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Lokalizace vybranych apoptotickych markeru v dozralych
a Casné starnoucich oocytech prasete ovlivnénych donory
sulfanu

Souhrn

Rozvoj reprodukénich biotechnologii s sebou nese vysoké naroky na kvalitu a kvantitu
sav¢ich oocyti. Zisk takovych oocytu je ovlivnén zejména spravnym prub&hem jejich in vitro
kultivace. Ta je ovSem spojena i s fadou rizik, ktera mohou kvalitu oocytii narusovat a snizovat
tak jejich vyvojovy potencial. Velmi problematické je v tomto sméru zejména vystaveni oocytl
prodlouzené kultivaci, béhem které dochazi k aktivaci procesu starnuti.

Starnuti oocytd je zahajeno jiz né€kolik hodin po dosaZeni bloku meidzy v metafazi
druhého meiotického déleni. Oocyty v této fazi setrvavaji pouze omezenou dobu, nebot’ za
fyziologickych podminek dochazi k jejich oplozeni pomérmé brzy po ovulaci. V ptipadé, ze
k oplozeni nedojde, prochazi starnouci oocyty fadou biochemickych a strukturnich zmén, které
vedou ke snizeni jejich kvality a Zivotaschopnosti. Diisledkem téchto zmén miiZe byt spontanni
partenogeneticka aktivace, lyza ¢i fragmentace oocytu, kterd je projevem apoptozy.

Programovana buné¢na smrt neboli apoptoza, je v bufikach fizena pies vnitini a vnéjsi
signalni drahy. Do slozité regulace apoptdzy je zapojena celd fada molekul, mimo jiné i proteiny
zrodiny Bcl-2, jejichz hlavni ulohou je regulace aktivity kaspaz, které §tépi proteinové
struktury a zahajuji tak apoptézu na kaspazach dependentni signalni drahou. Dobie znamym
zastupcem anti-apoptotickych molekul je protein Bcl-2, ktery apoptozu inhibuje. Naopak na
aktivaci kaspazové signalni drahy se podileji pro-apoptotické faktory, napiiklad protein BAX.
Tyto zminéné faktory mohou slouzit jako markery apoptézy oocyta.

Pfesné mechanismy regulace procesu zrani a starnuti oocytd nejsou jeSté detailné
popsany. Diilezitou roli zde hraji i tzv. gasotransmitery, malé plynné molekuly se signaliza¢ni
ulohou. Jednim z nich je sulfan, jehoZz endogenni produkce a tloha béhem meiotického zrani a
starnuti oocytlt jiz byla potvrzena. Vystaveni oocytl zvySené koncentraci sulfanu
prostfednictvim donord sulfanu, béhem jejich prodlouzené kultivace, vede ke zpomaleni
pribéhu starnuti. Nejcastéji vyuzivané donory sulfanu jsou latky s tzv. rychlym mechanismem
jeho uvolnéni. Tento mechanismus se vSak od fyziologického modu signalizace mtize vyrazné
lisit.

Cilem této diplomové prace bylo ovéfeni hypotézy, ze pouziti donoru sulfanu
s pomalym/kontinualnim mechanismem jeho uvoliiovani bude efektivnéjsi nez pouziti donoru
s rychlym uvolnénim sulfanu. Praseci oocyty byly kultivovany po dobu 48 hodin do stadia MII
za ptitomnosti jednoho z donorti sulfanu (s pomalym uvoliiovanim a s rychlym uvolnénim).
Poté byla v dozralych a ¢asné¢ starnoucich oocytech (1 den prodlouzené kultivace) provedena
lokalizace anti-apoptotického faktoru Bcl-2 a pro-apoptotického faktoru BAX. Kvantitativni
zhodnoceni relativni intenzity signalu téchto faktorii v jednotlivych skupinich oocyt bylo
provedeno pomoci programu NIS Elements.

Porovnanim relativni intenzity signalu sledovanych faktorti u skupin dozralych oocytl
ve stadiu MII s kontrolni skupinou byl zjiStén narGst relativni intenzity signalu



anti-apoptotického faktoru Bcl-2 u obou skupin oocytl zrajicich za ptitomnosti donort sulfanu.
Signifikantné vyssi relativni intenzita byla pozorovana u skupiny oocytl zrajici s donorem
s rychlym mechanismem uvoliiovani sulfanu (Naz2S * 9 H20), statisticky se vSak neliSila od
donoru s pomalym/kontinualnim mechanismem uvoliovani sulfanu. U skupin oocyti
ovlivnénych donory byla pozorovana statisticky vyznamné nizsi relativni intenzita signalu
pro-apoptotického faktoru BAX oproti kontrolni skupiné. Donory se zde signifikantné nelisily.

U casné starnoucich oocytii nebyly mezi skupinami pozorovany statisticky vyznamné
rozdily pfi porovnani relativnich intenzit signalu anti-apoptotického faktoru Bel-2. Jinak tomu
bylo u pro-apoptotického faktoru BAX, kde byla relativni intenzita signalu signifikantn¢ nizsi
Vv obou skupinach starnoucich oocyti, které byly béhem meiotického zrani ovlivnény jednim
Z donort sulfanu. Leps$ich vysledkl zde bylo dosazeno pii pouziti donoru GYY4137, ktery se
vyznacuje pomalym/kontinudlnim uvolfiovanim sulfanu.

Z dosazenych vysledki je patrné, ze oba typy donord sulfanu jsou schopny ovlivnit
regulaci apoptdzy oocytu a tim ve svém dusledku ovlivnit i kvalitu ziskanych oocytu.
Signifikantn¢ lepsi vysledky jsme u donoru s pomalym/kontinualnim uvolfiovanim sulfanu
pozorovali pouze u sledovaného faktoru BAX ve skupiné ¢asné starnoucich oocytt, v ostatnich
skupinach jsme bud'to nepozorovali zadné statisticky vyznamné rozdily nebo se od sebe
skupiny oocytti ovlivnéné donory vzajemné nelisily. Nase hypotéza byla tedy potvrzena jen
Castené. Bylo by zajimavé jesté vice imitovat fyziologicky pribéh signalizace pouzitim
oscila¢niho modu pasobeni donoru sulfanu a ziskané vysledky porovnat, to je vsak jiz nad
ramec zadani této diplomové prace.

Klic¢ova slova: oocyt, prase, in vitro kultivace, sulfan



Localization of selected apoptotic markers in matured and
early aging porcine oocytes affected by hydrogen sulphide
donors

Summary

The development of reproductive biotechnology brings high demands on the quality and
quantity of mammalian oocytes. The gain of such oocytes is mainly affected by the correct
course of their in vitro cultivation. However, this is also associated with a number of risks that
can disrupt the quality of oocytes and, thus reduce their developmental potential. Particularly
problematic in this respect is the exposure of oocytes to prolonged cultivation, during which
the aging process is activated.

Aging of oocytes begins just a few hours after reaching the block of meiosis in the
metaphase of the second meiotic division. Oocytes remain at this stage only for a limited time,
as under physiological conditions their fertilization occurs quite soon after ovulation. If
fertilization does not occur, aging oocytes undergo a series of biochemical and structural
changes that lead to a decrease in their quality and viability. These changes may result in
spontaneous parthenogenetic activation, lysis or fragmentation of the oocyte, which is a
manifestation of apoptosis.

Programmed cell death, or apoptosis, is controlled in cells through internal and external
signaling pathways. A number of molecules are involved in the complex regulation of
apoptosis, including proteins from the Bcl-2 family, whose main role is to regulate the activity
of caspases, which break down protein structures, and thus initiate apoptosis by the
caspase-dependent signaling pathway. A well-known representative of anti-apoptotic
molecules is the Bcl-2 protein, which inhibits apoptosis. In contrast, pro-apoptotic factors, such
as the BAX protein, are involved in activating the caspase signaling pathway. These factors
may serve as markers of oocyte apoptosis.

The exact mechanisms for regulating the maturation and aging of oocytes have not yet
been described in detail. The so-called gasotransmitters, small gaseous molecules with a
signaling role, also play an important role here. One of them is hydrogen sulphide, whose
endogenous production and role during meiotic maturation and aging of oocytes has already
been confirmed. Exposure of oocytes to an increased concentration of hydrogen sulphide
through hydrogen sulphide donors, during their prolonged cultivation, leads to a slowdown in
the course of aging. The most commonly used hydrogen sulphide donors are substances with
the so-called rapid mechanism of its release. However, this mechanism may differ significantly
from the physiological mode of signaling.

The aim of this diploma thesis is to verify the hypothesis that the use of hydrogen sulphide
donor with a slow/continuous release mechanism will be more effective than the use of a donor
with rapid release of hydrogen sulphide. Pig oocytes were cultivated for 48 hours to the Ml
stage in the presence of one of the hydrogen sulphide donors (with slow release and rapid
release). Then, in mature and early aging oocytes (1 day of prolonged cultivation), localization
of anti-apoptotic factor Bcl-2 and pro-apoptotic factor BAX was performed. A quantitative



assessment of the relative signal intensity of these factors in each oocyte group was performed
using the NIS Elements program.

By comparing the relative signal intensity of the monitored factors in the groups of mature
oocytes in stage MII with the control group, an increase in the relative signal intensity of the
anti-apoptotic factor Bcl-2 was observed in both groups of oocytes maturing in the presence of
hydrogen sulphide donors. Significantly higher relative intensity was observed in the donor
oocyte group with rapid hydrogen sulphide release mechanism (Na2S*9 H20), but statistically
it was not different from the donor with a slow/continuous hydrogen sulphide release
mechanism. In groups of donor-affected oocytes, a statistically significantly lower relative
signal intensity of pro-apoptotic factor BAX was observed compared to the control group.
Donors did not differ significantly here.

In early aging oocytes, no statistically significant differences were observed between the
groups when comparing the relative signal intensities of the anti-apoptotic factor Bcl-2. The
situation was different with the pro-apoptotic factor BAX, where the relative signal intensity
was significantly lower in both groups of aging oocytes which were affected by one of the
hydrogen sulphide donors during their meiotic maturation. Better results were achieved here
using the donor GY'Y4137 which is characterized by slow/continuous release of hydrogen
sulphide.

From the obtained results it is evident that both types of hydrogen sulphide donors are
able to influence the regulation of oocyte apoptosis and thus, as a result, affect the quality of
the oocytes obtained. Significantly better results were observed using the donor with
slow/continuous release of hydrogen sulfide only in the BAX factor observed in the early aging
oocyte group, in other groups we either did not notice any statistically significant differences
or the groups of oocytes affected by donors did not differ from each other. Our hypothesis was,
therefore, confirmed only partially. It would be interesting to imitate even more the
physiological course of signaling by using the oscillating mode of action of the hydrogen
sulphide donor and compare the obtained results, but that is already beyond the scope of this
diploma thesis.

Keywords: oocyte, pig, in vitro cultivation, hydrogen sulphide
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1 Uvod

Reprodukéni biotechnologie vyuzivané nejenom v asistované reprodukci lidi, ale i
u hospodatskych zvitat, prochazi jiz n¢kolik desitek let masivnim rozvojem a uspésnost téchto
metod postupné nardsta, predevS§im diky intenzivnimu vyzkumu cilenému na objasnéni
molekularnich mechanismu regulujicich reprodukéni procesy.

Klicovym parametrem pro fadu biotechnologickych postupti je zisk kvalitnich oocytt ve
stadiu metafaze II s korektnim vyvojovym potencidlem, které lze jiz standardné ziskat i v
in vitro podminkach dozranim meioticky kompetentnich oocytl. Dozralé oocyty vsak mohou
sviyj vyvojovy potencial pomérné zahy po dosazeni stadia metafaze II ztracet, nebot’ velmi brzy
dochazi k aktivaci procesi spojenych se starnutim. V in vitro podminkach k tomu dochazi pti
prodlouzené kultivaci.

Starnuti oocytdl provazi celd fada morfologickych a biochemickych zmén, které maji za
nasledek vyznamné snizeni jejich kvality a pouzitelnosti pro biotechnologické postupy. Cely
proces pak casto kon¢i spontanni partenogenetickou aktivaci, Iyzou ¢i fragmentaci oocytu, ktera
je projevem programované bunécné smrti neboli apoptozy.

Apoptoza je v buiikach fizena slozitou kaskddou signdlnich drah, kde ma nezastupitelnou
ulohu tada apoptotickych faktor z proteinové rodiny Bcl-2. Hlavni tlohou téchto faktori je
regulace aktivity kaspaz, coz jsou proteazy $tépici proteinové struktury a zajist'ujici apoptozu
bun¢k tzv. vnitini signalni drahou. Tato Siroka rodina Bcl-2 proteini zahrnuje jak
pro-apoptotické, tak i anti-apoptotické faktory. Mezi nejznamnéjsi faktory se schopnosti
inhibice apoptézy patéi naptiklad protein Bcl-2. Naopak jednim z nejvyznamnéjsich
pro-apoptotickych faktort je protein BAX. Tyto vybrané faktory je mozné pouzit jako markery
apoptozy.

Bylo prokazano, ze do regulace procesu starnuti oocytu jSOu zapojeny i gasotransmitery,
mezi které fadime oxid dusnaty, oxid uhelnaty a sulfan. Jsou to plynné molekuly produkované
v bunikach specifickym enzymatickym aparatem. PiedevSim nezastupitelnd uloha sulfanu
Vv regulaci procesu starnuti oocytl jiz byla potvrzena. Zvyseni hladiny sulfanu, dodanim donoru
sulfanu do kultivaéniho média béhem jejich prodlouzené kultivace, vedlo ke zpomaleni nastupu
apoptozy oocytu.

Bézné vyuzivanymi donory sulfanu v laboratofich jsou dnes zejména hydrogensulfid
sodny (NaHS) a sulfid sodny (ve formé& nonahydratu - NazS * 9 H20), které patii mezi tzv.
okamzité donory. Takové donory vsak diky rychlému pocateénimu uvolnéni sulfanu nemusi
dostatecné kopirovat fyziologicky zptsob signalizace v oocytu. Lepsi volbou by proto mohly
byt donory Sjinym mechanismem uvoliiovani sulfanu, napiiklad morfolin-4-ium-4-
methoxyfenyl (morfolino) fosfinodithioat (GYY4137) s pomalym/kontinudlnim uvoliiovdnim
sulfanu.

Cilem této diplomové prace bylo ovéteni hypotézy, ze pouziti donoru sulfanu
s pomalym/kontinudlnim mechanismem jeho uvoliiovani bude efektivnéjsi nez pouziti donoru
S rychlym uvolnénim sulfanu, a to pomoci lokalizace vybranych markert apoptozy v dozralych
a Casné starnoucich prasecich oocytech, které byly béhem in vitro zrani ovlivnény donory
sulfanu s riznym mechanismem jeho uvolnovani.



2 Védecka hypotéza a cile prace

Byla stanovena hypotéza, ze pouziti donoru sulfanu s pomalym/kontinualnim
mechanismem jeho uvolovani bude efektivnéjsi nez pouziti donoru s rychlym uvolnénim
sulfanu.

