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Vliv donoru sulfanu na prubéh meiotického zrani
prasetich oocyti

Effect of hydrogen sulfide donor on meiotic matumatof
porcine oocytes

Souhrn

S rostoucim z4jmem o vyuZziti biotechnologickych odetv reprodukci ndista také
potteba stale &Siho mnozstvi kvalitniho biologického materialu. od9ty jsou
nenahraditelnym materialem pro metody asistovapéodeikce. Ve snaze zvysit efektivitu
pottebnych metod je v séasné dob vénovana velkd pozornost vyzkumu zgenému na
optimalizaci fiznych aspeki prace s oocyty. Jednim &hto aspekt je kultivace oocyt in
vitro za (Eelem ziskani zralych, oplozenischopnych gamet.g8rateiotického zrani sé&éeh
oocyti je komplexnim &gem, jehoZz regulace zatim nebylapbrbjasgna. Na zrani oocytse
podili Sirok&a Skéala regulaich faktofi véetrg gasotransmitér— plynnych signalnich molekul.
Zatim poslednim objevenym gasotransmiterem je sylfaS), o jehoz funkci v oocytech je

dostupné jen omezené mnozstvi informaci.

Cilem této diplomové prace bylo &it hypotézu, Ze sulfan je zapojen do regulace
meiotického zrani prasieh oocyti. Tato hypotéza byla &¥ena prosednictvim zvysSeni
hladiny sulfanu Bhem meiotického zrani oodyin vitro, a to za pouziti donoru sulfanu,

N&:S, ktery byl v 6iznych koncentracichfjdlavan do kultivéaniho media.

Z vysledk této prace vyplyva, Ze vhodné koncentrace pouZitimoru sulfanu (N&)
v kultivacnim mediu urychluji proces zrani ootyn vitro oproti kultivaci véistém mediu. To
se projevuje HvejSim vstupem oocyt experimentalnich skupin do jednotlivych fazi zrani
kratSi dobou trvangthto fazi.

Tato zjiS&ni mohou byt vyuZita ve snaze optimalizovat biotethgické postupy i
praci se satimi oocyty a zvysit efektivitu metod asistovanéroefukce. Je vSak nezbytné

provest dalSi experimenty, které by pomohly popsayswtlit konkrétni burcéné regulani

mechanismy, kterych se sulfan jako signalni mokekghstni.

Kli ¢ovéa slova:oocyt, meiotické zrani, gasotransmiter, sulfan



Summary

With the growing interest in the use of biotechgadal methods in reproduction there
is also an increased need for increasing amountiggbfquality biological material. Oocytes
are an irreplaceable commodity for assisted remtholu methods. In order to increase the
efficiency of the required methods great attenti®rcurrently paid to research aimed at
optimizing various aspects of working with oocyt@se of these aspects is to culture oocytes
in vitro to obtain mature gametes. Meiotic maturation ofrmelian oocytes is a complex
process, the regulation has not been fully eluediatet. The oocyte maturation involved a
wide range of regulatory factors including gasamaitters - gaseous signaling molecules.
Hydrogen sulfide (KBS) is the most recently discovered gasotransmitfer, whose functions

in oocytes are available only limited information.

The aim of this thesis was to verify the hypothelsa hydrogen sulfide is involved in
the regulation of the meiotic maturation of porcimecytes. This hypothesis was verified
through application of increasing levels of hydnogrilfide during meiotic maturation of
oocytesin vitro with using a donor of hydrogen sulfide @$3, which were added in various

concentrations to the medium.

The results of this study show that a suitable eotration of the hydrogen sulfide
donor in the culture medium accelerates the proadssocyte maturationn vitro in
comparison to cultivation in the pure medium. Thigl be reflected in earlyentry of
Experimental groups of oocytes exhibit an earlm@ryeto the particular stages of maturation

and a shorter duration of these stages.

These findings can be used in order to optimizebib&echnological procedures when
working with mammalian oocytes and improve the affeness of assisted reproductive
techniques. However, it is necessary to make furthgeriments, which would help to
describe and explain the specific cellular regulatmechanisms, where hydrogen sulfide

participates as a signaling molecule.

Keywords: oocyte, meiotic maturation, gasotransmitter, bgen sulfide
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1 Uvod

Reprodukni biotechnologie jsou oborem, ktery v posledniesatiletich zaznamenal
bourlivy rozvoj. V souvislosti $adou dalSich obér jako je zemdélstvi, veterinarni ¥dy ci
biomedicinské obory detr€ humanni asistované reprodukce, zaujima toto étwdv
biotechnologii ve #d¢ vyznamné postaveni. Vysledky vyzkumu v oblastiredpkenich
biotechnologii jsou mnohdy vyuzitelné i v dalSichocech a dole uplatnitelné v praxi.
V sowasné dob v3ak stale existuje velké mnozZstvi otdzek tykeliicge fyziologie, buttné
biologie a biochemie, na které je fmia v souvislosti s reprodukci a jejifizenim jest
odpowdét.

S rozméhajicim se vyuzivanim biotechnologickych auet reprodukci ndista také
potteba stale &Siho mnozstvi kvalitniho biologického materialu. odty jsou
nenahraditelnou komoditou pro metody asistovanéodekce a jejich ziskavani je proces
provazenyradou problém, & uz praktickych, které se tykaji samotného @dbdarkyre,
nebo logistickych a v neposlediidadé také etickych. Navic je obvykle p&mmé velké
mnozstvi ziskanych ooadyk vybranému &elu z iznych divodi nepouzitelné. Kroghtoho
jsou sowasné sofistikované biotechnologické metody v oblesgprodukce stale pa¥mé
nakladnou zalezitosti, coz takéedstavuje fiklad omezeni dalSiho ro#8ni tchto metod do
béZzné praxe.

Vzhledem k porarné velké mie podobnosti v anatomii a fyziologii ¢ovekem a
ostatnimi hospodakymi zviaty je prase vyznamnym modelovym druhem prelyl
biomedicinského vyzkumu (Votka et al, 2005; Guret al., 2014). Vyhoda vyuZiti prasnic
pro studium reprodukce sgiwa v moznosti snadno ziskat velké mnoZzstvi dodyimoto ma
pochopeni mechanisgm ovliviiujicich reproduéni ukazatele prasnic vyznam také pro
optimalizaci zemdélské prvovyroby v oblasti ziveSné produkce. Zthto divodi byly
experimenty prezentované v této praci provedengras€ich oocytech.

V sowasné dob je vyzkum oogeneze zaten pedevSim na optimalizaci vSech
aspekit prace s oocyty, kam Ize kr@njiného zahrnout i jejich kultivadn vitro za Eelem
ziskani zralych, oplozeni schopnych gamet. Procemtivkého zrani sach oocyt je
komplexnim djem, jehoZ regulace zatim nebyla $lobjasgna. Pro zlepSeni efektivity
metod asistované reprodukce je vSak porazinvSem aspelitn ziskani meiotické a

vyvojové kompetence oodyzasadni.



Na procesu meiotického zrani oadcyde podili Sirokd Skala regutdch faktofi, od
proteini pres ionty az po plyny. Ugkterych plyri byla v relativé nedavné dobprokdzana
schopnost ovlitovat pabéh vyvoje oocytu, kde zastavaji ulohuileZitych signalnich
molekul. Tyto plyny se oziaji jako gasotransmittery a paimezi & oxid dusnaty, oxid
uhelnaty a sulfan (Smelcowt Tichovska, 2011). JelikoZ bylo zj&to, Ze oxid dusnaty se
vyznamré podili na regulaci zrani oocytu, je zvySen& poastrv tomto ohledu anovéana i
ostatnim d¥ma plynim. Vzhledem ktomu, Ze sulfan je zatim poslednimewanym
gasotransmitterem, jsou nyni dostupné jen omezdnémace o tom, zda a jakymigmbem
je do regulace meiotického zrani odcytapojen. Welem této prace je zjistit, jak sulfan

ovliviiuje piibéh meiotického zrani pra&ieh oocyfi v in vitro podminkach.



2 Hypotéza a cil prace

Cilem této prace bylo @it hypotézu, podle které je sulfan zapojen do racgil
meiotického zrani praseh oocyfi. Pro owieni stanovené hypotézy byly vygny
nasledujici ddi cile prace:

Zhodnotit vliv izné koncentrace donoru sulfanu na znovuzahajenéticied zrani
oocyti po 20 hodin vitro kultivace.

Zhodnotit vliv tizné koncentrace donoru sulfanu nizéghod oocyt z meidzy | do
meiozy Il po 30 hodin vitro kultivace.

Zhodnotit vliv donoru sulfanu na {dieh meiotického zrani prasieh oocyt

kultivovanychin vitro.



3 Literarni p rehled

3.1 Oogeneze

3.1.1 Primordialni zarodeéné buiky

Vznik sawich gamet je komplexni proces, ktery ¢re jiz kthem raného
embryonalniho vyvoje jedince. Pohlavninky savdi, & uz se jedna o samce nebo o samici,
maji s\ij pavod v epiblastu, primarnim ektodermu raného emhfyge. se Wasné fazi vyvoje
zérodku objevuji takzvané primordialni zaré&oe buiky (PGCs - Primordial Germ Cells)
(Wassarmaet Albertini, 1994;Vanderhyden, 200Albertset al, 2008; Sadler, 2011).

Prvni primordialni zarod@é buiky se nap u mysi objevuji v epiblastu kolem 6. — 7.
dne vyvoje (Tamet Snow, 1981), wlovéka je to v 2. tydnu (Sadler, 2011). Diferenciace
burgk epiblastu v PGC je zabezmma blokovanim nebo naopak aktivaci exprese
specifickych gef, jako je Stra8 (Yokobayashiet al, 2013)¢i Bmp4 (Ying et al, 2002),

v disledku ¢ehoz se tyto hiky vyvojowe odchyli od busk somatickych a postupnse
piemeni na buiky zarodéné. Signalni molekuly indukujici tyto zmy jsou u saut
produkovany okolnimi somatickymi Bliami (Albertset al, 2008). Mimoto byl prokazan
vyznamny vliv skupiny kostnich morfogenetickych teiod (BMP - Bone Morphogenetic
Protein) na vznik PGCs z bélnepiblastu(Ying et al.2001; Molyneawset al, 2010).

Sawi PGCs migruji z ektodermu embrya dénst Zloutkového vé&ku a kEhem vzniku
prvotni travici trubice zarodku ségsouvaji do kaudalriasti tohoto primitivniho géva. Ze
zadniho stva poté prostupuji embryonalnim mesenchymem drétidrsény zarodku a déle
putuji snérem k pohlavnim liStam, mistu vzniku budoucich gbnda ventralni stran
mesonefros (Molyneauat al.,2001). Zde se zahgji do zesileného epitelu embryonakint
dutiny. Osidleni pohlavnich list primordialnimi pdenymi buikami u mysi nastava jiz
kolem 10. dne embryonélniho vyvoje (TahSnow, 1981), wlovéka v 6. tydnu (Sadler,
2011) a u prasete jsou zdétpmny jiz 24. den (Bielanska — Osuchowska, 2006).

Faktory ovliviiujici migraci primordialnich zarodeych burkk na misto pozjsi
pieneny v gamety zatim nebyly zcela objasg. Sodasné poznatky naz&igi, Zze pohyb
primordialnich zarodsych burk je tizen signalnimi molekulami, chemoatraktanty neboli
chemokiny, které jsou produkovany somatickymilkami nachazejicimi se podél migna
drahy PGCs (Albertset al., 2008). Zda se jednd o pohyb aktivi pasivni, je stale
diskutovano (Freeman, 2003).



Za jeden zvyznamnych chemokinzodpow¥dnych za migraci primordialnich
zarodeénych burk je povazovan takzvany faktor kmenovych 8ufSCF — stem cell factor),
ktery je ligandem receptoru c-kit na membrgmimordialnich zarodaych burk (Hayeret
al. 2005; De Feliciet al 2007). Jako dalSi vyznamny faktor migrace PGCgniovan
transforméni rastovy faktor (TGH — Transforming Growth Fact@), ktery podporuje jejich
migraci k pohlavnim listafMummeryet al. 2005).

Béhem své migrace se primordialni zaréde buiky intenzivré mitoticky cli a jejich
pocet se tak &kolikanasobn zvysi. Ve stadiu kolonizace pohlavnich list sé jicmySim
embryu nachazi kolem 25 000 (TaeehSnow, 1981). Bhem svéhotstu, dleni i migrace
jsou primordialni zarodmé buiky podporovany okolnimi somatickymi tkami, které
prostednictvim gimého kontaktu dodavaji zaraggm buikam potebné tstové faktory a
dalsi latky dilezité pro jejich zachovani. Takovymistovymi faktory jsou nap jiz zmininy
kit ligand (KL, SCF — Stem Cell Factor), leukémiihibujici faktor (LIF - Leukemia-
Inhibiting Factor), fibroblastovyustovy faktor 2 (FGF-2 - Fibroblast Growth Factor, 2)
interleukin 4 (IL-4 - Interleukin 4) gada dalSiclfvan den Hurlet Zhao, 2005).

Po kolonizaci embryonalnich pohlavnich list priméhdimi buikami je zahajena
pieména tchto gedchidci gondd ve funéni pohlavni Zldzy. V této fazi se mimo jiné
vyznamrié uplatiuje funkce genuSry (Sex-determining Region Y), ktery se nachazi na
kratkém raménku Y chromozomu, a ktery, jedlitgmen, zgsobuje peménu genitalni listy
ve varle. Neni-li tento gen¢ijpomen nebo je-li blokovan, embryo se vyviji v sanai pohlavni

liSta se zéne grenmenovat na ovarium (Gubbagt al. 1990; Sinclaiet al, 1990).

U samic savt se v této fazi primordialni zaratie® buiky jeS€ nekolikrat mitoticky
rozcli, zatimco se fesouvaji do #ry budouciho ovéria, kde t¥io shluky (Peplinget
Spradling, 1998). Vchlipujici se epitel coelomovginly mezi nimi tvdi sit podpirnych pre-
granuléznich buwk a postupa tak vznikaji jednotlivé segmenty ovaria. Zar&ae buiky
ukorti svou mitotickou aktivitu a zadgobeni transkrignich faktofi zahaji meiotické éeni.
Vstupem do meiézy se PGCsmh v oogonie a tento jev je provazen vznikem takgch
primordialnich folikuh (Mottaet al, 1997).

3.1.2 Oogonie

Poté, co primordialni zarotieé buiky osidli zarodeéné listy a zand se do kry
vyvijejiciho se ovaria, nastane jejictepe¥na v oogonie. Ztrati svoji dosavadni pohyblivost a

za’nou vykazovat charakteristické morfologické znaksou znatek vétSi nez primordialni
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zarodéné buiky a maji pravidelny tvar. Typicky je prodrvyskyt kulovitych mitochondrii
s Uzkymi kristami, které jsou spolu s volnymi pdbgzémy v blizkosti endoplazmatického
retikula pongrné¢ pravidel® rozmisény kolem jadra. Jadro oogonii ma charaktetkua
kulovitého tvaru a lze vém pozorovat mnozstvi nukleoplazmy s drobnymi sedynen
heterochromatinu. Na rozdil od ootytsou v cytoplazd oogonii gitomny funkéni
centrozomy, které jsou zapojeny do cytokinezbeln mitotického &eni burgk (Baker et
Franchi, 1967Sathananthaat al, 2000; Bielaska — Osuchowska, 2006).

