako primdrni folikul a podstupuje intenzivni fazi ristu (Wassarman, 1988).

Jakmile je oocyt obklopen dvéma a vice vrstvami folikularnich bunék, hovotime
o tzv. sekunddrnim, téz preantralnim, folikulu. V této fazi folikulogeneze podstupuji oocyty
nejrozsahlejsi ristové zmény. V prostoru mezi oocytem a folikularnimi bunikami se tvoii zona
pellucida (Wassarman, 1988).

Granulozni buniky se naddle mnoZzi a kolem nich se rozviji vrstva theky z intersticialnich
bun¢k stromatu (Eppig, 2001; Fair, 2003; Hurk et Zhao, 2005; Wassarman, 1988). Az do této
faze se zda byt vyvoj folikulu nezavisly na gonadotropinech (Eppig, 2001; Hafez et Hafez,
2000). Pozdéji se v sekundarnim folikulu zacina objevovat dutina (antrum), kterd se plni
folikularni tekutinou. Signalni drahy, které iniciuji tvorbu antra, nejsou pln€ objasnény.

Ve fazi raného antrdlniho folikulu je folikulogeneze jiz zcela zavisld na
gonadotropinech (Eppig,2001; Hafez et Hafez, 2000). Na gonadotropinech zavisi dalsi
bunétna proliferacea tim schopnost dostatecné produkce estrogeni témito bunkami.
Dostacujici produkce hormonti folikulem pfedurcuje ptitomnost LH-receptorii nutnych pro
ovulaci a luteinizaci folikulu (Hafez et Hafez, 2000).

Antralni folikuly jsou oznacované téz jako tercialni folikuly. V dusledku formovani
antra folikulu lze rozeznat dva typy granuldznich bun¢k: kumularni bunky, které obklopuji
oocyt v misté tzv. vejconosné¢ho hrbolku cumulus oophorus, dale buiikky muralni granulozy,
kterd je blize stény a theky folikulu. Dobie rozvinuté antralni folikuly jsou téZ oznacovany
jako Graafovy folikuly (Eppig, 2001). Do faze Graafova folikulu je v podminkéach in vivo
zasazena konecna faze rlistu oocytu a znovuzahajeni meidzy a nasledné faze zrani oocytu.
Zrani oocytu pokracuje az po prasknuti folikulu a ovulaci oocytu (Yanagimachi, 1988).

V rlstové fazi se praseci oocyty zvétsi prumérné z 30 pm na 120 um a rust oocytu je
témét dokoncen (115 um), kdyz dosahuje folikul velikosti 1,8 mm (Motlik et Fulka, 1986).
Z tohoto pohledu zahrnuje rist sav€ich oocytt dvé riizné faze. V prvni probiha rist oocytu
soucasn¢ s folikulem, ve druhé fazi jiz zistava velikost oocytu konstantni, ale folikul v ristu

pokracuje (Hunter, 2000).

13



2.1.4 Faze zrani

Féze zrani oocytu za¢ind vstupem oogonie do meiotického déleni a preménou v oocyt 1.
fadu, ktery je zablokovan v profazi I. Oocyt v tomto stadiu vstupuje do faze rtstu a tak se tato
faze Casove prolina s fazi zrani.

Vétsina oocytl 1. fadu podléhd atrézii béhem reprodukéniho Zivota samice a jen mala
¢ast znovuzahajuje meiotické déleni. Oocyty I. fadu pokracuji v meidze az tésné pred ovulaci
pohlavné dospélych samic (Hunter, 2000; Wassarman, 1988). Uvolnéni bloku a pokracovani
v meidze je podminéno hormonalnim stimulem. Praseci oocyty in vivo dokoncuji 1. meiotické
déleni asi 36 — 40 hodin po vzristu hladiny gonadotropinit v krevni plazmé
(Wassarman, 1988; Hunter, 2000). Celkem trva jaderné zrani u prasat 44 — 48 hod. hodin,
u kravy a ovce cca 24 hodin a u koni 36 hodin (Hurk ez Zhao, 2005).

Zrani oocytl spociva ve zménach chromatinu, jaderném zrani, a zménach cytoplazmy,
cytoplazmatickém zréni. Dostatecnd kvalita jaderného i cytoplazmatického zrani predurcuje

meiotickou kompetenci oocytu (Fulka et al., 1998).

Faze zrani - jaderné zrani

Meioza je proces, pii kterém diploidni prekurzory gamet (spermii ¢i vaji¢ek) snizi sviij
pocet chromozomil na polovinu. Sestava ze dvou naslednych déleni. V prvnim meiotickém
déleni (meidza I, heterotypické dé¢leni) se od sebe oddéluji dvojice chromozomii.
Bezprosttedné po meidze I, tedy bez syntézy DNA (S faze), nastava druhé meiotické déleni
(meidza II, homeotypické dé¢leni). Sledem meidzy I a II vznikaji haploidni gamety
(Eppig, 1993; Kishimoto, 2003; Mehlmann ,2005; Whitaker, 1996).

Profaze 1. meiotického d€leni se ¢leni na nékolik stadii: leptotene, zygotene, pachytene,
diplotene a diakineze. Kazda faze je charakteristickd riznym uspofadanim chromozomu
(Fair, 2003).

Vsechny procesy, které jsou charakteristické pro meidzu, se objevuji v prubéhu meidzy I:

1. Béhem profaze I se na chromozomech objevuji synapse (bivalenty) a chiazmata.
Synapse je proces, kdy se ksobé podélné¢ piikladaji homologické chromozomy
a vytvafi tetrady. Diky této sestavé muze probihat tzv. crossing — over. Ten umoziluje
genetickou rekombinaci, pfi které mize byt ¢ast maternalni chromatidy zaménéna
odpovidajicim fragmentem homologni paternalni chromatidy. Chiazmata jsou mista,
kde doslo ke crossing — overu.

2. 'V metafazi I se formuje metafazni desticka, kde se fadi homologické pary.
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3. Vanafazi I se sesterské chromatidy neoddé€luji, ale zhstavaji spojené¢ a sméiuji ke
stejnému bunéénému polu. K jejich rozdéleni dochazi v meidze II, kterd se velmi

podoba klasické mitéza (Campbell et Reece, 2008; Alberts ef al., 2004).

Sun et al. (2004) klasifikovali na zdkladé¢ kondenzace chromatinu a zmén na jaderné
membrané GV prasecich oocytii do 5 tfid (GV0 — GV4). GVO se vyznacuje zcela viditelnym
jaddrem s jadernou membranou. Ve stddiu GV1 se kolem neporuseného jadra s membranou
zac¢ina formovat kondenzovany chromatin do tvaru kruhu nebo podkovy. V GV2 staddium se
formuje chromatin do nékolika skupin také kolem jaderné membrany. V GV3 se chromatin
kondenzuje do cetnych skupin a vldken po celé nukleoplazmé a ve stadiu GV4 jiz jadro
a jadernd membrdna nejsou patrné, zistavaji pouze skupiny a vldkna kondenzovaného

chromatinu (Sun et al., 2004).

Cytoplazmatické zrani

Kumularni buiiky podporuji zrani oocytu do metafdze II a vyrazné¢ posiluji
cytoplazmatické zrani, které je zodpovédné za schopnost podstoupit normalni oplodnéni
a nasledny embryonalni vyvoj.

Gap junction komunikace mezi kumuldrnimi buiitkami a oocytem je dilezitd pro
regulaci cytoplazmatickych faktorti, vedouci k cytoplazmatickému zrani (Sun er Nagai, 2003).
Kim et al. (1996) uvadi, Ze nedostate¢né cytoplazmatické zrdni narusuje funkci organel
cytoplazmy oocytu fidici vznik prvojader a pdélovych télisek oocytu, a tak mize dochazet
k abnormalnim vyvojovym mechanizmim a niz§imu vyskytu embryonélniho vyvoje.

Jednou z vlastnosti cytoplazmatického zrani u praseCich oocytl, je schopnost aktivovat
nékteré regula¢ni molekuly (Fan et al., 2002).

Proces zrani oocytu je komplexni d&j a vyvrcholenim tady ptipravnych procesi, které

vyusti vytvofenim zralého oocytu v metafazi 2. meiotického déleni schopného oplozeni

a Casné¢ho embryonalniho vyvoje (Fulka et al., 1998; Hyttel et al., 1997).
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Molekuly regulujici meiotické zrani

Cyklicky adenosin monofosfat (cAMP)

Cyklicky adenosin monofosfat (¢cAMP) vznikéd z linearni molekuly ATP a v buikach
plni ulohu tzv. druhého posla. Pfeménu katalyzuje enzym adenylat-cyklaza. Opacny efekt ma
fosfodiesteraza Stépici vazbu cAMP za vzniku AMP (Lodish et al., 2004).

Extracelularni signaly plisobi na receptory spojené s G — proteiny, ty ovlivni aktivitu
adenylat-cyklazy, kterd nasledné¢ zplsobi dramaticky a nahly vzrlst koncentrace cAMP.
Naopak enzym cAMP — fosfodiesteraza rychle §té¢pi cAMP na normalni AMP. Cyklicky AMP
je rozpustny ve vod¢, miize tak prenaset signal k proteinim cytosolu, jadru nebo k membrané.
Utinkem cAMP je obvykle aktivace enzymu cAMP-dependentni proteinkinazy (PKA).
PKA poté fosforyluje mnozstvi dalSich proteinti (Campbell et Reece, 2008; Alberts et al.,
1998).

Uroveti cAMP hraje zasadni roli v meiotickém zrani. Vysoka koncentrace cAMP
v sav€ich oocytech zapficinuje blok meidzy, pravdépodobné prostfednictvim aktivni PKA.
Zmizeni mezibunéénych spoji po LH vIn¢ aktivuje meiotické d€leni tim, Ze jiz neni do
oocytu importovan cAMP z granuloznich bunék. Snizena koncentrace cAMP v oocytu tak
pravdépodobné vede také k inaktivaci drah PKA. Tento model vSak nemusi uplné platit,
protoZze inhibicni U¢inek cAMP muzou zajistovat i jiné faktory a podpofit tak obnoveni
meiozy. U zab Xenopus laevis prostfednictvim progesteronu dochazi ke snizeni cAMP/PKA
(Hurk et Zhao, 2005).

cAMP tvoftici se v granuldznich buiikach je udrZzovan ve vysoké koncentraci v oocytu
diky spojim gap junction, které zprostfedkovavaji jeho ptenos. Tim je zajiStén meioticky blok

oocytl v profazi I, ktery brani znovuzahéjeni meidzy (Heikinheimo et Gibbons, 1998).

M-phase/Maturation Promoting Factor (MPF)

Univerzalni regulator bunééného cyklu, mitdézy i meidzy, u vSech eukaryotickych
organizmli je M-phase/Maturation Promoting Factor (MPF); (Kim et al., 1996;
Madgwick et Jones, 2007; Stojkovic et al., 1999; Ye et al., 2003).

Ditlezitost MPF béhem meiotickho zrani oocytl spoc¢iva vjeho roli pii kondenzaci
chromozomli, GVBD, formaci délicich vietének, metafizich desticek a reorganizaci
cytoskeletu, tj. uspofddani mikrofilament a reorganizaci sit¢ medidlnich filament

(Holzenspies et al., 2009; Hurk et Zhao, 2005; Stojkovic et al., 1999).
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MPF je heterodimer, slozeny ze dvou podjednotek: z cyklinu B; regula¢ni podjednotky
a Cdcl (p34“%?), nékdy oznaGované jako Cdc2; katalytické podjednotky (Jones, 2004),
ktery ma klicovy vyznam pii meiotickém zrani (Stojkovic et al., 1999). V meioticky
nekompetentnich mysich a prasegich oocytech je p34°*“? piitomna na velmi nizké urovni, jeji
koncentrace se zvysi ndhle na konci ristu. Ziskani meiotické kompetence je spojeno se
zvySenim koncentrace p34 na konci ristu oocytu, ale nezbytné je rovnéz ucinnd aktivace této
kinadzy (Motlik et al., 1997).

Cykliny nemaji Zadnou enzymovou aktivitu, ale jejich navazani na kindzy bunécného
cyklu je nezbytné k enzymové aktivit¢ téchto kindz. Kindzy systému regulace bunécného
cyklu se proto nazyvaji cyklin — dependentni proteinkinazy, neboli Cdc. Koncentrace cyklint
se v prub¢hu bunééného cyklu cyklicky méni, na rozdil od Cdc, jejichZ koncentrace zlstava
konstantni (Alberts et al., 1998).