Cilem prace bylo ovéfit stanovenou hypotézu prostiednictvim sledovani relativni
intenzity signalu a lokalizace vybranych apoptotickych marker v dozralych a casné
starnoucich praseCich oocytech ovlivnénych donory sulfanu S riznym mechanismem jeho
uvolnovani.
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3 Literarni reSerse
3.1 Oogeneze

Oogeneze je proces vyvoje zralé samici zarode¢né bunky neboli vaji¢ka. U saven za¢ina
relativné brzy, jiz béhem embryonalniho vyvoje. Zakladem pro oogenezi jsou primordialni
zarode¢né bunky (PGC — primordial germ cells), které prodélavaji fadu bunéénych zmén a pies
stddium oogonie a oocytu se meéni ve zrala vajicka. Vysledkem tohoto precizné tfizené¢ho
procesu je tak bunka, ktera je jedineCnym zptisobem schopna zajistit vyvoj nového jedince
(Wassarman 1988).

VSechny zralé gamety savci vznikaji meidzou, ktera zajistuje vyvoj geneticky
variabilniho potomstva. Meidza je zvlastnim typem buné¢ného dé€leni, nebot’ zahrnuje jedno
kolo replikace DNA a dv¢ po ni nasledujici bunééna déleni. Béhem meidzy I neboli redukéniho
déleni dochazi k segregaci homolognich chromozomi. Meidza II neboli ekvacni déleni potom
zahrnuje segregaci sesterskych chromatid. Vysledkem tohoto typu bunééného déleni je redukce
poctu chromozomu a vznik haploidnich zarode¢nych bunék (Hunt & Hassold 2008).

3.1.1 Embryonalni vyvoj vajec¢niki

Embryonélnim zékladem savc¢ich gonad jsou u obou pohlavi parové genitdlni liSty, které
jsou tvotfeny proliferujicim coelomickym epitelem (mezotelem) a mezenchymem. Tyto
primitivni gonady se v zavislosti na druhu savce objevuji mezi 10. az 30. dnem biezosti na
medialni stran¢ mezonefros (Wilhelm et al. 2007). V dalsim stadiu dochazi k osidlovani
vyvijejicich se gonad primordialnimi zarode¢nymi bunikami (PGC — primordial germ cells). Ty
pochazeji z endodermalniho zloutkového vaku a do genitalnich list migruji na zakladé¢
chemotaxe (Mintz 1957). V tomto stadiu vyvoje mluvime o indiferentnich gonadach, které se
mohou déle vyvijet smérem k obéma pohlavim.

Pohlavi embrya je urceno jiz v dob& oplozeni vajicka. Samice savcl maji ve vSech svych
somatickych bunkach dva chromozomy X, zatimco samci maji jeden X a jeden Y.
Rozhodujicim faktorem je tedy ptitomnost chromozomu Y. Pohlavi vysledné zygoty je uréeno
spermii nesouci chromozom X nebo Y, zatimco vajicko nese vzdy chromozom X. Chromozom
Y ovliviiuje pohlavi jedince indukci vyvoje somatickych bunék genitalnich 1ist ve varlata,
namisto vajec¢niku (Alberts et al. 2002).

Tato diferenciace pohlavi je spusténa na zakladé pfitomnosti genu SRY (sex —
determining region Y), ktery je lokalizovan pravé na kratkém raménku chromozomu Y a je
zodpovédny za spusténi vyvoje samcich pohlavnich zlaz (Gubbay et al. 1990). SRY je
exprimovan pouze v podmnoziné bunék vyvijejicich se v pohlavni zlazy a zplsobuje, Ze se tyto
bunky diferencuji na buniky Sertoliho, jez jsou hlavnim typem podpirnych bun¢k nachazejicich
se ve varlatech. Pokud gen SRY neni ptfitomen dochazi u zarodku k vyvoji vajecnikt (Alberts
et al. 2002).
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3.1.2 Faze mnoZeni

Zakladem pro oogenezi jsou primordialni zarode¢né buniky (PGCs), které maji pivod
v endodermalnim Zloutkovém vaku. Jedna se o zhruba 12 um velké bunky, které migruji ze
zloutkového vaku pfes zadni prvostievo do genitalnich list. Tato migrace je az po oblast
prvostieva pasivni, poté se méni na aktivni améboidni pohyb (Wassarman 1988).

Primordidlni zarodecné buiky (PGCs), které kolonizovaly zdklad vajecnikt a ztratily
schopnost migrace jsou ozna¢ovany jako oogonie (Siracusa et al. 1985). Tyto bunky se u prasat
od 13. dne embryonélniho vyvoje do zhruba 7. dne po narozeni intenzivné mitoticky d€li a
jejich pocet se mezi 20. az 50. dnem biezosti zvysuje z priblizné 5000 az na 1 100 000. Poté
jejich mitoticka aktivita klesa a zna¢na ¢ast téchto bunék podléha béhem dalsiho vyvoje zaniku.
Vysledkem je tak pfitomnost populace zhruba 500 000 oogonii pii narozeni samice (Black &
Erickson 1968).

Oogonie vytvafi shluky, ve kterych mezi sebou komunikuji pomoci mezibuné¢nych
spojii. Tyto spoje maji pravdépodobné funkci v udrzovani synchronizovaného vyvoje bunék
v ramci jednoho shluku (Gondos & Zamboni 1969).

3.1.3 Faze ristu a folikulogeneze

Schopnost oplozeni ziskava vajicko teprve po dlouhém obdobi rlistu a zrani. Tento proces
zahrnuje jak syntézu cytoplazmatickych slozek, tak i pfeskupeni a redukci chromozomil a
zaCina jiz béhem embryonalniho vyvoje samice (Hunter 2000). Oogonie vzniklé mitézou
vstupuji do meiotického déleni, béhem kterého vznikaji z jedné diploidni bunky ¢tyii bunky
haploidni. Toto redukéni déleni samicich, ale i sam¢ich, pohlavnich buné€k je nutné pro udrzeni
diploidniho poctu chromozomi v nésledné vzniklém embryu. Narozdil od meidzy spermii,
dochazi pfi meidze oocytil k asymetrickému déleni cytoplazmy, proto je vysledkem pouze
jedna oplozeni schopna gameta (vaji¢ko) a dvé, piipadné tii, polova téliska (Pollard et al. 2016).

Po vstupu do prvniho meiotického déleni se z oogonii stadvaji primarni oocyty neboli
oocyty I. fadu (Vanderhyden 2002). Za¢atek meiozy je u samiéich pohlavnich bunék indukovan
kyselinou retinovou, kterd zvySuje hladinu cytoplazmatického proteinu v anglicting
nazyvané¢ho Stimulated by Retinoic Acid, gen 8 (Stra8). Stra8 hraje roli v premeiotické
replikaci DNA a podili se na kondenzaci, kohezi, synapsi a rekombinaci chromozomi béhem
profaze meidzy (Baltus et al. 2006; Bowles et al. 2006). U samct je kyselina retinova az do
puberty degradovana cytochromem P450 (Cyp26bl), proto sam¢i pohlavni buiiky nevstupuji
do meiodzy jiz béhem embryonalniho vyvoje, ale az v obdobi pohlavni dospélosti (Bowles et al.
2006; Anderson et al. 2008).

Meiodza je zahajena profazi I, ktera je rozdélena do péti stadii: leptotén, zygotén, pachytén,
diplotén a diakineze. V prvnich stadiich profaze dochazi k fad¢ zasadnich udalosti, které
zahrnuji kondenzaci chromozomt, parovani homolognich chromozomi, synapsi (1zké spojeni
mezi témito chromozomy), rekombinaci (piektizeni nesesterskych chromatid) a crossing over
(vyménu genetického materialu) (Hunt & Hassold 2008). Fazi leptotén absolvuje oocyt za
zhruba 3 — 6 hodin. Ve stadiu zygotén, které trva 12 — 40 hodin, dochazi k parovani
homolognich chromozomi a synapsi, ¢imz vznikaji bivalenty slozené ze ¢tyt chromatid. Ve
stadiu pachytén dochazi béhem 60 hodin k rekombinaci a crossing overu. Celkem tedy ptechod
ze stadia leptotén do stadia pachytén trva zhruba 4 dny. Do stadia diplotén vstupuji napiiklad
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prvni mysi oocyty zhruba 18. den embryonalniho vyvoje a na jejich chromozomech mtizeme
pozorovat chiasmata, ktera jsou vysledkem crossing overu (Wassarman 1988). V tomto stadiu
je také prvni meiotické déleni zastaveno a primarni oocyty vstupuji do klidové faze, zvané
dictyotén, ve které¢ setrvavaji az do dosazeni pohlavni dospé€losti a zahajeni pohlavniho cyklu
(Vanderhyden 2002; Hunt & Hassold 2008). Na zajisténi tohoto prvniho meiotického bloku se
mimo jiné podili naptiklad nizkomolekularni peptid nazyvany inhibitor zrani oocytu (OMI —
oocyte maturation inhibitor), ktery je produkovan folikularnimi bunkami (Sadler 2011).
U prasat byly oocyty v profazi meidzy I pozorovany od 47. dne biezosti (Bielanska-
Osuchowska 2006).

Primarni oocyty jsou postupné obklopovany somatickymi buiikami, které jsou nazyvany
bunkami pregranul6znimi a mohou pochazet ze tfech riznych zdroju: rete ovarii (Byskov
1975), mezenchymalnich bun¢k gonad (Albrecht & Eicher 2001) a povrchového epitelu ovarii
(Gondos 1975). Konkrétni zdroj se potom 1isi v zavislosti na zivo¢isném druhu (Sawyer et al.
2002). Pregranulézni bunky se dale vyvijeji a jako jedna vrstva plochych bunék obalujicich
primarni oocyty vytvaieji primordialni folikuly (Vanderhyden 2002). Ty je u prasat mozné
pozorovat zhruba od 56. dne biezosti (Bielanska-Osuchowska 2006).

V klidové fazi prochazi primarni oocyt vyraznym rustem, ktery je nutny pro vstup do faze
zrani a dokonc¢eni prvniho meiotického déleni. Tento rist zahrnuje kromé zvétSeni objemu
oocytu také reorganizaci jadra a nékterych dalsich organel, jako jsou mitochondrie nebo
Golgiho komplex a aktivni syntézu a akumulaci véts§iho mnozstvi RNA. Behem této faze se tak
praseci oocyt zvétsi ze zhruba 30 pm az na 120 um (Zamboni 1970; Motlik & Fulka 1986).

S riistem oocytu dochazi také k pteméné primordialniho folikulu na primarni folikul, a to
morfologickou zménou tvaru plochych pregranuléznich bun€k na bunky kubické, které jsou
dale nazyvany jako buiiky granulozni nebo také folikularni (Aerts & Bols 2010). Vyvoj folikulu
pokracuje intenzivnim mitotickym délenim folikuldrnich bunék, které se formuji do n¢kolika
vrstev a tvoii tak mnohovrstevny epitel membrana granulosa (Junqueira et al. 1997). Ze tii
typt glykoproteinti (ZP1, ZP2 a ZP3) produkovanych oocytem a folikularnimi bunikami je
formovana zona pellucida a z vazivové kury vajecniku se vytvaii theca folliculi (Hirshfield
1991; Fair 2003; Webster & de Wreede 2012). Mezi folikularnimi buiikami se postupné zacinaji
vytvaret dutinky vyplnéné tekutinou zvanou liquor folliculi. Postupnym ptibyvanim folikularni
tekutiny dochézi ke splynuti dutinek v antrum a vytvoteni antralniho folikulu, ve kterém ¢ést
folikularnich bun¢k vytvarti vejconosny hrbolek (cumulus oophorus), v jehoz stiedu je umistén
oocyt (Smitz & Cortvrindt 2002; Vanderhyden 2002). Theca folliculi je nyni rozdélena na dvé
vrstvy — theca foliculli interna, ktera produkuje androgeny, a theca folliculi externa, ktera ma
podputrnou funkci (Erickson et al. 1985; Webster & de Wreede 2012).

Oocyt jiz dale neroste, ale spolu s pfibyvajici tekutinou dochazi k rustu folikulu
zvétSovanim jeho dutiny pii soucasném ztencovani membrany granulosy. Folikularni bunky
nejblize k oocytu, vytvareji okolo zony pellucidy vrstvu zvanou corona radiata, ktera pozd¢ji
ovuluje spolu s oocytem. Takovy folikul je nazyvan jako zraly neboli Graafiv folikul. Je ovSem
nutné si uvédomit, Zze do tohoto stadia se dostane jen velmi mala ¢éast z ptivodniho poctu
zarodeénych bungk, nebot’ vétsina z nich podléha v pribéhu vyvoje atrézii (Junqueira et al.
1997). Folikulogeneze je znazornéna na Obrazku 1.
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Obr. 1. Folikulogeneze (upraveno podle Hunter 2000).

Folikularni bunky komunikuji s oocytem pomoci mezerovych spoji (gap junctions) a
zasobuji ho tak energetickymi substraty, nukleosidy, aminokyselinami a fosfolipidy. Rychlost
ristu oocytu je tedy piimo ovlivnéna poctem folikuldrnich bunék, které ho obklopuji, nebot’ tak
zvetsuji povrch pro vstup malych molekul potiebnych k zajisténi jeho rustu a vyvoje (Herlands
& Schultz 1984; Hunter 2000).

Vysledkem celé faze rlstu je pln€ dorostly oocyt ve stadiu zarode¢ného vacku (GV —
germinal vesicle), ktery je schopen znovuzahijeni a dokonceni meiotického zréni
(Vanderhyden 2002).

3.1.4 Faze zrani

Zrani oocytu je proces piemény plné dorostlého oocytu na vajicko schopné ovulace a
oplozeni. V této fazi musi primarni oocyt nejprve dokoncit prvni meiotické déleni, jehoz
vysledkem je vznik sekundarniho oocytu neboli oocytu II. fadu a prvniho pdlového téliska
(primarniho polocytu). Sekundarni oocyt poté vstupuje do druhého meiotického délenti, které je
zastaveno v metafazi IT a dokonéeno az po pripadném oplozeni (Vanderhyden 2002). Schopnost
oocytu fadné dokoncit meidzu koreluje, zejména u savci, s jeho velikosti. Napiiklad u prasat
jsou oocyty ve folikulech nad 1 mm velikosti schopny v in vitro podminkach znovuzahajit
meidzu, ale jen ty nad 2 mm velikosti jsou schopny prvni meiotické déleni dokoncit (Motlik et
al. 1984).

Do faze zrani vstupuje oocyt po dosazeni pohlavni dospélosti samice a zahdjeni
pravidelného estralniho cyklu. K samotnému znovuzahéjeni meidzy dochazi v reakci na nartst
hladiny luteinizacniho hormonu (LH), ktery spousti signalni kaskadu vedouci k uvolnéni
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prvniho meiotického bloku a rozpadu zarodeéného vacku (GVBD — germinal vesicle
breakdown), coz je vlastné rozpad jaderné membrany (Edson et al. 2009).