Oogonie vykazuji vysokou mitotickou aktivitu — n&le se dli a postupn tak
vytvareji paietnou ovarialni zasobu budoucich gamet (Marvan la R607; Picton et al,
1998). Oogonie maji tendenci ve tkani vyvijejicBeovaria vytvéet cetné shluky. Mitotické
déleni oogonii je neuplné a bky v téchto zarodenych shlucich astavaji mezi sebou
propojeny pordrné pevnymi mezibu&nymi spoji typumacula adherens desmozomy. Tim
je zajiStna uzka vzajemna komunikace mezinkami @islusného segmentu ovaria a
synchronizace biologickych pochbd¢etns buné¢ného cyklu — u oogonii v jednom shluku
Ize napiklad pozorovat identickou chromozomalni konfiguré@ondos, 1984pPepling et
Spradling, 1998;Pepling et Spradling, 2001). U prasete Ize shluky propojengcigonii
v embryonalnim vajmiku pozorovat od 39. dne embryonalniho vyvoje I@iska —
Osuchowska, 2006).

Po poslednim mitotickém rozieéni oogonii nasleduje dlouha interfaze &umeho
cyklu, zvana pre-leptotene. V tomto stadiu nastiwaeina replikace DNA v fipraw na
vstup burgk do meidzy a tedyipmenu v oocyty (Wassarmaet Albertini, 1994; Gosdewet
Bownes, 1995; Baltust al., 2006). Je obtizné morfologicky odliSit oogonie féi pre-
leptotene od oocwytve fazi leptotene prvniho meiotickéhélehi. U mnohych z nich vSak lze
pozorovat sil kondenzované segmenty jaderného chromatinu (i&kéa— Osuchowska,
2006).

Vstup oogonii do meidzy je pragoodobré indukovan faktory produkovanymi
okolnimi buikami ovarialni tkd&. Oogonie jsou postupnobklopovany podirnymi pre-
granuléznimibunkami a nasledh dojde k uzakeni mezibuac¢nych spaoj, ¢imz je narusen
synchronni vyvoj bukk v daném ovarialnim shluku (Sathanantteral, 2000; Peplinget
Spradling, 2001). Déle se jiZ #iky vyviji samostat®é jako primarni oocyty, jejichz dalsi osud
zavisi na komunikaci s podmymi buikami v jejich bezprogednim okoli. Utvar, jehoz

souwasti je primarni oocyt obklopeny jednou vrstvou cplch étvercovych buk



epitelidlniho nebo mesonefralnihdévodu, se nazyva primordialni folikul (Byskov, 1986;
Merchant-Larioet Chimal-Monroy, 1989; WassarmabAlbertini, 1994; Motteet al, 1997).

3.1.3 Oocyty

Pfreména oogonie v oocyt je charakterizovana ul@rim mitotické aktivity a vstupem
dané biiky do meidzy. V pibéhu tohoto typu buktného dleni dochazi k rozdeni
diploidni sady ddi¢né informace matské buiky mezi buiky dceinné. Kazda z nich poté
obsahuje rekombinovanou haploidni sadu chromdzarstane se gametou. Yigadt vzniku
samtich gamet je vysledkem tohoto procesu jeden oo@drsou sadou chromozana dw
polova tliska, ktera se na vzniku nového jedince po oplbzexpodileji. Po vstupu do

meiotického cyklu jsou saiigamety dale ozravany jako oocyty.

Meibza zahrnuje dvpo sok jdouci dleni, z nichz prvni se oztiaje jako heterotypické
(redukeni) a druhé homotypické (ekdmi). Prvni meiotické &éeni se od mitdzy liSi fibéhem
profaze, ktera je prodlouzenda a lze ji réditddo 5 stadii — leptotene, zygotene, pachytene,

diplotene a diakineze.

Wassarmaret Albertini (1994) uvadji, Zze faze leptotene u savdrva 3 - 6 hodin,
zygotene pak nésledujicich 12 - 40 hodin. Faziokepke charakterizuje kondenzace a
parovani homolognich chromozémJz v této dob u nich z&ina dochazet k rekombinacim
DNA. B¢hem faze zygotene pokige giblizovani homolog, které se spojuji specifickym
molekularnim (synaptickym) komplexem (Yaegal, 2008) a nasledntvori tzv. bivalenty,
zdvojené utvary se 4 chromatidami. Poté nastupsijés@ti hodinova faze pachytene, pro
kterou je typickym jevem jiz doka@eny synapticky komplex, kterym je zafi8b pevné
podélné spojeni homolognich pathromozoni. V této fazi obvykle probiha crossing-over,
béhem rthoz dochazi k rekombinacim DNA (Romanierd¢ddCamerini-Otero, 2000)Iimto
mechanismem je zajita genetickd variabilita pohlavnich kn z nichZ se tedy v tomto
ohledu kazdéa stavéa unikatem.

Chiasmata jako stopy po usk&m&ném crossing-overu je mozné na chromozomech
pozorovat je&t ve fazi diplotene, kdy se postuprozpada synapticky komplex a vzajemné
spojeni homolog povoluje. Tato faze je vSak vyznamn&gevsim tim, Zednem ni nastava
tzv. prvni meioticky blok — mei6za jergrd vstupem do metafaze zastavena a k diakinezi
prozatim nedochazi (Wassarnetilbertini, 1994; Pictoret al.,1998; Alberts, 2007).

Zminény prvni blok meidzy nastava v pozdnim stadiu fdipdotene, které rowz byva
ozna&ovano jako faze dictyate a ve kterém se u&aachazi ¥tSina oocyl v obdobi kolem
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narozeni samice. Obetse uvadi, Ze prvnim zastavenim meidzy je dkon takzvana faze

mnoZeni zarod@ych burtk, po které nastupuje faze jejiaimstu.

V roce 1951 shrnul S. Zuckerman dosavadni poznatky z thhiggrodukni biologie
v piehledu, ktery se stal obecruznavanym dogmatem v této problematice. Zakladni
mysSlenkou je, Ze ovarialni zasoba zatogeh burk, kterd vystéi na celou reproduki
periodu samice, vznika prébehem faze mnoZenédhto burk béhem fetalniho vyvoje. Po
narozeni samice je jiz pet oocyti v ovariu striktg urceny a hem jejiho Zivota se fite

pouze postuphsniZzovat.

V sowasné dob Ize vSak citovattadu studii, které platnost této doktriny zavaznym
zpisobem zpochyiji. Jiz dive bylo prokdzano, Ze existuji vyjimky — @kierych druli
dochazi ke vzniku novych oodéyve vaj&nikach samic i &hem postnatalniho obdobi Zivota.
Tento jev byl popsan népu lemuii (Greenwaldet Terranova, 1988). Bukovskst al. jiz
vroce 1995 fSel stvrzenim, Ze v dod&ych lidskych ovariich mohou vznikat nové
zérodéné buky z epitelidlnich kmenovych bgk. Ostatd jeS€ pred vznikem
Zuckermanovy prace existovaly zminky o #owvzniklych oocytech v dospych mySich
ovariich (Allen, 1923). Johnsomt al. (2004) prokazali vznik novych primordialnich
zarodeénych burk v ovariich dos@glych mysi, a nasledn provedli sérii experiment
z jejichZz zavru vyplyva, Ze tyto nové zarodeé buiky mohou mit gvod také v krvi nebo
kostni deni. Krom¢ toho Dyceet al (2006) popisuji, Ze potencial stat se ovarialnimi
zarodeénymi buikami maji i kmenoveé hiky z kiZze prasat. Prace Tillyho tymu, ktera deda
boulivou diskusi na téma postnatalni oogeneze utsasklidila mezi odbornou wejnosti
vinu kritiky a prestoZe se v poslednich letech k novému pohledunfi@zy problém piklani
¢im dal vice odbornik stale nelzéici, Ze by tato teorie byla pirakceptovana (Tillyet al,
2009).

Prvni oocyty zablokované v diplotene profaze | lzenySi pozorovat od 17,5. dne
embryonalniho vyvoje (Borum, 1961), doveéka v 16. tydnu (Baker, 1963), u prasete Ize
oocyty v profézi | pozorovat od 47. dne embryorté@nivyvoje (Bielsiska-Osuchowska,
2006). Tyto biiky jsou \WtSi nez oogonie a maji vice cytoplazmatickych oefjaPrvni
meioticky blok oocyi trva az do jejich aktivace po dosazeni pohlavispgosti samice, kdy
na zéklad stimulace zvySenymi hladinami gonadotropnich havireetinaji rist a ziskavaji
tak kompetenci k dokaeni meiotického cyklu (van den HugkZhao, 2005).

Primarni nerostouci oocyty jsou ve tkani vaj&u volné obklopeny jednou vrstvou
plochych pre-granuloznich béin Tento Utvar je ozri@van jako primordialni folikul (Peters,
8



1969; Gosderet Bownes, 1995). Prvni primordialni folikuly se uapete z&naji objevovat
od 56. dne embryonalniho vyvoje (Bigska-Osuchowska, 2006).

Oocyt mize na zminy prostedi ovaria reagovat pouze pi@stnictvim giléhajicich
folikularnich burk. Praw tyto buiky jsou mimo jiné zodpaidné za udrzeni oocytu v prvnim
meiotickém bloku (Pincust Enzmann, 1935). Pro vzgjemnou komunikaci meziyteoo a
folikularnimi buikami jsou dlezité specifické mezibwiné kanaly typu gap junction, tzv.
mezerové spoje, které umgi ptimou a rychlou mezibwinou vynmenu molekul
obsazenych v cytoplazmdo velikosti asi 1kDa (Gershoet al, 2008). Tato vyréna se
v pripad® oocytu tyka nafiklad oligonukleotid, inositol-fosfati, iont a signalnich molekul
véetns téch, které jsou zodp@dné za blokovani dalSih@&ldni buiky (Hervéet al, 2005).

Po zformovani primordialnich foliktl kontinuale béhem Zivota samice vstupuji do
faze fistu. Oocyt i folikul zainaji nabyvat na objemu, roste metabolicka aktiidékularni
bunky proliferuji a z&inaji produkovat latky @wezité pro dalsi vyvoj folikulu i oocytu. Nép
mySi oocyt Bhem fstové faze zstSi svij objem az 300-kréat a stejny ri&t byl zaznamenan,
pokud jde o syntézu RNA v rostoucich oocytech (\&amanet Albertini, 1994).

1 2 3 4
. Venik Recruitment  Sekrece folikulami telutiny Rilst a zrani
Vyvoj folikulu primordialniho a ritst folioatu Venik antra Graafova folilulu

folilarlu
Riist antra

x ™
@>»@ —» — — @
RN
1 2 3 4 5 6
PGC Oogonie Vstup Diploidni Rist mejoticky nekompetentniho oocytu: Zraly oocyt ve stadiu GV
= do meidzy . )

oocyt replikace a redistribuce cytoplazmatickych organel
transkripce mENA | translace a hromadéni
syntéza zomy pellucidy

Meioticky kompetentni

Vyvoj oocytu

1. metoticky blok

(diplatene profize I}

Obr. 1 Schématické znazogni pribéhu oogeneze a folikulogeneze u sapodle Picton
et al, 1998.



3.2 Folikulogeneze

3.2.1 Primarni folikuly

Moment, kdy folikuly z&inaji rist, mnozi autth oznauji jako aktivaci folikulu, téz
recruitment. Z populace primordialnich folikulvajeiniku je k fistu rekrutovana vzdy jen
pongrné mala skupina (Hsuett McGee, 2000; van den Hugt Zhao 2005; Mongett al,
2012). Oocyty v rostoucich folikulech kreénzwetSovani objemu pradévaji i kvalitativni
zmeny, pricemz se stale nachéazeji v prvnim meiotickém blokajediky savé v pribéhu
reprodukni periody Zivota samice vzdy obsahuji jak rostoladikuly, tak i primordialni

folikuly s oocyty zastavené ve stadiu dictyate.

Mechanismus weni, které folikuly porostou a které nikoliv, préma neni zcela
objasrén. Obecg, vstup folikulu do rostouci skupiny je vysledkermény pongru mezi
inhibi¢nimi a stimulanimi faktory. Adhikariet Liu (2009) uvadji, Ze k udrZzeni nerostouci
ovarialni populace primordialnich folikul slouzi komplexni inhikgni molekularni

mechanismus, ktery brani spontdnnimu spuststu.

Na druhou stranu, mezi lok&lsyntetizované faktory podporujici aktivaci folikypaii
neurotropiny (Disseret al, 2009), cytokiny (KIT a KL, LIF) a tustové faktory jako
keratinocytovy #stovy faktor (KGF — Keratinocyte Growth Factor)brfiblastovy #istovy
faktor (bFGF — basic Fibroblast Growth Factor) apka faktott BMP (Skinner, 2005). van
den Hurket Zhao (2005) uvagi dalsSi molekuly pozitivi zapojené do regulace recruitmentu,
jako nap. insulin (Kezeleet al, 2002) nebotrstovy diferenciani faktor 9 (GDF-9 — Growth
Differentiation Factor 9) a epidermalnistovy faktor (EGF — Epidermal Growth Factor),
které reguluji proliferaci folikularnich bgk. Inhibi¢ni efekt na st oocytu/folikulu ma
retinoblastoma-protei(Bukovskyet al, 1995),onkogenMyc (Li et al, 1994) aast&n¢ také
antimulleriansky hormon (AMH — Anti-Mullerian Horme) (Durlingeret al. 2002).

Preména primordialniho folikulu na aktivovany, primarrolikul, je mimo jiné
provazena také z&nami na folikularnich bikach, které réni swij tvar z plochych,
dlazdicovitych, na kubické. Na stavu ac¢po granuléznich butk zavisi, jestli a kdy zZme
rast oocyt. Bylo zji&no, Ze oocyt skotu v primarnim folikulu &daa fist, pokud jej v mist

nejdelSiho obvodu obklopuje alespd0 granuldéznich bwk (Braw-Tal et Yossefi, 1997), u
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mysi je poteba kolem 10 (Lintern Mooret Moore, 1979) a @&loveéka a ovce kolem 15
granuléznich bukk (Cahill et Mauleon, 1981; Gougeat Chainy, 1987).

3.2.2 Sekundarni folikuly

Béhem istu folikuly postupd prochazeji primarnim stadiem a stavaji se folikuly
sekundarnimi, pre-antralnimi. Ui sekundarniho folikulu zahrnuje rostouci oocyt a
n¢kolik vrstev folikularnich buék, které nadale intenzi¢nproliferuji. Na vrjSi s€éné
folikulu se z&ina formovat vrstva bwhk théky (Zamboni, 1974 ktera se di na theca
folliculi interna atheca folliculi externaTheca folliculi interngje do dalSiho vyvoje folikulu
zapojena tak, Ze produkuje androgeny v zavislastinladirg luteinizaniho hormonu (LH —
Luteinizing Hormone). Androgeny poté vstupuji damléznich bugk folikulu, kde jsou
enzymem aromatazou metabolizovany na estradiolvriiilléunkce estrogen v organismu
samic je stimulace reprodékiho traktu prosgednictvim gisluSnych receptér ve folikulu

vSak lokal@ podporuje proliferaci a diferenciaci granulézy (darhyden, 2002).