Existuji tfi typy cyklinu B (Bl, B2 a B3), u savci je pravdépodobné primarné
zodpovédny za Cinnost MPF cyklin B1. Zapnuti MPF ve vSech buiikach podléha dalSim
regula¢nim ¢innostem. Kinazy Weel/Mytl zplsobuji inhibi¢ni fosforylaci Cdkl na Thr14
a Tyrl15 (vznika neaktivni MPF, tzv. pre-MPF). Aby z pre-MPF vznikla aktivni MPF,

je nutnd aktivacni defosforylace na stejnych mistech Cdcl pomoci fosfatazy Cdc25
(Jones, 2004; Liang et al., 2007; Ye et al., 2003) a fosforylace Thr161 proteinkindzou
oznacovanou jako kindza aktivujici cdc (Cdc — activating - kinase); (Stojkovic et al., 1999;
Whitaker, 1996). Proto miize byt aktivace MPF zpiisobena pfimou aktivaci Cdc2, udrzovanim
rovnovahy mezi cdc25¢ a Mytl, nebo obojim. Vétsina Cdc2 v oocytu je monomerni, pouze
asi 10 % Cdc2 je spojeno s cyklinem B v pre-MPF. Dal§im mechanizmem aktivace MPF
muze byt syntéza cyklinu B de novo. Ten po navazani aktivuje Cdc2, kterd je jiz
fosforylovana na Thr161, a tak mlze generovat prahovou uroven aktivity Cdc2, schopnou
vyvolat autoamplifikaci MPF. Je také zndmo, ze polo-like kindzal (Plkl) je schopna
fosforylovat a tim aktivovat cdc25c, coz vede k defosforylaci Cdc2 a aktivaci MPF
(Liang et al., 2007). Mytl ma nejvétsi inhibi¢ni ucinek a nachdzi se v membranach Golgiho
aparatu (GA) a endoplazmatickém retikulu (ER); (Moitra et Sahu, 2010).

Zrani oocytu je charakteristické dvoji kulminaci koncentrace aktivni MPF. Vzestup
nastava v dobé obnoveni meiotického déleni, GVBD a prudce stoupd do MI, kdy postupné
klesd béhem ptechodu anafize/telofaze 1. Druhy vrchol nastavd béhem meiotického bloku
v metafdzi II. Navzdory deaktivace béhem intervalu mezi dvéma vrcholy zlstava aktivita
MPF udrzovana na pomérn¢ vysoké urovni. Tato trvald aktivita MPF je pravdépodobné

dalezita pro inhibici replikace DNA, ¢imz je umoznéno redukcéni d€leni pohlavni bunky
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(Heikinheimo et Gibbons, 1998; Shimada et al., 2002; Sun et Nagai, 2003). Aktivita MPF
je udrzovana pomoci CSF, ktery sestava z Mos, MAPK a p90** (Alberio, 2001).

Jakmile je MPF jednou aktivovand, mize aktivovat dal$i dosud neaktivni pre—-MPF.
Tato pozitivni zpétna vazba je vlastni pti¢inou nahlého prudkého nariistu aktivity MPF, ktera
rychle tidi vstup buiiky do M — faze (Alberts et al., 1998).

Schmitt ez Nebrada (2002) uvadi, ze dulezitou vlastnosti meiotického zrani je rozsahly
systém zpétnovazebné signalizace, kterd je zodpovédna za vznik reakce ,,vSechno nebo nic*,
coz ma zajistit dokonfeni meiotického déleni. Pravé tyto zpétné vazby zpisobuji,
ze je obtizné urcit potradi udalosti v signalnich kaskadach, protoze i malé tirovné aktivni MPF
sta¢i k aktivaci vétSiny zucastnénych drah pii meiotickém zrani oocytl. Malé mnozstvi
aktivniho MPF mize vyvolat aktivaci cdc25c¢ a deaktivaci Mytl, ¢imz se vytvaii pozitivni
zpétna vazba (Liang et al., 2007).

Pro uvolnéni druhého meiotického bloku z metafaze II je nutna degradace cyklinu B,
¢imz dochazi k deaktivaci MPF. Této degradace se ucastni proteinovy komplex Anaphase
Promoting Complex/Cyclosome (APC/C), ktery ubikvitinuje cyklin B, ktery je nasledné
degradovan v proteasomu 26S (Fan et al., 2002; Jones, 2005).

Mitogen—Activated Protein Kinase (MAPK)

MAPK je vSudypfitomna serin/treonin protein-kindza regulujici bunécnou proliferaci.
V savcich oocytech jsou zndmy dvé izoformy této proteinkindzy, ERK1 (p44) a ERK2 (p42);
(Fan et al., 2002; Pelech, 2006).

Aktivace a funkce MAPK zahrnuje komplex kaskad, béhem nichz dochazi k tadé
fosforylaci proteini (Liang et al., 2007; Su et al., 2002). Reguldtorem MAPK je MAPK
kindza (MAPKK, nékdy oznacovana MEK), to spociva ve fosforylaci rezidui (zbytk) serinu
a threoninu (Liang et al., 2007). Samotnda MEK (MAPKK) je aktivovana fosforylaci kindzou
Mos (MAPKK kinaza - MAPKKK), ktera je produktem protoonkogenu ¢ — mos
(Garrington et Johnson, 1999; Choi et al., 1996; Liang et al., 2007). Za regulatory Mos
(MAPKKK) jsou povazovany specifické kindzy a nizkomolekularni GTP — vazajici proteiny
(G — proteiny); (tj. Ras, Rac a Cdc42). V ramci oocytil je doba fungovani Mos odlisna u zab
Xenopus laevis a u savcu, kdy je syntetizovana az po GVBD (viz nize); (Fan et al., 2002;
Garrington ef Johnson,1999; Liang et al., 2007). Dulezitou funkci Mos je potlaceni S faze po
meioze I (Gross et al., 2000).

Aktivace signalni kaskddy MAPKKK - MAPKK - MAPK je zprostiedkovana

rustovymi faktory, hormony a cytokiny. DalSim spoustécim systémem této kaskady muize byt
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bunécny stres, vcéetné ozafeni, tepelny Sok, osmotickd nerovnovaha, poskozeni DNA
a bakterialni metabolity V reakci na tyto podnéty fidi MAPK expresi genl, metabolizmus,

funkce cytoskeletu a ma i dalsi regulacni ¢innosti (Garrington ef Johnson, 1999).

Narozdil od MPF, je doba aktivace MAPK bcéhem meiotického zrani druhové
specifickd, naptiklad v oocytech velkych domacich zvitat se MAPK aktivuje souc¢asné nebo
tésn¢ po GVBD, u mysich oocyti aZ po GVBD (Hurk ef Zhao, 2005). To mize znamenat,
ze ¢innost MAPK neni u savct nutné pro aktivaci MPF a GVBD (Fan et al., 2002). Spontanni
obnoveni meiozy neni zavislé na MAPK (Motola et al., 2008). Naopak u zab rodu Xenopus
byla MAPK aktivovand jiz pred GVBD, tedy pro obnoveni meidzy je pravdépodobné
nezbytna. Na uplné aktivaci MAPK kolem GVBD se podili MPF (Fan ef al., 2002).

MAPK ma cetné molekularni cile, které jsou umistény v jadfe i cytoplazmé, vcetné
proteinu tvorici cytoskelet (Hurk et al., 2005). Jednou z funkci MAPK je zabranit inhibi¢ni
fosforylaci Cdc2 (Fan et al., 2002; Whitaker, 1996). Dale u vSech zivoc¢isnych druht MAPK
vykonava pozitivni zpétnou vazbu na translaci cyklinu B, coz je jeden z mechanizmii, kterym
pomaha pfii aktivaci MPF v oocytech. Navic kdyZ se nakumuluje Mos nad prahovou troven,

kterd aktivuje MAPK, vede to téz k aktivaci MPF. K tomu dochazi patrné prosttednictvim

ORSk ORSk

aktivace p9 (ribosomal protein S6 kinase), jednim ze substrati MAPK. Aktivaci p9
dochazi k inaktivaci Mytl, negativniho regulatora MPF. Timto mechanizmem MAPK
podporuje aktivaci MPF a pokracovani v meiéze I. MAPK je aktivovdna kolem ptechodu
G2/M faze meiodzy (Fan et al., 2002; Gross et al., 2000; Choi et al., 1996; Liang et al., 2007).
MAPK hraje, podobn¢ jako MPF, stéZejni roli v meiotickém zrani oocyta (Fan et al., 2002).

Obnoveni meiotického zrdni oocytd je spojeno sreorganizaci z interfdznich
mikrotubulti na metafdzni konfiguraci. MAPK fosforyluje struktury MTOC (mikrotubuly
organizujici centra) a tim zvySuje potencial pfi organizaci délicitho vieténka
(Fan et al., 2002; Hurk et Zhao, 2005; Whitaker, 1996). Fan et al. (2002) uvadi, Ze utvaieni
déliciho vieténka funguje jako kontrolni bod bunééného cyklu. Pokud je totiz délici vieténko
Spatn¢ utvarené, dokaze udrzovat aktivitu MPF. V disledku toho buiika nemiize vstoupit
do anafaze. A¢ je MAPK hlavni organizator déliciho vieténka, neni jesté presné dolozeno, zda
délici vieténko takto reguluje aktivaci MAPK ve zpétnovazebné reakci.

MAPK se podili na organizaci a udrZovani metafazniho dé€liciho vieténka v oocytech,
kondenzaci chromozomil, a to i kdyz je inhibovana aktivita MPF. Déle se podili na emisi
polového téliska, kdy je lokalizovand na cytokinetickém prstenci (Fan et al., 2002;

Hurk et Zhao, 2005).
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Béhem zrani oocytl je velice dilezitd &innost Mos/MAPK/ p90™ pii udrzovani
2. bloku meidzy v MII, jedna se o tzv. cytostaticky faktor (CSF), ktery udrzuje aktivitu MPF
(Alberio, 2001; Fan et al., 2002; Fan et al., 2002; Hurk et Zhao, 2005; Choi et al., 1996).

lonty Ca" aK"

Vapnikové ionty Ca*" funguje v buitkach jako druhy posel a signalni molekula. Buiika
udrzuje v cytosolu nizkou koncentraci Ca** ionti aktivnim odéerpavanim do extracelularniho
prostoru nebo translokaci do organel, jako je endoplazmatické retikulum (ER) nebo
mitochondrie (Alberts et al., 2002). Zvysena a pulzujici koncentrace Ca®” iontl v cytosolu
reguluje v somatickych bunkach mnoho fyziologickych procest, véetné bunééného deleni
(Lodish et al., 2004). Znovuzahajeni meiozy I a jeji pokratovani je zavislé na regulaci Ca**
ionty. Exocytéza kortikalnich granuli (CG) a emise polového téliska je rovnéz zavisla
na signalizaci Ca®" ionty (Fan ef al, 2003).

Pro fyziologickou funkci Ca®" je nutny protein kalmodulin. Kalmodulin po jejich
navazani Ca’" zméni konformaci a navaze se na dal§i proteiny (nejéastdji proteinkinazy
a fosfatazy), které aktivuje nebo deaktivuje. Dulezitou cilovou kindzou kalmodulinu je
kalmodulin-dependentni kinaza II, CaMKII (Campbell et Reece, 2008; Alberts et al., 1998).

Do signalizace Ca”" ionty jsou zapojeny také dalii druzi poslové, jako inositol-trisfofat
(IP3) a diacylglycerol (DAG). Za uvoliovani téchto signdlnich molekul je odpovédna
fosfolipaza C (PLC), kterd je $tépi membranové fosfolipidy (Lodish et al., 2004). DAG
setrvava v plazmatické membran¢, kde napomaha aktivaci proteinkinazy C (PKC), IP3 se
vaze na receptory ER a piHmo otevira Ca’’-kanaly spojené s IP3-receptory
(Alberts et al., 2002). Dal§imi receptory spojenymi s Ca>"-kanaly jsou ryanodinové receptory
(RyR) otevirané Ca>" uvolnénym po signalizaci IP3 a uvoliiujici velké mnozstvi Ca*"-iontd
(Marks, 1996; Louvet et Collin, 2005). Dalim typem Ca”**-kanal@i jsou kanaly otevirané
zménou elektrického napéti. Tyto kanaly jsou piitomné v somatickych buiikach i oocytech
(Yoshida, 1997; Canti et al., 2000). V regulaci téchto kanald se uplatituji samotné ionty Ca™",
podjednotky G-proteinu a PKC (Hamid et al., 1999; Kamatchi et al., 2003).

Na piitomnosti Ca®" iontd uvolénych Ca**-kanaly je zavisla aktivita mnoha kin4z, napf.
nekterych izoforem zminéné PKC (Fan et al., 2002; Zhang et O’Neil, 2001; Hurk et Zhao,
2005).

Vedle Ca®" iontd nesou regulatni potencial také K™ ionty. Zména jejich koncentrace

v cytosolu a extracularnim prostoru je odpovédna za zmény membranového potencialu, ktery
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se uplatiiuje v fadé fyziologickych pochodi. K ionty (Lodish et al., 2004). Za zvyseni
koncentrace K'-iontii v cytoplasmé jsou odpovédné draselné kanaly. Tyto kanaly jsou
selektivni a umoziuji prostup pouze K iontii. (Albert et al., 2002).

Kanaly sestavaji z proteint Kir6, tvoticich pér, a receptorovych proteint sulfonylurey,
ktera ma vysokou afinitu k molekuldm ATP (Komersova et Sechser, 2002;
Nicholson et Calvert, 2010; Calvert ef al., 2010). Otevieni draselnych kandlt (Karp-kanall)
je tak mozné pouze po navazani molekuly ATP. Na otevirani kanala se podili mnohé signélni
molekuly, které mohou byt v butice produkovany endogenné. Regula¢ni molekuly mohou byt
také exogenniho ptivodu a na Karp-kanaly uvniti buniky plsobi prostiednictvim receptori
na cytoplazmatické membran¢ bunky. Mezi mozné signalni molekuly Karp-kanala fungujici
jako druzi poslové v cytosolu buniky patii také nékteré plynné molekuly (Zhao et al., 2001).