3.1.5 Regulace meiotického zrani
Cyklicky adenosin monofosfat (cAMP)

Cyklicky adenosin-3’,5‘-monofosfat patfi mezi druhé posly a hraje vyznamnou roli
v regulaci zrani sav¢ich oocytd, nebot se podili na zajisténi prvniho meiotického bloku
(Mehlmann et al. 2002).

CAMP je vytvaren predevs§im v granuldznich buiikach, které maji receptory spojené S
G-proteiny. Plisobenim extracelularnich signall na tyto receptory dochazi k aktivaci enzymu
adenylatcyklasy (AC), ktera cAMP syntetizuje z linearnich molekul ATP (Mehlmann et al.
2002). Z granuloznich bun¢k je cAMP transportovan do oocytu pomoci mezibunéénych spoji
gap junctions (Dekel 1988). Rychlym naristem jeho koncentrace v oocytu dochazi k aktivaci
cAMP dependentni proteinkindzy A (PKA), kterd zajiStuje fosforylaci celé fady dalSich
proteint (Conti et al. 2012).

Degradace cAMP je zajiStovana fosfodiesterazou 3A (PDE3A), ktera ho S$tépi na
5¢-adenosinmonofosfat (AMP). Béhem meiotického bloku je ale funkce PDE3A inhibovana
cyklickym guanosinmonofosfatem (cGMP). Ten do oocytu také difunduje z bun¢k granuldzy
(Vaccari et al. 2009).

PKA, aktivovana vysokou koncentraci cAMP, inhibi¢né fosforyluje fosfatdzu Cdc25,
ktera je nutna pro aktivaci faktoru podporujiciho zrani (MPF — maturation promoting factor).
Tim je zajisténo udrZeni prvniho meiotického bloku az do znovuzahajeni meidzy (Duckworth
et al. 2002; Conti et al. 2012).

Preovulaéni vlna luteiniza¢niho hormonu (LH) zpUsobuje morfologické zmény v obalu
oocytu a dochazi tak k pferuseni gap junctions, které zajiStuji komunikaci a ptenos molekul
mezi oocytem a granul6znimi burikami. Do oocytu nejsou pienaseny dalsi molekuly cAMP, ani
c¢GMP. Dochazi k aktivaci fosfodiesterazy a $tépeni CAMP, jehoz hladina v oocytu tak rychle
klesa. Vysledkem je defosforylace PKA, pteruseni prvniho meiotického bloku a znovuzahajeni
meidzy (Hurk & Zhao 2005).

Cyklicky guanosin monofosfat (cGMP)

Dal§im vyznamnym druhym poslem, ktery se také podili na inhibici zrani a udrzeni
prvniho meiotického bloku, je cyklicky guanosin-3°,5°-monofosfat (Hubbard & Terranova
1982).

cGMP je stejné jako cAMP produkovan v granuléznich buikach a do oocytu je
transportovan pres gap junctions. Syntézu cGMP z guanosintrifosfatu (GTP) zajistuje enzym
guanylatcyklaza (GC). Jeho degradaci zprosttedkovava cGMP — fosfodiesteraza (Vaccari et al.
2009).

Ulohou ¢cGMP pii udrzovani meiotického bloku je inhibice funkce fosfodiesterazy 3A
(PDE3A), ktera stépi cAMP na AMP. cGMP tedy inhibuje degradaci cAMP a udrzuje tak jeho
vysokou koncentraci v oocytu. Ta je nutna pro udrzeni meiotického bloku (Vaccari et al. 2009).
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Preovulacni vlna luteinizatniho hormonu (LH) zpasobuje pieruseni gap junctions,
koncentrace cGMP klesa a dochazi k aktivaci PDE3A (Ratner 1976). Znazornéni indukce
znovuzahdjeni meidzy je zobrazeno na obrazku 2.

cAMP cGMP cAMP cGMP

Obr. 2. Schématické znazornéni indukce znovuzahajeni meidzy (Krisher 2013).

Faktor podporujici zrani (MPF — maturation promoting factor)

Faktor podporujici zrani neboli MPF je univerzalnim reguldtorem bunéfného cyklu
mitézy i meidzy. Aktivni MPF zajistuje rozpad jaderné laminy, kondenzaci chromozomd,
preskupeni mikrofilament a reorganizaci sit€ intermedialnich filament. Hraje tak klicovou roli
pti meiotickém zrani. Jeho vysoka aktivita je navic nutnd k udrzeni 2. meiotického bloku
(Stojkovic et al. 1999).

MPF je heterodimer slozeny ze dvou podjednotek — katalytické (34 kDa) a regula¢ni (45
kDa). Katalytickou podjednotku tvoii cyklin dependentni kindza (Cdk1/p34°%?) ze skupiny
serin/treonin proteinkinaz. Regula¢ni podjednotkou je molekula cyklinu B, kterého zname tti
typy — B1, B2 a B3. Za aktivitu MPF u savci je pravdépodobné zodpovédny typ Bl (Dekel
1996; Jones 2004). Koncentrace p34°®? je béhem riistu oocytu velmi nizka. Jeji zvyseni na
konci riistu je spojeno se ziskem meiotické kompetence (Vantéry et al. 1996).

V nezralém oocytu se komplexy cyklinu B1 a p34%¢ vyskytuji v neaktivni formé, jako
tak zvany pre-MPF. Tato inaktivni forma je zajiiténa fosforylaci p34°°2 na Thr14 a Tyrl5
inhibi¢énimi kindzami Weel a Mytl. Jeho aktivaci zajistuje fosfataza Cdc25, ktera
defosforyluje Thrl4 a Tyrl5, a proteinova kinaza zvana CDK-aktiva¢ni kinaza, ktera
fosforyluje Thr 161 (Fesquet et al. 1993; Jones 2004). Fosfatiza Cdc25 je inhibi¢n¢
fosforylovana proteinkinazou A, coz opét vede kudrzeni prvniho meiotického bloku.
K aktivaci Cdc25 je nutna jeho defosforylace (Duckworth et al. 2002; Pirino et al. 2009). Jednu
zajist'uje polo-like kinaza 1 (PKkl1), ktera také patii do rodiny serin/treonin proteinkinaz, druhou
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zajistuje samotné MPF (Stojkovic et al. 1999; Alberts et al. 2002). Aktivace MPF je
schématicky znazornéna na obrazku 3.

—

Cyklin B1 Cyklin dependentni kindza (CDK)
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NEAKTIVNI
MPF

.“\ kindzaweel

MEAKTIVNI
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..\ CDK-aktivacni kindza

NEAKTIVHNI
MPF

gl

.J fosfatdza Cdc25

AKTIVNI
MPF

Tyr

Obr. 3. Aktivace MPF (upraveno podle Wong 2020).

Jedna se tedy o pozitivni zpétnou vazbu, diky které mize MPF aktivovat dalsi pre-MPF.
Aktivni MPF-kinaza fosforyluje dals$i molekuly aktivaéni fosfatazy Cdc25, které aktivuji dalsi
MPF. Tim dochazi k prudkém naristu hladiny MPF v buiice a ta rychle vstupuje do M-faze
bunééného cyklu (Alberts et al. 2005).

Aktivita MPF se objevuje kratce pred GVBD a osciluje béhem bunécného cyklu se
dvéma vrcholy — béhem metafaze meiozy I a béhem meiotického bloku v metafazi I1 (Stojkovic
et al. 1999). MPF fosforyluje proteiny laminy jaderné membrany, ¢imz zptisobuje desintegraci
a rozpad jaderné membrany — GVBD (Alberts et al. 2005). Nasledn¢ svoji aktivitou zajist'uje
kondenzaci chromozomi pied vstupem do meidzy |. Naopak sniZeni jeho aktivity je nutné pro
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prechod z metafaze | do anafaze | a dokonceni prvniho meiotického déleni (Stojkovic et al.
1999).

Pro pokles hladiny MPF je nutna degradace cyklinu B1, diky které dochazi k deaktivaci
MPF. Tato degradace je zajistovana ubikvitin dependetnim proteolytickym systémem, kdy je
nékolik molekul ubikvitinu kovalentné navazano na cyklin a ten je tak oznacen pro degradaci
v proteasomech (Alberts et al. 2005). V piipadé cyklinu B1 je polyubikvitinace zajisténa
anafazi podporujicim komplexem neboli cyklosomem (APC/C), coz je komplex ubikvitin
ligazy E3, ktery polyubikvitinuje cyklin B1 a oznaci ho tak za cil pro proteolyzu proteasomem
26S (Irniger 2002). APC/C vyzaduje pro svou ligazovou aktivitu doplikové proteiny, jako
Cdh1 nebo Cdc20/fizzy, se kterymi vytvaii komplexy (Homer 2013).

Se vstupem do meidzy II aktivita MPF opét stoupa a dosahuje druhého vrcholu v metafizi
I1, kde udrzuje druhy meioticky blok az do oplozeni. Tento meioticky blok neni zajistén pouze
inhibici funkce APC/C, jak by se dalo piedpokladat, ale také samotnym oocytem, ktery zvlada
synchronizovat syntézu cyklinu B1 s jeho degradaci. Diky neustalé syntéze cyklinu Bl tak
nedochazi k vyraznému poklesu hladiny MPF a oocyt je udrzovan ve fazi druhého meiotického
bloku (Jones 2004). Degradace cyklinu B1 je schématicky znazornéna na brazku ¢islo 4.

crklin B1

._\" Aktivace
|
4
®e
° + B Polyubikvitinace
@) G
Cdc20 peaksivni Akovni
APC/C APC/C
 oyklin Bl
oo o

Degradace v proteasomu

Obr. 4. Polyubikvitinace cyklinu B1 pomoci APC a jeho degradace v proteasomu
(upraveno podle Wong 2020).



Mitogenem aktivovana proteinkinaza (MAPK — mitogen activated protein kinase)

Dalsim faktorem, ktery vyrazné ovliviiuje meiotické zrani oocytu je mitogenem
aktivovana proteinkindza (MAPK) n¢kdy také nazyvana jako kindza regulovand
extracelularnim signalem (ERK — extracellular signal-regulated kinase). MAPK patii do rodiny
serin/treonin proteinkindz a k jeji aktivaci je nutna dvoji fosforylace na treoninovych a
tyrosinovych zbytcich. V sav¢ich oocytech jsou Siroce exprimovany dvé izoformy MAPK,
které hraji kli¢ovou roli v prubéhu meidzy. Jedna se o ERK1 (44 kDa) a ERK2 (42 kDa) (Sun
et al. 1999).

Piimym aktivatorem MAPK je proteinovd kindza s dvoji specificitou, ktera MAPK
aktivuje prostfednictvim fosforylace na threoninu 183 a tyrosinu 185. Tato kindza je nazyvana
jako MAPK kindza (MAPKK) nebo tak¢ MEK. MAPKK je také aktivovéana fosforylaci a jejim
aktivatorem je Mos neboli MAPKK kinaza (MAPKKK), ktera je produktem protoonkogenu
c-mos. Mos je 39 kDa serin/treonin proteinkindza, ktera byla poprvé identifikovana v bunkach
transformovanych virem mysi leukémie a je exprimovana vyhradné v zarode¢nych bunkach
(Fan & Sun 2004).

Aktivace signalni kaskady MosS/MEK/MAPK je iniciovana extracelularnimi signaly jako
jsou rustové faktory, hormony nebo cytokiny. Dal§im aktivatorem MAP kinadzové kaskady
mohou byt patologické podnéty, které zplisobuji bunéény stres. Mezi takové patii naptiklad
ozéfeni, tepelny Sok, osmotickda nerovnovaha, poskozeni DNA nebo bakteridlni metabolity.
MAPK aktivovana témito podméty potom fidi genovou expresi, metabolismus, organizaci
cytoskeletu a dalsi dulezité bunécné udalosti (Garrington & Johnson 1999).

Ob¢ izoformy MAPK (ERK1 i ERK2) byly v prase¢im oocytu nalezeny jiz béhem
prvniho meiotického bloku. Jedna se ale o neaktivni formu MAPK, ktera je lokalizovana
vyhradné v cytoplazmé oocytu a az tésn€ pfed GVBD se ¢ast téchto molekul pfesouvéa do
zarodeéného vacku (Inoue et al. 1998).

Nacasovani aktivace MAPK béhem zrani oocytii se na rozdil od MPF lisi podle druhu
savce. U nekterych druht, jako jsou mysi a krysy, dochazi k aktivaci MAPK 2 hodiny po
spontannim GVBD, coZ napovida tomu, Ze MAPK neni pro spontanni GVBD mysSich ani
krysich oocytt dulezita (Verlhac et al. 1993). U oocyta velkych hospodaiskych zvitat je Casova
souvislost mezi aktivaci MAPK a GVBD méné jasna. V oocytech prasete, kravy, kozy a koné
je cytoplazma oocytu neprihledna, v disledku pfitomnosti tmavych lipidovych kapének, a
jadro je tak v zivych buikach prakticky neviditelné. Navic také znovuzahajeni meidzy trva
u oocytl hospodaiskych zvifat pomérné dlouhou dobu a GVBD je tak v téchto oocytech
pon¢kud asynchronni (Fan & Sun 2004, Liang et al. 2007). Fissore et al. (1996) naptiklad uvadi,
ze v oocytech skotu dochazi k soucasné aktivaci MAPK a MPF pifed GVBD. V kozich oocytech
je zase aktivita MAPK detekovana vyrazné pozdé&ji nez aktivita MPF, a to az po GVBD (Dedieu
et al. 1996). V oocytech prasete je aktivita MAPK ve stadiu GV velmi nizka a jeji pozdé&jsi
zvyseni je doprovazeno GVBD (Inoue et al. 1995). Prase¢i MAPK je tedy aktivovana zhruba
ve stejné dobé jako MPF. Narozdil od MPF vsak zlstava aktivita MAPK v prasecich oocytech
vysoka i béhem anafaze I a telofaze |, kdy aktivita MPF klesa (viz Obr. 5) (Sun et al. 2001).

Prvnim nalezenym a nejznaméjSim fyziologickym substratem MAPK v oocytech je
90 kDa proteinkindza p90"K (ribozomalni S6 kinaza) z rodiny serin/treonin proteinkinaz.
ERK1/2 aktivuje p90™ in vitro i in vivo prostiednictvim fosforylace na Ser369 a Thr577 (Fan
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& Sun 2004). Aktivovana p90™* inaktivuje Mytl, negativniho reguldtora MPF, fosforylaci
C terminalni domény, ¢imz podporuje aktivaci MPF a pokracovani meidzy | (Palmer et al.
1998). Aktivita MAP kinazy a p90" se zvysuje s progresi meiézy I, kulminuje ve stadiu M1 a
u vSech dosud studovanych druha savct zistava vysoka 1 béhem druhého meiotického bloku
(Fan & Sun 2004).

Jednou z velmi dulezitych funkci MAPK je regulace reorganizace mikrotubuld a tvorby
déliciho vieténka, coz je jeden z kontrolnich bodli bunééného cyklu. Tuto regulaci zajistuje
MAPK skrze fosforylaci mikrotubuly organizujicich center (MTOC) na obou polech déliciho
vieténka. Pokud je vieténko $patné organizované, muze udrZzovat vysokou aktivitu MPF, diky
které nemuze bunka vstoupit do anafaze (Fan et al. 2002).