V této fazi pak oocyt uvnitfolikulu stale z¥tSuje swij objem i Urové proteosyntézy,
za trvajiciho prvniho meiotického bloku. Rychlosstu oocyil zavisi na pétu folikularnich
burgk, které v tomto procesu plni paidpou funkci (Herland®t Schultz, 1984). Sekundarni
folikuly u prasete ddistaji do paméru kolem 300 puM, zatimco oocyty nabyvaji cca 90 uM

v praméru (van den Hurlet al, 1997).

NejnapadsjSim projevem metabolické aktivity oocytu v tomtadiu je tvorbazony
pellucidy. Jednd se o extracelularni glykoproteinovy obatybtg ktery pini pedevsim
ochrannou funkci. Mezi timto obalem a cytoplazmaiic membranou oocytu pak vznika tzv.
perivitelinni prostor. Saif zona pellucida se sklada z€ typa glykoproteini ozna&ovanych
jako ZP1, ZP2 a ZP3 (Bledt Wassarman, 1980Xona pellucidau mysi obsahuje asi 20 %
ZP1 a 80 % ZP2 a ZP3 (Bog al, 2003).Zonalni polypeptidy jsou u&sSiny druhi sava
velmi podobné (Wassarman, 2008)ySi oocyty syntetizuji tyto glykoproteiny ve 2.3:
tydnu jejich Gstoveé faze (Wassarmant Litscher, 2012), u skotu Ize @rzformovanou zonu
pelucidu pozorovat az v pozélpre-antralnich folikuleckBraw-Tal et Yossefi, 1997). Lidska
zona pellucidase skladd minimainze 4 ty@ zonalnich glykoproteiin (Tapanaineret al
2008)a lze ji na oocytech pozorovat uz ve fazi primaoniblikulu (Himelstein-Brawet al,
1976). Zona pellucidaje tak nejprve patrna jako izolované shluky filanekteré postupn

vytvari komplexni &, ¢imz vznika pomrné pevné, ale elastické pouzdro, jehoz ttasse
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zvétSuje s pokréujicim vyvojem oocytu (Wassarmaet Mortillo, 1991; Keefeet al., 1997).
Struktura zony pellucidy umoziuje komunikaci oocytu s bezpréstinim okolim diky
mnozZstvi pal, kterymi prochazi vyrky oocyt obklopujicich butk corona radiata jejichz
cytoplazmaticka membrana je vybavena meziboymi spoji typu gap junction (Keefe et al.,
1997).

3.2.3 Tercialni folikuly

Tercialni, antrélni, folikuly jsou charakteristick&nikem tekutinou naptmé dutiny,
neboli antra. Folikularni tekutina nejprve wvyitvamezery mezi bwkami granulézy a
s pokr&ujicim vyvojem folikulu se produkce tekutiny zvy8ujaz vytvéi uvnité folikulu
dutinu (Eppig, 2001). U prasat je dutina patrnélikdili o 0,4 — 0,8 mm v gméru (Crozetet
al.,, 1981; Morbecket al. 1992),u skotu u 0,12 — 0,16 mm velkych foliku{Dufour et al,
1987)a v pipack ovce u 0,3 mm velkych folikal(Turnbullet al, 1977).

Antralni folikuly se vyznauji pomerné rychlym rastem, pi kterém jsou schopny
n¢kolikanasobr zwétsit svij pavodni objem. V lidskych folikulechifftomné oocyty rostou
z 35 na 12QuM v priméru, coZ pedstavuje cca 100-nasobné&tdeni objemu (Gosdeet
Bownes, 1995; Gougeon, 1996). Tercialni folikuly jimgotencidl doiist az do
piedovul&niho stadia a ty, u kterych tento proces phoie UspsSns, jsou poté ozrimvany
jako Graafovy folikuly. Ty mohou na vajeiku vznikat az v dobpohlavni dosglosti samice
vramci pravidelného opakovaniijovych cykki pod vlivem msobeni hypofyzarnich
gonadotropnich hormdn (Soedeet al, 2011). Oocyt v Graafav folikulu lezi umisgn
acentricky na vejconosném hrbolku, tgném btikami cumulus oophoryskumularnimi
buinkami, jejichz nejvningjSi vrstva se nazyvéorona radiata Velké antrum je lemované
tzv. granuléznimi, téZ muralnimi, bkami a cely folikul je uzasen ve dvou vrstvach théky.
Také oocyty dale rostou a po dosazeni svého méiinmd a druhov specifického
objemuziskavaji takzvanou meiotickou kompetenci.idtlegkou kompetenci se rozumi
schopnost oocytu vystoupit z meiotického bloku &amsit meiotické dleni. Obvykle je
mozné z velikosti folikulu orienta¢ odhadnout, zda se v daném folikulu nachazi miptic
kompetentni oocyti nikoliv, kdy se u prasete jedn& o folikuly velgt03 — 5 mm (van den
Hurk et Zhao, 2005).
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3.3 Ziskani meiotické kompetence oocyt

Pro pokrgovani meidzy je nutny rozpad jaderné membrany (GVVEBEerminal Vesicle
Breakdown), aby se mohla polovin&ditné informace oocytuipsunout do vytleného 1.
péloveho ¢Eliska. Schopnost podstoupit GVBD vSak maji pouzeyyos ukogenym Kistem,
ve kterém spravnprobzhly vSechny pdaebné zminy v jade i v cytoplazm a organelach v ni

rozptylenych.

U prasat ziskavajéast&nou meiotickou kompetenci, tedy schopnost zahajBG,
pouze oocyty z folikul velkych alespt® 1 mm. Dokodit 1. meiotické dleni in vitro a
dosahnout metafaze Il vSak maji az oocyty s plnaiotitkou kompetenci, uloZzené v
antralnich folikulech velkych cca 2 mm a vice (Nlotet al, 1984). Takové oocyty maji
pramér 115 — 120 um a jsou povazovany zagéptiorostlé (McGaughteyt al, 1979).
Meioticky kompetentni pragé oocyty maji oproti obdobiustu vyrazg nizSi Uroveé
transkrigni aktivity v jade (Motlik et al, 1984).

Pokud jde o kvalitativni zgmy v oocytu, které pragéva khem fnstu, ty zahrnuji jak
vznik novych genovych produkta organel, tak igdevSim peorganizovaniéch pivodnich
nebo jejich modifikace (Pictoat Gosden, 1998). ZmnozZeni cytoplazmickych organdylsé
zejména mitochondrii a jejich DNAI ribozomi, s kterymi souvisi zvySend syntéza RNA).
Mnohé organely posmné vyrazré meéni swij tvar, jako nap mitochondrie, které jsou
puvodre ténei kulovité a postuphise prodluzuji, fcemz morfologické zrny Ize pozorovat
i na jejich vnitnim ¢leréni - kristach. Déle jsou patrné Zny na endoplazmatickém retikulu
nebo Golgiho aparatu, kde se jedii@devSim o postupné romdvani cisteren a cely komplex
se s pokréujicim vyvojem oocytu stava sloggim. \V&tSina organel vykazuje tendenci
posouvat se sénem k periferii buiky. Tim je napiklad usnadén transport glykoprotein
z Golgiho aparatu do zony pellucidy nebo vznik zam@seni kortikalnich granuli, ktera hraji
dulezitou roli pozdji pii fertilizaci (Mehlmannet al. 1995; Liu, 2011). V ooplazénse pak
hromadicetné membranou ohraené véky, glykogenova granula, lipidové kapénky apod.

jako zasoba energie a subsirato tvorbu novych membran po fertilizaci

Jadro rostouciho prasbo oocytu ma vlaknit granulézni strukturu a je &&ené.
Jadernd membrana t¥adolre pozorovatelny prstenec a obsahuje mnozstui fGrozetet

al., 1981). Dekondenzovany chromatifstava v konfiguraci typické pro stadium prvniho
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meiotického bloku, fazi dictyate. Toto uspdani se ozraje jako zarodéy vaek (GV —

Germinal Vesicle).

Na udrzeni prvniho meiotického bloku se potilia specifickych molekul zapojenych
do komplexnich signalnich kaskad. CharakterisiegvyznamgjSich z nichje wvénovana

samostatnd kapitola (3.5).
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3.4 Meiotické zrani oocyti

Meioticky kompetentni oocyt jefpraven vystoupit z prvniho meiotického bloku a
pokraiovat v dleni az do dalSiho spontanniho zastaveni, a totafém II. Ke znovuzahajeni
meibézy dochazi u samice poprvé s nastupem pubétymto obdobi se #mi zpisob, jakym
je do organismu vyplavovan gonadotropiny uiwpici hormon (GnRH - Gonadotropin
Releasing Hormone) z hypotalamu, caznm ovliviiuje hladiny gonadotropnich hormign
LH a FSH, v krvi. Cyklické zmny v koncentracich gonadotropnich horiomaji za
nasledek odpovidajici zZmy na vajéniku. Rijovy (estrélni) cyklus samic savcje
charakterizovan stdanim takzvané lutealni a folikularni faze¢hBm lutealni faze je
organismus fevazré pod vlivem hormonu progesteronu, zatimco pro toékni fazi jsou

typické zvysené hladiny LH, FSH a estrogien

Délka estralniho cyklu u prasnic se pohybuje v &izp8 — 24 dni. Folikularni faze
estralniho cyklu prasnice trvd 5 - 7 dni a nastigup odezéni lutedlni faze. Na jejim
pocatku se na vajmiku vyskytuje mnozstvi antralnich folikylz nichz jsou ty neptSi na
zaklad zmen charakteru pulsniho uvavani GnRH a potazmo LH a FSH rekrutovany
k dalSimu vyvoji. Nkteré z &échto vybranych folikul pozdji dorostou v Graafovy folikuly
schopné ovulace. V kazdém estralnim cyklu prasoveauje 15 - 30 folikul v zavislosti na

véku, vyzivném stavu samice a dalSich faktorech (8eedl, 2011).

Pro zahdjeni faze zrani oocytu je v podminkéctvivo potiebna pre-ovukni vina
gondotropiri, ktera stimuluje folikul k dalSimuistu a vyvoji. Oocyt sam o s®nema
receptory pro gonadotropni hormony, proto jehdm zrani odkdzan na komunikaci
s thékalnimi a granul6znimi bkami, které disponuji receptory pro LH (Channiegal.,
1981; Meduriet al, 1996; Eckeryet al, 1997). Bylo zji&no, Ze izolované oocyty
kultivovanéin vitro zraji spontan®ii v médiu bez obsahu steroidnich horrin@pod vlivem
rastovych faktod jako inzulinu podobnyutstovy faktor (IGF — Insuline-like Growth Factor)
nebo epidermalnitistovy faktor (EGF — Epidermal Growth Factor) (Sireghal, 1997; Uhm
et al, 1998). Nicmés, LH vina vin vivo podminkach eliminuje faktory inhibujici zrani a
oocyt uvnit rekrutovaného folikulu pak préthvatradu zmén v giipraw na fertilizaci. Tyto
zmeny lze pozorovat v j4@ i v cytoplaznm.
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3.4.1 Jaderné zrani

Jaderné zrani je charakterizovarfedevsim zrénami konfigurace chromatinu a stavu
jaderné membrany. Zahajeni meiotického zrani G\WioeyZzaduje GVBD. Samotny proces
rozpadu jaderné membrany je mozné wtizdio ¢tyr (Motlik et Fulka, 1976; Motliket al,
1978) nebo §i (Sunet al, 2004) stadii, pojmenovanych podle morfologickéavu GV.
Prvni stadia, GV-0 a GV-Il,ipdstavuji u prasat neporuSeny zatmyevaek, jen s mirnymi
rozdily ve stupni kondenzace chromatinu. Jadernenbm@&na i jadérko jsou v GV-I déd
pozorovatelné, chromatin téiokolem jadérka prstenec nebo je usutan do tvaru podkovy.
Ve fazi GV-Il Ize na zviané jaderné membrarpozorovat struktury heterochromatinu. GV-
[l znamena vyskyt slab barvitelnych shluik chromatinu zejména v okoli jadérka, které
zaina ziskavat vlaknitou strukturu a jaderna membramadale deformuje. V poslednim
stadiu, GV-1V, jiZz membrana nenfetelna a jadérko je rozptyleno (Motlét Fulka, 1976).
Podobr probiha GVBD také u jinych sav¢Motlik et al, 1978; Hyttelet al, 1997, Taret
al., 2009). U prasete cely proces trva cca 14 — Ibnh@ hibaultet al, 1987). Po rozpadu
jaderné membrany vytv¥bkondenzovany chromatin v cytoplagZroocytu kompaktni shluk.

Tato faze je ozrmvana jako pozdni diakineze (LD - late diakinesis).

Nasleduje metafaze |, kdy se vytvd. meiotické dlici vieténko a chromozomy se
v ném uspdadaji do typické metafazni figury, jez se vyama séazenim chromozotn
v jeho ekvatorialni rovien Poté dochazi k roZteni bivalent. Jednotlivé chromozomy se
dvéma chromatidami se za postupného zkracovani miubiwdéliciho vieténka posouvaji
smeérem Kk jeho pdlm, ¢imz je charakterizovantgchod do anafaze I.

Béhem telofaze | pak dochazi k Weni prvniho polovéhcéliska, do kterého odchazi
jedna sada chromozdm Polové ¢lisko se poté nachazi v perivitelinnim prostoru imez
oolemou azonou pellucidouJe rkolikandsobt mensi nez oocyt, protoZe obsahuje jen malé
mnozstvi cytoplazmy. Chromozomy prvniho polovékitiska obvykle v piibéhu dalSiho
vyvoje oocytu degeneruji (Wassarman, 1988). Asyiaieir rozdleni buiky pii extruzi
polového tliska je disledkem acentrického uméet kliciho vieténka, které je v cytosolu

vyrazre posunuto k periferii oocytu.

Béhem echodu z meiézy | do meidzy Il je chromatin oocytidrZzovan
v kondenzovaném stavu (Williams, 2002; Kishimot@Q2). Oocyt pokréuje v procesu zrani
pies profazi Il az do metafaze Il, kdy dochazi kehdrau zastaveni meiézy. Chromozomy
oocytu, které vém zbyly po vydleni polovéeho dliska, ot utvoii metafazni figuru a
nastava 2. meioticky blok v metafazi Il, ve kteréatyt setrvava az do oplozeni.
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3.4.2 Ultrastrukturalni cytoplazmatické zm ény

Cytoplazmatické zranitpdstavuje komplexni zny vedouci k tvor® redukované a
oplozeni schopné sa@ihigamety. Tyto ziny predukuji také UuspsSnost oplozeni a kvalitu
dalSiho embryonalniho vyvoje. Cytoplazmatické zrao€ytu zahrnuje fe@devSim zrénu
rozmistni uritych cytoplazmatickych organel fipadré jejich modifikaci. Na pesunech
organel, ale i na zémach konfigurace chromatinu viihu meiotického zrani oocytu, se
podili dynamicka cytoskeletalnitdbuiky, jejiz sodasti jsou mikrotubuly, aktinova vlakna a
intermedialni filamenta (Schattest Sun, 2011; Liaret al., 2014). Volr¢ jsou v cytosolu
rozptyleny substraty pro energeticky metabolismyu®dolz lipidovych kapének nebo nap
jako drobny krystalicky material (WassarmetrAlbertini, 1994).