Karp-kanaly se vyskytuji v riznych typech somatickych bungk, v sarkolemé svalovych
bun¢k, mitochondrialni a jaderné membrané¢ B-bunék pankreatu, neurontl, srde¢nich myocyti
nebo hepatocytii (Nicholson et Calvert, 2010; Calvert et al., 2010). Katp-kanaly se nachazi
také v oocytech a folikularnich bunikach riznych zivocisnych druhi (Wilbrand et al., 1992;
Honoré et Lazdunski, 1993; Guillemare et al., 1995; Saldana et Véazquez-Cuevas, 2004;
Tammaro et Ashcroft, 2009; Du et al., 2010).

Karp-kanaly ve folikularnich bunkéch oocytii zab rodu Xenopus vyznamné reguluji
proces meiotického zrani. Otevieni Karp-kandli nasledné reguluje vnimavost oocytu
k progesteronu (Wilbrand et al., 1992; Honoré¢ et Lazdunski, 1993; Guillemare et al., 1995;
Saldana et Vazquez-Cuevas, 2004; Tammaro et Ashcroft, 2009).

V oocytech savcil byla rovnéz prokazana exprese proteinit Kapp-kanal. V prasecich

oocytech stadia GV byla detekovana mRNA pro dil¢i proteiny Karp-kanali (Du et al., 2010).

Meioticka kompetence

Pouze pln¢ dorostlé oocyty mohou vystoupit z diplotenniho stadia meidzy I procesem
GVBD a pokrafovat v meidze, tj. v meiotickém zrani. Schopnost pokracovat v meiotickém
zrani a dosdhnout MII se nazyva meiotickd kompetence, kterou musi oocyt ziskat pied
vstupem do faze zrani, tj. béhem ristu.

PIng vzrostly oocyt u prasat dosahuje velikosti 120 um (Motlik et al., 1984). U plné
vzrostlého prase¢iho oocytu pozorujeme plné vyvinuté jadro, které se oznacuje jako
zérodecny vacek (GV — germinal vesicle). V pribéhu obnoveni meidzy dochdzi
k charakteristickému rozpadu GV (GVBD- germinal vesicle breakdown), nékdy také

oznacovany jako rozpad jaderné membrany (NEB - nuclear envelope breakdown). Druhy blok
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meidzy nastava pii dosahnuti metafaze II. Uplné dokonéeni meidzy nastavd po oplozeni
¢1 partenogenetické aktivaci oocytu (Fan et al., 2002; Fan et Sun, 2004; Moitra et Sahu,
2010).

Motlik et al. (1984) provadéli studii, ve které sledovali schopnost pokracovat
v meiotickém zrani (tj. GVBD), resp. dokonceni MII faze, u prasecich oocytli, ve vztahu
k jejich velikosti a velikosti antralnich folikuli. Oocyty byly rozdéleny do 4 tfid podle
velikosti antralnich folikuld, ze kterych byly ziskany: skupina A (0,3 — 0,7 mm) zlstala po 24
h kultivaci ve vice nez v 80 % ptipadi ve stadiu GV. Skupina B (0,8 — 1,6 mm) podstoupila
GVBD z 66 %, skupina C (1,7 — 2,2 mm) z 94,4 % a skupina D (3 — 5 mm) podstoupila
GVBD ze 100 %. Po 48 h kultivaci dosdhla skupina A (do 0,7 mm) pouze 4 % do faze MI.
Po této dobé dosédhla skupina B (do 1,6 mm) MI v 23 % a MIl v 17, 3 % pitipadi, skupina C
(do 2,2 mm) a D (nad 3 mm) dosahla vydéleni 1. pdlového téliska z50 a 76 %
(Motlik et al., 1984).
Fulka et al (1998) uvadi, Ze nez oocyty ziskaji uplnou meiotickou kompetenci na konci
rustové faze, prochazeji oocyty prechodnou fazi, kterd se oznacuje jako ¢astecnd meioticka
kompetence, kdy po kultivaci in vitro dosahuji oocyty pouze do stadia metafaze I (MI).
GVBD je in vivo zahajeno bud’ preovulacni vinou gonadotropinii, anebo degeneraci folikulu
(Eppig, 1993). Ackoliv vyjmuti oocytll z antralnich folikuli k spontanni GVBD vede,
vyjmuti oocytil z preantralnich folikuli nikoliv (Eppig, 1993). V reakci na preovulacni vinu
LH a signaly z intrafolikuldrniho prostfedi oocytu dochéazi k obnoveni meidzy u savcich
oocytli. Kromé GVBD to souvisi s mnoha riznymi ultrastrukturdlnimi zménami jako je
kondenzace chromozomil, vydéleni 1. pélového téliska a 2. blok meidzy v MII. Aby vsak
mohl plné dorostly oocyt pokracovat za M I, musi dojit k preruseni spoji gap junction, a tedy
omezeni vlivu inhibi¢niho U¢inku cAMP a dalSich molekul. To se d&e v procesu
tzv. ,,expanze kumulu®, kdy v disledku preovulacni vilny gonadotropinii zacnou kumularni
buiikky produkovat kyselinu hyaluronovou. Expanze ¢i téZ mucifikace kumulu je dulezita
nejen pro znovuzahdjeni meidzy, ale jelikoz hraje dilezitou ulohu pfi ovulaci a pfi oplozeni,
je expanze kumulu nezbytna v podminkach in vivo pro uplné dokonceni meiozy. Na regulaci
meiotického zrani se podileji molekuly, které byly nasyntetizovany jiz v dob¢€ rastu oocytu.
Jedna se o kaskadu signalnich molekul jako je MPF, CSF a dalsi, které ucinkuji na zakladé
fosforylace/defosforylace a které pifimo ¢i nepifimo fidi meiotické zrani (popsané v kapitole

,Hlavni molekuly regulujici meiotické zrani*); ( Eppig, 1993; Fan et al., 2002; Fan et Sun,
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2003; Kishimoto, 2003; Motlik et al., 1986; Stojkovic et al., 1999; Tanghe et al., 2002;
Wassarmann, 1988; Whitaker, 1996).

Na meiotickou kompetenci oocytli navazuje kompetence vyvojova, kterd umoznuje
vyvoj zygoty az do stadia blastocysty. Tuto schopnost ziskavaji oocyty jiz béhem ristové faze
a dale béhem cytoplazmatického zrani. BEhem konecného zrani oocytu dochézi mj. k nartstu
lipidovych granuli, které piedstavuji energetickou slozku az do stadia blastocysty. Pouze zralé

oocyty maji po aktivaci schopnost zahajit embryonalni vyvoj (Hyttel et al., 1997).
yty maji p P ] ry yvoj (Hy

2.2 ProdlouZena kultivace a starnuti oocyti

Meiotické zrani oocytl je zastaveno v metafazi 2. meiotického d¢leni, kterou
oznacujeme za 2. meioticky blok. Takovy oocyt je pfeduréen k oplozeni spermii
(Wassarman, 1988).

Pokud nedojde k oplozeni a oocyty jsou dale vystaveny tzv. prodlouzené kultivaci,
podléhaji biochemickym a morfologickym zméndm souhrnné oznaCované jako starnuti
(Kikuchi et al., 2000). Starnouci oocyty mohou prolomit 2. meioticky blok a podlehnout
spontanni partenogenetické aktivaci. Ostatni oocyty podléhaji programované bunééné smrti,
popt. Iyze. Cast oocytl ziistava intaktni ve stadiu metafaze II (Petrova et al., 2004; 2005;
2009).

Starnouci oocyty podléhaji spontanni partenogenezi az v 45 % ptipadl (Petrova et al.,
2004). Po oplozeni in vivo, popt. v in vitro podminkach, zptisobuje aktivaci oocytu spermie.
Aktivaci lze také vyvolat n€kterymi chemickymi latkami nebo fyzikalnimi stimuly. Aktivace
oocytu spermii, spontanni partenogenezi ¢i umélou aktivaci ma za nasledek vzestup
koncentrace Ca** v cytosolu oocytu (Jolliff et Prather, 1997; Ozil, 1990; Petr et al., 2007,
Prochazka et al., 1992).

Spontanni partenogeneticka aktivace

V disledku vétsiho mnozstvi faktorti dulezitych pro mitotické d€leni a embryonalni
vyvoj miize dojit ke spontdnni partenogenetické aktivaci oocytu bez penetrace spermie
(Tatemoto et al., 2000; Miao et al., 2009).

U oocytd, které podstoupily partenogenetickou aktivaci, je mozné pozorovat rizné
uspotradani prvojader a polovych télisek. Lze tak rozliSit partenogeneticky aktivované oocyty
a vzniklé zygoty na diploidni a haploidni. Za diploidni povazujeme takové zygoty,

které vydélilo pouze 1. polové télisko a vytvofilo dvé prvojadra. Za haploidni zygotu
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oznacujeme takové, které vyd¢lilo dvé polové téliska a utvotilo jedno prvojadro. Zastoupeni
diploidnich zygot je nepatrné cetnéjSi nez zygot haploidnich (47 versus 38 %);
(Petrova et al., 2004).

Mimo zminénych uspotradani prvojader a pdlovych télisek jsou pozorovany dalsi formy,
prvojadrem, které predstavujici diploidni formu vzniklou syngamii prvojader ¢i dasledkem
pifimé dekondenzace chromozomil v metafazni desti¢ce s nefunkénim meiotickym vieténkem.
Dalsi pozorovanou konfiguraci jsou oocyty s vice nez dvéma prvojadry, kterda mohou vznikat
prerusenim  meiotického  vieténka a  naslednym  rozptylenim  chromozomu
(Petrova et al., 2004).

Spontanné partenogeneticky vznikla embrya v podminkach in vitro nasledné podléhaji
mitotickému déleni a vzniku morul. Partenogeneticka embrya se zainaji délit s nejvyssi
intenzitou 3. den kultivace, kdy obvykle dosahuji 2—bunécného stadia. Méné oocytti dosahne
za stejnou dobu 4-bunécného stadia a jen vyjimeéné 8-bunéné moruly
(Petrova et al., 2004).

Prase¢i embrya vznikld partenogenetickou aktivaci jsou schopna dosdhnout stadia
blastocysty (Abeydeera, 2002). Sav¢i embrya vSak nejsou schopna pokracovat v dal§im
embryondlnim vyvoji. Za nepfitomnosti samc¢iho prvojadra dochazi k nedostate¢nému vyvoji
trofoblastu, naopak samici prvojadro je nezbytné pro plnohodnotny vyvoj embryoblastu

(Hall, 1990).

Aktivace spermii

Pti oplozeni ptfindsi do oocytu aktivacni stimul spermie (Yanagimachi, 1988). Po fuzi
spermie a oocytu dochazi k prechodnému dramatickému nartstu intraceluldrni koncentrace
Ca”" iontu. Nasledné pulzy Ca**-koncentrace se vyskytuji v celé cytoplazmé oocytu a osciluji
v pravidelnych intervalech po dobu nejméné 4 hod po oplozeni (Miyazaki, 2006; Ozil, 1990).
Zvyseni Ca®" iontd je kli¢ovy signal pro d&e nasledujici po aktivaci oocytu vedouci
k potlaceni uc¢inku MPF a MAPK, faktori udrzujicich 2. meioticky blok. To je podminkou
pro mitotické déleni vzniklé zygoty (Abbott et al., 1998).

Pti aktivaci oocytu spermii hraje nezbytnou ulohu kalmodulin-dependentni kinaza II
(CaMKII); (Tatone et al., 2002). CaMKII je serin/threonin protein-kinazou, kterd je
aktivovana Ca®" a kalmodulinem. CaMKII je regulator meiotického bun&&ného cyklu
a formace déliciho vieténka jiz béhem zrani oocytu. Jeji u¢inek spociva v regulaci Cinnosti

MPFE, MAPK a p90™* b&hem meiotického zrani (Fan et al., 2003). Zvy3eni hladiny Ca**
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a aktivace CaMKII v cytosolu oocytu po oplozeni zplsobujici inaktivaci CSF a umoziiuje
dokoncit meidzu u oocytl ve stddiu MII. Oscilace vapniku po penetraci spermii do oocytu je
schopna vyvyolat degradaci cyklinu B aktivaci APC/C (Jones, 2005; Santella et al., 2004).

V dasledku aktivace oocytu a vzestupu intracelularni koncentrace Ca*" dale dochazi
k exocytoze kortikalnich granul, zménam zony pellucidy, znovuzahajeni meidzy, vydéleni 2.
polového téliska, nasledné k dekondenzaci chromozom, formovani prvojader, syntéze DNA

a ryhovani vzniklé zygoty (Abbott ef al., 1998; Jolliff ef Prather, 1997; Vincent et al., 1992).