Dale bylo také zjiSténo, ze pokud je aktivita MAPK béhem piechodu z meidzy I do
meidzy Il inhibovana pomoci MAPK inhibitoru U0126, nedochazi k separaci chromozomtl,
vydé€leni prvniho pdlového téliska ani formaci déliciho vieténka béhem metafaze 11 (Lee et al.
2000).

Jednotlivé komponenty MAPK signélni kaskady (Mos/MEK/MAPK/ p90™) jsou také
soucasti cytostatického faktoru (CSF) (Fan et al. 2002).

Aktivita enzymu

Délka kultivace

Obr. 5. Aktivita faktoru podporujiciho zrani (MPF) a mitogenem aktivované
proteinkinazy (MAPK) béhem meiotického zrani prasecich oocytu in vitro (upraveno podle
Hunter 2000).

Cytostaticky faktor (CSF — cytostatic factor)

U vétSiny obratlovcl je zrani podruhé zastaveno Vv metafazi II. Tento druhy meioticky
blok je zajistén cytostatickym faktorem (CSF), ktery je schopen ve zralych oocytech inhibovat
piechod z metafaze I do anafaze 1l (Masui & Markert 1971).
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CSF byl poprvé popsan v oocytech obojzivelniki v 70. letech 20. stoleti. Nejedna se o
specifickou molekulu, ale o komplex slozeny pravdépodobné z n€kolika typd proteinkinaz
(Masui & Markert 1971; Masui 1974). Ackoliv piesné slozeni CSF neni dosud znamé, za
kritickou sou¢ast je povazovana signalni kaskdda Mos/MEK/MAPK/p90™X. Sagata et al. (1989)
uvadi, ze mikroinjekce Mos mRNA, aktivni MAPK nebo aktivni p90™* do blastomery
dvoubuné¢ného Zabiho embrya indukuje meioticky blok. Colledge et al. (1994) zase zjistili, Ze
u mysich oocytti bez protoonkogenu c-mos, ktery kéduje Mos, nedochazi K zastaveni meidzy
v metafézi II a tyto neoplozené oocyty prochéazeji spontanni partenogenetickou aktivaci.

Vzhledem k faktu, ze MAPK signalni draha je aktivovana jiz pted metafazi I, ve které
k meiotickému bloku nedochazi, l1ze predpokladat, ze soucasti CSF jsou jesté dalsi, dosud
neznamé faktory, které jsou s nejvétsi pravdépodobnosti syntetizovany v prechodu mezi MI a
MII (Fan et al. 2002).

Zpisob, jakym CSF udrzuje druhy meioticky blok, neni pln¢ objasnén. Pravdépodobné
ovSem je, ze aktivita cytostatického faktoru brani ubikvitinaci cyklinu B1 anafazi podporujicim
komplexem (APC), a tim i jeho degradaci a inaktivaci MPF. Dale je také mozné, ze ubikvitin
dependentni degradace cyklinu B je dostate¢né vyrovnana jeho MAPK dependentni syntézou
(Fan et al. 2002; Fan & Sun 2004).

Zajimavy je také fakt, ze ackoliv CSF udrzuje druhy meioticky blok, jeho inaktivace ani
inaktivace MAPK neni pro uvolnéni tohoto bloku bezpodmineéné nutna. Za fyziologickych
podminek je uvolnéni oplozeného vajicka z metafaze I1 zprostiedkovano vapnikem, respektive
jim aktivovanou kalmodulin dependentni kinazou Il (CaMKII), ktera spousti degradaci
M fazovych cyklini a segregaci sesterskych chromatid (Fan et al. 2003).

Vapenaté ionty (Ca®")

Viépenaté ionty (Ca?*) jsou nejuniverzalngjsimi signdlnimi posly, nebot’ reguluji Sirokou
Skalu bunéénych procest (Berridge et al. 1998). Vapnik ptenasi informace reverzibilnim
pfipojenim k proteinim, na jejich vazebnych mistech. Nékteré proteiny vapnik jednoduse
vazou a zvysuji tak jeho koncentraci v bunkéch ¢i organelach. Jiné proteiny mohou na zakladé
piipojeni Ca?* ménit svoji konformaci a modulovat efektorové molekuly, jako jsou enzymy
nebo iontové kanaly (Clapham 1995). Série proteind a signalnich molekul mutze nasledné
vytvaret signalni kaskadu, ktera prenasi signaly uvniti buné¢k nebo mezi nimi (Wang & Machaty
2013).

Dlouhodobé vystaveni vysoké koncentraci vapniku je pro bunky skodlivé, proto je jeho
koncentrace v cytoplazmé vyrazné nizsi nez v extracelularnim prostoru (Clapham 1995).
Udrzovani nizké hladiny vapniku v butice je zajiSté€no jeho ukladanim do nékterych bunéénych
organel nebo odCerpavanim z buniky ven. Pro spuSténi bunééné signalizace je pak jeho
koncentrace v cytoplazmé piechodné zvysena zpétnym uvoliiovanim z intracelularnich depozit
nebo jeho vstupem z extracelularniho prostoru pomoci iontovych kanali v plazmatické
membrané (Wang & Machaty 2013).

U nékterych typt bunék je signalizace zavisla primarné na pfisunu extracelularniho
vapniku. Ten se do buiiky dostavé skrz napétim fizené iontové kandly, k jejichZ otevieni je
nutna depolarizace plazmatické membrany (Clapham 1995). Bunky, které nemohou pro
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pfechodné zvyseni koncentrace vapniku vyuzit depolarizaci membrany, musi zajistit uvolnéni
dostate¢ného mnozstvi Ca?* z intracelularnich zasob (Van Den Brink et al. 1999). Mezi takové
bunky patii 1 sami¢i gamety, ve kterych je hlavnim intracelularnim zdrojem vapniku
endoplazmatické retikulum (ER) (Yanagimachi 1988; Wang & Machaty 2013). Uvolnéni
vapniku z ER zajist'uje prvotni signal, ktery je obvykle nasledovan pfilivem vapniku pies
plazmatickou membranu. Piedpoklada se, Ze tento extracelularni vapnik je nezbytny pro
nahrazeni zasob vyc¢erpanych z ER (Rink & Hallam 1989).

Buné&&n4 signalizace vedouci k mobilizaci Ca?* z endoplazmatického retikula je zahdjena
na zaklad¢ extracelularniho signalu. Signalni molekula se vaze na receptory spojené s
G-proteiny, které aktivuji membranovy enzym fosfolipazu C (PLC). Fosfolipaza C §tépi
membranovy fosfolipid fosfatidylinositol-4,5-bisfosfat (PIP2) za vzniku dvou druhych posli,
kterymi jsou inositol-1,4,5-trisfosfat (IP3) a 1,2-diacylglycerol (DAG). Cukerny fosfat 1P3
difunduje cytosolem a vaze se na IP3 receptory na membrané endoplazmatického retikula. Tim
dochazi k otevieni vapnikovych kanalt a ionty Ca?* jsou uvolnény do cytosolu. DAG, vznikly
z lipidového konce fosfatidylinositol-4,5-bisfosfatu, zstava zanofeny v plazmatické
membrané, kde spolu s vapenatymi ionty aktivuje proteinkinazu C, ktera fosforyluje fadu
dalsich intracelularnich protein (Alberts et al. 2005). Zakladni schéma fosfatidylinositolové
signalni drahy je zobrazeno na obrazku 6.

Fosfolipaza C
Extracelularni PIP2 / DAG

prostor

/ /
3 —> ' —> i —>» #
Intracelularni “; 4
prostor

y

Proteinkindza C

IP3—¢o

o Fosforylace
IP3-senzitivni proteind

vapnikové kanaly

Endoplazmatické
retikulum

Obr. 6. Stépeni PIP2 fosfolipazou C, za vzniku IP3 a DAG (upraveno podle Korte 2007).

Vapnikové ionty je tedy mozné povazovat za druhé posly. Jejich ukolem je aktivace
n&kterych proteintl, ktera probiha vétsinou neptimo, pres ptevodni proteiny neboli Ca?* vazajici
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Vv cytosolu vSech eukaryotnich bun¢k. Po navazani vépenatych iontd méni kalmodulin svou
konformaci a aktivuje kalmodulin dependentni proteinkinazy (CaM-kinazy). Ty nasledné
zajistuji fosforylaci dalSich proteini (Alberts et al. 2005).

Pro regulaci meiotického zrani oocytil je dilleZitd zejména Ca?*/kalmodulin dependentni
proteinkinaza II (CaMKII), ktera patii do rodiny serin/treonin proteinkinaz (Fan et al. 2003).
CaMKII se vétsinou vyskytuje v neaktivni formé a stejné jako jiné CaM-kinazy, vyzaduje
k aktivaci vapnik a kalmodulin. Diky jejich pfitomnosti je CaMKII schopna autofosforylace na
treoninu 286 a stava se Ca2* a kalmodulin independentni (Schworer et al. 1988).

Vapnik se podili na fyziologické regulaci u oocytii od oogenese, pies zrani az po jejich
oplozeni (Yanagimachi 1988). Signalni draha vapniku je u oocyti n€kterych sav¢ich druht,
véetné mysi, kraliki, prasat a skotu, nutna pro GVBD nebo postup do druhé metafaze meidzy
(Maruska et al. 1984; Sato 1990; Kaufman & Homa 1993; Henry et al. 1997). Dale bylo
zjisténo, ze inhibitory CaMKII a antagonista kalmodulinu (W7) blokuji vydé€leni prvniho
polového téliska (Su & Eppig 2002). Vapnik se podili také na aktivaci vajicka a prolomeni
druhého meiotického bloku. Po oplozeni dochéazi Kk prudkému nartstu koncentrace
intracelularniho Ca®* a degradaci cyklinu B, ¢imZ je inaktivovan MFP a vaji¢ko je uvolnéno
z metafaze 11 (Nixon et al. 2002). Mediatorem signalu v této reakci je pravdépodobné CaMKI|I
(Lorcaetal. 1993). V ptipad¢ inhibice funkce proteinkinazy C, ktera je také soucasti vapnikové
signalni kaskady, nebyly oocyty schopny vytvofit druhé polové télisko, ani formovat prvojadra
(Gallicano et al. 1997).

Ve vysledku se tedy signalni draha vapniku podili na mnoha krocich meiotického zrani a
aktivace savc¢ich oocytil, jako je znovuzahajeni meidzy, emise polovych télisek, uvolnéni
druhého meiotického bloku i tvorba prvojader (Fan et al. 2003).

Zinek

Zinek (Zn) je nezbytny pro mnoho biologickych procesi, véetné spravného fungovani
gamet (Bernhardt et al. 2011). Jeho koncentrace v sav¢ich oocytech ovliviiuje prubéh
meiotického zrani a zasahuje tak do vyvoje zralych pohlavnich bunék. Béhem meiotického
zrani oocytu se intracelularni hladina zinku zvysuje nejméné o 50 % a v konecné fazi je v bunce
nahromadéno vice nez 10'° atomd Zn. Tato vyznamna akumulace nastava v pozoruhodné
kratkém Casovém intervalu a je dilezita pro pfechod oocytu z metafaze | do metafaze Il (Kim
et al. 2010). Oocyty s nedostate¢nou zasobou zinku nejsou po dokonéeni prvniho meiotického
déleni schopny obnovit aktivitu MPF, ktera je nutnd pro vytvofeni a udrzeni druhého
meiotického bloku v metafazi II a jejich vyvoj je Casto pfed¢asné blokovan jiz v telofazi I (Kim
et al. 2010; Bernhardt et al. 2011). Kim et al. (2010) uvadi, ze vlivem oscilace vapniku a
nasledné aktivace po oplozeni je zinek exocytozou rychle uvolinovan z vajicka ven. K tomuto
uvolnovani dochazi prostfednictvim zinkem naplnénych transportnich vacku (vezikul), kdy
kazdy obsahuje praimérné 10° atomt zinku (Que et al. 2015).

Jeon et al. (2015) provade¢li in vitro maturaci prasecich oocytli Se snizenym obsahem
zinku, ¢ehoz dosahli za pouziti N,N,N',N'-tetrakis-(2-pyridylmethyl)-ethylendiamine (TPEN).
TPEN je chelator zinku rozpustny v tucich, ktery snizuje intracelularni hladinu zinku (Treves
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et al. 1994). Z vysledka této skupiny autorti vyplyva, ze zinek ma vliv na celou fadu udalosti
nutnych k dozrani vaji¢ka. V porovnani s kontrolni skupinou oocyti a skupinou osetfenou
TPEN + zinkem, které vykazovaly normalni proliferaci kumularnich buné¢k, u skupiny oocyti
oSetfenych pouze TPEN proliferace kumularnich bun¢k nepokracovala. Stejné tak byla v tomto
vyzkumu potvrzena role zinku pfi piechodu oocytu z MI do MII faze meidzy. Pouze 0,61 %
oocytl oSettenych TPEN dosahlo MII faze, narozdil od kontrolni skupiny a skupiny oSetiené
TPEN + zinkem, kde faze MII dosahlo vice nez 90 % oocytl. Také vydéleni polového téliska
je pravdépodobné ovlivnéno hladinou zinku, nebot’ u vétSiny TPEN oSetfenych oocytli nebylo
vydéleni polového téliska pozorovano. Oocyty osetiené TPEN dale vykazovaly abnormalni
usporadani mikrofilament, ktera jsou souc¢ésti cytoskeletu a maji dalezitou roli pfi déleni bun¢k.
V neposledni fad¢ byl u skupiny TPEN oSetfenych oocyti pozorovan pokles koncentrace
glutathionu (GSH), coz je dulezity antioxidant, a naopak vzrostla koncentrace reaktivnich
forem kysliku (ROS), které¢ zpusobuji oxidacni stres. Z téchto vysledka vyplyva, ze se zinek
béhem meiotického zrani oocytl podili také na jejich ochrané pied oxida¢nim stresem (Jeon et
al. 2015).

3.2 Starnuti oocytu

Kvalita oocytu zasadné ovliviiuje vyvojovy potencial embrya (Wang & Sun 2007).
Vyvojova kompetence zralych ovulovanych oocyti s ¢asem klesa, proto k oplozeni savéich
oocyti za fyziologickych podminek dochazi pomémé brzy po ovulaci (Ducibella 1998).
Optimalni doba pro oplozeni je druhové specificka a u savetu se pohybuje v rozsahu 6 — 24
hodin po ovulaci (Austin 1974).

Pokud b&hem tohoto ¢asového rozmezi nedojde k oplozeni, podléhaji neoplozené oocyty
Casoveé zavislému zhorSeni kvality, coZ je proces nazyvany jako ,,post-ovulaéni starnuti
oocytl“. K tomuto starnuti dochazi jak in vivo, ve vejcovodu, tak in vitro, pfi kultivaci. Oocyty,
u kterych se projevily prvni kvalitativni zmény jsou oznacCovany jako ,,starnouci oocyty*
(Kikuchi et al. 2000; Miao et al. 2009).