Mitochondrie se ve stadiu GV shlukuji kolem jadrby se po vy&eni pélovéhodliska
znovu rozptylily v cytoplazm a nasledé se ogt shromazdily kolem metafazni figury v M 1.
K mitochondriim se &hem zrani oocytu ifpojuji zplosElé struktury hladkého
endoplazmatického retikula (Szollosi, 1972). V gy@ant zrajiciho oocytu Ize pozorovat
mnoZstvi membranovych #di, které setasto spojuji s malymi skupinami volnych riboziom
(Szollosi, 1981). Endoplazmatické retikulum mimoéjihraje vyznamnou rolifpaktivaci
oocytu Ehem oplozeni, kdy jako nejisi zasobarna vapenatych it buice uvolni velké
mnoZstvi C&" do cytoplazmy (Mehlmanet al.,1995; Mehimanret al, 2010).

Golgiho aparat (GA — golgi apparatus) nejprve oplje zarodeny v&ek a
s pokra&ujicim zranim oocytu se jeho cisterny zplg§a prodluZuji, zatimco se cely komplex
posouva k povrchu hiky. V souvislosti stim se periferie itky postupg zaphuje take
kortikalnimi granuly, které jsou z GA odvozené ([Gdult et al, 1987) a jejichZ ulohaip
oplozeni spdiva v uvolréni svého obsahu do perivitelinniho prostoru. Topak za nasledek
nevratné zrny ve struktie zony pellucidypiicemz tento mechanismuggwobi jako prevence
polyspermie (Moricaret Moricard, 1975).

Substraty slouzici jako zasoba energie jsou v ¢grog oocytu uloZzeny nap jako
lipidové kapénky, fipadré drobny krystalicky material. Redistribuce a mddifie
cytoplazmatickych organel oocytu je nutna pro rdisb& aktivaci transkrigni aktivity
v pifipraw na oplozeni a nasledny embryonalni vyvoj. Pouzdyzoocyt, u kterého tyto

pochody spravh prokehly, ziskava takzvanou vyvojovou kompetenci, thanost dokodit
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2. meiotické dleni, sprava projit fertilizaci a usgsné zahajit embryogenezi (Marchet al,
2001; Sardeet al, 2002).

Uroven transkrigni aktivity v pmtibéhu oogeneze kolisa a postdpise snizuje.
NejintenzivrEji je RNA syntetizovanadhem istové faze oocytu, u mysi zejménav jejim 2. a
3. tydnu ¥ku. U plrg vzrostlych oocyd Uroven transkripce vyznaminklesi a s nastupem
zrani, potazmo ovulace, prakticky uplastava. Pla vzrostly mySi oocyt obsahuje asi 200-
krat vice RNA neZz &na somatickad hika. Pokud jde o proteosyntézu, jeji urbvee
v pribéhu ristu a zrani oocytu také ami, v tiznych stadiich irstu oocytu jsou proteiny
syntetizovany v odliSnych mnoZstvich. Vzhledem ki jak oocyt z¥tSuje swij objem,
koncentrace celkového proteintistava viceméhstejna i pi zvySené Urovni proteosyntézy.
Pti ovulaci obsahuje mySi oocytiplizné 40 pg DNA, 500 pg RNA, 20 — 25 ng proteinu (bez
zony pellucidy, 150 pg glykogenu, 100.000 mitochondrii, 1 milbozomi a 4.500
kortikalnich granuli (Wasarmaat Albertini, 1994).

3.4.3 Expanze kumulu

Kumularni buiky obklopujici oocyt reaguji naig@dovul&ni vinu LH rozsahlou
reorganizaci cytoskeletu a syntézou hyaluronovéelkys (Nagyova, 2012). To ma za
nasledek rozvokni pavodre kompaktniho kumulu, #Xemz extracelularni matrix
kumularnich buék ziskava mukozni charakter a cely kumulo-oocyt&omplex nabyva na
objemu. Vyznam tohoto jevu zvaného kumularni expadzjmé spaiva v usnadéni
pribéhu ovulace, selekci spermii na zakiaklality jejich akrozond (nutnost funkniho

enzymu hyaluronidazy) a zabranit polyspermii (Vahgiden, 2002; Nagyova, 2012).

V prabéhu expanze kumulu dochazi kepuSeni bugnych spoj mezi oocytem a
kumularnimi buikami, ¢imZ je zastavena oboustranna komunikace mezi nitodjemné
propojeni kumularnich bwk vSak #Zistava nadale zachovano (Suzuéd al, 2000).

S preruSenim kumulo — oocytarnich mezibémych spoji typu gap junction mimo jiné ustava
zasobeni oocytu faktorem cAMP, faktoru odgdného za 1. meioticky blok¢imz je
stimulovan proces zrani oocytuufledkem poklesu oocytarnino cAMP je aktivace MPF,
ktery hraje ki€ovou roli ve vystoupeni oocytu z faze dictyataiggho pokraovani v meidze
(Dekel, 1988; Sherizlet al, 1988).
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3.5 Regulace meiotického zrani oocyit

Na regulaci meiotického zrani séeh oocyti se podili mnozstvi faktor piicemz
Uloha velké ¢asti z nich zatim nebyla pinobjasgna. Na tomto misgt bude zmigna
charakteristika nejvyznanyj$ich z &chto faktofi, jejichz funkci v procesu zrani oodyse
prozatim podiélo porozunét nejlépe.

3.5.1 Cyklické nukleotidy — cAMP, cGMP

Vysoké hladiny cAMP udrzuji oocyt v 1. meiotickémoku (faze dictyate). Je
syntetizovan granuldéznimi bkami za @asti enzymu adenylat-cyklazy (AC — Adenylate
Cyclase) a do oocytu vstupuje ptesinictvim spaj gap junction. Pokles intracelularni
hladiny cAMP je provazen zahajenim meiotického Zréocytu (Contiet al, 2012).
Mechanismus jehotgobeni spéiva v regulaci aktivity cCAMP-dependentni proteimd&zy
(PKA — protein kinase A), kterétino reguluje dalSi faktory podilejici se na udrzeizkeé
aktivity MPF. Témito faktory jsou 1) kinhza WEEL1, jejiz fosforylakmazou PKA zvySuje
jeji aktivitu, ¢imz je blokovan MPF v ja@ oocytu (Haret al, 2005) a 2) CDC25 fosfataza,
jejiz fosforylace zprogedkované kindzou PKA mé na jeji funkci negativinak (Oh,et al,
2010). Aktivni CDC25 fosfataza jeukbzita pro defosforylaci (tedy aktivaci) katalytéek
podjednotky komplexu MPF, kinazy CDK1 (CDK1 — Cyeliependent kinase 1).

cGMP vznika ve folikularnich hikach &inkem enzymu guanylat-cyklazy (GC - Guanylate
Cyclase) z guanosin trifosfatu (GTP — Guanosingyiosphate). Aktivita GC je regulovana
oxidem dusnatym (LaPott Hong, 1995). cGMP pra¥godobr inhibuje hydrolyzu cAMP,
¢imz pomaha udrzovat oocyt v meiotickém bloku (Adinilet Liu, 2014). Zda se, Ze tato jeho
funkce nmize byt disledkem jeho inhikdniho &inku na endogenni fosfodiesterazu oocytu
(PDE3A — Phosphodiesterase 3A), ktera v aktivnméohydrolyzuje cAMP. Omezenim
jejiho pisobeni tedy pomaha udrZzovat vysokou hladinu cAMBrami tak zahajeni zrani
oocytu (Conti et al, 2012). Na regulaci hladiny cGMP v oocytu se podivnez
gonadotropni hormony, jako je FSH a LH (Zhat@l, 2009).
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3.5.2 Maturation/M-phase promoting factor (MPF)

MPF je heterodimer, ktery se sklada z reguigpodjednotky tviené cyklinem B, a
katalytické podjednotky twené CDK1 (ltoet Kashiwazaki, 2012). Aktivni MPF #Agobuje
degradaci cAMP a znovuzahjeni meiézy. Pokud je CiiKibicné fosforylovana na Thrl4
a Tyrl5, jedna se o neaktivni komplex zvany pre-MMFassarmaret Albertini, 1994;
Vanderhyden, 2002; van den Humt Zhao, 2005). Tyto inhibhi fosforylace jsou
katalyzovany kinazami WEE1 a MYTL1, defosforylacepgk zavisla na CDC25 fosfataze.
Aktivitu obou zmirnych kinéz i fosfatazyimo reguluje PKA (Haret al, 2005; Ohet al,
2010). PKA zprosedkovava fosforylaci kinazy WEEEjmzZ zvysSuje jeji aktivitu. ZvySena
aktivita WEEL kinazy pak inhibuje aktivitu MPF. Ttermechanismus udrzuje aktivitu MPF
béhem meiotického bloku na nizké udrovni. Aktivita MPR&Gsta @i GVBD a vysoka je
zachovana ip Ml a pii MIl. Cyklin B jako regul&ni podjednotka MPF je v oocytutem
meiotického bloku prbézré degradovan pomoci anafazi podporujiciho komplexu a
cyklozomu (APC/C - Anaphase Promoting Complex/Csgeotoe). Tento komplex svou
aktivitou zprostedkovava navazani ubikvitinu na cyklin B, kterygesléze degradovéan v
proteasomu. Dojde-li ke snizeni aktivity APC/C, oate obsah cyklinu B v oocytu, coz je

jeden z mechanisimpodilejicich se na spé&i spontanniho zrani oocytu (Heltal, 2011).

3.5.3 Mitogenem aktivovana protein kindza (MAPK)

Jako mitogeny aktivované protein kinazy (MAPK — dgjen-Activated Protin Kinases)
se oznauje ponerné pocetna skupina enzyim které jsou typické tim, ze jejich aktivita je
regulovana extracelularnimi signaly (odtud také&idakng&eni ERK — Extracelular Signal-
Regulated Kinase). Jedna se o serin/threoninovézijrkteré pro svou aktivaci gebuji byt

fosforylovany na threoninovych a tyrosinovych zligtc(Fanet Sun, 2004).

U savich oocyti byly popsany 2 isoformy MAP kindzy: ERK1 a ERK2a(Fet Sun,
2004). Ob¢ jsou v proteinové fundni kaskad fosforylané aktivovany specifickou MAP
kinazy kindzou (MAPKK)¢asto ozn&ovanou MEK. Aktivita MEK je regulovana jeji vlastni
kindzou (MAPKKK), téZ Mos. Jedna se o produkt plamgenuc-Mos - kindzu specifickou
pro zarodené buiky (Posadat al, 1993; Inoueet al, 2007). Ta fosforyluje komplex APC/C,
ktery v bukach zaji§uje degradaci cyklii, véetnd cyklinu B, ktery je sotasti MPF.
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Inhibicnim faktorem APC/C je Erpl/Emi2. Pro udrZeni oocytmetafazi Il je nutna
fosforylace Erpl/Emi2 kindzou p90RSK (p90 Ribosont Kinase). Tato slozita
fosforylaini kaskada je ¢kdy ozn&ovana jako cytostaticky faktor - CSF (Paronedtaal,
2004; Inoueet al, 2007; Nishiyamaet al, 2007).

MAPK se podili na udrzeni aktivity MPF, dale fosfiaci proteiri cytoskeletu a
mikrotubuli umo#ziuje vznik dliciho vieténka a podili se na zastaveni meidzy v metafazi |
(Fan et Sun, 2004; van den Huwet Zhao, 2005). N&sovani aktivace MAPK se druhov
specificky liSi. Zatimco u &tSiny hospodi&kych zvfat je MAPK aktivovana v prakticky
zarovei se zahajenim GVBD (Fissoet al 1996), u prasete k tomu dochativd (Wehrend
et Meinecke, 2001) a u mysi naopak pge@Stojkovic et al. 1999).

V sawich oocytech je MAPK zodpe@dna za fosforylaci proteiy které pomahaji
udrzet chromozomy v kondenzovaném stavheln gechodu z prvni meidézy do druhé a
zabrauje tak vstupu do interfaze. Aktivita MAPKigirvava i v okamziku, kdy poklesne
aktivita MPF (Dekelet al, 1995). Kron toho MAPK pravdpodobr fosforylaci jadernych
lamin brani vzniku jaderného obaldjgadré podporuje rozpad jaderné membrany (Mebs
al., 1995). Spustit fosforyléni kaskadu MAPK jsou schopny jen meioticky kompgtén
oocyty, které mohou aktivovat cdc2 (CDK1) kindzkgasouwast MPF. Rostoucim oodyh
tato schopnost chybi (HarroekClarke, 1995).

uvolnéni z folikulu fertilizace

GV MI Mil PN
0h 18h 20h 30h  44h 141 po fertilizaci

Obr. 2 Schéma aktivity MAPK v gib¢hu meiotického zrani u prasete. PN — stadium

prvojader (pronucleus)f@vzato z: Famet Sun, 2004.
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3.5.4 Véapenaté ionty (C&")

Véapenaté ionty slouzi v organismu jakéleFita signalni molekula ovliwjici celou
fadu biologickych procésv buikdch a tkanich. Signalizace zahrnujici vapnik jZeghi
napiklad pro funkci kosterniho svalstva (Chin, 20@b5nervové soustavy (Egorowt al,
2015) a v pipact reprodukce pak hrajeatbzitou roli @i aktivaci oocytu Bhem fertilizace
(Williams, 2002).

Véapnik se do butk dostavd prosédnictvim inositol-1,4,5-trifosfatovych recepior
(IP3R) nebo pes ryanodinové receptory (RyR) (Petral, 2002). Fimo do cilovych organel
se pak dostavaiges membranu ve fornC&* za pomoci adenosin trifosfatovych SERCA
pump (Wakaiet al, 2013). Hlavni zasobarnou €as oocytu je endoplazmatické retikulum,
v praséich oocytech se dale nejvice vapnikovych idonachazi v karyoplazén vakuolach,
mitochondriich a na povrchu lipidovychdkd (Petret al, 2001). Vépnikové iontytsobi na
cilové proteiny nefimo pres protein kalmodulin, na ktery se vaze.