Uméla aktivace

Razné postupy umélé aktivace oocytl jsou zalozené na principu zvySeni koncentrace
Ca*" ionti v cytosolu, i bez primiku spermie do oocytu. Mezi aktivaéni latky tak patii donory
Ca®" iontii kalcium-ionofory (Wang et al., 1998), etanol (Yi e Park, 2005) nebo stroncium
(Krivokharchenko et al., 2003). U prase¢ich oocyti mize byt silnym aktivacnim stimulem
inhibice nékterych protein-kindz, kdy nedochazi k zvyseni hladiny vapniku v oocytu. K tomu
muze byt pouZzit 6-dimethyl aminopurin (Jilek ez al., 2001). Dal$i zpisob nabizi kombinace
metod umélé aktivace, kdy dochazi k inhibici protein-kindz i ke zvySeni hladiny vapniku
v oocytu (Jilek et al., 2001). Partenogenetickou aktivaci lze rovnéz vyvolat donory NO.
V takovém ptipad¢ ale nedochédzi k exocytéze CG a nedostatené je také nasledné déleni
embryi (Petr ef al., 2005). Zvoleny zplsob aktivace se tak odraZi nejen v Uspésnosti aktivace

oocytl, ale také v uspésnosti nasledného embryonalniho vyvoje.

2.3 Gasotransmitery

Gasotransmitery jsou plynné molekuly, které jsou uvoliovany endogenné
ve fyziologickych koncentracich a plni ulohu pfenasecti bunééného signalu (Pae et al., 2009).
Exogenni plvod téchto plyni mé& vbéznych koncentracich uc€inek patologicky
(Beauchamp et al., 1984; Olson, 2011). V soucasné dob¢ byl studovan v riiznych zivocisnych
tkanich vliv fady plynnych molekul. Mezi tyto gasotrasmitery patii NO, CO a H,S
(Wang, 2002). Lze piredpokladat, ze tyto gasotransmitery disponuji silnym regulacnim
potencidlem také v meiotickém zrani oocytl savci.

Protoze jsou malé molekuly gasotransmiteri schopny prostupovat cytoplazmatickou
membranou, nevyzaduje jejich signalizace membranové receptory (Zhao et al., 2001;

Wang, 2002; Pae et al., 2009). Gasotransmitery maji specifické bunécné a molekulérni cile.
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Ve svém ucinku casto vzajemné spolupracuji na raznych urovnich. Jejich uloha byla
potvrzena naptiklad v regulaci vaskuldrni homeostazi, ve funkci v centralni nervové soustave
a pfi zanétu. Maji vyznamnou ulohu napt. v kontrole napéti hladké svaloviny cévni stény,
regulaci zé&nétlivych procest, ovliviiuji nervovy pienos a mnozstvi dalSich pochoda
v organismu (Pae et al., 2009).

Proto se v soucasné dob¢ rozviji sili vyuzit téchto mechanismt ve farmacii pro vyrobu
novych 1€ki, které by napodobovaly jeho U¢inky nebo naopak blokovaly jeho biosyntézu
(Li et Moore, 2008; Olson et al., 2011).

Gasotransmitery jsou endogenn¢ uvolnovany podle potifeby organismu. Za uvolnéni
gasotrasmiterl jsou zodpovédné enzymy, uvoliiyjici tyto plynné molekuly z aminokyselin
bilkovin. Specifické enzymy nabyvaji fady izoforem a jsou exprimovany v riznych tkanich
podle potieby organizmu (Wang, 2002).

Po uvolnéni jsou gasotrasmitery rychle degradovany v iadech minut nebo dokonce

vtefin (Wang, 2002).

2.3.1 Oxid dusnaty

Mezi gasotransmitery patii oxid dusnaty (NO). U&inek NO byl objasnén na tkani
kardiovaskularniho syst¢ému. NO je enzymaticky uvoliiovan z aminokyseliny L-argininu
(Furchgott et al., 1992).

NO v organizmu piisobi jako signalni molekula pro signalni drahy cévni, svalové
a reprodukeni soustavy (Rosselli et al., 1998).

Utinek NO v oocytech spo¢iva v regulaci meiotického zrani. V oocytech hlodavci je
NO dulezity pro rozpad zarode¢ného vacku (GVBD) a v pfechodu z anafaze do telofaze
1. meiotického dé€leni (Huo et al., 1992; Nakamura et al., 2002).

Uvolnovani NO katalyzuji enzymy NO-syntazy, oznaCované jako NOS. Tyto enzymy
nabyvaji v zivocisSnych tkénich tfi izoforem pojmenovanych podle mista jejich prvniho
objevu. Tyto izoformy NOS pochazeji ze tii rtiznych gent. RozliSujeme tak neuronovou
nNOS exprimovanou v centralni a periferni nervové soustavé, endotelovou eNOS
a indukovatelnou iNOS (Jablonka-Shariff et Olson, 1998: Nakamura et al., 2002). VSechny

izoformy NOS pfeméiuji aminokyselinu L - arginin na oxid dusnaty (NO) a L - citrulin.
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eNOS se uplatiiuje zejména v endotelovych buikach. Fyziologicky ucinek eNOS
spocivad v uvolnéni NO z L-argininu v endotelu cév. Vznikly NO poté aktivuje solubilni
guanylat-cyklazu (sGC) v cilovych tkanich, jako je hladka svalovina (Palmer et al., 1992).
Aktivace sGC vede ksyntéze cyklického 3', 5' — guanosinmonofosfatu (cGMP), ktery
reguluje vasodilataci a pfenos nervového vzruchu (Palmer et al., 1992; Krumenacker et al.,
2004).

INOS je pfitomnd ve vétSiné¢ tkdni organismu. Exprese této izoformy pievazuje
v makrofazich pii zanétlivych procesech ( Gadalla et Snyder, 2010).

nNOS a eNOS jsou enzymy aktivované vapnikem a kalmodulinem (Bredt et Snyder,
1989 in Gadalla er Snyder, 2010). Naproti tomu iNOS uplatiiovana pii zan&tu neni Ca”'-
dependentni ( Cho et al. 1992; Lowenstein et al. 1992, 1993 in Gadalla et Snyder, 2010).
Uplatnéni nachéazi izoformy NOS také v praseCich oocytech béhem meiotického zrani v

in vitro podminkach (Chmelikova et al., 2010).

2.3.2 Oxid uhelnaty

Uloha CO spoéiva v podobnych fyziologickych uéincich jako NO. Bylo prokazano,
ze CO inhibuje agregaci krevnich desticek, aktivuje sGC a sehrdva ulohu pfi pienosu
nervovych vzruchii. CO je vyznamny pro kontrolu cévniho tonusu. CO v sav€ich tkédnich
vznikd degradaci hemu na CO a biliverdin (Sammut et al., 2009). Tuto reakci katalyzuji dvé
izoformy hem oxygenazy (HO), HO-1 a HO-2. Ob¢ izoformy HO pochézeji z odlisnych genti
(Maines, 1988). HO-1 je inducibilni enzym, ktery je obsazen v jatrech, ledvinach a slezing,
v organech  zajiStujicich  degradaci Cervenych krvinek a  katabolismus hemu
(Poss et Tonegawa, 1997). HO-2 je lokalizovand v neuronech a endotelialni vrstvé cév. Tento
enzym je aktivovan vapenatymi kationty a kalmodulinem, stejné jako nNOS a eNOS (Verma
et al., 1993; Zakhary et al., 1996; Boehning et al., 2004 in Gadalla et Snyder, 2010).
Nové prace rozeznavaji dalsi izoformu hem oxygenazy, HO-3. Ta je ale mén¢ efektivni nez

HO-1 a HO-2 (Calvert et al., 2010).

2.3.3 Sulfan

H;,S je bezbarvy plyn Stiplavého zapachu. Obecné je znamy jako prudce jedovaty plyn,

ktery ve vétSich davkach zpiisobuje smrtelné otravy. Toxické U¢inky H,S se projevuji
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nejvyraznéji v centralni  nervové  soustavé a  selhdnim  dychaci  soustavy
(Beauchamp et al., 1984; Starka, 2010).

Ve fyziologickych koncentracich je H,S uvolilovan z aminokyseliny L-cysteinu.
Kendogenni  produkci H,S dochdzi témét ve vSech orgdnech  zivocicht
(Gadalla et Snyder, 2010). H,S byl tak detekovan v mozku, neuronech, cévach,
kardiomyocytech a pankreatickych B-bunikdch. H,S se v téchto bunkach nachdzi zejména
v mitochondriich (Calvert et al., 2010). H,S 1ze nalézt také u mnoha bezobratlych a bakterii
(Li et Moore, 2008).

H,S v organismu je rychle oxidovan na elementarni siru, oxid sifi¢ity (SO;) a sulfaty,
jako je kyselina sirova (H,SO4), nebo miize byt hydrolyzovan na hydrogensulfid (HS') a sirné
ionty (S") (Mancardi et al., 2009). Také sulfan produkovany témito enzymy (stejn¢ jako NO
a CO) neni v organismu pfitomen v podob¢ plynu. H,S se dobie rozpousti ve vod¢ a asi
tfetina ho zlstava ve vodném roztoku nedisociovana, dv¢ tfetiny jsou disociovany na HS
a S”a proton (Starka, 2010). Jeho rozpustnost v lipofilnich rozpoustédlech je pfiblizné
petkrat vétsi nez ve vodé (Lim et al., 2008; Wang, 2002). Proto mize rychle a snadno
difundovat pfes bunééné membrany a podilet se tak na fad¢ fyziologickych funkei.

Mezi hlavni intracelularni cile pro H,S patii Katp kandly, cytochrom c oxiddza
a mnozstvi intracelularnich signalnich molekul, zejména NF-xBa p38 MAPK
(Li et Moore, 2008; Calvert et al., 2010). Od cilovych molekul se odviji u¢inek H,S.
Vasorelaxaéni efekt H,S spociva v pfimé aktivaci Karp kanalti v buitkach hladké svaloviny
cév (Wang, 2003; Tang et al., 2005). Caste¢né dochazi k vasorelaxaci ptimo v endotelialnich
buiikach prostfednictvim prostupu K iontil do buiiky (Zhao et al., 2001).

Byl objasnén kardioprotektivni ucinek H,S, ktery je zprostfedkovan fosforylaci
MAPKI1/2. Fosforylace MAPK nasledné vede k aktivaci PKC a Karp-kanali v bunikach
myokardu (Hu et al., 2008).

Lze ptedpokladat, Zze H,S reguluje aktivaci i dalSich faktori, jako PI3-kindzu
(Hu et al., 2008).

H,S, diky svym chemickym vlastnostem, prostupuje voln¢ pfes biomembrany a své
cilové molekuly ovliviiuje ptimo, bez nutnosti membranovych receptorti nebo druhych posli

(Zhao et al., 2001; Calvert et al., 2010).
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Enzymy uvoliiujici sulfan

Tvorba H,S z cysteinu je katalyzovdna pomoci tii enzymi: cystathionin B-syntazy
(CBS), cystathionin vy-lydzy (CSE) a 3-mercaptopyruvat sulfotransferazy (3MPST);
(Kamoun, 2004). Towicka et Bettowski (2007) uvadi, ze H,S je uvoliiovan pomoci CSE
a CBS za ptitomnosti pyridoxal-5'-fosfat (vitamin B6) jako kofaktoru. Shibuya et al. (2009)
uvadi, Ze 3MPST produkuje H,S z cysteinu v kombinaci s cystein-aminotransferazou (CAT).
Donorem H,S miiZe byt samotny CSE, protoze tento enzym obsahuje 12 cysteinovych zbytkl
(Zhao et al., 2001).

Ezymy uvoliujici endogenni sulfan mohou byt zapojeny do signalnich drah ostatnich
gasotransmiterd. NO ovliviluje expresi CSE a tim produkci H,S v cévnim systému
(Zhao et al., 2001). Naopak sulfan miize ovlivilovat aktivitu hem-oxygenazy, enzymu
odpovédného za uvoliiovani CO (Zhang et al., 2004).

Wang (2002) zjistil, ze v nékterych tkanich, jako jsou jatra a ledviny, je k uvolnéni H,S
zapotiebi obou hlavnich enzymii CBS a CSE soucasné. V jinych tkanich postacuje pouze
jeden zenzyml, jako CBS vmozku neboCSE v kardiovaskularnim systému
(Lim et al., 2008).

Lze predpokladat, ze se jednotlivé enzymy zastupuji, pokud je exprese jednoho z nich
potla¢ena. U hladkosvalovych bunék arterii potkana je ovSem k uvoliiovani H,S zapotiebi
CSE a alterace jinym enzymem byla vylouc¢ena (Zhao et al., 2001).

H,S, jako konecny produkt cysteinového metabolismu, plsobi ucinkem negativni

zpétné vazby na ¢innost zminénych enzymi (Wang, 2002).

Obrazek 1: Metabolizmus H>S (dle Ebrahimkhani ef al., 2005)
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Signalni drahy H,S

Bylo zjisténo, Ze sulfan ovliviiuje lokalizaci a distribuci izoforem PKC
v kardiomyocytech (Pan et al., 2008). Sulfan je schopen regulovat také aktivitu izoforem PKC
v somatickych bunkach (Yong et al., 2008; Hu et al., 2008). Mechanizmus regulace neni
dosud objasnén. Presto je ziejmé, Ze prostiednictvim PKC sulfan ovliviuje také intracelularni
distribuci Ca®" iontii (Pan et al., 2008).