Je nutné odlisit také termin ,,starnuti vajecnikd®, coz je fyziologicky proces spojeny
s ukonc¢enim reprodukéniho obdobi samice neboli pocatkem klimakteria a vyznamnym
poklesem plodnosti (Tatone et al. 2008). V tomto piipadé se tedy jedna o ,,pre-ovulaéni starnuti
oocytll”, o kterém se ale tato prace dale nezmitiuje.

Béhem post-ovula¢niho starnuti oocytti (dale jen starnuti oocytd) dochazi k mnoha
morfologickym a biochemickym zménam, které snizuji kvalitu oocytu a jeho Zivotaschopnost.
Cely proces starnuti posléze vyustuje ve spontanni partenogenetickou aktivaci, fragmentaci
nebo lyzu oocytu (Kikuchi et al. 2000; Gable & Woods 2001; Petrova et al. 2004).
Na obrazku 7 jsou zobrazeny fotografie stdrnoucich prasecich oocytu.

24



Obr. 7. Kategorie starnoucich oocyti. MIl — oocyt v metafazi 1I, A — spontanné
partenogeneticky aktivovany oocyt, F — fragmentovany oocyt (Sipka oznacuje apoptoticky
vacek), L — Iyticky oocyt (Pfevzato a upraveno podle Petrova et al. 2009).

3.2.1 Morfologické a biochemické zmény oocytu béhem starnuti

Morfologické zmény starnoucich oocyti zahrnuji zmény ve struktufe plazmatické
membrany a zony pellucidy, ¢asteénou exocytoézu kortikalnich granul, pfemisténi prvniho
polového teliska nebo zmény déliciho vieténka (Miao et al. 2009).

Plazmaticka membrana Cerstvé ovulovaného oocytu je kryta vrstvou mikroklk, jejichz
struktura je béhem starnuti oocytu narusena a mohou zasahovat do perivitelinniho prostoru.
Také sit’ mikrofilament pod plazmatickou membranou je porusena nebo dokonce ztracena
(Szollosi 1971; Longo 1974; Kim et al. 1996).

Struktura zony pellucidy se béhem starnuti oocytu méni z granulofibrilarniho retikula
S pory na strukturu dlazdicovou, tvofenou granulofibrildrnimi agregaty. Pro tento jev se pouziva
oznaceni ,,tvrdnuti* (hardening) zony pellucidy (Longo 1981; Xu et al. 1997; Miao et al. 2009).

Castym jevem u starnoucich oocytil je také ¢asteéna exocytdza kortikalnich granul. Ta
jsou ulozena Voocytu pod plazmatickou membrinou a kjejich uvolnéni dochazi za
fyziologickych podminek pii aktivaci oocytu fertilizaci. Ve starnoucich oocytech muze byt
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kortikdlni reakce spusténa spontanné, bez oplozeni. Uvolnénim kortikalnich granul dochazi
k modifikacim zony pellucidy v souvislosti s blokem polyspermniho oplozeni (Szollosi 1971,
Ducibella et al. 1990; Yanagimachi 1994; Xu et al. 1997).

Dalsi zmény zplisobené procesem starnuti je mozné zaznamenat pii pozorovani prvniho
polového téliska (polocytu), jehoz morfologicky stav je vyuzivan jako kritérium kvality oocyta
pro pouziti biotechnologickych metod oplozeni. Oocyty S neporuSenym, dobie utvarenym
prvnim polocytem, vykazuji vys$si miru fertilizace a embrya vznikla jejich oplozenim maji vyssi
vyvojovy potencial (Ebner et al. 2000). Pro prvni pélocyt starnouciho oocytu je typicka jeho
degenerace a pfemisténi v ramci perivitelinniho prostoru (Miao et al. 2004).

Délici vieténko, které je zodpoveédné za spravnou segregaci homolognich chromozomil
nebo chromatid béhem meiotického déleni zarode¢nych bun€k je béhem starnuti oocytu
zkracovano a muze byt narusena jeho polarita (George et al. 1996; Wang & Sun 2006).
Ve zvySené mife dochazi také k prfedcasné separaci chromozomi, coz je siln€ spojeno se
zvySenym vyskytem aneuploidii (Mailhes et al. 1998).

Zmény postihuji béhem starnuti oocytu také mitochondrie, u kterych dochazi ke snizovani
membranového potencialu a bobtnani mitochondrialni matrix (Wilding et al. 2001; Zhang et al.
2011). Casto je navic v cytoplazmé starnouciho oocytu mozné pozorovat jejich shlukovani (Ma
et al. 2005).

ProdlouZenou kultivaci oocytti provazi narust hladiny reaktivnich forem kysliku (ROS),
jako jsou superoxidové radikaly (Oz’), peroxid (H202) nebo kyselina chlorna (HCIO)
(Takahashi et al. 2003; Goud et al. 2005; Tatone et al. 2011). Zaroven dochazi k rychlému
vyCerpani intracelularnich zasob hlavniho buné¢ného antioxidantu — glutathionu (GSH)
(Boerjan & De Boer 1990). V dusledku téchto biochemickych zmén je starnouci oocyt vystaven
oxida¢nimu stresu (Lord & Aitken 2013).

Mezi biochemické zmény zpuisobené starnutim oocytu patii také pokles aktivity faktora
nutnych pro udrzeni druhého meiotického bloku — MPF a MAPK (Xu et al. 1997; Kikuchi et
al. 2000; 2002). MPF je za fyziologickych podminek po oplozeni deaktivovan degradaci
cyklinu B, jinak je tomu ale béhem starnuti oocytt, kdy je deaktivace MPF zajisténa inhibi¢ni
fosforylaci p34°® na Thr14 a/nebo Tyr15 kinazami Weel a Myt1. Vysledkem tohoto zptisobu
deaktivace je akumulace pre-MPF, coz prokazatelné ovliviiuje post-ovulacni starnuti a vede ke
spontanni partenogenetické aktivaci nebo fragmentaci oocytu (Kikuchi et al. 2000; 2002).
Pradky pokles aktivity MPF pravdépodobné souvisi se zvysenou hladinou ROS, ktera inhibuje
funkci fosfatazy cdc25 a stimuluje funkci tyrozinovych kindz, mezi které patii i kinazy Weel a
Mytl (Chan et al. 1986; Brisson et al. 2007).

Ovlivnéna je i mitochondrialni produkce adenosintrifosfatu (ATP), ktery je velmi
vyznamnym energetickym substratem pro dalsi bunéc¢né procesy. Chi et al. (1988) zaznamenali
snizujici se koncentraci ATP s prodluzujici se délkou kultivace mysich oocyti. Pokles
koncentrace ATP miiZze byt opét diisledkem oxida¢niho stresu, jehoZ vlivem dochazi také
k poskozeni mitochondrialni DNA (mtDNA) (Sohal & Dubey 1994; Igarashi et al. 2005).

V mitochondriich sav€ich oocytl dochéazi k expresi nékolika anti-apoptotickych a
pro-apoptotickych faktora z proteinové rodiny Bcl-2. Hlavni tlohou téchto faktoru je regulace
funkce kaspaz, coz jsou proteazy zajist'ujici apoptozu bunék skrze vnitini signalni drahu (Exley
et al. 1999). Pro-apoptotické molekuly, jako je BAX, indukuji uvoliiovani cytochromu c, ktery
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kaspazy aktivuje, zatimco anti-apoptotické molekuly, jako je Bcl-2, tomuto uvoliiovani brani
(Adams & Cory 1998). Cytochrom ¢ mutize byt z dychaciho fetézce do cytosolu uvoliovan také
v disledku oxida¢niho stresu. Takto uvolnény cytochrom c aktivuje kaspazovou signalni
kaskadu (Liu et al. 2000). Vazbou cytochromu c¢ a apoptotického proteazového aktivaéniho
faktoru (Apaf — 1) vnikaji apoptozomy, které aktivuji inicia¢ni kaspazu — pro-kaspazu 9 (Zou
et al. 1999). Aktivni kaspaza 9 dale zajistuje aktivaci pro-kaspazy 3 a 7. Funkce kaspazy 9 je
poté udrzovana pozitivni zpétnou vazbou s aktivitou kaspazy 3. Vlivem postupného $tépeni
proteini kaspazami dochazi v bunce k apoptotickym zménam (Fan et al. 2005).

Zvysena koncentrace ROS narusuje také homeostdzu Ca?* modulaci funkce vépnikovych
kanalti a Ca** ATP4z endoplazmatického retikula (SERCA) starnouciho oocytu (Takahashi et
al. 2013). Po jeho oplozeni tak dochazi k abnormalni oscilaci vapnikovych iontl, coz mtize
pusobit jako pro-apoptoticky stimul (Fissore et al. 2002).

3.2.2 Moznosti regulace starnuti oocyti in vitro

Starnuti oocytti je v in vitro podminkach ovliviiovano celou fadou vnéjsich faktort.
Sledovanim a modulaci téchto faktord je mozné proces starnuti do jisté miry regulovat.

Bylo prokéazano, ze starnuti oocytd in vitro lze pfimo ovlivnit volbou komponent
kultiva¢niho média. Velky vyznam je ptikladan pyruvatu, jehoz vyssi koncentrace tento proces
prokazatelné¢ zpomaluji udrZzovanim integrity kortikdlnich granuli, sniZzovanim citlivosti
k aktivaénim stimultim i prevenci poklesu hladiny MPF a glutationu (Liu et al. 2009).

Dal$im zpuisobem fizeni starnuti oocytl in vitro je regulace teploty. Mysi oocyty
kultivované s ptidavkem pyruvatu pii teploté 15 °C byly uspésné oplozeny i po 42 hodinach
kultivace, zatimco oocyty kultivované ve stejnych podminkach pii 37 °C ztratily sviij vyvojovy
potencidl jiz po 6 hodinach kultivace. Zpomaleni starnuti pii nizsich teplotach pravdépodobné
souvisi se snizenim metabolismu oocyta (Li et al. 2012).

Jisty vliv na starnuti oocytti maji také kumularni buniky. Miao et al. (2005) zaznamenali
pfi in vitro starnuti mysich oocytli obklopenych kumularnimi bunkami rychlejsi pokles hladiny
MPF a vyss$i procento aktivovanych oocytt, nez vykazovaly oocyty starnouci in vitro bez
kumularnich bunék. Mnoho oocytl starnoucich za pifitomnosti kumularnich bunék, a to jak
in vitro, tak in vivo, navic vykazovalo ¢aste¢nou exocytozu kortikalnich granul, ke které
dochazelo pfi starnuti oocytit bez kumularnich bunék jen v ojedinélych ptipadech. Je tedy jasné,
ze pritomnost kumularnich bunék pfi in vitro prodlouzené kultivaci urychluje proces starnuti
oocytt (Miao et al. 2005). Zhu et al. (2015) ve své studii uvadi, Ze akcelerace starnuti oocytd
za piitomnosti kumularnich bun€k probiha pfes uvolnovani ligandu FasL, coz je
transmembranovy protein, ktery se vaze na Fas receptory oocytu a spousti apoptozu.

Pravdépodobné nejvice zkoumanou moznosti regulace starnuti oocytt in vitro je
udrzovani optimalni hladiny MPF. Velmi dobrych vysledkli bylo dosaZeno pii pouziti kofeinu,
ktery inhibuje aktivitu kinaz Weel a Mytl. V piipadé inhibice funkce téchto kinaz nedochazi
k inhibi¢ni fosforylaci p34%?, ¢imz je udrzena vysoka aktivita MPF a starnuti oocyti je
zpomaleno. Naopak pouziti vanadatu, ktery je inhibitorem fosfatazy cdc25, vede ke snizeni
hladiny MPF a akceleraci procesu starnuti oocytt (Kikuchi et al. 2000; 2002). Dals§i moznosti,
jak udrzet vysokou hladinu MPF je pouziti inhibitoru proteasom MG132, ktery zabranuje
degradaci cyklinu B a tim deaktivaci MPF (Josefsberg et al. 2000; Zhou et al. 2003). Zaroven
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ale dochazi k inhibici degradace nékterych dalSich proteint, coz je nezadouci efekt, ktery
vylucuje pouziti MG132 v technikach asistované reprodukce (Gao et al. 2005; Lord & Aitken
2013).

Proces starnuti oocytii je mozné ovlivnit také snizenim oxidacniho stresu. Toho je mozné
dosahnout pouzitim nékterych antioxidanti, jako je napiiklad dithiothreitol (DTT). P¥idanim
DTT do kultivaéniho média bylo dosazeno vyssi miry oplozeni a tvorby blastocyst, zaroven
doslo ke sniZeni poc¢tu fragmentovanych oocyti. DTT pravdépodobné chrani starnouci oocyt
skrze prevenci oxidace volnych thiolovych skupin (Tarin et al. 1998). Navzdory v§em témto
vyhodam je ale pouziti DTT spojovéano S poskozenim bunécné DNA, proto je aplikace této
metody omezena (Oikawa et al. 2002). Lord et al. (2013) poukazuji také na moznost vyuziti
melatoninu, ktery ma silny antioxida¢ni ucinek a chrani tak oocyty pfed postovulacnim
starnutim snizovanim hladiny ROS. U oocytii oSetfenych melatoninem byl zaznamenan
opozdény nastup apoptdzy, snizena Groven fragmentace, prodlouzeni optimalni doby pro
oplozeni a zlepSena kvalita embryi (Lord et al. 2013). Melatonin navic narozdil napiiklad od
DTT postrada toxicitu, coz zn¢j €ini velmi zajimavého kandidata pro vyuziti v prostiedi
asistované reprodukce (Jahnke et al. 1999; Lord & Aitken 2013).

3.3 Gasotransmitery

Terminem gasotransmitery definoval Wang poprvé v roce 2002 skupinu malych plynnych
molekul s riiznou biologickou aktivitou. Tato skupina zahrnuje oxid dusnaty (NO), ktery byl
objeven jako prvni z gasotransmitert, dale oxid uhelnaty (CO) a nejmladsim objevenym ¢lenem
této skupiny je sulfan (H2S). Gasotransmitery maji vysokou rozpustnost v tucich, takze volné
prochazi bunéénymi membranami a jejich u¢innost tudiz neni zavisld na membranovych
receptorech. Tyto plynné molekuly jsou syntetizovany endogenné, vétSinou pomoci
specifickych enzymd, a po uvolnéni jsou rychle degradovany. Gasotransmitery ve
fyziologickych koncentracich ptlisobi jako ptenaSeCi bunécného signalu a maji specifické
bunécné a molekularni cile (Wang 2002). Jejich signalni drahy se na mnoha trovnich vzajemné
propojuji, proto se predpoklada, Ze by mohly vytvaret jedine¢nou sit’ interakci. Cely systém
mechanismi, kterymi tyto plynné molekuly reguluji homeostdzu Zivych organismi, je vSak
zatim do zna¢né miry neznamy (Chung et al. 2008; Pae et al. 2009).