Signalizace vapenatymi ionty ma z hlediska zrantyto vyznam pedevsSim f
zahajeni vystupu z 1. meiotockého bloku (Rozietlal, 2003; Wassaman, 1988). Pokud je
blokovan vstup C& nedochézi ke GVBD (Wassarma Albertini, 1994).Pro zahajeni
aktivity MPF je nutna stimulace folikulu vinou LHalo vina aktivuje fosfolipazu &jmz je
spustno prechodné zvyseni hladiny €av cytosolu (Andersoret al 1996; Floreset al,
1998). Tento impuls ma za nasledek syntézu inosifoisfatu (IR), ktery moduluje funkci
membranovych iontovych kariél Cilem celého mechanismu je aktivace kalmodulin-
dependentni protein kindzy Il (CaMKIl), ktera je seé funkci zavisla na oscilaci €aJeji
tlohou v oocytech rodXenopusje pak aktivéni fosforylace MPF (Lorcaet al, 1993).
Fosfolipdza C. je pravépodobr také faktorem spermie, kteryimplozeni spousti uvosmi
Ccd* z endoplazmatického retikula (SwashLai, 2013). Po oplozeni dochéazi k rapidnimu
zvyseni hladiny C4 v oocytu. lonty se uvaliji z ER otevenymi iontovymi kanaly. Tento
jev je signalem pro znovuzahajeni meidzy v Mll alednou formaci prvojader (Miyaza&t
Ito, 2006). Signal seicelym oocytem od mistaijpriku spermie (Williams, 2002). Vzestup
hladiny C&* v cytosolu po fertilizaci je WeZity pro exocytézu kortikélnich granul, ktera
zabrawuje polyspermii (KlineetKline, 1992).
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3.6 Gasotransmitery

Biologickeé procesy probihajici v sdeh buikach jsou velmtasto vysledkem slozitych
signélnich kaskad, kterych seadtni fada molekul se specifickymi funkcemi.émlito
molekulami mohou byt nejerizné proteinyi ionty, ale také malé plynné molekuly, jejichZz
vliv na organismus ve smyslu intracelularni sigrede je v sotasné dob prednttem
intenzivniho vyzkumu. Mezi molekuly s touto schogtigati malé plynné molekuly zvané
gasotransmitery. Gasotransmiterkegstavuji zatim dosuditlennou skupinu plyln, které
byly jiz diive v medicig zkoumény pro svou toxicituti organisniim, pokud se v nich
vyskytovaly ve vysokych koncentracicheriito plyny jsou oxid dusnaty (NO), oxid uhelnaty
(CO) a sulfan (KS). Teprve relativh nedavno bylo zjigho, Ze v nizkych koncentracich
naopak tyto plyny zastavaji v organismileZité autokrinni, endokrinni a parakrinni funkce
(Smelcovéet Tichovska, 2011; Wang, 2014).

Gasotransmitery endogennih@vpdu vznikaji v biikach ze specifickych substiatza
katalyzy gislusSnymi enzymy a organismus je schopen jejichkéumegulovat. Pro tyto
molekuly je typické, Zze snadno prochazeji cytoplaiohkou membranou a podle mista svého
vzniku se pak podileji na fyziologickych procese@ko je genos nervového vzruchu,
vazodilatace a svalova relaxace nebo imunitni ieakganismu (Wang, 2014).

V sowasné dob je predmetem vyzkumu také uloha gasotransmitter reprodukni
sousta¥ savd@. Bylo prokazano, Ze ovliwji plodnost samc i samic. U samt skrze
pusobeni v cévnim systému rtgbad ovliviiuji erekci penisu (Shamloul, 2009), v sami
reprodukni soustay pak napomahaji zejména udrzeidamsti zamezenim kontrakafldzni
svaloviny (Pateeét al, 2009). U obou pohlavi jsou gasotransmitery zapogo tvorby a zrani
pohlavnich bu&k — spermii a oocwt (Machado-Olivieraet al, 2008; Chmelikovét al,
2011).

3.6.1 NO - oxid dusnaty

Prvnim popsanym gasotransmitterem byl oxid dus(ié), u kterého byla v roce 1987
potvrzena schopnost roxdvat cévy, tj. vazodilatace (Ingaret al, 1987; Palmeet al,

1987). Pro tento objev byla aulon danych piklomovych studii v roce 1998 tiéna
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Nobelova cena za fyziologii. Poté byly postépobjevovany dalSi oblasti vlivu NO jako
signélni molekuly v organismu.

NO vznika jako vedlejSi produkite@miny aminokyseliny L-argininu na L-citrulin, ktera
je katalyzovana enzymem NO-syntazou (NOS — Nitxad® Synthase) (Stuelet al., 1999.
Tento enzym se v organismu vyskytuje vech isoforméach, které Ize detekovatazmych
organovych soustavach a tkanich (Aldertol., 2001).

Jedna se o nervovou NOS (nNOS), identifikovanoervaoveé tkani, dale endotelovou
NOS (eNOS), ktera byla poprvé objevena v cévnimotid a takzvana inducibilni NOS
(INOS), vyskytujici se zejména v prietli imunitniho systému, kde se uplge jako faktor
spoustjici apoptozu (Karpuzoglat Ahmed, 2006).

eNOS a nNOS obvykle produkuji malé mnozstvi NOjialjdunkce je zavisla na vazb
na kalmodulin. Navazani kalmodulinu do molekuly N{@Spotebné pro aktivéni zmenu
konformace enzymu (Stuehr, 1999 pripac INOS je vSak kalmodulin jiZz fimo sodasti
molekuly, jeji aktivita tedy jehoifpadnym nedostatkem neni tlumena. Proto iNOS praeuk
vétSi mnozstvi NO, a to také po delSi dobu nedlphozi dva zmimé enzymy (Chungt al,
2001).

Nové vzniklé molekuly NO maji charakter volného radika v této formy zastavaji
pouze velmi kratkou dobu. Kratce po svém vznikiztobvykle reaguji s jinymi molekulami
za vzniku fiznych funknich, ale i Skodlivych slaienin. Rikladem je reakce NO s kyslikem
za NQ, ktery dimerziuje ve formu $0,. Pokud vSak prosty N{bude reagovat s NO, vznika
N.,Os; se schopnosti post-trangt@ modifikovat proteiny na jejich cysteinovych zbyfci
(Tannenbaurnet White, 2006). Tato modifikace se nazyva S-nitrasgl kterd je aktu&in
¢asto porovnavana s podobnou modifikaci, a to seifazprosiedkovanou S-sulfhydrataci
(Lu et al, 2013).

Vazodilatgni efekt NO ma zaklad vjeho schopnosti indukovatlaxaci
hladkosvalovych busk, coz se tyk& nejen cévniho systému, ale také nagwmetria (Duckitt
et al, 2011). NO se déle podili na uvein srdeni i piicné pruhované svaloviny, a to aktivaci
enzymu guanylat cyklazy, kter4 potécma tvait cGMP (Denningeret Marletta, 1999).
cGMP je schopen aktivovat proteinkinazu G (PKG etéln Kinase G), coz ma za nasledek
snizeni koncentrace €ave svalovych biikach a v dsledku toho pak poklesne svalové
nageti.

Uloha NO v reprodukci sgiva u samé predevsim v regulaci uvisbvani hormon,
stimulanim vlivu na erekci, podge spermatogeneze a ve vlivu na motilitu spermii

(Machado-Olivieraet al, 2008). U samic pak NOupobi podob# pokud jde o hormonalni
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regulaci pohlavnich funkci a dale se vyzn&npodili na udrZeni flezosti zamezenim
kontrakci @lozni svaloviny. Kontrakce bék hladkého svalstva jsou NO outigvany také
ve vejcovodech. NOS byla detekovana v mySich aigria to jak fimo v oocytech, tak
v granuloznich i thékalnich hkach (Zhanget al, 2011). Podobna zji&ti naznéuji, Zze NO
je zapojen do vyvoje ooadytu savé a ovliviiuje jejich ifist i meiotické zrani (Chmelikowt
al., 2011; Smelcovét Tichovska, 2011). Uloha NO v oocytéHem zrani zahrnuje regulaci
signalni kaskady, ktera spoustephod oocyt z faze MI do MII, ale fesny mechanismus
jeho pisobeni v této oblasti j@Sheni znam (Jablonka-Shargf Olson 1998, 2000).

3.6.2 CO - oxid uhelnaty

Druhym objevenym gasotransmitterem je oxid uheln(@®), ktery byl, stej& jako
ostatni molekuly gasotransmilernejprve povazovan jen za toxicky plyn s tiepivym
dopadem na organismus (Weaver, 1999). Pogl@ko NO, oxid uhelnaty f¥e pisobit jako
signalni molekula v nizkych koncentracich a plrokance ochrannou funkci (Rytet al.,
2002). Ri vysokych koncentracich funguje jako jed (Ry&rOtterbein, 2004). CO vznika
jako produkt reakce, ip které je degradovan hem specifickym enzymem zmarhem
oxygenaza (HO — Heme Oxygenase) (Tenhwataal, 1968). Ta se v organismu vyskytuje ve
trech izoformach — HO-1, HO-2 a HO-3 (Ry#dral, 2002). HO-1 je bitkami syntetizovana
v odpovdi na streqRyter et Otterbein, 200 nebo nafiklad v makrofazich jako reakce na
bakterialni infekci (Wegieét al, 2014). HO-2 je lokalizovanargdevsim v cévnim endotelu
(Zakharyet al, 1996) a HO-3 je zejméndgmaséem kysliku (Smelcovét Tichovska, 2011).

CO se vaze na hemoproteiny (Ryter, 2004) jako jer.naayoglobin ve svalecki
cytochrom-c oxidazu v mitochondriich (Browet Piantadosi, 1990). Pokud je organismus
vystaven vysokym koncentracim CO, dochézi k satunamoglobinu a tk@ové hypoxii
(Weaver, 1999). Jako signalni molekula vSak w#iddgh ovliviiuje rekteré dilezité funkéni
kaskady. Reguluje nsilad aktivitu guanylat cyklazy, kterd vyttiacGMP, nebo MAPK
(Otterbein, et al, 2000; Furchgotet Jothianandan, 1991). Je dalSim plynem, ktefyng
moduluje funkci membranovych draslikovych kan@Peers, 2011). Stim je spojen jeho

vazodilat&ni (€inek, podobg jako je tomu u NO.

V oblasti reprodukce sawcse uplatuje pra¥ zejména schopnost CO uiiolat
svalové nagti a zvySovat prtok cév. Tim jisobi pozitivie na erekci penisu a ejakulaci u

sama@ (Burnettet al, 1998; Shamloul, 2009). \fipact samic se pak podili na udrzeni
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bifezosti nap tim, Ze tlumi kontrakce&bzni svaloviny (Acevede@t Ahmed, 1998; Cellat
al., 2006). Mimo to byla HO1 detekovana v kumularniotmkach folikulu u ¢loveéka
(Bergandiet al, 2014). DalSi zajimavou funkci CO ve vztahu koepkci je jeho Gast na

hormonalnimiizeni organismu (Horvatlet al, 2008; Erriccet al,, 2010).

3.6.3 H,S — sulfan

H.S je bezbarvy plyn, jehoZz molekula je tgna d¢ma atomy vodiku a jednim atomem
siry. Je zndmy svym charakteristickym zapachenrykie projevuje jiz  koncentracich
nizSich nez 1 ppm,ip4 ppm zmisobuje wloveéka bolesti hlavy a ve vysokych koncentracich
muze mit HS letalni efekt (Reiffensteiet al, 1992).

H.S byl v biologii a medici& dlouho povazovan za plyn pouze toxicky. Teprveacer
1996 Abeet Kimura popsali neuromodulai funkci nizkych koncentraci43 v mozku. Tim
byl iniciovan rozsahly vyzkum }$ a jeho psobeni jako ietiho gasotransmitteru (Wang,
2002). V sodasné dob je H,S v popedi zajmu pedevsSim pro sy terapeuticky potencial
vyuzitelny v medicia (Szabo, 2007).

H,S endogenniho twodu vznika v bitkach z aminokyseliny L-cyteinu za katalyzy
ttemi specifickymi enzymy: cystathioning-syntdza (CBS - Jheet Kruger, 2005),
cystathioniney-lyaza (CSE — Snydest Gadalla, 2010) a 3-merkaptopyruvat sulfurtrangfera
(3MPST — Shibuyat al, 2009). Posledni zmvany enzym byl nalezen v centralni nervoveée

sousta¥, CBS a CSE pak pokryvaji jebu HS ve ¥tSiné ostatnich systétna tkani.

CBS je enzym, ktery katalyzuje konverzi serinu enboysteinu na cystathionin a vodu.
Jeho struktura zahrnuji funkéni domény, z nichz jedna tkidkatalytické jadro a ostatni &v
obsahuji regukini oblasti. Na C-konci enzymu se nachazi negatregulani oblast a na N-
konci je gitomen hem. Tato druhd doména reguluje aktivitlyenzyv zavislosti na redoxnich
podminkach (Jheet Kruger, 2005). Aktivita CBS e byt inhibovana CO, hydroxylaminy
a aminooxyoctovou kyselinou (Alet Kimura, 1996; Snydest Gadalla, 2010).

CSE konvertuje cystein na thiocystein, pyruvat somiak. Thiocystein poté reaguje
s cysteinem nebo jinymi thiolyfigemzZ vznikaji mimo jiné také pr&molekuly BS (Snyder
et Gadalla, 2010). Aktivita CSE je modulovana kalcikaimodulinovym komplexem (Yang
et al, 2008).
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Fyziologicka funkce kS v organizmu byla prokdzangadou experimeiit které
pracovaly s inhibici funkce,ffpadré Uplnou delecighto enzynmi. Mysi s knock-outovanou
CBS jsou neplodné a vykazuji alterace v estralnipkluc Patologické zrmy byly
pozorovany také na tkani jejiclkéldhy a na placesitu bfezich samic. V fipact brezosti pak
bylo popsano nizké procentdegivSich embryi (Guzméet al, 2006). MySi s genetickou
deleci enzymu CSE trpi hypertenzidstbdku snizené schopnosti vazodilatace. Zarowaji

vyrazre snizenou hladinu 6 v krvi a gredevsim v tkanich srdce a aorty (Yat@l, 2008).

Konkrétni signalni drahy a futiki mechanismy b8 vSak zatim nebyly zcela objasy
a jsou pedmetem vyzkumu. Nicméh bylo zjiS€no, Ze HS funguje progednictvim
membranovych receptiba zejména iontovych kari@kimz pomaha modulovat funkci bekn
a tkani. Jedna se o plyn, u kterého byla objeveri@omost zvySovat prostupnost
draslikovych kandl které jsou ve své funkci zavislé na ATP. Zda e, HS mize
modifikovat funkci draslikovych membranovych kanakteré se otevirajiip depolarizaci
membrany vreakci na zZmu koncentrace vnitrobdiného C&'. Fridani donoru S
k rakovinnym buiikdm kEhem jejich kultivace vede k reverzibilnimu otemni €chto
iontovych kanal bez ohledu na signalizaci vapnikem (Sitdikataal, 2010). HS dale
prostednictvim draslikovych pump grbuiikach pankreatu inhibuje sekreci inzulinu nebo se
podili na imunitni reakci organismu, kde uplge své protizagtlivé a anti-apoptotické
Gcinky (Tanget al, 2010). Ochranny vliv méigjm¢ i na neurony a synaptické spoje mezi
nimi (Abe et Kimura, 1996; Tangt al, 2010).

Zpasob, jakym HS ovliviiuje strukturu a funkci cilovych protein spa@iva v jeho
schopnosti rénit skupinu —SH v cysteinovém zbytku bilkoviny rauginu —SSH. Tento jev
je nazyvan S-sulfhydratace, ktera se zda lijezitou post-transtai modifikaci proteig,

zapojenou ddady fyziologickych djt (Snyderet al, 2009; Smelcovét Tichovska, 2011).

H.S v buikach S-sulfhydratuje mnozstvi protéinle zajimavé, Ze mnoho protiiro
kterych je zndmo, Ze podléhaji S-nitrosylaci, zéfiomohou byt S-sulfhydratovany. Zda se,
Ze S-sulfhydratace zvySuje reaktivitu cysteinujrmad S-nitrosylace ma spise tlumici efekt
(Snyderet al, 2009). Wang (2012) pojednava o vzajemné ¢annkavislosti NO a kb, ktera
spaiva v regulaci vnitrobuwtné hladiny cGMP. NO je schopen aktivovat rozpustnou
guanylyl cyklazu (sGC — soluble Guanylyl Cycladagra poté vytvi cGMP. Sodasre vSak
H.S inhibuje aktivitu fosfodiesterazy 5 (PDE5 — PhHusfiesterase 5), coz ma za nasledek
zpomaleni degradace jiz vyttemého cGMP. k6 a NO se tedy v tomtofipadt funkené
dophuji (Colettaet al, 2012). ZvySena hladina cGMP vede k aktivacitgrokinazy G
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(PKG) a ta fosforylaci svého cilového proteinu sgibuazodilataci. Kromtoho se HS podili
na aktiv&ni fosforylaci eNOS (Wang, 2012).