Jak bylo zjisténo u bun€k cévniho systému, sulfan vyvolava otevieni Karp-kanali na
povrchu hladkosvalovych bunék a na membrané jejich mitochondrii. Sulfan tak reguluje
membranovy potencial buniky a je tak prvnim a prozatim jedinym gasotransmiterem, u
kterého byla tato schopnost identifikovdna (Zhao et al., 2001; Calvert et al., 2010). Sulfan
reguluje Karp-kanaly piimo bez potieby receptorit nebo druhych posli (Zhao et al., 2001).
Otevieni Karp-kanalli mize byt také zprosttedkovano aktivaci PKC, na které se sulfan podili
(Hu et al., 2008; Pan et al., 2008; Yong et al., 2008).

Sulfan se prostfednictvim PKC také uplatiiuje na regulaci toku dalSich iontd, jako je
Ca’" a Na* iont, ¢im? mimo jiné ovliviiuje hodnoty membranového potencialu bungk
(Pan et al., 2008).

U somatickych bun¢k bylo rovnéz zjisténo, ze endogenni sulfan se podili na regulaci
stresovych kindz zrodiny MAPK. Fosforylace MAPK nésledné vede k aktivaci PKC
a Karp-kanald v buitkdch myokardu (Hu ez al., 2008).

Sulfan sehravé roli v uvoliiovani dalSich gasotransmiteri. Bylo zjiSténo, ze sulfan je
schopen aktivovat eNOS v myocytech (Yong et al., 2008). Rovnéz uvoliiovani CO je
sulfanem regulovano, protoze sulfan je zprostifedkované schopen ovlivilovat expresi
hemo-oxygenasy 1 (Calvert et al, 2010), faktoru potlacujiciho bunécny stres
(Tanito et al., 2007).

Sulfan se podili na expresi proteinu hsp70 a fady anti-apoptotickych faktord, ¢imz se
také timto zplsobem podili na apoptéze bunck (Calvert et al., 2010). U mySich
kardiomyocytl sulfan potlacuje apoptozu, fragmentaci DNA a aktivitu kaspaz. Rovnéz byl
prokézan ochranny uc¢inek na mitochondrie, jejich funkci a integritu (Elrod et al., 2007).
Sulfan rovnéz olivnuje aktivitu cytochorm ¢ oxidazy (Hu et al., 2008). Lze tedy piedpokladat,

ze sulfan ovliviiuje procesy spojené také s apoptdzou oocyti a kumularnich bun¢k.

Uéinek H. 18 v ZivocliSnych tkanich
Utinek H,S byl studovan v ob&hové soustavé. Bylo prokazano, ze H,S snizuje krevni

tlak, chrani srdce ptred ischémii a reperfuznim poskozenim (Elrod et al., 2007; Tang et al.,
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H,S v Zivo€isnych tkanich. Wang (2002) prokazal, Zze CBS v kardiovaskularnim systému pfi
vytvafeni H,S neméd zidnou roli. Naopak, CSE se zapojuje do produkce H,S
v hladkosvalovych bunkach cév, jako aorta, mezenterické tepny, plicni tepny a portalni zily
(Wang, 2002; Zhao et al., 2001). Exprese enzymi zodpovédnych za uvoliiovani H,S nebyla
prokdzana v endotelidlnich bunikdch cév (Zhao et al., 2001). Vasorelaxacni efekt H,S je
spojen s NO a CO; sulfan vSak nevyvolava vasorelaxaci prostfednictvim aktivace cGMP
(Calvert et al., 2010). Zatimco NO a CO aktivuji pravé cGMP, sulfan plisobi otevienim
Karp-kanali hladkosvalovych bunék arterii. Produkce H,S je stimulovana NO
prostiednictvim zvysSené exprese CSE a lze pfedpokladat, Ze vasorelaxace je regulovana prave
interakci téchto dvou gasotransmiterti (Zhao et al., 2001).

V srde¢nich buitkdch ma endogenni produkce H,S protektivni uc¢inek, ktery spociva
v ochran¢ mitochondridlni funkce a integrity mitochondridlni membrany. Sulfan tak potlacuje
programovanou buné¢nou smrt kardiomyocyti mysi, fragmentaci DNA a aktivitu kaspazy-3
v téchto bunikdch (Elrod ef al., 2007). Sulfan také potlacuje aktivitu cytochorm c oxidazy
(Blackstone et al., 2005).

Sulfan se funkéné podili na indukci dlouhodobé potenciace hippokampu a vyvoji
mozku. Tento efekt zavisi na aktivaci NMDA receptort (receptorti N-methyl D- aspartatové
kyseliny); (Wang, 2002; Kimura et al., 2005). Fyziologické koncentrace H,S v mozkové tkani
byly zjistény v rozmezi 50 — 160 um (Wang, 2002).

Wang (2002) prokézal v nervové tkani potkant transkripci pouze CBS, naopak nebyla
zjisténa transkripce CSE. Zda se byt hlavnim enzymem produkujici sulfan v nervové soustave
CBS.

Utinek H,S v nervové tkani je vysvétlovan dvojim zptisobem: nervové buiiky maji
receptory pro sulfan, které vedou k produkci cAMP; jinym vysvétlenim je pfitomnost
adenylat-cyklazy v téchto buiikach, ktera je aktivovana sulfanem (Kimura, 2000).

H,S endogenniho i exogenniho plvodu ovliviluje sekreci inzulinu. Zatimco exprese
CBS je v bunikach ostritvkt slinivky biiSni konstantni, exprese CSE reaguje na koncentraci
glukoézy v krvi (Taniguchi ef Niki, 2011; Zhu et al., 2011).

CBS a CSE jsou exprimovany také v tukové tkani potkana. H,S v tukové tkani reguluje
lokalni citlivost k inzulinu. Snizena koncentrace HS je spojena s obezitou a diabetem II. typu
(Zhu et al., 2011).

Tang et al. (2010) uvadi, ze H,S inhibuje sekreci inzulinu v pankreatu B-bun¢k a ptisobi

w1
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zanétu poskytli Baskar et Bian (2011). Autofi piipominaji nékteré studie, které hovoii o H,S

-----

-----

Sulfan a reprodukcni soustava

V sam¢im pohlavnim ustroji ma endogenni sulfan potencidlni vliv pfi podpote erekce
pyje. Bylo zjisténo, ze CSE je lokalizovana v trabekularni svalové tkani, hladkosvalovych
bunikach cév a perifernich nervech reprodukcnich organiti, zatimco CBS je lokalizovana
hlavné v trabekularni svalové tkani (Zhu et al., 2011).

Sugiura et al. (2005) se zabyval enzymy tvofici sulfan ve varlatech potkanil
vystavenych stresu. CBS byla zaznamenana predevsim v Leydigovych buiikach, Sertoliho
bunkach a u zarodecnych buné¢k. CSE byla patrna v Sertoliho buiikach a nezralych
zarodecnych bunkach.

CBS a CSE byly rovnéz zjistény v bunkach délohy, vaginy, placenty a plodovych obali,
kde sehravaji dosud neobjasnénou ulohu (Zhu et al., 2011).

Skupina védcii zkoumajici H,S v rznych tkdnich u mysi s vyblokovanym genem pro
CSE zjistili, Ze se snizila hladina H,S v mnoha tkéanich. I pfesto byly mySi plodné a porody
meély fyziologicky pribéh (Yang et al., 2008).

Naopak jiné prace (Wantabe et al., 1995 in Zhu et al., 2011) prezentuji vysledky, kdy
sami¢i potomci po mySich s knock-outovanym genem pro CBS maji sniZenou plodnost,
zatimco samsamci potomstvo je plodné. To dokazuje, ze CBS je dilezZity pro reprodukéni
funkce samic.

Enzym CBS byl lokalizovan ve vajeéniku mys$i a soucasné byla prokdzana intenzivni

exprese ve folikuldrnich bunikach mysich ovarii (Liang et al., 2006).

Sulfan v oocytech

Pritomnost enzymu CBS byla studovana v oocytech mysi, kde jeji pfitomnost nebyla
prokézana. Enzym CBS je vSak exprimovan v kumularnich buiikach. Pfedpoklada se role H,S
jako mediatoru mezi kumuldrnimi buiitkami a oocytem v pribéhu zrani oocytu. Inhibice CBS
a absence H,S vkumularnich bunkach zplsobuje zpomaleni procesu zrani oocytu
v podminkach in vitro. Je zitejmé, ze funkce CBS v procesu zrani oocytd spociva v indukci

GVBD (Liang et al., 2007).
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Mozna uloha CBS v oocytech spociva ve skutecnosti, Ze substratem tohoto enzymu je
homocystein, ktery je ve vySSich koncentracich toxicky. CBS svoji funkci potlacuje
nezadouci akumulaci homocysteinu (Liang et al., 2007).

Existuje ptredpoklad, ze tloha H,S je béhem meiotického zrani oocytl uplatiiovana
prostiednictvim regulace koncentrace cAMP. U oocytl zab Xenopus laevis bylo zjiSténo,
ze fyziologickd koncentrace H,S zvySuje koncentraci cAMP a tim ovliviluje také aktivitu
PKA (Kimura, 2000).

Sulfan reguluje tok iontl pifes cytoplazmatickou membranu oocytl Xenopus laevis.
S otevienim iontovych kandlt, tokem iontl a zménou membranového potencialu je spojen
N-metyl-D-aspartatovy receptor, NMDA receptor (Kelso et al., 1992). Produkce endogenniho
H,S dokaze ovliviiovat pfitomnost tohoto receptoru v cytoplazmatické membrané oocytu
Xenopus laevis. Bylo zjisténo, Ze donor sulfanu NaHS zvySuje senzitivitu NMDA receptort
k ligandim. Existuje pfedpoklad, ze regulace NMDA receptort prostfednictvim H,S probiha
prostiednictvim koncentrace cAMP (Kimura, 2000) a PKC (Kelso ef al., 1992).

Efekt HS jako signalni molekuly studovany na somatickych buikach 1ze ocekavat také

v oocytech savcl. Tim lze z¢asti vysvétlit icinek H,S na meiotické zrani prasecich oocyta.

3. Material a metodika

3.1 Material

K experimentu byly pouZzity prase¢i oocyty. Byly =ziskdny na jatkdch z ovarii
prepubertalnich prasni¢ek neznamého véku. Vajeéniky byly do laboratoie dovezeny do 2 hod.

po odbéru ve fyziologickém roztoku (0,9 % NaCl) pfi teploté 39° C.

Kultivace oocyti

Oocyty byly ziskdny aspiraci ovarialnich folikulti pomoci jehly a injekéni stiikacky. Pro
aspiraci byly vybirany folikuly o priméru 2 az 5 mm. Nasledné¢ byly pod binolupou ze
ziskané folikularni tekutiny selektovany oocyty s neporusenou cytoplazmou a kompaktni
vrstvou kumularnich bunék.

Komplexy oocyti a kumularnich bunék byly kultivovany do metafaze 2. meiotického

déleni (MII) 48 hod. Pro kultivaci bylo pouzito modifikované kultivatni médium M199.
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Kultivace probihala ve sterilnich 4-dilkovych miskach v podminkach tizené atmosféry s 5 %

CO, pfi teploté 39 °C.

Tabulka 3.1. SloZeni kultivacniho meédia

10x koncentrované médium M199' 8 ml
Roztok NaHCO; 3,9 ml
Laktat vapenaty 60,0 g
Pyruvat sodny 25,0 mg
HEPES 150,0 mg
Gentamicin 2,5 mg

'Life Technologies, Skotsko

M¢édium bylo rozpusténo v 50 — 100 ml destilované vody a piefiltrovano do 100 ml
sklenéné banky. Na 20 ml pfipraveného kultivacniho média se ptidalo 200 mg ristovych
protein. Médium bylo pfed pouzitim vytemperovano a vysyceno CO, minimaln¢ po dobu 30
minut v termoboxu se stabilnimi podminkami (39° C se smési 5 % CO; a vzduchu).

Do 1 ml kultivaéniho média bylo kréatce pfed pouzitim ptidano 0,03 ml gonadotropnich

hormont PG600.

Fixace a barveni oocyti
Po 48 hod. kultivace byly oocyty zbaveny kumuldrnich buné¢k opakovanym
protahovanim tenkosténnou pipetou. Oocyty byly fixovany v roztoku ethanolu a kyseliny

octové (3:1) po dobu min. 24 hodin. Nésledovalo barveni chromatinu orceinem.

Tabulka 3.2. Priprava roztoku orceinu pro barveni oocytii.

Orcein’ 20¢g
Citrat sodny 1,0g
Kyselina octova 50 % 100 ml

“Sigma Aldrich, USA

Hodnoceni faze zrani probihalo pomoci svételného mikroskopu (Nikon) s fazovym

kontrastem pii zvétSeni 400x.
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Meiotické zrani oocytli bylo kontrolovano a do vysledkd byly zahrnuty pouze
experimenty,

u kterych dosahla kontrolni skupina v minimalné 85 % ptipadt faze MII.