Gasotransmitery se podileji na regulaci fady fyziologickych procest, jako je udrzeni
cévni homeostazy, prenos nervovych vzruchd v centralnim nervovém systému nebo vznik
zanétlivé reakce (Pae et al. 2009). Jejich funkce byla potvrzena také pii fizeni procest
Vv reprodukéni soustaveé, kde byl popsan naptiklad jejich vliv na meiotické zrani a starnuti
oocytt nebo rany embryonalni vyvoj (Goud et al. 2005; Nevoral et al. 2016; Némecek et al.
2017).

3.3.1 Oxid dusnaty (NO)

Oxid dusnaty (NO) je nejlépe prostudovany gasotransmiter, ktery je v organismu
povazovan za jednu z hlavnich signalnich molekul. Je zapojen do regulace fady patologickych
a fyziologickych procest. Podili se na funkci kardiovaskularniho systému, centralni nervové
soustavy, imunitniho systému i reprodukéni soustavy, kde se mimo jiné zapojuje také do
fyziologie oocytu (Rosselli et al. 1998; Pae et al. 2009; Nevoral et al. 2016; Tiwari et al. 2017).
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NO je generovan enzymatickou i neenzymatickou cestou v raznych typech bungk, véetné
sav¢ich folikularnich bunék (Jablonka-Shariff & Olson 1997).

Enzymatickou tvorbu NO zajistuje syntaza oxidu dusnatého (NOS), ktera katalyzuje
konverzi L-argininu za ptitomnosti kysliku na oxid dusnaty, L-citrulin a vodu (Kwon et al.
1990; Lamas et al. 1992). NOS existuje ve tiech isoformach. Endotelova NOS (eNOS), ktera
byla poprvé identifikovana v cévnim endotelu, neuronalni NOS (nNOS), ktera byla poprvé
nalezena v nervové soustavé, a indukovatelna NOS (iNOS), ktera byla poprvé nalezena
v makrofazich (Moncada et al. 1991; Lamas et al. 1992). Pfitomnost vSech tii izoforem NOS
byla detekovéna také v prasecich oocytech a jejich kumulérnich bunikach (Chmelikova et al.
2010).

Neenzymatickou cestou miize oxid dusnaty vznikat z dusitanu, pfi velmi nizkém pH, coz
poprvé popsali Benjamin et al. (1994) v zaludku. Nagase et al. (1997) poté popsali vznik NO
pfi reakci peroxidu vodiku s D- nebo L-argininem.

U nékterych druhti savcei byla popsana ucast oxidu dusnatého na regulaci zrani oocytt. V
popisu jeho zptsobu G¢inku se ale dosud provedené studie zna¢né rozchazeji. Nékteré studie
uvadéji, ze do ukonéeni prvniho (v profazi I) i druhého (v metafazi 1) meiotickém bloku a
znovuzahajeni meidzy se zapojuje zvySend hladina NO (Tao et al. 2004; Chmelikova et al.
2009; Premkumar & Chaube 2015). Jiné studie naopak uvadéji, Zze ke znovuzahajeni meidzy je
v obou piipadech nutné ptrechodné snizeni hladiny oxidu dusnatého (Goud et al. 2005;
Chmelikova et al. 2010; Schwarz et al. 2014; Pandey & Chaube 2015). Bu et al. (2003) popsali
také dualni G¢inek NO (stimulaci ¢i inhibici) na GVBD mysich oocytt, kultivovanych in vitro,
v zavislosti na jeho koncentraci. Rozdilné G¢inky NO na meiotické zrani sav¢ich oocyti mohou
byt pravdépodobné zpusobeny druhovymi rozdily nebo stadiem vyvoje folikult (Tiwari et al.
2017).

Nékteré studie, které se zabyvaly vlivem oxidu dusnatého na meiotické zrani oocytd,
naznacuji, ze NO stimuluje funkci guanylatcyklazy, a tim zvySuje hladinu cGMP, ktera je nutna
pro udrzeni prvniho meiotického bloku. Snizeni koncentrace NO by tak mohlo vést ke
znovuzahajeni meidzy skrze pokles hladiny cGMP, aktivaci PDE3A, sniZeni hladiny cAMP,
inaktivaci PKA a aktivaci Cdc25 a MPF (Nakamura et al. 2002; Tiwari et al. 2017).

Oxid dusnaty ma velmi vyznamnou roli také v prevenci starnuti oocytl. Jako atypicky
antioxidant chrani oocyty pfed pusobenim cytotoxickych volnych radikald, ¢imz oddaluje
starnuti oocytl, udrzuje jejich kvalitu a podili se na prevenci vzniku chromozoméalnich
abnormalit. Jeho druhym mechanismem u¢inku je jiz zminovana aktivace funkce
guanylatcyklazy a zvyseni hladiny cGMP, ktery minimalizuje poskozeni zony pellucidy béhem
starnuti oocytu (Goud et al. 2005; Prasad & Chaube 2016).

3.3.2 Oxid uhelnaty (CO)

Oxid uhelnaty patii mezi faktory zapojené do modulace apoptotické drahy riznych typt
somatickych bun¢k (Brouard et al. 2000; Zhang et al. 2003; Rosa et al. 2008). CO mize byt
endogenné produkovan enzymem hemoxygenazou (HO) nebo exogenné dodavan naptiklad
molekulami uvoliiujicimi CO (CO-RMs) (Motterlini et al. 2003).

Hemoxygenaza katalyzuje oxida¢ni degradaci hemu za vzniku Fe?*, biliverdinu a CO
(Tenhunen et al. 1968; Tenhunen et al. 1969). Existuje ve dvou aktivnich izoformach HO —
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HO-1 a HO-2. HO-1 je indukovatelna izoforma hemoxygenazy, ktera je aktivovana riznymi
druhy stresu (naptiklad oxida¢nim stresem, teplotnim stresem nebo hypoxii) (Ryter & Choi
2016). Jedna se o protein s molekularni hmotnosti zhruba 32 kDa, ktery je navazany na
membranu endoplazmatického retikula (Yoshida & Kikuchi 1978; Gottlieb et al. 2012).
Konstitutivni izoforma HO-2 je zodpovédna za bazalni aktivitu HO, ¢imz zajistuje stabilni
produkci CO a stalou ochranu bun¢k pied poskozenim (napiiklad oxida¢nim stresem)
(Turkseven et al. 2007). HO-2 je také vazana na membranu endoplazmatického retikula, ale
mize byt lokalizovana i na vnéj$i jaderné membran¢ a endozomech (Ma et al. 2004; West &
Oates 2008).

Oxid uhelnaty se vaze na struktury obsahujici kovy, znichz nejznaméjsi je hem
(Boczkowski et al. 2006). Molekula hemu obsahuje velké mnozstvi proteini, jako naptiklad
guanylatcyklazu (GC) nebo iINOS, proto ma CO Sirokou $kalu potencionalnich cila (Tsiftsoglou
et al. 2006). Guanylatcyklaza patii mezi bézné cile CO a NO, jejichz vazba zvySuje tvorbu
CGMP. Zvysena koncentrace cGMP poté ovliviiuje dalsi signalni drahy (Stone & Marletta
1994). Oxid uhelnaty je ale vyrazné slab$im aktivatorem GC nez oxid dusnaty, proto je
povazovan spise za regulatora signalni drahy NO/cGMP (Ingi et al. 1996). Ptes tuto signalni
drahu by také mohl zasahovat do pribéhu meiotické zrani oocyta.

Pravdépodobnost zapojeni oxidu uhelnatého do regulace meiotického zrani oocyti
podporuje také fakt, ze je schopen prostfednictvim riiznych proteini nebo signalnich drah
aktivovat MAPK, ktera se podili na udrzovani druhého meiotické bloku (Brouard et al. 2000;
Otterbein et al. 2000; Fan et al. 2002).

Némecek et al. (2017) prokézali ptitomnost obou izoforem HO ve zralych a starnoucich
prase¢ich oocytech. Zjistili také, Ze béhem in vitro starnuti oocytd se exprese obou izoforem
HO zvysuje, ¢imz pravdépodobné dochazi ke snizovani hladiny ROS, ktera je povazovana za
hlavni faktor odpovédny za starnuti oocytt (Lord & Aitken 2013). Dodani molekul uvoliiujicich
CO (CORMs) potlacuje negativni znamky starnuti prasecich oocytd a inhibuje apoptozu
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programované bunééné smrti (Cohen 1997; Némecek et al. 2017).

3.3.3 Sulfan (H25)

Sulfan je bezbarvy plyn, charakteristicky svym silnym zapachem po zkazenych vejcich.
Po celé desetileti byl zndm pouze jako toxicka latka zneciSt'ujici zivotni prostredi (Lowicka &
Bettowski 2007). Hlavnim mechanismem jeho toxicity je inhibice funkce mitochondrialni
cytochrom c oxidazy, ktera je velmi vyznamnym ¢lankem dychaciho fetézce (Reiffenstein et
al. 1992). Pozdg¢ji bylo zjisténo, ze je produkovan celou fadou savéich tkani, véetné mozku,
ilea, ledvin a kardiovaskularni soustavy, a ma mnoho fyziologickych uc¢inka (Abe & Kimura
1996; Doeller et al. 2005).

Fyzikalni a chemické viastnosti sulfanu

Sulfan je slabou kyselinou, ktera za fyziologicky relevantnich podminek tj. ve vodnych
roztocich pti pH 7,4 disociuje na kationt H" a hydrosulfidovy aniont HS, ktery miize za vyssiho
pH déle disociovat na H* a sulfidovy aniont S*. K této disociaci dochazi pouze u dvou tietin
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H>S, jedna tfetina sulfanu tak zdstava i ve vodném roztoku nedisociovana (Lowicka &
Bettowski 2007; Li & Lancaster 2013).

Podobn¢ jako oxid dusnaty a oxid uhelnaty je sulfan lipofilni a jeho rozpustnost
Vv lipofilnich rozpoustédlech je jesté pétkrat vyssi nez ve vod¢, diky ¢emuz volné prostupuje
plazmatickymi membranami bunék (Wang 2002). Ty jsou pro néj ale diky ¢aste¢né disociaci
relativné méné propustné nez pro oba dalsi gasotransmitery. V séru a tkanich je H2S mozné
detekovat zhruba od koncentrace 50 uM. Jeho fyziologicka hladina v mozku je ovSem az
trojnasobné vyssi (50 — 160 uM) a blizi se toxické koncentraci (Abe & Kimura 1996; Hosoki
et al. 1997; Lowicka & Bettowski 2007).

Syntéza a metabolismus sulfanu

Za vétsinu endogenni produkce H2S Vv savcich tkanich jsou zodpovédné dva pyridoxal-5-
fosfat (vitamin Bs) dependentni enzymy — cystathionin B-syntaza (CBS) a cystathionin y-lyaza
(CSE) (Stipanuk & Beck 1982; Abe & Kimura 1996; Hosoki et al. 1997; Zhao et al. 2001).
Hlavnim substratem pro tyto enzymy je L-cystein, neesencialni aminokyselina obsahujici siru,
kterd je syntetizovand z L-methioninu prostfednictvim takzvané ,transsulfuracni cesty*
(Lowicka & Bettowski 2007).

Cystathionin  B-syntaza (CBS) se vyskytuje primarné¢ jako homotetramer
S podjednotkovou molekulovou hmotnosti 63 kDa. Kazda podjednotka véaze kofaktory -
pyridoxal-5-fosfat (PLP), S-adenosyl methionin (SAM) a hem (Miles & Kraus 2004; Banerjee
& Zou 2005). Hlavni mechanismus produkce H>S cystathionin B-syntazou spociva
v kondenzaci homocysteinu s cysteinem za vzniku cystathioninu, jak je znazornéno na obrazku
8 (Chen et al. 2004). Exprese CBS byla zaznamenana napftiklad v jatrech, ledvinach, mozku,
ileu, déloze, placenté, oocytech nebo pankreatickych ostriveich (Stipanuk & Beck 1982; Abe
& Kimura 1996; Patel et al. 2009; Nevoral et al. 2015)

+
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L-cystein L-homocystein L-cystathionin "NHs

Obr. 8. Reakce produkujici H2S katalyzovana CBS (upraveno podle Yadav & Banerjee
2012).

Cystathionin y-lyaza (CSE) produkuje H2S hned né€kolika typy reakci, a to z cysteinu
nebo homocysteinu (viz Obr. 9). Za normalnich podminek je pfiblizné 70 % H>S produkovano
z cysteinu a pouze zbyvajicich 30 % zhomocysteinu. Avsak za podminek
s vyssimi koncentracemi homocysteinu, jako je napiiklad homocysteinémie, se preferovanym
zdrojem pro produkci Ha2S stava pravé homocystein (Chiku et al. 2009). CSE je exprimovana
napiiklad v jatrech, ledvinach, hrudni aorté, ileu, portalni Zzile, déloze, oocytech, mozku,
ostruvcich pankreatu nebo placenté (Hosoki et al. 1997; Kaneko et al. 2006; Vitvitsky et al.
2006; Diwakar & Ravindranath 2007; Patel et al. 2009; Nevoral et al. 2015). Funkce
Cystathionin y-lyazy maze byt do jisté miry regulovana pomoci NO, ktery zvysuje jeji expresi
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a enzymatickou aktivitu (Zhao et al. 2001). Dalsimi aktivatory CSE jsou spole¢n¢ také vapnik
a kalmodulin (Yang et al. 2008).

Cystathionin B-syntaza (CBS) a cystathionin y-lyaza (CSE) jsou tedy exprimovany v celé
fad¢ savcich tkani. Zatimco CBS je pfevladajim zdrojem H>S Vv centralni nervové soustave,
CSE je hlavnim enzymem produkujicim H>S v kardiovaskularnim systému. V nékterych
tkanich, jako jsou jatra nebo ledviny, se pak na produkci Hz2S podili oba enzymy (Lowicka &
Bettowski 2007).
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0,¢ 2 .ozc)\/ 2 ch/u\ 3
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*NH, *NH,4 *NH ks
3 NH;
SH SH - s
b,c)\/ % °o,c)\’ ° c)v \)\co; + H;S
L-cystein L-cystein L-lanthionin
*NHJ + (0]
NH;
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Obr. 9. Reakce produkujici H2S katalyzovana CSE (upraveno podle Chiku et al. 2009).

Dalsim enzymem, ktery se podili na produkci sulfanu v tkanich je 3-merkaptopyruvat
sulfurtransferaza (3MST), jejimz substratem je 3-merkaptopyruvat (3MP). Ten vznika pfi
transamina¢ni reakci mezi cysteinem a a-ketoglutaratem, ktera je katalyzovana jednim ze dvou
identickych enzymt — aspartat aminotransferazou (AAT) nebo cystein aminotransferdzou
(CAT) (Ubuka et al. 1978; Shibuya et al. 2009b). Tato reakce je znazornéna na obrazku 10.
3-merkaptopyruvat sulfurtransferaza byla nalezena v jatrech, ledvinach, srdci, plicich, brzliku,
varlatech, hrudni aort¢ a mozku (Nagahara & Nishino 1996; Nagahara et al. 1998; Shibuya et
al. 2009a, b).