Pokud jde o vliv HS na reprodukci saug¢bylo prokazano, Ze je vyznamapojen do
fady fyziologickych proces jak v sandim, tak v santiim pohlavnim traktu. U samcse
podili zejména na pbéhu erekce penisu a funkci varlete. ¥gac samic pak participuje na
folikularnim vyvoji, ristu a zrani oocytu a udrZzeniekosti (Zhuet al, 2011; Smelcovét
Tichovska, 2011).

V samtim pohlavnim traktu b6 funguje jako relaxant hladkého svalstva. Tatm jeh
funkce je zprosedkovana cAMP, NO/cGMP signalizaci aafp kanaly (Srilathaet al,
2009). S podobnymi zéwy prisli také Patekt al. (2009), ktéi reportuji endogenni produkci
sulfanu v dlozni tkani mysi a potkan pravé&podobré zpisobenou aktivitou enzywnCBS a
CSE, kde HS uvohuje clozni hladkou svalovinu. Zaroiiezminuji zvySenou produkci 6
ve fetalnich obalech u potkana, pokud j@gmen NO. Zhouet al (2013) pak uvadi, ze
vazodilatace hladké svalovingldhy zprostedkovana KHS je mimo jiné ovliiovana 1B-

estradiolem, ktery se podili na regulaci aktivitgE

CBS byla lokalizovana také v ovariich, konkgétrve folikularnich biikach
(kumularnich i muralnich), a to ve vSech stadiigivoje folikulu. Nebyla vSak nalezena
piimo v oocytech (Liangt al, 2006), &koliv jeji aktivita, tedy produkce §$, je dilezita pro
zrani oocytu. Pokud je tento enzym fank inhibovan, oocyty nepokéaji v meidze a
zustavaji ve stadiu zarodieeho véku (Lianget al, 2007). Naopak ifdani donoru HS do
kultivaéniho media fznivé ovliviiuje zréni oocyt in vitro u prasat. Pod vlivemcinnych
koncentraci KHS dochazi v oocytech ke zvySeni aktivity MPF v diidoozpadu jaderné
membrany (GVBD). Oocyty kultivované v mediu oboha@® o donor b5 zraji rychleji ve
srovnani s kontrolnimi skupinami. Kréntoho se HS podili na regulaci kumularni expanze
(Nevoralet al, 2014). DalSim fznivym vliivem HS na oocyty je pottavani nepiznivych
projevi apoptdzy, coz bylo prokazano na pedse oocytech vystavenych prodlouzené
kultivaci oocyfi in vitro. Sowasré H,S zlepSuje vyvojovy potencial takto kultivovanych
oocyti (Krejcovaet al, 2015).

Uloha HS jako signalni molekuly v oocytech dosud neni acelbjastna.
V somatickych bitkhch méa signalizace 28 fadu zajimavych dinkd, a proto Ize
piedpokladat, Ze ani wipad oocyfi tomu neni jinak. DalSi vyzkum J8 jako
gasotransmiteru je p@bny za Gelem blizSiho poznani mechanismu, kterym na oocyty
pusobi.
28



4 Material a metodika

4.1 Ziskavani oocyti a jejich selekce

Oocyty byly aspirovany spolu s folikularni tekutine ovarii prepubertalnich prasek.

Ovéria byla odebrana na jatkachcexst® porazenych prastek a uloZzena do
termolahve s fyziologickym roztokem (0,9% NaCl) eplog 39°C. Ihned po odebrani
dostaténého mnozstvi ovarii byla termolahev transportovd@méaultivaini laboratée KVD.

Odsavani folikularni tekutiny bylo provedeno zaistech podminek pomoci jehly 20G.
Pro ziskani nezralych, meioticky plrkompetentnich, ooc§tbyly aspirovany folikuly o
velikosti 2 — 5 mm, bez znamek atreze nebo jinékkpzeni. Ze ziskané folikularni tekutiny
byly pod binokularni lupou vybirany grdorostlé oocyty s celistvou cytoplazmou, obklopené

kompaktni vrstvou kumularnich béi

4.2 Kultivace oocyti a priprava preparata pro posouzeni meiotického

Zrani

Vybrané oocyty byly kultivovany v 4-jamkovych Péi miskach v 1
ml modifikovaného kultivéniho média M199 (Sigma-Aldrich, USA). Kultitai médium
bylo modifikovano obohacenimNaHCQ (32,5 mM), HEPES (6,3 mM), laktat vapenaty (2,75
mM), gentamycin (0,025 mg/ml) a 5 % (v/v) fetalnibovinniho sérgFBS; Sigma-Aldrich,
USA). Kratce ped pouZzitim byly do kultivéniho média fidany gonadotropni hormony eCG a
hCG v pomdru 13,5:6,6 I.U./ml (P.G.600; Intervet, Holland). pokusné skupiny byl do
kultivacniho média fidan donor sulfanu (N&) v koncentraci 35 — 300 uM. Pro kultivaci
kontrolni skupiny bylo pouzit@isté modifikované médium M199Kultivace probihalapfi
teplog 39°C a 5% C@po dobu 12 — 48 hod.

Po pgislusné dob kultivace byly oocyty skledmou kapilarou zbaveny kumularnich
burgk a s malym mnozstvim médidgmeseny na podlozni sklo. Kryci sklo bylo na prépar
piipevnéno pomoci vazeliny a cely preparat byl ugrisha min. 24 hodin do fixaiho
roztoku (kyselina octova a ethanol v pirn 1:3). Po vyjmuti z fixéniho roztoku byl

chromatin oocyt obarven 1% roztokem orceinu.
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4.3 Hodnoceni stadii meiotického zrani oocyi

Po obarveni byly oocyty pozorovany pod éminym mikroskopem s fazovym

kontrastem a na zakladispgdadani chromatinu byly réazeny do jednotlivych kategorii:

*GV - stadium zarodmého véku (germinal vesicle) — jadernA membrana je
zachovala a kolem jadérka lze pozorovat prsteneontitinu. Jedna se o nezraly

00CVt.

*LD — pozdni diakineze (late diakinesis) — doSlo lpem jaderné membrany a
chromatin se shlukuje do drobného kompaktniho Gtv& tomuto jevu dochézi

vétSinou po 16 — 18 hodinach zrani.

*MI — metafaze | — po 24 hodinach zrani jsou volné@mlozomy uspiadané

v ekvatorialni rovig déliciho vieténka.

»Al/TI — prechodové stadium mezi anafazi | a telofazi | —&do kategorie byly
zahrnuty oocyty, u kterych byly pozorovany chromogorozdlujici se na d¥
skupiny a piblizujici se k paim cliciho vieténka. K tomuto jevu dochazi po 32 — 36

hodinach zrani.

*MIl — metafaze Il — zraly oocyt. Jedna skupina chrandizse nyni nachazi
ve vydleném polovémdisku a jedna v oocytu. @kskupiny chromozofin zaujimaji
metafazni konfiguraci a oocyt se nachazi ve druh@iotickém bloku. Tato situace

obvykle nastava po zhruba 44 hodinach zrani.

4.4 Statistické vyhodnoceni ziskanych dat

Pro kazdy dili experiment bylo pouzito 40 oodyta byla provedena 3 opakovani
kazdého pokusu. Vysledky jsou interpretovany jakonmgr z €chto opakovani + S.E.M.
(standard error of the mean). Data ziskana po penikazdého experimentu byla podrobena
statistické analyze.

Statistické vyhodnoceni dat pomoci ANOVA (t-testldorealizovano pomoci programu
SAS 9.1. Za statisticky vyznamny rozdil mezi vyghed porovnavanych skupin oodybyla
povazovana hodnota P<0,05.
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4.5 Experimentalni design

4.5.1 Experimenté¢. 1

Vliv donoru sulfanu na zrani prasetich oocyti po 20 hodinach kultivacen vitro

Cilem experimentu bylo zjistit, kolik procent pra&s# oocyti se bude nachézet
v jednotlivych fazich meiotického zrani po 20 ha@dih in vitro kultivace v médiu
obsahujicim donor sulfanu p&(0uM; 35 uM; 70 uM; 150 uM; 300 uM).

Po uplynuti poZzadovanych 20 hodin kultivace bylyyiyg vySe popsanym #Zgobem
piipraveny k posouzeni pod mikroskopem. Metodou pmzami struktury jadra bylo zji&to,

ve kterych fazich meiotického zrani se oocyty plbivkaci nachazely.
4.5.2 Experiment¢. 2
Vliv donoru sulfanu na zrani prasetich oocyti po 30 hodinach kultivacen vitro
Cilem experimentu bylo zjistit, kolik procent prasd oocyti se bude nachazet

v jednotlivych fazich meiotického zrani po 30 ha@dih in vitro kultivace v médiu
obsahujicim donor sulfanu p&(0uM; 35 uM; 70 uM; 150 uM; 300 uM).

Po uplynuti stanovenych 30 hodin kultivace byly yigcvySe popsanym Zigobem
piipraveny k posouzeni pod mikroskopem. Metodou pmzami struktury jadra bylo zji&to,

ve kterych fazich meiotického zrani se oocyty plbivkaci nachazely.
4.5.3 Experiment¢. 3
Vliv donoru sulfanu (300 pM Na,S) na pnribéh meiotického zrani prasgich
oocyti v in vitro podminkach
Cilem experimentu bylo posoudit vliv 300M NaS na piibéh jaderného zrani
praseich oocyt v prabéhuin vitro kultivace pomocéasovérady (12 — 48 hod.).

Po @islusné dob kultivace byly jednotlivé experimentalni skupingayti standardnim
zpasobem pipraveny k posouzeni jaderné struktury pod mikrpskn. Metodou pozorovani
zmen v jaderné strukiie bylo zjiStno, ve které fazi meiotického zrani se oocyty phikaci

nachazely.
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5 Vysledky

5.1 Experiment¢. 1

Vliv donoru sulfanu na zrani prasetich oocyti po 20 hodinach kultivacen vitro

Cilem experimentu bylo @¥it hypotézu, Ze sulfan je zapojen do regulace rickiého
zrani pras&ich oocyti. Byl testovan vliv iznych koncentraci donoru sulfanu ¢Sa na
pribéh meiotického zrani ooadyt V kazdéem dilim experimentu bylo pouzito 40 ootya
byla provedena vzdy 3 opakovani.

Kontrolni skupiny oocyt byly kultivovany v¢istém modifikovaném mediu M199 bez
piidaného NgS. Po 20 hod. kultivace se &chto skupinach z celkového ¢ia 120 oocyi
nachazelo 31,7 % oodyve stadiu GV, 25% ve stadiu LD a 43,3% ve stadiu Nebyly
nalezeny zZadné oocyty v ostatnich dvou hodnoceféaibh zrani, tedy Al/TI a MII.

Po @idani 35uM NaS do kultiv&niho média nebyly na pafrech mezi p&ty oocyti
experimentalni skupiny v jednotlivych fazich mei&®ho zrani pozorovany vyznamné
rozdily oproti kontrolnim skupinam. Procentualni dpo oocyfi nachazejicich se
v jednotlivych stadiich byl srovnatelny s kontroleuGV 35%, LD 25% a MI 40%. Srovnani
kontrolni a pokusné skupiny pro tuto koncentracidNanazaiuje Obrazek. 3.
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Obrazeké. 3 Podil praséich oocyf nachazejicich se v jednotlivych stadiich meiotiockérani po 20 hodinach
kultivacein vitro v mediu s obsahem 381 N&S. GV — oocyty ve stadiu zargdého vaku; LD — oocyty ve

stadiu pozdni diakineze; MI — oocyt ve stadiu néeed.
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VyrazrgjSi rozdily byly pozorovany u koncentrace ,8a70 uM a vysSi. Oocyty
vystavené koncentraci 1M Na&S vykazovaly znatelny posun v dosaZeni stadiaBylo
zde zaznamenano snizeni podilu obeydchazejicich se v GV (25%) a LD (20%). Ve stadiu
MI se vSak po 20 hodinach kultivace nachazelo vwyrazdce oocyl (55%), a to nejen ve
srovnani s ostatnimi stadii zrani v této experirentskupig, ale gedevSim ve srovnani
s vysledky pedchozi experimentalni skupiny i kontroly. Rozd#pu statisticky pikazné.
Tyto vysledky jsou shrnuty v obrazku4.
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Obrazeké. 4 Podil oocyf nachazejicich se v jednotlivych stadiich meiotickérani po 20 hodinach kultivaae
vitro v mediu s obsahem 7™M Na,S. Hv¥zdicka ozn@uje statisticky vyznamny rozdil mezi kontrolni skop a
skupinou oocyi kultivovanych s N& v kazdém stadiu meiotického zrani (P<0,05). GWoeyty ve stadiu

zarode'ného vaku; LD — oocyty ve stadiu pozdni diakineze; Ml eydwe stadiu metafaze 1.

Statisticky vyznamné rozdily v procentualnim zaptni jednotlivych fazi zrani byly
zjistény u experimentélni skupiny oodyvystavené fisobeni kultivéniho media s obsahem

N&S o koncentraci 150M. Vysledky jsou shrnuty v obrazku 5.
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Obrazeke. 5 Podil oocyt nachazejicich se v jednotlivych stadiich meiotické&rani po 20 hodinach kultivage
vitro v mediu s obsahem 15 NaS. Hvzdicka oznduje statisticky vyznamny rozdil mezi kontrolni ko
a skupinou oocyit kultivovanych s N& v kazdém stadiu meiotického zrani (P<0,05). Ghbeyty ve stadiu

zarodeného vaku; LD — oocyty ve stadiu pozdni diakineze; Ml eytwe stadiu metafaze |.

N 1

Nejvyssi testovanou koncentraci JSabyla 300uM. Experimentalni skupiny ooayt
vystavené takové koncentraci #8$av kultivatnim meédiu vykazovaly statisticky vyznamné
rozdily v dosaZzenych stadiich meiotického zraniobpostatnim koncentracim i kontrolni
skupirg oocyti. Vyrazreé vySSi podil oocyt se nachazel ve stadiu Ml (72,5%), zatimco
procentualni zastoupeni ostatnich dvou fazi bytgpak vyznamé snizeno (GV — 20%, LD —

7,5%), jak je patrné z obrazku6.
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Obrazeké. 6 Podil oocyt nachazejicich se v jednotlivych stadiich meiotické&rani po 20 hodinach kultivace in
vitro v mediu s obsahem 3@ NaS. Hwzdicka oznauje statisticky vyznamny rozdil mezi kontrolni akogp
a skupinou oocyit kultivovanych s N& v kazdém stadiu meiotického zrani (P<0,05). Gdbeyty ve stadiu

zarode'ného vaku; LD — oocyty ve stadiu pozdni diakineze; Ml eydwe stadiu metafaze I.