ProdlouZena kultivace, kultivace embryi

Pro stanoveni vlivu donoru H,S na miru aktivace prasecich oocytll byly pouZity zralé
oocyty ve fazi MII zbavené kumularnich bunék. Oocyty byly vystaveny podminkam
prodlouzené kultivace 24 hod. za stejnych podminek jako in vitro zrani. Do kultivacniho
média byl pfidan donor sulfanu Na,S (0,5 a 1 mM). Oocyty kontrolni skupiny byly
kultivovany v médiu bez donoru sulfanu Na,S. Oocyty byly nasledné aktivovany 25 uM
kalcium-ionoforem A23187 a 2 mM 6-dimethyl aminopurinem (Jilek et al., 2001). Po aktivaci
byly oocyty kultivovany v médiu NCSU23 (Sigma-Aldrich, USA) 24 hod. Oocyty byly
nasledné fixovany roztokem ethanolu a kyseliny octové (3:1) po dobu min. 24 hodin
a barveny orceinem. Byl hodnocen podil aktivovanych oocytl dle pfitomnosti prvojader.

Pro hodnoceni vlivu donoru H,S na ¢asny embryondalni vyvoj byly prase¢i oocyty
aktivovany 25 pM kalcium-ionoforem A23187 a 2 mM 6-dimethyl aminopurinem (Jilek et
al., 2001). Nasledn¢ byly oocyty kultivovany v médiu NCSU23 (Sigma-Aldrich, USA)
po dobu 7 dni. Po 2 dnech kultivace byl vizudlné pod binolupou hodnocen podil oocyta
po aktivaci, které se zacaly ryhovat. Po 7 dnech kultivace byly partenogenetickd embrya
fixovana roztokem ethanolu a kyseliny octové (3:1) po dobu min. 24 hodin a barveny
orceinem. Bylo hodnoceno stadium ¢asného embryonalniho vyvoje; byla rozliSovana 3 stadia

ran¢ho embryondalniho vyvoje: ryhovani, morula, blastocysta.

3.2 Metodika

Intracelularni lokalizace CBS, CTH, MPST

Pro intracelularni lokalizaci enzyml uvolnujicich endogenné¢ H,S cystathionin
B-syntazy (CBS), cystathionin y-lyazy (CSE) a 3-mercaptopyruvat sulfotransferazy (MPST)
byly pouZity praseci oocyty oocyty ve stddiu GV a praseci oocyty kultivované 24 a 48 hod.
v podminkdch in vitro.

U oocytl byla odstranéna zona pellucida v kultivacnim médiu s pridavkem 0,2 %
pronézy po dobé ptisobeni cca 10 min. Po odstranéni zony pellucidy byly oocyty oplachovany
v kapce roztoku PBS + BSA po dobu cca 2 min. pfi laboratorni teploté. Oplachnuté oocyty
byly fixovany 2,5 % paraformaldehydem v PBS po dobu 60 min. pfilaboratorni teploté.
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Po fixaci nasledovala permeabilizace membrany oocyti v roztoku PBS + Triton X-100 +
BSA. Permeabilizace trvala po dobu min. 2 hod. pfi laboratorni teploté. Roztok byl vyménén
celkem 2x: po 5 min. a po 1 hod. Kratky oplach oocytl po dobu cca 1 min. byl 3x opakovan
v roztoku PBS + Tweenu 20.

Oocyty byly nasledné inkubovéany s primarni protilatkou v PBS + Tween20 + BSA
(fedéni protilatky 1:100) ptfes noc pii teplot€¢ 4 °C ve vlhkém prostiedi. Pro lokalizaci
CBS/CTH/MPST  bylo  pouzito  pfisluSnych  primarnich  protilatek  kralici
anti-CBS/anti-CTH/anti-MPST (Sigma-Aldrich, USA) vifedéni 1:100. Po inkubaci byly
oocyty proplachovany v roztoku PBS + Tween20 celkem 3x po 10 min. pii laboratorni
teploté.

Po oplachu nasledovala inkubace v 500 pul sekundarni protilatky konjugované
s fluorescein-isothiokyanatem (FITC) po dobu 1 hod. pti laboratorni teploté. Jako sekundarni
protilatky byla pouzity anti-rabbit IgG-FITC (Santa-Cruz Biotech., USA) nebo anti-mouse
IgG-FITC (Santa-Cruz Biotech., USA) viedéni 1:100. Oocyty byly poté oplachovany
v roztoku PBS + Tween20 celkem 3x po 10 min. pfi laboratorni teploté. Oocyty byly znovu
oplachnuty v PBS + BSA po dobu 10 min. pfi laboratorni teploté.

U oocytil byl barven chromatin Hoechst 33258 (Sigma-Aldrich, USA). Roztok byl
ptipraven z 1 ml PBS + BSA a 10 pl Hoechst (5 mg Hoechst/1 ml vody). Barveno 10 min. pfi
laboratorni teplotg.

Nasledovalo oplachnuti ve 3 kapkach ekvilibracniho pufru po dobu cca 1 min.
Obarvené
a oplachnuté oocyty byly nasledné¢ montovany na podloZni sklicko do montovaciho média
s glycerolem (Antifade kit; Life Technologies, Skotsko). Do hodnoceni byly montované
oocyty uchovavany pii teploté 4 °C.

Oocyty byly hodnoceny konfokalnim mikroskopem Leica TCS SPE (FITC pii 520 nm;
Hoechst pfi 410 nm). V oocytech byla intenzita signalu a distribuce enzyml méfena pomoci

analyzy obrazu NIS Elements 3.0.
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Tabulka 3.3. Priprava pouZitych roztoku.

PBS + BSA

1 ml PBS + 20 pl 5 % BSA

PBS + BSA + Triton X-100

1 ml PBS + 20 pl 5 % BSA + 50 pl 10 %

Triton X-100

PBS + Tween 20

Iml PBS + 10 pl 10 % Tween 20

PBS + Tween 20 + BSA

Iml PBS + 10 pl 10 % Tween 20+ 20 p

15 % BSA

PBS — phosphate buffered saline
BSA — bovine serum albumin

Tabulka 3.4. Zdsobni roztok 2,5% paraformaldehydu v PBS.

Paraformaldehyd

0,5¢g

H,0 redestilovana

10 ml

Za stalého michani pfikapnuty 3 kapky 1M NaOH;

ziskany 5% roztok paraformaldehydu po ochlazeni smichame s PBS 1 : 1.

Tabulka 3.5. Zdasobni roztok 5% roztoku BSA.

BSA lg
H,O0 redestilovana 20 ml
BSA — bovine serum albumin
Tabulka 3.6. Zdasobni roztok PBS + BSA.
PBS 1 ml
5 % BSA 20 ul

Tabulka 3.7. Zdsobni roztok PBS + BSA + Triton X-100.

PBS 1 ml
5 % BSA 20
10 % Triton X-100 50 ul
PBS — phosphate buffered saline
BSA — bovine serum albumin
Tabulka 3.8. Zdsobni roztok PBS + Tween 20.
PBS 1 ml
10 % Tween 20 10 pl

PBS — phosphate buffered saline




Tabulka 3.9. Zasobni roztok PBS + Tween 20 + BSA.

PBS 1 ml
10 % Tween 20 10 ul
5 % BSA 20 pl

PBS — phosphate buffered saline

Aktivace oocytii a hodnoceni vyvojové kompetence

Oocyty zbavené kumularnich bun¢k byly aktivovany pomoci kalcia ionoforu A23187
(25 uM) po dobu 5 min. a 6-dimethyl aminopurinu (2 mM) po dobu 2 hod. (Jilek et al., 2001).
Poté byly oocyty dale kultivovany v médiu NCSU23 (Sigma-Aldrich, USA) 24 hod. a 7 dni.

Pro hodnoceni aktivace oocytli po 24 hod. a embryonélniho vyvoje partenogenetickych
embryi po 7 dnech kultivace byly fixovany roztokem ethanolu a kyseliny octové (3:1)
po dobu min. 24 hodin a barveny orceinem. Hodnocen byl podil aktivovanych oocytt podle
pfitomnosti prvojader a mnozstvi bunék v partenogenetickych embryich pod mikroskopem

s fazovym kontrastem (Nikon).

Stanoveni intenzity signalu a zpracovani vysledki

V oocytech byla méfena absolutni intenzita signalu CBS/CTH/MPST v oocytech,
v oblasti jadra, korové oblasti a cytoplazmy. Intenzita signalu v oocytech byla vyjadiena jako
pramérnd intenzita signalu v oblasti jadra, korové oblasti a cytoplazmy. Jako oblast jadra byla
v oocytech ve stddiu GV proméiena oblast zdrodecného vacku (GV), v oocytech po 24 a 48
hod. byla méfena intenzita signalu v oblasti déliciho vieténka. Korova oblast zahrnovala
bezprostiedni okoli intracelularni strany cytoplazmatické membrany oocytu. Intenzita signalu
CBS/CTH/MPST po 24 a 48 hod. kultivace byla vyjadiena relativné pomérem absolutnich
hodnot signalu v téchto oocytech a absolutni intenzity signalu v oocytech ve stadiu GV.

Pro statistické zpracovani rozdilll v intenzité signdlu CBS/CTH/MPST v oocytech GV
a po 24 a 48 hod. kultivace bylo pouzito programu Microsoft Excel. Rozdily v méfeni byly
statisticky testovany dvouvyb&rovym t-testem pro soubory s 8*; > &% na hlading vyznamnosti
o <0,05 a o <0,01.

Statistické zpracovani rozdilli aktivovanych oocytli po oSetfeni donorem H,S bylo
provedeno v programu SAS 9.0. Rozdily byly testovany neparametrickym F-testem

na hladiné vyznamnosti a <0,05 a o <0,01.
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3.3 Schéma experimentu

Distribuce CBS/CTH/MPST v prasecich oocytech béhem meiotického zrani in vitro

Cast aspirovanych prase¢ich oocytli byla inhed zbavena zony pellucidy a podrobena
metod€ intracelularni lokalizace CBS/CTH/MPST. Zbylé oocyty byly kultivovany 24 a 48
hod.
Po uplynulé¢ dobé kultivace byly oocyty zbaveny zony pellucidy a podrobeny metodé
intracelularni lokalizace CBS/CTH/MPST. V kazdé experimentalni skupiné bylo vzdy 10

oocyta.

Vliv donoru H;S na priibéh prodlouZené kultivace prasecich oocytii

Oocyty dozralé v podminkéch in vitro byly vystaveny prodlouzené kultivaci 24 hod.
za ptitomnosti donoru sulfanu Na,S v koncentraci 0,5 a 1 mM a nésledné partenogeneticky
aktivovany pomoci kalcia-ionoforu a 6-dimethyl aminopurinu. Kontrolni skupinou byly
oocyty po 24 hod. kultivované bez donoru H,S a partenogeneticky aktivované. Druhou
kontrolni skupinou byly oocyty aktivované ihned po dosazeni MII. V kazdé experimentéalni
skupiné¢ bylo vzdy 10 oocyti. Experiment byl zopakovan 3x. Byl hodnocen podil

aktivovanych oocytli v jednotlivych experimentalnich skupinach.

Dalsi oocyty vystavené prodlouzené kultivaci 24 hod. za pfitomnosti donoru sulfanu
0,5mM Na,S byly partenogeneticky aktivovany kacium ionoforem a 6-dimethyl
aminopurinem a dale kultivovany 7 dni. Kontrolni skupinou byly oocyty po 24 hod.
kultivované bez donoru H,S a partenogeneticky aktivované. Druhou kontrolni skupinou byly
oocyty aktivované ihned po dosazeni MII. V kazdé experimentdlni skupiné bylo vzdy
10 oocytid. Experiment byl zopakovan 3x. Byl hodnocen podil ryhujicich se oocyti
po 2 dnech kultivace a podil dvoubunéénych embryi, stadia moruly a blastocysty po 7 dnech

kultivace prasecich embryi.
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4. Hypotézy a cile prace

Byla stanovena hypotéza, Ze enzymy uvoliyjici sulfan, cystathionin B-syntdza (CBS),
cystathionin y-lyaza (CSE) a 3-mercaptopyruvat-sulfotransferaza (MPST), jsou piitomné
v prasecich oocytech béhem meiotického zrani in vitro a ze sulfan ptiznivé ovliviiuje prub¢h
prodlouZené kultivace prasecich oocytil, ¢imzZ zlepSuje pomér partenogeneticky aktivovanych

oocytl a vyvojovou kompetenci téchto oocytil.

Cilem bylo lokalizovat enzymy CBS, CSE a MPST v prasecich oocytech ve stadiu GV,
po 24 a 48 hod. kultivace a analyzovat zmény distribuce téchto enzymii v oocytech béhem
meiotického zrani in vitro.

DalSim cilem bylo zhodnotit pomér partenogeneticky aktivovanych oocyti a vyvojovou
kompetenci téchto oocytl vystavenych prodlouzené kultivaci v pritomnosti donoru H,S

ve srovnani s oocyty kultivovanymi bez donoru H,S.
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5. Vysledky

5.1 Distribuce enzymi CBS, CSE a MPST béhem meiotického zrani

prasecich oocyti
Byla provedena intracelularni lokalizace enzymi endogenné uvoliujicich sulfan,

cystathionin B-syntazy (CBS), cystathionin y-lydzy (CSE) a 3-mercaptopyruvat
sulfotransferazy (MPST), v prasecich oocytech GV a oocytech kultivovanych 24 a 48 hod.
v podminkach in vitro. Na zéklad¢ absolutni a relativni intenzity signalu byla hodnocena

aktivita téchto enzymu v priab&hu meiotického zrani in vitro.