32



o) a-ketoglutarat (o)

CAT/AAT
HO SH HO SH

i glutamat 0 )
cystein merkaptopyruvat

Obr. 9. Transamina¢ni reakce mezi cysteinem a a-ketoglutaratem (upraveno podle Yadav
etal. 2013).

Produkovany sulfan reguluje aktivitu vSech H2S produkujicich enzymt negativni zpétnou
vazbou (Wang 2002). Za fyziologickych podminek se sulfan v organismu neakumuluje, proto
existuje nékolik mechanismt, které zajistuji jeho odbouravani. V mitochondriich miize byt
oxidovan na thiosiran, ktery je dale pfeveden na sulfid a sulfat (Lowicka & Bettowski 2007).
Konverze thiosiranu na sulfid je katalyzovana thiosiran:kyanid sulfurtransferazou (TST;
rodanazou), ktera pienasi siru z thiosiranu na kyanid nebo jiné akceptory (Picton et al. 2002).
Sulfid dale oxiduje na sulfat pomoci sulfitoxidazy (Lowicka & Bettowski 2007). Druhou
moznosti metabolismu H>S je jeho methylace thiol S-methyltransferazou (TSMT) v cytosolu
na methylmerkaptan a dimethylsulfid (Furne et al. 2001). Posledni moznosti degradace H2S
v organismu je jeho vazba na methemoglobin za vzniku sulfhemoglobinu (Lowicka &
Bettowski 2007).

Fyziologickeé ucinky sulfanu na organismus

Fyziologické ucinky sulfanu byly poprvé popsany v nervové soustavé, kde je jeho
produkce zajisténa zejména cystathionin B-syntdzou. Hlavnim cilem sulfanu v nervové
soustavé jsou glutamatové NMDA receptory neuronti, které reguluji synaptickou plasticitu. Pii
fyziologickych koncentracich, za souCasné slabé tetanické¢ stimulace, vyvolava H2S
v hipokampu dlouhodobou potenciaci a podili se tak na procesu uc¢eni a paméti (Abe & Kimura
1996). Krom¢ piimého ptisobeni na neurony ovlivituje H2S také vapnikovou signalizaci
astrocytt aktivaci jejich Ca®* kanald, ¢imz zprostiedkovava signalizaci mezi neurony a
gliovymi buiikami (Nagai et al. 2004). U¢inkem sulfanu je v nervové soustavé také zvy$ovana
produkce antioxidantu glutathionu, ktery chrani neurony pied oxida¢nim stresem (Kimura &
Kimura 2004).

Produkce sulfanu byla dale prokdzdna v hrudni aorté, portalni Zile a ileu.
V kardiovaskularni soustavé je sulfan produkovan vyhradné cystathionin y-lyazou. Jeho
vazodilata¢ni ucinky byly poprvé prokazany v roce 1997 (Hosoki et al. 1997). Mechanismem
plsobeni sulfanu na cévni soustavu je otevieni ATP-senzitivnich K*-kanalt hladkosvalovych
bunék cév a hyperpolarizace jejich membran (Zhao et al. 2001). Zaroven bylo zjisténo, ze sulfan
vyrazné zlepsSuje vazodilata¢ni G¢inky oxidu dusnatého (Hosoki et al. 1997).

Dalsi role sulfanu byly popsany také v gastrointestinalnim traktu (Teague et al. 2002),
plicich (Wei et al. 2008) nebo pfi regulaci zanétu (Zanardo et al. 2006; Gemici & Wallace
2015).

Jako signalni molekula zasahuje sulfan také do regulace funkce sami¢i i1 samci
reprodukéni soustavy. U samct ma sulfan pozitivni vliv na erekci penisu (Srilatha et al. 2007;
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d’Emmanuele di Villa Bianca et al. 2009) a ptitomnost CBS a CSE byla prokazana také
v bunkach varlat (Sugiura et al. 2005). V samici reprodukéni soustaveé byla produkce sulfanu
enzymy CBS a CSE detekovana v déloze, placenté a zarode¢nych obalech (Patel et al. 2009).
Sulfan zde zajist'uje spravné prokrveni placenty (Wang et al. 2013) a tlumi kontrakce délozni
svaloviny (Sidhu et al. 2001; Hu et al. 2011). Ptitomnost vSech tii H2S produkujicich enzymu,
CBS, CSE a 3MST, byla prokazana také v prasecich oocytech a ptilehlych kumulérnich
bunkach (Nevoral et al. 2015). Sulfan, ktery je zde produkovan, ovliviiuje folikulogenezi,
meiotické zrani a kumularni expanzi (Liang et al. 2006; Nevoral et al. 2014). Zaroven nebyly
prokazany zadné negativni G¢inky sulfanu na vyvojovou kompetenci oocytti (Nevoral et al.
2014). Endogenni produkce H2S byla zaznamenana také béhem starnuti prasecich oocytt
in vitro. Kultivaci starnoucich oocyti s inhibitory H2S produkujicich enzymi byl zvysen vyskyt
fragmentovanych nebo partenogeneticky aktivovanych oocytti v prvnich 24 hodinach starnuti
in vitro. Naopak kultivaci starnoucich oocyti s donorem sulfanu doslo ke kompletnimu
potlaceni fragmentace. Sulfan je tedy jednozna¢né zapojen také do ochrany oocytl pied
procesem starnuti a pozitivné ovlivituje nasledny embryonalni vyvoj (Krejcova et al. 2015).
Mezi dalsi fyziologické u¢inky endogenné uvoliiovaného sulfanu v reprodukéni soustavé patii
modifikace kinazové aktivity MPF a MAPK (Nevoral et al. 2014; Krejcova et al. 2015; Nevoral
et al. 2015).

3.4 Donory sulfanu

Mezi nejbéznéji vyuzivané donory sulfanu patii zejména hydrogensulfid sodny (NaHS)
a sulfid sodny (NazS), které jsou oznacovany za tzv. rychlé nebo okamzité donory. Toto
oznaceni vyplyva z faktu, Ze se jedna o soli, které ve vodném roztoku rychle disociuji a dochazi
tak k jednorazovému okamzitému uvolnéni sulfanu. Vyhodou tohoto typu donort je zejména
jejich vysoka dostupnost a pomérné nizka cena (Li et al. 2008; Song et al. 2014). Nevyhodou
je ovSem piedpoklad, ze uvolnovani endogenniho H2S v bunikach ma spise oscilaéni nebo
pulzni charakter, jak je pro signalizaci u vétSiny zivych organismu typické (Li & Goldbeter
1992). Rychlé donory sulfanu, jako je NaHS nebo NaxS proto nemusi dostateéné kopirovat
pfirozeny zpusob signalizace endogenné produkovaného sulfanu. (Li et al. 2008; Roger et al.
2013).

Resenim tohoto problému by mohly byt donory s pomalym uvoliiovani HzS. Kromé
prirozené se vyskytujicich pomalych donort, jako jsou dialylsulfidy v ¢esneku, jsou nejbéznéjsi
molekuly vyuzivané ve vyzkumu zalozeny na struktufe dithiolethionu nebo odvozeny od
Lawessonova ¢inidla (Benavides et al. 2007; Roger et al. 2013). Mezi takové donory patfi i
morfolin-4-ium-4-methoxyfenyl (morfolino) fosfinodithioat (GYY4137), ktery byl ptivodné
popsan jiz pied vice nez 60 lety jako urychlova¢ vulkanizace kau¢uku. Ve vodném roztoku pfi
teploté¢ 37 °C a pH 7,4 je uvoliiovani H2S z GYY4137 pomalym procesem, béhem kterého
ziskame z poc¢atecni koncentrace 1 mmol/l za 25 minut 4-5% koncentraci H2S. Uvoliovani H2S
z GYYA4137 je tedy v in vitro podminkach zavislé jak na teploté, tak na pH, s omezenym
uvolnovanim pii niz$ich teplotach (4° C) a naopak zvySenym uvoliiovanim v Kyselych
podminkach (pH 3,0) (Li et al. 2008).
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4 Metodika

4.1 Zisk a vybér oocytii

Oocyty byly ziskavany z vaje¢nikti prasnic odporazenych na jatkach v rizném stadiu
pohlavniho cyklu. Vaje¢niky byly do laboratofe pfevazeny pti teploté 39 °C. Oocyty spolu
s folikularni tekutinou byly ziskavany z folikult o velikosti 2-5 mm aspiraci za pomoci injek¢ni
jehly 20G. Pod binokularni lupou byly oocyty vybirany z folikularni tekutiny a pomoci
sklenéné kapilary pieneseny do kultivaéniho média. Pro experimenty byly vyuzity pouze
oocyty s neporusenou cytoplazmou a kompaktni vrstvou folikularnich buné¢k.

4.2 Kultivace zrajicich oocytu

Ziskané¢ oocyty byly kultivovany v modifikovaném kultivatnim médiu M199
(GibcoBRL, Life Technologies, Paisley, Scotland). Médium navic obsahovalo hydrogen
uhli¢itan sodny (0,039 ml 7 % roztoku na 1 ml média), laktat vapenaty (0,6 mg/ml), pyruvat
sodny (0,25 mg/ml), HEPES (1,5 mg/ml), gentamicin (0,025 mg/ml) a 10 % fetalniho bovinniho
séra (GibcoBRL, Life Technologies, Germany). Kultivace probihala ve sterilnich 4-dulkovych
miskach pfi teploté 39 °C ve smési 5 % COz2 se vzduchem po dobu 48 hodin do stddia metataze
druhého meiotického déleni. Experimentalni skupiny oocytti byly kultivovany za piitomnosti
jednoho z donort sulfanu (GY'Y4137 a NazS) v jejich efektivnich koncentracich (viz Tab. 1).

Tab. 1. Efektivni koncentrace donora sulfanu

GYY4137 15 uM
Naz2S * 9 H20 300 uM

Efektivni koncentrace téchto donort byly ptfevzaty z dostupné védecké literatury a predem
testovany v kultiva¢nich podminkéch laboratofe. Data nejsou soucasti této diplomové prace.
Oba pouzité donory jsou rozpustné v DMSO, konkrétné byly donory rozpustény v 2% DMSO.
Byla tedy vzdy kultivovana i skupina oocytd v médiu s ptidavkem cist¢tho DMSO
v odpovidajici koncentraci, kterd se do média pfidavala s donory. Skupina byla negativni
kontrolou u¢inku samotného DMSO.

4.3 Kultivace starnoucich oocytii

Po dosazeni metafaze I (MII) byly oocyty za pomoci tzké sklenéné kapilary zbaveny
kumuléarnich bun€k a ¢ast oocyta byla dale kultivovana v ¢istém modifikovaném kultivacnim
médiu M199 (bez ptidavku donord sulfanu ¢i DMSO). Kultivace opét probihala ve sterilnich
4-dilkovych miskach pfi teploté 39 °C ve smési 5 % CO2 se vzduchem po dobu dalsich 24
hodin.
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4.4 Postup lokalizace vybranych apoptotickych markeri

Po ukonceni kultivace byla z oocytli piisobenim kyselého Tyrodova roztoku odstranéna
zona pellucida. Oocyty byly poté oplachnuty v 0,1 % BSA (bovinni sérovy albumin) v PBS a
fixovany v 2,5 % (w/v) paraformaldehydu v PBS pfi laboratorni teploté 39 °C. Fixace probihala
po dobu 60 minut s tim, ze byl fixa¢ni roztok po 30 minutach vyménén. Takto fixované oocyty
byly vystaveny ptisobeni 0,5 % (v/v) Tritonu X-100 v PBS po dobu dvou hodin pii laboratorni
teplotd. Utelem tohoto kroku byla permeabilizace plazmatické membrany oocytu. Po
2 hodinach byly oocyty kratce oplachnuty v 0,1 % (v/v) Tweenu 20 v PBS. Nasledovala
inkubace s primarni protilatkou rabbit anti-BAX (Proteintech, USA), fedénou v poméru 1:500,
nebo rabbit anti-Bcl-2 (ThermoFischer, USA), fedénou v poméru 1:50. Inkubace probihala pies
noc ve vlhkém prostredi pii teploté 4 °C. Nenavazané protilatky byly posléze odmyty tiemi
oplachy po 10 minutach v roztoku 0,1 % (v/v) Tweenu 20 v PBS. Dale byly oocyty inkubovany
po dobu 1 hodiny bez ptistupu svétla se sekundarni protilatkou anti-rabbit IgG konjugovanou s
fluorescenéné zna¢enym izothiokyanatem (FITC) (Abcam, USA), fedénou v poméru 1:100. Po
ukonceni inkubace byly oocyty znovu tikrat oplachnuty v roztoku 0,1 % (v/v) Tweenu 20
v PBS. Ke kazdému experimentu byla provedena i negativni kontrola, kdy byly oocyty
inkubovany pouze se sekundarni protilatkou, K vylouceni nespecifické vazby sekundarni
protilatky v oocytu.

Oocyty byly déale montovany na podlozni sklo do Vectashieldu s fluorescenénim
barvivem DAPI za ucelem vizualizace chromatinu. Takto ptipravené preparaty byly snimany
pomoci konfokalniho skenovaciho mikroskopu Zeiss. Pro kvantitativni zhodnoceni relativni
intenzity signalu byl vyuZit program analyzy obrazu NIS Elements. Do hodnoceni byly
zahrnuty pouze experimenty, kde nebyl naméfen signal u negativni kontroly.

4.5 Statistické hodnoceni

Ziskana data byla podrobena statistické analyze. K vyhodnoceni vSech vysledkt byl
pouzit program STATISTICA 12 a metoda analyzy rozptylu ANOVA. Hodnota P mensi nez
hladina vyznamnosti (o = 0,05) byla povazovana za statisticky vyznamnou.

4.6 Experimentalni schéma

Experiment 1: Lokalizace vybranych apoptotickych markera v dozralych prasecich
oocytech ovlivnénych donory sulfanu

Tento experiment byl zaméfen na sledovani lokalizace anti-apoptotického faktoru Bcl-2
a pro-apoptotického faktoru BAX v dozralych prasecich oocytech. K hodnoceni byly vyuZity
oocyty, které byly kultivovany po dobu 48 hodin do stadia MII. Kultivace probihala dle skupiny
bud v disttm modifikovaném kultivaénim médiu M199 (kontrolni skupina) nebo
v modifikovaném kultivaénim médiu M199 obohaceném o DMSO (kontrola uc¢inku
rozpoustédla donortt) ¢i jeden z donorid sulfanu (GYY4137 nebo NaxS) v jejich efektivnich
koncentracich (viz Tab.1.) (experimentalni skupiny). Lokalizace anti-apoptotického faktoru
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Bcl-2 a pro-apoptotického faktoru BAX byla provedena imunocytochemickou metodou (viz
4.4. Postup lokalizace vybranych apoptotickych markerit). Byla hodnocena relativni intenzita
signalu danych proteinti vztazena ke kontrolni skupin€ oocytt (brana jako 100 %).