UzZitecnym ukazatelem pro posouzeni vlivu JSana zrani oocyt je stanoveni procenta
oocytl, u kterych doSlo GVBD po 20 hodinach kultivace paidou koncentraci N8. Tato
data jsou shrnuta v tabulée 1. Z vysledk je patrné, Ze spolu se zvysujici se koncentraci
N&S v kultivatnim médiu roste i podil oodyjtu kterych ve stejnérase doslo ke GVBD.

koncentrace NaS % GVBD
0 uM 68,30+2.9°
350l 65,00+4.8
70yl 75,00+4.3°
150ul 76,70+3.8
300ul 80,00+4.8

Tabulka ¢ 1 Stanoveni procenta GVBD po 20 hodinach kultivaciznB superskripty ozdaji statisticky
vyznamné rozdily mezi experimentalnimi skupinar @5).
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5.2 Experiment¢. 2

Vliv donoru sulfanu na zrani prasefich oocyii po 30 hodinach kultivacen vitro

Cilem experimentu bylo @¥it hypotézu, Ze sulfan je zapojen do regulace rickiého
zrani praséich oocyti. Byl testovan vliv #iznych koncentraci donoru sulfanu ¢Sa na
pribéh meiotického zrani ooadyt Pro testovani kazdé koncentrace,®ldylo pouzito 40
oocyti a byla vzdy provedena 3 opakovani kazdéhsitailpokusu.

Hodnoceni bylo vzhledem dasu kultivace zagiteno na pozgSi stadia meiotického
zrani. Statisticky byl posuzovan procentualni pamtityti nachazejicich se ve fazich M,
Al/TI a MII.

Kontrolni skupiny byly opt kultivovany vcistém modifikovaném kultivanim mediu
M199 bez pidaného NgS. Po 30 hodinach kultivace se 42,5% z nich nadh&zestadiu M,
54,2% ve stadiu Al/TI a 3,3% oogytlosahlo MiIl.

NejnizSi testovana koncentrace ,Nabyla 35 uM. Nebyly pozorovany vyznamné
rozdily po utené dob kultivace mezi touto experimentalni skupinou atkalou. Ve stadiu
MI se nachazelo 45, 8% ooéytve stadiu Al/TI bylo 54,2% oodyt rozdil neni statisticky
vyznamny. Stadium MIl nebylo v této experimentadkiupirt oocyii pozorovano tbec.

Tyto vysledky jsou shrnuty v obrazku?.
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Obrazeké. 7 Podil oocyt nachazejicich se v jednotlivych stadiich meiotické&rani po 30 hodinach kultivace in
vitro s obsahem 3BM Na&S. MI — oocyty ve stadiu metafaze I; Al/TI — oosgystadiu pechodu z anafaze | do
telofaze I; MIl — oocyty ve stadiu metafaze II.
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Po zvySeni koncentrace Ma v mediu na 0,07% doSlo ke sniZeni¢tpooocyti
nachazejicich se ve fazi Ml (37,5%) a naopak uitgSpaitu oocyti byl pozorovan fechod
z anafaze | do telofaze | (Al/TI, 62,5%). Ani vaéexperimentalni skupénse nenachazely

oocyty, které by dosahly MIl. Vysledky jsou shrnutpbrazkw. 8.
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% oocytll
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Ml Al/TI Mll
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Obrazeké. 8 Podil oocyt nachazejicich se v jednotlivych stadiich meiotické&rani po 30 hodinach kultivace in
vitro v mediu s obsahem 781 N&S. Hwzdicka oznduje statisticky vyznamny rozdil mezi kontrolni ko a
skupinou oocyi kultivovanych s N& v kazdém stadiu meiotického zrani (P<0,05). Mboeyty ve stadiu
metafaze I; AlI/TI — oocyty ve stadigephodu z anafaze | do telofaze I; MIl — oocytytéeis metafaze II.

Pfi koncentraci 15QuM NapS v kultivatnim mediu byly pozorovany vyznamné rozdily
v procentualnim zastoupeni oatyhachazejicich se v jednotlivych stadiich meioteké
zrani, a to ve srovnani jak kontrolou, tak i gedrhozimi experimentalnimi skupinami.
Zatimco ve fazi Ml se u této skupiny nachazelo go@2,5% oocyi, podil oocyl
v prechodovém stadiu Al/TI vzrostl na 65,8%. V této exmentélni skupi# jiz vyrazny
podil oocyti doséhl faze MIl (11,7%). Tyto vysledky jsou shgnutobrazkus. 9.
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Obrazeké. 9 Podil oocyd nachazejicich se v jednotlivych stadiich meiotick#rdni po 30 hodinach kultivace in
vitro v mediu s obsahem 158 Na&S. H¥zdicka ozn@uje statisticky vyznamny rozdil mezi kontrolni kop

a skupinou oociyit kultivovanych s N& v kazdém stadiu meiotického zrani (P<0,05). Mioeyty ve stadiu
metafaze I; AlI/TI — oocyty ve stadigephodu z anafaze | do telofaze I; MIl — oocytytédis metafaze Il.

NejvysSi testovanou koncentraciJSav kultivatnim mediu pak bylo 30QM. Zde byl
pozorovan pokraujici trend snizeni @tu oocyti v Ml a naopak zvySeni ptu oocyt
v Al/TI a MIl. Byly patrné statisticky vyznamné rdity v procentualnim zastoupergichto
jednotlivych fazi zrani mezi oocytyrifouzité koncentraci N& v mediu se po 30 hodinach
kultivace nachazelo ve fazi Ml jiz pouze 13,3% dé¢yatimco Al/TI bylo pozorovano u
69,2% oocyi této experimentalni skupiny. Statisticky vyznamémist oproti gedchozim
skupindm pak byl zaznamenan také étpazralych oocy, tedy &ch, které dosahly stadia

MII (17,5%). Grafické znazosmi t&chto vysledk poskytuje obrazek 10.
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Obrdzek & 10 Podil oocyf nachazejicich se v jednotlivych stadiich meiotickérani po 30 hodinach kultivace
in vitro v mediu s obsahem 3QMM Na&S. Hvzdicka oznauje statisticky vyznamny rozdil mezi kontrolni
skupinou a skupinou oo@ykultivovanych s Na2S v kazdém stadiu meiotickédmd £P<0,05). Ml — oocyty ve
stadiu metafaze I; Al/TI — oocyty ve stadieghodu z anafaze | do telofaze I; MIl — oocytytaeia metafaze Il.

K posouzeni vlivu jednotlivych koncentraci Na2Sawyty po 30 hodinach kultivace
byl vytvoren gehled, ve kterém je stanoveno procento adgdsteré se po ska@eni kultivace
nachazely v fechodu z meidzy | do meidzy Il. Tyto vysledky jsslurnuty v tabulce. 2.
Z vysledki je patrné, Ze spolu se zvySujici se koncentrags Nekultivatnim médiu roste i

podil oocyfi, které se po dané délultivace nachazely vipchodové fazi mezi meidézou | a
meidzou Il

koncentrace NaS % pfechodl_J,z meiozy |
do meiozy Il
0 uM 57,50+4.3
35ul 54,20+3.8
70ul 62,50+4.3
150ul 77,5045.6
300ul 86,70+3.8

Tabulka ¢ 2 Stanoveni procenta oo@yv pechodu z meidzy | do meidzy Il po 30 hodinachvade. Rzné
superskripty oznauji statisticky vyznamné rozdily mezi experimefitéilskupinami (P<0,05).
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5.3 Experiment¢. 3

Vliv donoru sulfanu (300 pM Na,S) na pnribéh meiotického zrani prasgich
oocyti v in vitro podminkach

Cilem tohoto experimentu bylo objasnit vliv 3@®1 NapS v kultivatnim mediu na
pribéh meiotického zrani oodyt Pro zmapovani pbéhu a ngasovani jednotlivych zém
konformace chromatinu oodytéhem kultivace v takto obohaceném mediu byla vigna
experimentalntasovéarada. Ta zahrnovala provedeni 1Eidih pokus, které pedstavovaly
kultivaci stejrg pocetnych skupin oocyt po rizrné dlouhou dobu. NejkratSi doba kultivace
predstavovala 12 hodin a nejdelSi 48 hodifi¢gmZ cela Skala byla odstigvana po dvou
hodinach. Ke kazdé experimentélni skdpinocyti néaleZzela jedna skupina kontrolni
(kultivace veistém mediu) a abcitaly 40 oocyt. Pro ziskani dostateého mnozstvi dat a

zachovani objektivity experimentu byla u kazdéHheidd pokusu provedena 3 opakovani.

Po 12 hodinach kultivace se vSechny oocyty kontrsmpiny nachazely ve stadiu GV.
V experimentalni skupiy ktera byla kultivovana v obohaceném mediu, jiZakvdylo
pozorovano 1,7% ooadytve stadiu LD. Tento rozdil ovSem neni statistieiggnamny.

Po 14 hodinich kultivace se jiz i v kontrolni skupbbjevily oocyty ve stadiu LD
(3,3%), ale zatim Zadné ve stadiu MI. Naproti tomexperimentélni skupé bylo
pozorovano 15% oocyt které dosahly MI, ale nebyly nalezeny Zzadné ooew fazi LD.
VétSina oocyi experimentalni i kontrolni skupiny oodyse stale nachazela ve stadiu GV.

Vyskyt oocyti, které byly klasifikovany jako GV, se postymniZzoval s prodluzZujici se
dobou kultivace. V experimentalni skupinoocyti dochazelo ktomuto snizovani
procentualniho podilu GV rychleji nez u kontroli{upiny, @icemz tyto rozdily byly
vyhodnoceny jako statisticky vyznamné (viz obrazelt1). Poslednintasem kultivace, ve
kterem bylo je&t moZné pozorovat oocyty v tomto stadiu meioticketami, bylcas 22 hodin.

Pozdji jiz Zddné GV oocyty nalezeny nebyly.
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Obrazeké. 11 Procentudlni zastoupeni GV oatyt zavislosti na délce kultivace in vitro. ébdicka ozn@uje
statisticky vyznamny rozdil mezi kontrolni skupia@kupinou oocytkultivovanych s N& (P<0,05).

Podil oocyt ve stadiu LD v pibéhu kultivace kolisal. Rozdily v gtech LD oocyt
byly pro rekteré ¢asy kultivace pozorovany i mezi kontrolni a expenmalni skupinou
oocyti. Po 16 hodinach kultivace bylo v experimentalnipgke jako LD klasifikovano 5%
oocyti, pricemZ v kontrolni skupi@ise v této fazi Zddné oocyty nenachézely. &o&wvysoky
podil oocyti v LD pak byl pozorovan po 18-ti hodinach kultivace to jak v kontrolni
(10,8%), tak v experimentalni (25,8%) skupirPo 20-ti hodinové kultivaci vSak doslo
k vyraznému sniZzeni podilu LD ooéytv experimentalni skupé (6,7%), zatimco v té
kontrolni bylo procento vyskytwd¢hto oocyi relativre vysoké (25%). Oocyty ve stadiu LD
bylo mozné pozorovat v kontrolni skupinaz do ¢asu kultivace 24 hodin, kdy

v experimentalni skupéjiz nebyly nalezeny zadné LD oocyty (viz obrazel 2).
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Obrazeké. 12 Procentudlni zastpoueni LD ooéy zavislosti na délce kultivace in vitro. érdicka oznauje

statisticky vyznamny rozdil mezi kontrolni skupiaakupinou oocytkultivovanych s N& (P<0,05).

Patet oocyti experimentalni skupiny nachazejicich se ve stitlise po uplynuti 16-ti
hodin kultivace vice nez zdvojnasobil oproti 14tdinové kultivaci (z 15% na 35,8%).
K dalSimu vyraznému zvySeni procenta odoyMI dosSlo po 20 hodinach kultivacenftovy
trend procentualniho zastoupeni Ml odcyale pokraoval az docasu kultivace 24 hodin,
kdy se cela experimentalni skupina skladala poumecyii nachazejicich se v této fazi
meiotického zrani (viz obrazek 13). \EtSina rozdih mezi hodnotami experimentalni a

kontrolni skupiny oocyt byla i v tomto pipact vyhodnocena jako statisticky vyznamna.
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Obrazeké. 13 Procentudlni zastoupeni MI oogy zavislosti na délce kultivace in vitro. édicka oznauje
statisticky vyznamny rozdil mezi kontrolni skupia@kupinou oocytkultivovanych s N& (P<0,05).

Prvni oocyty ve stadiu Al/TI byly pozorovany po ##@iodindch kultivace, a to jak
v pokusneé, tak v kontrolni skuginPo 30 hodinach kultivace ooayve fazi Al/TI statisticky
vyznamm pribylo, ale od¢asu kultivace 34 hodin Zalo jejich procento v experimentalni
skupire postupg klesat. Posledni oocyty ve fazi Al/TI byly v expeentalni skupig
pozorovany po uplynuti 42 hodin kultivace, zatime@iipact kontrolni skupiny byly
piitomny jeS¢ po 44 hodinach. Podrobrysledky znazatuje obrazek. 14.
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Obrazeké. 14 Procentudlni zastoupeni Al/TI oogwt zavislosti na délce kultivace in vitro. &dicka oznauje

statisticky vyznamny rozdil mezi kontrolni skupia@kupinou oocytkultivovanych s N& (P<0,05).
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Po 30 hodinéch kultivace jiz bylo mozné pozorowedle MI a Al/TI oocyt také prvni
zralé oocyty ve stadiu MIl. Ret oocyfi, které dosahly stadia MII, byl v experimentalni
skupire vyrazre vyssSi (14,2%) nez u kontroly (4,2%). Podobné hogpak vykazovaly i
vysledky 32 h kultivace. K vyznamnému zvySeni probaeoocyt v MIl fazi doSlo po
kultivaci po dobu 34 hodin, a to jak v experimentaskupiré (37,5%), tak u kontroly
(30,8%). Poet oocyti zastavenych v MIl poté postuprrostl s prodluzujici se dobou
kultivace. Po uplynuti 44 hodin kultivace se jidécexperimentalni skupina skladala pouze
z oocyfi zastavenych v MIl. V kontrolni skupinse vSak po takto dlouhé kultivaci jest
23,3% oocyi nachazelo vigchodovém stadiu Al/TI. 100% MIl oodytbylo u kontroly

dosazeno az po kultivaci trvajici 46 hodin. Tytsieglky jsou shrnuty v obrazku 15.
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Obrazeké. 15 Procentudalni zastoupeni MIl ooéy zavislosti na délce kultivace in vitro. éxdicka oznauje
statisticky vyznamny rozdil mezi kontrolni skupiaakupinou oocytkultivovanych s N& (P<0,05).

NiZe situované obrazky 16 a 17 vyjagd podil oocyti po GVBD a v pechodu z meidzy
| do meidzy Il v zavislosti na deébkultivace a sloZzeni média, coZz jsou ukazatelerékte
umoziuji prehlednym zpsobem posoudit miru zrychleni zrani pdgidgni NaS do
kultivacniho média.