Cystathionin [-syntdza (CBS)
V ptipadé CBS byla intracelularni distribuce v prasec¢ich oocytech v prib&hu zrani
témeéf neménna. Nejnizsi intenzita CBS béhem zrani byla sledovéna v oblasti chromatinu

po 24 hod. kultivace in vitro (Obrazek 5.1, Graf 5.2).

Obrazek 5.1. Intracelularni lokalizace CBS v oocytech GV a po 24 a 48 hod. kultivace

48 hod.

K — kontrolni oocyt, ktery nebyl kultivovan in vitro, inkubovany pouze se sekundarni protilatkou anti-rabbit;
0 hod. — oocyt GV, ktery nebyl kultivovan in vitro; 24 hod. — oocyt po 24 hod. kultivace in vitro; 48 hod. — oocyt
po 48 hod. kultivace in vitro. Oocyty byly inkubovany s kralici anti-CBS a anti-krali¢i protilatkou konjugovanou
s FITC (zelena). Chromatin byl vizualizovan Hoechst 33258 (modrd). ZvétSeni 400x.
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Graf 5.1. Relativni intenzita aktivity enzymu CBS v oocytech GV a po 24 a 48 hod. kultivace
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Relativni intenzitra signalu je vyjadiena podilem intenzity signalu v oocytu GV.

0 hod - stadium GV oocytu; 24 hod - stadium MI oocytu; 48 hod - stadium MII oocytu. Oocyt — primér signala
jadra, korové oblasti a cytoplazmy.

* - statisticky vyznamny rozdil vztazeny k intenzité signalu v oocytu ve stadiu GV, 0<0,05 %.
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Cystathionin y-lydza (CSE)
U enzymu CSE byla nejvyssi intenzita signdlu v korové oblasti oocytu (Obrazek 5.2).
Intenzita v korové oblasti prudce stoupala po 24 hod. kultivace, nasledné¢ mirn¢ klesala

(Graf 5.2). Rozdily byly na hladin€ vyznamnosti a<0,05 statisticky vyznamné.

Obrazek 5.2. Intraceluldarni lokalizace CSE v oocytech GV a po 24 a 48 hod. kultivace

K — kontrolni oocyt, ktery nebyl kultivovan in vitro, inkubovany pouze se sekundarni protilatkou anti-rabbit;
0 hod. — oocyt GV, ktery nebyl kultivovan in vitro; 24 hod. — oocyt po 24 hod. kultivace in vitro; 48 hod. — oocyt
po 48 hod. kultivace in vitro. Oocyty byly inkubovany s krali¢i anti-CTH a anti-mysi protilatkou konjugovanou
s FITC (zelend). Chromatin byl vizualizovan Hoechst 33258 (modra). Zvétseni 400x.
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Graf 5.2. Relativni intenzita aktivity enzymu CSE v oocytech GV a po 24 a 48 hod. kultivace
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Relativni intenzitra signalu je vyjadfend podilem intenzity signdlu v oocytu GV.

0 hod - stadium GV oocytu; 24 hod - stadium MI oocytu; 48 hod - stadium MII oocytu. Oocyt — primér signala
jadra, korové oblasti a cytoplazmy.

* - statisticky vyznamny rozdil vztaZeny k intenzité signalu v oocytu ve stadiu GV, a<0,05 %.
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3-mercaptopyruvat sulfotransferaza (MPST)

Enzym MPST vykazoval v oocytu 1 v jednotlivych strukturdch oocytu sestupnou tendenci

v

intenzita signdlu byla v oblasti jadra oocytu (Obrazek 5.3, Graf 5.3). Rozdily v intenzité
signalu MPST v korové oblasti byly na hladin€¢ vyznamnosti a<0,05 statisticky priikazné.

Obrazek 5.3. Intracelularni lokalizace MPST v oocytech GV a po 24 a 48 hod. kultivace

K — kontrolni oocyt, ktery nebyl kultivovan ir vitro, inkubovany pouze se sekundarni protilatkou anti-rabbit;
0 hod. — oocyt GV, ktery nebyl kultivovan in vitro; 24 hod. — oocyt po 24 hod. kultivace in vitro; 48 hod. — oocyt
po 48 hod. kultivace in vitro. Oocyty byly inkubovany s kralici anti-MPST a anti-kralici protilatkou
konjugovanou s FITC (zelend). Chromatin byl vizualizovan Hoechst 33258 (modrad). Zvétseni 400x.
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Graf 5.3. Relativni intenzita aktivity enzymu MPST v oocytech GV a po 24 a 48 hod.
kultivace
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Relativni intenzitra signalu je vyjadiena podilem intenzity signalu v oocytu GV.

0 hod - stadium GV oocytu; 24 hod - stadium MI oocytu; 48 hod - stddium MII oocytu. Oocyt — primér signalti
jadra, korové oblasti a cytoplazmy.

* - statisticky vyznamny rozdil vztazeny k intenzit¢ signalu v oocytu ve stadiu GV, a<0,05 %.
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Pro ilustraci byla porovnana primérnd intenzita signalu enzymi CBS, CSE a MPST.
Primérna intenzita signalu CBS v oocytech byla oproti CSE a MPST na nejnizs§i Grovni
a v prub¢hu meiotického zrani se statisticky signifikantné neliSila. Intenzita signalu enzymu
CSE byla ve stadiu GV na nizké Grovni a po 24 hod. kultivace doséhl statisticky vyznamné
nejvyssi intenzity v porovnani s CBS a MPST. V oocytech GV byl nejintenzivnéjsi signal
enzymu MPST, rozdil je statisticky prikazny. Intenzita signalu MPST statisticky vyznamné
poklesla po 24 hod. kultivace. V oocytech po 24 a 48 hod. kultivace byla primérnd intenzita
signalu CSE a MPST v oocytu na podobné trovni (Graf.5.4., Tab. 5.1. a 5.2.). Nejvyssi
intenzitu vykazovaly sledované enzymy shodn¢ v korové oblasti, v oblasti déliciho vieténka
a cytoplazmy nedochazelo k vyraznym zméndm v intenzité signalu sledovanych enzymu

béhem zréni oocytil.

Graf 5.4. Primeérna intenzita signalu enzymit CBS, CSE a MPST v oocytu
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Primérnd intenzita signalu je vyjadiena v absolutnich hodnotach.
0 hod - stadium GV oocytu; 24 hod. — oocyty kultivované 24 hod.; 48 hod. — oocyty kultivované 48 hod.
* - statisticky vyznamny rozdil vztaZeny k intenzité signalu v oocytu ve stadiu GV, a<0,05 %.

Tabulka 5.1. Statisticky vyznamné rozdily mezi intenzitou signalu CBS, CTH a MPST béhem
kultivace prasecich oocyti in vitro

0 hod. 24 hod. 48 hod.
CSE MPST CSE MPST CSE MPST
CSE - *® - 0 - 0

* - statisticky vyznamny rozdil, a<0,05 %; ** - statisticky vyznamny rozdil, a<0,01 %.
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Tabulka 5.2. Statisticky vyznamné rozdily mezi jednotlivymi fazemi kultivace prasecich
oocytii in vitro pro CBS, CSE a MPST

CBS CSE MPST
24 hod. 48 hod. 24 hod. 48 hod. 24 hod. 48 hod.
0 hOd. 0 0 kk kk ES kk
24 hod. - 0 - *k - 0

* - statisticky vyznamny rozdil, a<0,05 %; ** - statisticky vyznamny rozdil, a<0,01 %.
5.2 Vliv donoru H,S na priibéh prodlouzené kultivace prasecich oocyti

Vliv Na,S na schopnost partenogenetické aktivace

Byla sledovana schopnost aktivace prasecich oocytli po oSetfeni calcium-ionoforem A23187
a 6-dimethyl aminopurinem po 24 hod. prodlouzené kultivace s donorem sulfanu Na,S
v koncentraci 0,5 a 1 mM. Prodlouzend kultivace praseCich oocytl 24 hod. statisticky
vyznamné snizovala podil oocytl schopnych aktivace v porovnani s oocyty aktivovanymi
ihned po dosazeni stadia MII. Pfitomnost donoru H,S v koncentraci 0,5 mM na schopnost
oocytl aktivovat méla v porovnani s oocyty kultivovanych bez donoru vliv, ten ale nebyl
statisticky vyznamny. Oocyty kultivované s 1| mM Na,S mély statisticky vyznamné nizsi

schopnost partenogeneticky aktivovat (Tabulka 5.3 a 5.4, Graf 5.5).

Tabulka. 5.3. Viiv donoru Na,S na relativni podil aktivovanych oocytu (priimér +SD)

podil aktivovanych oocytu (%) = SD
MII 94,17 £ 5,20
24 hod. bez Na,S 79,17 £ 3,82
24 hod. 0,5 mM Na,S 68,33 £ 3,82
24 hod. 1 mM Na,S 42,50 £ 5,00

MII — oocyty uméle aktivované bez prodlouzené kultivace 24 hod.; 24 hod — oocyty uméle aktivované po 24 hod
prodlouzené kultivaci bez donoru sulfanu; 24 hod 0,5 mM Na,S - oocyty uméle aktivované po 24 hod.
prodlouzené kultivaci s donorem sulfanu Na,S v koncentraci 0,5 mM; 24 hod. 1 mM Na,S - oocyty uméle
aktivované po 24 hod. prodlouzené kultivaci s donorem sulfanu Na,S v koncentraci 1 mM. SD — smérodatna
odchylka.

Tab. 5.4. Statistické rozdily v podilu aktivovanych oocytit mezi experimentalnimi skupinami
oocytul

24 hod bez Na,S 24 hod 0,5 mM 24 hod 1 mM Na,S
NazS
24 hod bez Na,S - 0 wx

* - statisticky vyznamny rozdil, a<0,05 %; ** - statisticky vyznamny rozdil, a<0,01 %.
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Graf 5.5. Viiv donoru Na,S na relativni podil aktivovanych oocytit
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MII — oocyty uméle aktivované bez prodlouzené kultivace 24 hod.; 24 hod. — oocyty uméle aktivované
po 24 hod. prodlouzené kultivaci bez donoru sulfanu; 24 hod 0,5 mM Na,S - oocyty uméle aktivované
po 24 hod. prodlouzené kultivaci s donorem sulfanu Na,S v koncentraci 0,5 mM; 24 hod. 1 mM Na,S - oocyty
uméle aktivované po 24 hod. prodlouzené kultivaci s donorem sulfanu Na,S v koncentraci 1 mM.

Vliv NasS na casny vyvoj prasecich embryi

Byl sledovéan vliv donoru sulfanu Na,S na ¢asny embryondlni vyvoj po partenogenetické
aktivaci prasecich oocytl. Oocyty, které byly podrobeny prodlouzené kultivaci 24 hod.
s 0,5mM Na,S, dosahly signifikantn¢ vyssiho podilu dvoubunéénych embryi 2 dny
po aktivaci, morul i blastocyst 7 dni po aktivaci, oproti skupin¢ oocytii vystavené 24 hod.
prodlouzené kultivace bez donoru sulfanu. Prodlouzena kultivace s donorem sulfanu i1 bez
donoru signifantné snizovala podil dvoubunéénych embryi, stadia moruly i blastocysty

(Tabulka 5.5 a 5.6, Graf 5.6 a 5.7).

Tabulka 5.5. Viiv donoru Na,S na relativni podil vyvojovych stadii casného embryonalniho
vyvoje po aktivaci prasecich oocytui (priumer +SD)

Déleni po 2 dnech
(%) Morula (%) Blastocysta (%)
MII 76,67 + 3,82 26,67 + 2,89 24,17 + 1,44
24 hod bez Na,S 41,67 + 2,89 8,33+ 1,44 1,67 £ 1,44
24 hod 0,5 mM Na,S 54,17 £3.,82 20,83 +£3,82 15,83 + 2,89

MII — oocyty uméle aktivované bez prodlouzené kultivace 24 hod.; 24 hod — oocyty uméle aktivované po 24 hod
prodlouzené kultivaci bez donoru sulfanu; 24 hod 0,5 mM Na,S - oocyty uméle aktivované po 24 hod.
prodlouzené kultivaci s donorem sulfanu Na,S v koncentraci 0,5 mM.
Déleni po 2 dnech (%) — podil aktivovanych oocyttl, které¢ dosahly stadia dvoubunécného embrya 2 dny po
aktivaci; Morula (%) — podil aktivovanych oocytt, které doséhly stddia moruly 7 dni po aktivaci; Blastocysta
(%) — podil oocytt, které dosahly stadia blastocysty 7 dni po aktivaci.
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Tab. 5.6. Statistické rozdily v cetnosti casného embryondlniho vyvoje po umélé aktivaci mezi
skupinami

24 hod bez Na,S 24 hod 0,5 mM Na,S
MII ok 0
24 hod bez Na,S - ko

* - statisticky vyznamny rozdil, a<0,05 %; ** - statisticky vyznamny rozdil, a<0,01 %.