Obrazek 16 porovnava kontrolni a experimentalnipsiwu z hlediska procentualniho
zastoupeni oocgt u nichz doslo ke GVBD, v zavislosti na dokultivace. Obrazek 17 pak
obdobr® porovnava experimentalni a kontrolni skupinu zislkea podilu oocyt

nachazejicich se ¥@chodu z meidzy | do meiodzy Il.
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Z obou tchto obrazk a prezentovanych vysletlke patrné, Ze donor sulfanu Mau
praseich oocyt statisticky vyznam&urychluje proces meiotického zrani.
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Obréazek 165tanoveni procenta oodytu kterych doslo ke GVBD v zavislosti na dlkbltivace. Hézdicka
ozna'uje statisticky vyznamny rozdil mezi hodnotamiredmita experimentalni skupiny (P<0,05).
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Obrazek 17Stanoveni procenta oodyt pechodu z MI do Ml v zavislosti na dbkultivace. Hézdicka
oznauje statisticky vyznamny rozdil mezi hodnotamiradmita experimentalni skupiny (P<0,05).
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6 Diskuse

Sulfan (HS) endogennihodvodu vznika v biikach mnoha tkani a pini zde funkci
signalni molekuly, jako takzvany gasotransmittead@llaet Snyder, 2010). Bylo prokazano,
Ze HS maradu fyziologickych dinkia na izné somatické hiky (Sitdikovaet al, 2010;
Tang et al, 2010). Proto bylo moZnéfgerpokladat, Ze tomu tak bude i #igac oocyii.
Mnozstvi NaS pidaného do kultivéniho media v prezentovanych experimentech bylo
zvoleno tak, aby odpovidalo koncentraciSHxirozere se vyskytujicim v bitkachin vivo
(Wang, 2002; Shibuyat al, 2009). Z vysledk experimeni ¢. 1 a 2 vyplyva, Ze nefinnéjSi
testovanou koncentraci p#&av kultivatnim mediu je 30@M a tato koncentrace byla zvolena

pro experiment. 3.

Praseéi oocyty v podminkachn vitro podstupuji GVBD 16 — 24 hodin po stimulaci
zrani (Motlik et Fulka, 1976; Ocampet al, 1991). Vysledky hodnoceni zrani kontrolnich
skupin oocy, uvedené vtéto praci,émto Udagm odpovidaji. U oocyt zrajicich
v obohaceném médiu bylo GVBD a postup k dalSimiistadneiotického zrani statisticky
vyznamm urychlen, ale zji#hé hodnoty i udhto oocyl korespondovaly se zminym

c¢asovym rozmezim.

Stadia MI dosahuje &Sina pras&ich oocyfi podle Satcet al. (1987) mezi 14. a 27.
hodinou kultivacen vitro. Ocampaet al. (1991) pak uvadi rozmezi 26 az 30 hodin kultivace.
NasSe vysledky hodnoceni kontrolnich skupin obcytexperimentué. 3 ukazuji vyskyt
prvnich MI oocyti po 16 hodinach kultivace, zatimco experimentakipsmy obsahovaly
oocyty ve stadiu MI jiz po 14 hodinach. Stadia Micgty dosahovaly po 24 hodinach
kultivace (kontrolni skupina 96,7%, skupina,Na 00%, rozdil neni statisticky vyznamny).

V anafazi | a telofazi | se praseoocyty podle Satet al. (1987) nachazeji mezi 21 — 30
hodinami kultivace, podle Ocami al. (1991) mezi 31 — 34 hodinami. Vysledky ziskané
v ramci této diplomové prace u kontrolnich skupotyii odpovidaji gmto Gdajim v tom
smyslu, Ze v ramci experimentu 1 nebyly nalezeny Zadné Al/TI oocyty po 20 hodmé&
kultivace ani po fidani NaS do kultiv&niho media, zatimco v ramci experimenit2 po 30
hodinach jiz bylo mozné oocyty v tomto stadiu paz@t. V ramci experimentél 3 pak bylo

Zjisténo, Ze oocyty v kontrolni i experimentalni skupitosahly tohoto stadia poprvé po 26
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hodinach kultivace, ale wipad experimentalni skupiny jich byl statisticky vyznainwyssi
pocet (29,2 % v kontrolni skupéna 53,3% v pokusné skugimSetené NaS). Tento rozdil
mezi olma skupinami oocyt zistal zachovan az déasu kultivace 36 hodin, kdy naopak
vySSi procento Al/TI oocyit obsahovala kontrolni skupina, protoZe oocyty veexpentalni

skupirg jiz tou dobou pechazely do stadia Mil.

Jako dobu paebnou pro ziskani oodytve stadiu MIl vin vitro podminkach uvadi
Ocampoet al. (1991)casové rozmezi 34 — 48 hodin. Tyto Udaje se liSstodie Satcet al.
(1987), kde bylo nejvice oodyt této fazi zrani pozorovano mezi 30. a 45. hodlikaltivace.
Tyto Udaje koresponduji s vysledky pozorovani vaiéemperiment. 3 diplomové prace (30
— 44 hodin). Statisticky vyznamné rozdily v proecgthim zastoupeni MIl oooytmezi
kontrolni a experimentalni skupinou nazmg Ze po pidani 300uM Na,S do kultiv&niho
media vstupuji pragé oocyty do metafaze Il signifikantndiive a ve ¥tSim patu.
Z uvedeného je patrné, Ze zvySeni hladims Hrostednictvim donoru N& ovliviiuje
meiotické zrani pragéch oocyfti in vitro a urychluje jeho gibeh.

Pro navozeni maximalniho efektu jeilekité zvolit &nnou koncentraci N&.
vyznamny vliv ha p&et oocyti v jednotlivych fazich zrani po ¢ené dob kultivace. Poriry
se z@aly vyrazrji posouvat aZz od koncentrace T NaS. Nagi¢ vSemi uvedenymi
experimenty pak Ize opodstate tvrdit, Ze zvySeni hladiny 4 v ramci fyziologického
rozpeti pasobi na prasé oocyty stimul&né. Divodem pro toto tvrzeni je fakt, Ze ocyty
kultivované s donorem 4% proSly celym procesem meiotického zrdadow o hodiny
rychleji nez kontrolni skupina oodyta to bez zjevného negativniho dopadu na jejictitwv
¢i morfologii.

Zda se, Ze podobrjako NO, jehoz uloha jefpzrani oocyt nezastupitelna (Jablonka-
Shariff et Olson 1998, 2000), je i 4% pro spravny gibéh tohoto dje dilezitym faktorem.
Kromé urychleni celého procesu jgepr¢ zapojen i pimo do regulace meidzy, protoze
inhibice jeho syntazy lokalizované ve folikularnibbiikdch mé za nasledek udrzeni odcyt
ve stadiu GV (Lianget al, 2006, 2007). Protektivni ulohu,8 ve vyvoji oocytu nazriaji i
vysledky studie zagtené na objasmi jeho funkce v procesu starnuti oacyKrejcovaet al.,
2015).

Urychleni zrani oocytt prostednictvim zvySeni hladiny 4 miZze byt zgsobeno
casrgjSi aktivaci regulénich faktoti zrani, jako je MPF a MAPK (Nevorat al, 2014). HS
pusobi naradu proteid prostednictvim S-sulfhydratace, ktera $p@ v zandné skupiny -SH

47



proteinu za —SSH a #pobuje posttranstai zmeny modifikujici funkci proteid (Snyderet
al., 2009). Tyto zmany postihuji také faktory s kinazovou aktivitou,nkgati i specificka
MAP kinazy kinaza, MEK. Zhaet al. (2014) uvadji, Ze S-sulfhydratace MEK-1 na cysteinu
341 vede k aktivaci polymerazy, ktera zptedkovava opravu DNA (Cohen-Armon, 2007) a
brani tak starnuti bk (PARP-1 - poly ADP-ribose polymeraza 1). S-sufffatovana
MEK-1 umo#iuje presun ERK1/2 do jadra, kde tatafimppo aktivuje PARP-1. Tento
mechanizmus KiZe byt vysétlenim pro akceleraci pbéhu zrani oocyt, kdy dochazi
k diivéjSimu nastupu aktivity MAPK a nasletiMPF. Stejg tak Ize signalni kaskadou MEK-
ERK1/2-PARP-1 vys#tlit mozny protektivni dinek sulfanu, ktery fiznivé ovliviiuje
vyvojovou kompetenci oocitdozralych v pitomnosti NaS (Nevoralet al, 2014; Krefova
et al, 2015).

DalSim gikladem fizeni zrani oocyt gasotransmiterem 43 miZe byt jeho vliv na
hladiny cAMP. Bylo zji&no, Ze donory sulfanu ¢etr® N&S mohou v zavislosti na
koncentraci zvySovat hladinu vnitrobitmého cAMP (Njie-Mbye,et al, 2012). To by u
oocytl znamenalo schopnost oulisvat pbéh zrani progednictvim udrZzeni meiotického
bloku. cAMP reguluje aktivitu CAMP-dependentni miot kinazy (PKA). PKA se podili na
udrZzeni nizké aktivity MPF inaktivaci CDC25 fostata kterd je pdebné pro aktivaci
katalytické podjednotky MPF, CDK1fiRoklesu hladiny cAMP dochazi ke zvySeni aktivity
MPF a nasledhk zahajeni meiotického zrani oocytu (Caeital, 2012).

Kromé¢ toho mize HS ovliviiovat funkci iontovych kanél burgk, coz souvisi
s hladinou intracelularniho vapniku, jehoz uwolim z endoplazmatického retikula je
provazena fertilizace oocytu. Sitdikoeaal (2010) uvadji, Ze HS zpisobuje v zavislosti na
jeho koncentraci reverzibilni ot&ani velkych membranovych draslikovych kangkjichz
funkce jefizena so&inné zmenou elektrického potenciélu a vnitrolinou koncentraci Ga
V dalSi studii (Sitdikovaet al, 2014) pak uvagi, Ze mira vlivu na tyto iontové kanaly zavisi
na mte fosforylace proteiin kanalu, coz souvisi s konformaci daného prot€lim, Ze HS
zpasobuje oteeni &chto iontovych kanélbez ohledu na hladinu €aby mohl byt ovlivién
proces meiotického zrani v oocytu, kdéTfanguje jako dleZita signalni molekula zapojena
dotady funknich kaskad zahrnujicich i degradaci cyklinu B jaggulani podjednotky MPF
(Ito et Kashiwazaki, 2012).

Provedené experimenty prokazaly, Ze zvySeni hladidfanu prostdnictvim donoru
NaS ovliviiuje piibéh meiotického zrani prasieh oocyti in vitro, kdy doSlo kjeho

urychleni, vyjadeného dosazenim jednotlivych stadii meiotickéhaizra
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Ackoliv jeS& nebyly plre objasgny vSechny aspekty b&né signalizace 8, je
ziejmé, Ze se jednd o vyznamnou a z hlediska dalgfhkbumu velmi zajimavou signalni
molekulu. | fles omezené znalosti konkrétnich signaliieh mechanisihH,S |ze vlastnosti
této molekuly vyuzit ke zlepSeni vyslédin¢kterych biotechnologickych metod. Jeho
schopnost urychlovat proces meiotického zrani Aktsta prokdzana experimenty uvedenymi
v této préci, ma spolu s vysledky jinych studii gpatialni vyuZiti pi optimalizaci postuf

asistované reprodukce.
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7 Zavér

Experimenty prezentovanymi v této diplomové préeipodailo ovérit hypotézu, Ze
sulfan je zapojen do regulace meiotického zranggeh oocyti. Z vysledki této prace
vyplyva, Ze vhodné koncentrace pouzitého donordasul (NaS) v kultivatnim mediu
urychluji proces zrani oodytin vitro oproti kultivaci v¢istém mediu. To se projevuje

trvani gchto fazi.

Sulfan, jako tteti popsany gasotransmitter, je v&mné dob prednttem vyzkumu
v biologickych a lekeskych oborech zac¢élem objaséni jeho Ulohy v ZivéiSnych butkach.
Jedna se o molekulu, ktera je fdnk zapojena do mnoZzstvi signalnich drah naébué

arovni a niize tak ovliviovat Sirokou Skalu fyziologickych proaes ramci celého organismu.

V souwasné dob je k dispozici jen omezené mnozstvi informaciisgbeni sulfanu na
raizné aspekty reprodukce zaf i ¢lovéka. Vzhledem Kk ndistajici potel inovace a
optimalizace metod reprodéikich biotechnologii je nyni této oblasti vyzkumgnevana

zna&né pozornost.

Tato zjiS€ni mohou byt vyuZita ve snaze optimalizovat biotetbgické postupy ip
praci se satimi oocyty a zvysit efektivitu metod asistovanéroefukce. Je vSak nezbytné
provést dalSi experimenty, které by pomohly popsayswtlit konkrétni buréné regulani
mechanismy, kterych se sulfan jako signalni molkekddastni. DalSi experimenty jsou

nezbytné pro asfeni proteiktivni a signalni dlohy sulfanu vip&hu ¢asného embryonalniho

vyvoje.
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9 Seznam pouzitych zkratek

3MPST 3-merkaptopyruvat sulfurtransferaza
AC adenylat cyklaza

AllTI piechodové stadium mezi anafazi | a telofazi |
AMH antimullericky hormon

APC/C Anaphase Promoting Complex/Cyclosome
ATP adenosin trifosfat

bFGF basic Fibroblast Growth Factor

BMP Bone Morphogenic Protein

CaMKII kalmodulin-dependentni protein kinaza Il
cAMP cyklicky adenosin monofosfat

CBS cystathionifi-syntaza

CDK1 cyklin-dependentni kindza 1

cGMP cyklicky guanosin monofosfat

CcO oxid uhelnaty

CSE cystathionin-lyaza

CSF cytostaticky faktor

DNA deoxyribonukleova kyselina

EGF Epidermal Growth Factor

eNOS endotelidlni forma NO-syntazy

ER endoplazmatické retikulum

ERK Extracelular Signal-reguated Kinase
FGF-2 Fibroblast Growth Factor 2

FSH folikuly stimulujici hormon
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GA Golgiho aparat

GC guanylat cyklaza

GDF-9 Growth Differentiantion Factor 9
GnRH Gonadotropin Releasing Hormone
GTP guanosin trifosfat

GV germinal vesicle

GVBD germinal vesicle breakdown

H.S sulfan

HO hem oxygenaza

IGF Insuline-like Growth Factor

IL-4 Interleukin 4

INOS inducibilni NO-syntaza

IP3 inositol-1,4,5-trifosfat

IPsR inositol-1,4,5-trifosfatové receptory
KGF Keratinocyte Growth Factor

KL kit ligand

KVD Katedra veterinarnich disciplin

LD late diakinesis

LH luteinizani hormon

LIF Leukemia-Inhibiting Factor

MAPK mitogenem aktivovana protein kinaza (MAP kina

MAPKK specificka MAP kinazy kinaza

MAPKKK  specificka kinaza MAP kinazy kinazy (jinakké Mos)

MEK specifickd MAP kinazy kinadza (jinak také MARK
Mi metafaze |
MiI metafaze Il
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MPF
N20s
NapS
NaCl
NNOS
NO
NO,
NOS
pP90RSK
PDE3A
PDES5
PGC
PKA
PKG
PN

RNA

SCF

TGFp

metafazi podporujici faktor

oxid dusity

sulfid sodny

chlorid sodny

nervova forma NO-syntazy

oxid dusnaty

oxid dustity

Nitric Oxide Synthase (NO-syntaza)
P90 Ribosomal S6 Kinase
fosfodiesteraza 3A
fosfodiesteraza 5

Primordial Germ Cell
cAMP-dependentni protein kinaza
protein kinaza G

pronucleus

ribonukleova kyselina
ryanodinoveé receptory

Stem Cell Factor

transforming Growth Factor
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