Graf 5.6. Viiv donoru Na,S na relativni podil vyvojovych stadii ¢asného embryondlniho
vyvoje po aktivaci prasecich oocytii
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M déleni po 2 dnech (%) 76,67 41,67 54,17
M Morula (%) 26,67 8,33 20,83

I Blastocysta (%) 24,17 1,67 15,83

MII — oocyty uméle aktivované bez prodlouzené kultivace 24 hod.; 24 hod. — oocyty uméle aktivované po 24
hod. prodlouzené kultivaci bez donoru sulfanu; 24 hod 0,5 mM Na,S - oocyty uméle aktivované po 24 hod.
prodlouzené kultivaci s donorem sulfanu Na,S v koncentraci 0,5 mM.
D¢éleni po 2 dnech (%) — podil aktivovanych oocytli, které dosahly stddia dvoubunécného embrya 2 dny
po aktivaci; Morula (%) — podil aktivovanych oocyti, které dosahly stadia moruly 7 dni po aktivaci; Blastocysta
(%) — podil oocytu, které dosahly stadia blastocysty 7 dni po aktivaci.
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Graf 5.7. Viiv donoru Na,S na relativni podil vyvojovych stadii casného embryondlniho
vyvoje po aktivaci prasecich oocytii
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B

déleni po 2 dnech (%) Morula (%) Blastocysta (%)

Ml 76,67 26,67 24,17
M 24 hodin 41,67 8,33 1,67

I 24 hodin 0,5 m,M Na2S 54,17 20,83 15,83

MII — oocyty uméle aktivované bez prodlouzené kultivace 24 hod.; 24 hod — oocyty uméle aktivované po 24
hod. prodlouzené kultivaci bez donoru sulfanu; 24 hod. 0,5 mM Na,S - oocyty uméle aktivované po 24 hod.
prodlouzené kultivaci s donorem sulfanu Na,S v koncentraci 0,5 mM.
Déleni po 2 dnech (%) — podil aktivovanych oocytd, které dosahly stadia dvoubunééného embrya 2 dny
po aktivaci; Morula (%) — podil aktivovanych oocytt, které dosahly stadia moruly 7 dni po aktivaci; Blastocysta
(%) — podil oocytt, které dosahly stadia blastocysty 7 dni po aktivaci.
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5. Diskuze

V procesu zrani a nasledného embryonalniho vyvoje prasecich oocytl se uplatiiuje fada
signalnich molekul, nejCastéji protein-kindz, jako MPF, MAPK nebo CSF
(Stojkovic et al., 1999; Alberio, 2001; Su et al., 2002; Liang et al., 2007). V neddvné dobé¢
byl vSak prokdzdn fyziologicky potencidl také nékterych plynnych molekul,
tzv. gasotransmiterd, v riznych zivociSnych tkanich (Wang, 2003). V souasné¢ dobé
studovanymi gasotransmitery jsou oxid dusnaty (NO), oxid uhelnaty (CO) a sulfan (H,S).
Zatimco ulohou NO v oocytu se zabyvaly predeslé prace (Mitchell et al., 2004; Petr et al.,
2005; Tao et al., 2005; Chmelikova et al., 2010), vyznam CO a H,S v oocytech savci je
dosud neobjasnén. Na zdkladé jiz publikovanych vysledki (Zhao et al., 2001;
Liang et al., 2006; Calvert et al., 2010) existuje predpoklad, ze sulfan ovliviiuje nejen
meiotické zrani praseCich oocytt, ale také nasledny embryonalni vyvoj aktivovanych oocytt.

Nasimi experimenty byla v praseCich oocytech GV, po 24 a 48 hod. in vitro zrani
prokdzana pfitomnost enzymi uvoliujici endogenni sulfan, cystathionin B-syntazy (CBS),
cystathionin y-lyazy (CSE) a 3-mercaptopyruvat-sulfotransferazy (MPST). Tyto enzymy byly
zjistény také v bunkach jater a ledvin mysi (Wang, 2002), kardiovaskularniho systému véetné
hladkosvalovych buné¢k arterii (Zhao et al., 2008) a mozku potkanii (Lim et al., 2008).
Pritomnost CBS byla prokazana v granuldznich a kumularnich bunkach mySich folikult
(Liang et al., 2007).

Z nizkych hodnot primérné intenzity signalu enzymu CBS se Ize domnivat, ze mnozstvi
CBS v prasecich oocytech je mensi nez v ptipadé¢ CSE a MPST. V oocytech mysi vSak nebyla
pfitomnost CBS prokazana vibec (Liang et al., 2007). Pravdépodobné se CBS podili
na uvoliovani H,S v prasec¢ich oocytech méné néz enzymy CSE a MPST.

Protoze jsme zjistili pfitomnost enzymt CBS, CSE a MPST v oblasti zdrode¢ného
vacku v oocytech GV, lze pfedpokladat vyznam téchto enzymi pro GVBD. Také inhibice
CBS v kumulérnich buiikdch potlacuje meiotické zrani mysich oocytil (Liang et al., 2007).

Zatimco mnozstvi a rozdily v lokalizaci CBS byly béhem meiotického zrani prasecich
oocytl minimalni, v intenzit¢ signdlu CSE a MPST byly zaznamenany zmény, zejména
v korové ¢asti oocytu. Prestoze intenzita signalu CSE béhem 24 hod. kultivace vzrostla, signal
MPST béhem 24 hod. kultivace byl slabsi. Po 24 a 48 hod. byla relativni intenzita signalu
obou enzymil na podobné urovni. Od pfitomnosti enzymu v jednotlivych fazich meiotického

zrani pak lze predpokladat také obdobnou produkci H»S.
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Vyraznéj§i zmény v intenzité signalu CSE a MPST v oocytech béhem meiotického
zrani zpusobuji zejména zmény v korové oblasti oocytl. V oblasti jadra a cytoplazmy
nedochazelo k vyraznym zméndm v intenzité¢ signalu CSE a MPST. S velkym mnozZstvim
enzymli CSE a MPST v korové oblasti miize souviset také mnozstvi endogenné uvolnéného
H,S v oocytech.

Lokalizace enzymi v korové oblasti pravdépodobné souvisi s cilovymi molekulami
H,S. Jiz diive byl objasnén vliv H,S na Karp-kandly (Zhao et al., 2001; Pan et al., 2008).
Karp-kandly jsou piimymi cily H»S, ktery tak nevyuzije v této bunécné signalizaci druhé
posly (Calvert et al., 2010). Pritomnost Karp-kanalti byla prokdzana v pohlavnich bunkach
niz$ich obratlovct (Wilbrand et al., 1992; Honoré et Lazdunski, 1993), mRNA proteina
Karp-kanalll byla detekovana také v oocytech prasete (Du et al., 2010). Draslikové kanaly
jsou vedle regulace membranového potencidlu zapojeny do fady biologickych funkci.
V oocytech zab rodu Xenopus otevieni Karp-kanalii reguluje citlivost k progesteronu
a nasledn¢ indukci meiotického zrani (Honoré et Lazdunski, 1993; Guillemare et al., 1995;
Saldana et Vazquez-Cuevas, 2004; Tammaro et Ashcroft, 2009; Wilbrand et al., 1992).

U somatickych buniek byl prokdzan vliv H,S na aktivitu PKC a tok nékterych iontd,
jako je Ca*" (Pan et al., 2008). Protoze se Ca’" ionty a PKC vyznamné podili na regulaci
meiotického zrani a ¢asné embryogeneze (Sedmikova et al., 2006; Petr et al., 2007), stava
ze H,S signalni molekula s velmi Sirokym spektrem t¢inku v oocytech.

DalSim zpiisobem, jak sulfan mize regulovat meiotické zrani je koncentrace cAMP.
Bylo zjisténo, ze fyziologicka koncentrace H,S zvySuje koncentraci cAMP v oocytu Xenopus
laevis (Kimura, 2000). Od koncentrace cAMP, jako druhého posla, se odviji aktivita fady
enzymdi, mezi nimi protein-kinazy A, PKA (Alberts et al., 1998; Campbell et Reece, 2008).

Piedmétem dalSich experimentli bylo objasnit vliv donoru sulfanu Na,S na starnuti
a vyvojovou kompetenci prasecich oocytl. Zralé oocyty byly vystaveny 24 hod. prodlouzené
kultivace za pfitomnosti donoru sulfanu Na,S a nésledné aktivovany (Jilek et al., 2001).
Oocyty aktivované ihned po dosaZeni metafaze Il dosahly v souladu s diive publikovannymi
vysledky témér 95 % uspésnosti aktivace (Jilek et al., 2001). Prodlouzena kultivace prasecich
oocytl 24 hod. statisticky vyznamné snizovala podil oocytli schopnych aktivace. Pfitomnost
donoru Na,S snizila miru aktivace v porovnani se zralymi oocyty kultivovanymi dalSich
24 hod. o vice nez 10 %, ptestoze nebyly rozdily statisticky priikazné. Donor Na,S ve vyssi
koncentraci déle signifikantné snizoval podil aktivovanych oocytli na méné nez 50 %, ¢imz se
podil aktivovanych oocytli nelisil od spontanné aktivovanych oocytli po 2 dnech prodlouzené

kultivace (Petrova et al., 2004).
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Ptestoze donor H,S nezvySoval podil aktivovanych oocytl, vyrazné zlepsil jejich
schopnost embryonalniho vyvoje. Zralé oocyty kultivované s donorem Na,S totiz dosahly
po aktivaci signifikantné vys$siho podilu dvoubunéénych embryi, morul i blastocyst, oproti
skupiné oocyti vystavené 24 hod. prodlouzené kultivace bez donoru H,S. Donor H,S
zlepSoval embryonalni vyvoj oocyti po prodlouzené kultivaci na troven oocytl, které
prodlouZené kultivaci vystaveny nebyly.

Jednordzova expozice oocyt donorem H,S sniZovala podil aktivovanych oocyti,
naopak vyrazné zlepSila nasledny embryonalni vyvoj po aktivaci. Toto zjiSténi podporuje
domnénku o protektivnim u¢inku H2S na somatické buiky, kde sulfan potlacuje nejen
apoptozu, ale také zanétlivé procesy (Gadalla et Snyders, 2010; Tang et al., 2010; Baskar
et Bian, 2011). Vystaveni oocytli donoru Na,S vSak nezajiStuje postupné uvoliiovani H,S,
ale jednorazovou davku (Lee et al., 2011), ¢imz nezahrnuje trvaly vliv H,S na oocyty béhem
prodlouzené kultivace.

Objasnéni ulohy H,S v signdlnich drahach zrajicich oocyta a ¢asnych embryi vyzaduje
dal§i experimenty zaloZené na dlouhodobé expozici embryi H,S béhem jejich vyvoje,
na pouziti inhibitord enzymii uvoliujicich sulfan a popt. sledovani produkce H,S témito

enzymy.
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6. Zavér

Biotechnologie reprodukce prasat jsou dynamicky rozvijejicim se oborem. Uspé&$nost
reprodukénich biotechnologii je limitovana dostate¢nym pocétem kvalitnich oocytii dozralych
do metafaze 2. meiotického déleni. Objasnéni signalnich drah v oocytech mtize zvysit kvalitu
pouzivanych oocytll. Mezi intenzivné studované molekuly v regulacnich procesech fyziologie
bunck patii sulfan.

Cilem prace bylo prokdzat pfitomnost enzyml cystathionin f-syntdza (CBS),
cystathionin y-lyaza (CSE) a 3-mercaptopyruvat-sulfotransferdza (MPST) v prasecich
oocytech béhem zrani a objasnit vliv donoru sulfanu Na,S na priibéh prodlouzené kultivace
a vyvojovou kompetenci oocytil prasete.

V prasecich oocytech GV a po 24 a 48 hod in vitro zrani byly prokazany enzymy
endogenné uvoliyjici sulfan CBS, CSE a MPST. Intenzita signdlu v oocytu byla nejvyssi
u enzymu CSE a MPST v korové oblasti, kde intenzita téchto enzymi podléhala béhem zrani
vyraznym zméndm. Podstatné niz$i intenzita signalu byla sledovdna uenzymu CBS,
ktery v pribéhu celé in vitro kultivace prokazoval stabiln¢ nizké hodnoty signdlu
v praseCich oocytech jsou CSE a MPST a svoji tlohu sehravaji pfedevsim v korové oblasti,
kde se sulfan mize podilet na regulaci fady faktorti, jako cAMP nebo PKA.

DalSim experimentem byl studovan vliv donoru sulfanu Na,S na pribéh prodlouzené
kultivace prasecich oocytli a jejich vyvojovou kompetenci. Donor sulfanu Na,S nepatrné
snizoval pocet partenogeneticky aktivovanych oocytl, ale vyrazné zlepsil ¢asny embryonalni
vyvoj prase¢iho oocytu. Toto zjiSténi podporuje domnénku o protektivnim U¢inku H,S
na starnouci oocyty vystavené prodlouzené kultivaci.

Studium efektu H,S vyzaduje dalsi experimenty zaméfené na meiotické zrani, aktivaci
a Casny vyvoj embryi. Pro zlepSeni kvality praseCich oocytii pro biotechnologické vyuziti
bude vhodné zaméfit se také na interakce H,S a dalSich gasotransmiterd, jako je napf. oxid

uhelnaty.
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