Experiment 2: Lokalizace vybranych apoptotickych markeri v ¢asné starnoucich
prasecich oocytech ovlivnénych donory sulfanu

V tomto experimentu byly anti-apoptoticky faktor Bel-2 a pro-apoptoticky faktor BAX
lokalizovany v ¢asné starnoucich praseCich oocytech. Hodnocené oocyty byly nejprve
kultivovany po dobu 48 hodin do stadia MII. Kultivace probihala dle skupiny bud’ v Cistém
modifikovaném kultivaénim médiu M199 (kontrolni skupina) nebo v modifikovaném
kultivaénim médiu M 199 obohaceném o DMSO (kontrola u¢inku rozpoustédla donorit) ¢i jeden
z donort sulfanu (GYY4137 nebo NaxS) v jejich efektivnich koncentracich (viz Tab.1.)
(experimentalni skupiny). Po ukoncéeni meiotického zrani byly hodnocené oocyty zbaveny
kumularnich buné¢k a dale kultivovany v ¢istém modifikovaném kultiva¢nim médiu M199 (bez
ptidavku DMSO ¢i donoru sulfanu) po dobu 1 dne (24 hodin). Lokalizace obou apoptotickych
markerd byla provedena imunocytochemickou metodou (viz 4.4. Postup lokalizace vybranych
apoptotickych markeri). Byla hodnocena relativni intenzita signalu danych proteinil vztazena
ke kontrolni skupin€ oocytl (brana jako 100 %).
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5 Vysledky

5.1 Lokalizace vybranych apoptotickych markeri v dozralych prasecich
oocytech ovlivnénych donory sulfanu

Cilem tohoto experimentu bylo lokalizovat a porovnat relativni intenzitu signalu
anti-apoptotického faktoru Bcl-2 a pro-apoptotického faktor BAX v dozralych prasecich
oocytech, které byly béhem zrani kultivovany s donory sulfanu (GYY4137 nebo NayS),
s DMSO nebo v ¢istém modifikovaném médiu M199 (kontrolni skupina).

K experimentu byla provedena negativni kontrola, kde byly oocyty inkubovany pouze se
sekundarni protilatkou anti-rabbit konjugovanou s FITC. Tato kontrola slouzila k vylouceni
nespecifické vazby sekundarni protilatky v oocytech.

Lokalizace anti-apoptotického faktoru Bcl-2 v dozralych praseéich oocytech ovlivnénych
donory sulfanu

Pritomnost anti-apoptotického faktoru Bcl-2 byla detekovana ve vSech sledovanych
skupinach oocytt kultivovanych do stadia MII.

Kontrola

Negativni kontrola

GYY4137

Obr. 11. Lokalizace anti-apoptotického faktoru Bcl-2 Vv jednotlivych skupinach
dozralych prasecich oocyti. Kontrola — skupina oocyta kultivovana po dobu 48 hodin v ¢istém
kultivaénim médiu. DMSO — skupina oocyta kultivovana po dobu 48 hodin v médiu

38



s ptidavkem cist¢tho DMSO. GYY4137 — skupina oocyti kultivovand po dobu 48 hodin
v médiu obohaceném o donor sulfanu GY'Y4137 v koncentraci 15 pM. NaxS — skupina oocytt
kultivovand po dobu 48 hodin v médiu obohaceném o donor sulfanu NaS ve formé
nonahydratu v koncentraci 300 uM (Bcl-2 znacen zelené — FITC, chromatin znacen modie —
DAPI).

V tomto experimentu byl pozorovan narust relativni intenzity signalu anti-apototického
faktoru Bcl-2 uobou skupin oocytl zrajicich za pfitomnosti donorit sulfanu. Statisticky
vyznamny rozdil v relativni intenzité signalu anti-apoptotického faktoru Bcl-2 byl pozorovan
pouze mezi kontrolni skupinou oocytti a skupinou oocytti kultivovanou v médiu s donorem
sulfanu NaxS * 9 H,O. Ostatni skupiny dozralych oocytl nevykazovaly v porovnani s kontrolni
skupinou oocyti statisticky vyznamné rozdily, které nebyly nalezeny ani pfi porovnani obou
skupin oocytl ovlivnénych donory sulfanu. Vysledky shrnuje graf 1.
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Graf 1. Relativni intenzita signalu anti-apoptotického faktoru Bcl-2 v jednotlivych
skupinach dozralych oocytl, vztazena K intenzité signalu tohoto faktoru v kontrolni skuping,
kultivované po dobu 48 hodin v &istém kultivaénim médiu. Rozdilnymi *>¢ superskripty jsou
znazornény statisticky vyznamné rozdily (p < 0,05) mezi jednotlivymi skupinami.
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Lokalizace pro-apoptotického faktoru BAX v dozralych praseéich oocytech ovlivnénych
donory sulfanu

Pro-apoptoticky faktor BAX byl lokalizovan ve vSech skupinach dozralych oocytu.

Kontrola

Negativni kontrola

GYY4137

Obr. 12. Lokalizace pro-apoptotického faktoru BAX v jednotlivych skupinach dozralych
prase¢ich oocytd. Kontrola — skupina oocyti kultivovand po dobu 48 hodin v Cistém
kultiva¢nim médiu. DMSO — skupina oocytl kultivovand po dobu 48 hodin v médiu
s ptidavkem cist¢tho DMSO. GYY4137 — skupina oocytll kultivovand po dobu 48 hodin
v médiu obohaceném o donor sulfanu GYY4137 v koncentraci 15 uM. NaxS — skupina oocytl
kultivovana po dobu 48 hodin v médiu obohaceném o donor sulfanu NazS ve formé
nonahydratu v koncentraci 300 uM (BAX znacen zelen¢ — FITC, chromatin znacen modie —
DAPI).
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Skupiny dozralych oocytt, které byly béhem zrani kultivovany s donory sulfanu GYY4137 a
NaxS * 9 H,O vykazovaly oproti kontrolni skupiné oocytli a skupiné oocyti kultivované
vmédiu S ptfidavkem DMSO statisticky vyznamné niz$i relativni intenzitu signdlu
pro-apoptotického faktoru BAX. Pfi porovnani relativni intenzity signalu tohoto faktoru mezi
skupinami oocytu, které byly ovlivnény donory sulfanu nebyly nalezeny statisticky vyznamné
rozdily. Vysledky shrnuje graf 2.
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Graf 2. Relativni intenzita signalu pro-apoptotického faktoru BAX V jednotlivych
skupinach dozralych oocytll, vztazena k intenzité signalu tohoto faktoru v kontrolni skuping,
kultivované po dobu 48 hodin v ¢istém kultivaénim médiu. Rozdilnymi ¢ superskripty jsou
znazornény statisticky vyznamné rozdily (p < 0,05) mezi jednotlivymi skupinami.
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5.2 Lokalizace vybranych apoptotickych markeri v ¢asné starnoucich
prasecich oocytech ovlivnénych donory sulfanu

Cilem tohoto experimentu bylo lokalizovat anti-apoptoticky faktor Bcl-2 a
pro-apoptoticky faktor BAX v ¢asné starnoucich prasecich oocytech. Oocyty byly béhem zrani
kultivovany s donory sulfanu (GYY4137 nebo Na.S), s DMSO nebo v ¢istém modifikovaném
médiu M199 (kontrolni skupina). Po ukonceni doby kultivace byly oocyty zbaveny
kumularnich bunék a kultivovany dalsich 24 hodin v ¢istém modifikovaném médiu M199.

K experimentu byla provedena negativni kontrola, kde byly oocyty inkubovany pouze se
sekundarni protilatkou anti-rabbit konjugovanou s FITC. Tato kontrola slouzila k vylouceni
nespecifické vazby protilatky v oocytech.

Lokalizace anti-apoptotického faktoru Bcl-2 v ¢asné stirnoucich praseéich oocytech

ovlivnénvych donory sulfanu

Ptitomnost anti-apoptotického faktoru Bcl-2 byla detekovana ve vSech sledovanych
skupinach ¢asné starnoucich oocytu.

Kontrola

Negativni kontrola

GYY4137

Obr. 13. Lokalizace anti-apoptotického faktoru Bcl-2 v jednotlivych skupinach ¢asné
starnoucich prasecich oocytt. Kontrola — skupina oocyta kultivovana po celou dobu v ¢istém
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kultivaénim médiu. DMSO — skupina oocytu kultivovana po dobu meiotického zrani v médiu
s ptidavkem ¢istétho DMSO a poté 24 hodin (prodlouzena kultivace) v Cistém kultivaénim
médiu. GYY4137 — skupina oocyta kultivovana po dobu meiotického zrani v médiu
obohaceném o donor sulfanu GYY4137 v koncentraci 15 pM a poté 24 hodin (prodlouzend
kultivace) v Cistém kultivaénim médiu. NaxS — skupina oocytid kultivovana po dobu
meiotického zrani v médiu obohaceném o donor sulfanu NazS ve formé nonahydratu v
koncentraci 300 uM a poté 24 hodin (prodlouzena kultivace) v ¢istém médiu (Bcl-2 znacen
zelen¢ — FITC, chromatin znacen modie — DAPI).

Mezi jednotlivymi skupinami casné starnoucich oocyti nebyly zjistény statisticky
vyznamné rozdily v relativni intenzit¢ signalu anti-apoptotického faktoru Bcl-2. Vysledky
shrnuje graf 3.
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Graf 3. Relativni intenzita signalu anti-apoptotického faktoru Bcl-2 v jednotlivych
skupinach €asné starnoucich oocytil, vztazena k intenzité signalu tohoto faktoru v kontrolni
skuping. Rozdilnymi **¢ superskripty jsou znazornény statisticky vyznamné rozdily (p < 0,05)

mezi jednotlivymi skupinami.
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Lokalizace pro-apoptotického faktoru BAX v dasné stdrnoucich prasedich oocytech
ovlivnénvch donory sulfanu

Pritomnost pro-apoptotického faktoru BAX byla lokalizovana ve vsech skupinach casné
starnoucich oocytu.

Kontrola

Negativni kontrola

GYY4137

Obr. 14. Lokalizace pro-apoptotického faktoru BAX v jednotlivych skupinach casné
starnoucich prasecéich oocytd. Kontrola — skupina oocytt kultivovana po celou dobu v ¢istém
kultiva¢nim médiu. DMSO — skupina oocytl kultivovana po dobu meiotického zrani v médiu
s ptfidavkem c¢isttho DMSO a poté 24 hodin (prodlouzena kultivace) v ¢istém kultivaénim
médiu. GYY4137 — skupina oocyti kultivovand po dobu meiotického zrani v médiu
obohaceném o donor sulfanu GYY4137 v koncentraci 15 puM a poté 24 hodin (prodlouZena
kultivace) v Cistém kultivatnim médiu. NaxS — skupina oocytd kultivovana po dobu
meiotického zrani v médiu obohaceném o donor sulfanu NaS ve formé& nonahydratu v
koncentraci 300 uM a poté 24 hodin (prodlouzend kultivace) v €istém médiu (BAX znacen
zelen¢é — FITC, chromatin znacen modie — DAPI).
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V tomto experimentu byly zjiStény statisticky vyznamné rozdily mezi kontrolni skupinou
Casn¢ starnoucich oocytll a skupinami oocytl, které byly béhem zrani kultivovany v médiu
s donory sulfanu GY'Y4137 nebo Na.S * 9 H20. Mezi kontrolni skupinou a skupinou oocytu,
kterd byla béhem zrani kultivovana v médiu s ptidavkem DMSO nebyly zji§tény statisticky
vyznamné rozdily. Déle nebyly statisticky vyznamné rozdily zjiStény ani mezi skupinami
DMSO, GYY4137 a Na.S * 9 H,0.Vysledky shrnuje graf 4.
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Graf 4. Relativni intenzita signalu pro-apoptotického faktoru BAX V jednotlivych
skupinach ¢asné starnoucich oocytll, vztazena k intenzité signalu tohoto faktoru v kontrolni
skupiné. Rozdilnymi ¢ superskripty jsou znazornény statisticky vyznamné rozdily (p < 0,05)
mezi jednotlivymi skupinami.
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6 Diskuze

V této diplomové praci jsme se zabyvali porovnanim vlivu dvou donorti sulfanu s
rozdilnym mechanismem jeho uvoliiovani na kvalitu dozralych a ¢asné€ starnoucich prasecich
oocytu. Kvalita oocytd kultivovanych v in vitro podminkich je zakladnim faktorem
ovlivitujicim uspesnost a dalsi rozvoj reprodukcénich biotechnologii. Zisk zralych, vyvojové
kompetentnich oocytii v laboratornim prosttedi je ovSem podminén mnoha faktory, mezi které
patii i podminky a doba jejich kultivace nebo slozeni kultivaéniho média. PouZzivana kultiva¢ni
média se ve snaze o zisk vyvojové plné kompetentnich oocytli ¢asto obohacuji o mnohé
suplementy, které zvySuji uspé$nost in vitro kultivace oocytu.

Jednim z téchto moznych suplementd je i sulfan (H2S) patfici mezi gasotransmitery.
Sulfan je v oocytech pfirozené¢ produkovan endogennimi enzymy, konkrétné aktivitou
cystathionin  B-syntazy (CBS), cystathionin y-lyazy (CSE) a 3-merkaptopyruvat
sulfurtransferazy (3MST) (Stipanuk & Beck 1982; Nevoral et al. 2015). Jeho koncentrace vSak
muze byt zvySena také vyuZitim exogennich zdroji, jako jsou syntetické nebo ptirodni donory
sulfanu (Papapetropoulos et al. 2015). V minulosti jiz byla prok4zédna jeho dillezita role pfi
regulaci meiotického zréani, kdy vystaveni oocytl zvySené koncentraci sulfanu dodanim donoru
sulfanu do kultivaéniho média béhem meiotického zrani i nasledné prodlouzené kultivace
oocytll v in vitro podminkach mélo pozitivni vliv na zZivotaschopnost a vyvojovy potencial
oocytt (Nevoral et al. 2014; Krejcova et al. 2015). Mezi nejbéznéji vyuzivané donory sulfanu
patii zejména hydrogensulfid sodny (NaHS) a sulfid sodny (NaxS), které¢ jsou oznacovany za
tzv. rychlé nebo okamzité donory a vyvolavaji rychlé pocatecni zvysSeni koncentrace, ktera vSak
zahy klesa (Li et al. 2008; Song et al. 2014). Tento zpusob signalizace vSak nemusi dostatecné
kopirovat fyziologicky mechanismus signalizace endogenné produkovanym sulfanem (Li et al.
2008; Roger et al. 2013). Existuji vak i donory s odlisnym mechanismem uvoliiovani sulfanu,
a to s pomalym/kontinualnim uvolfiovanim H>S. Mezi takové donory patii i morfolin-4-ium-4-
methoxyfenyl (morfolino) fosfinodithioat (GYY4137), u kterého dochazi ke konstantnimu
zvySeni koncentrace HoS (Li et al. 2008).

Byla stanovena hypotéza, Ze pouziti donoru sulfanu s pomalym/kontinudlnim
mechanismem jeho uvoliiovani bude efektivnéj$i nez pouZziti donoru s rychlym uvolnénim
sulfanu pfi jejich pouziti béhem meiotického zrani i prodlouZené kultivace prasecich oocytl v
in vitro podminkach. Pro experimenty jsme zvolili jednoho zastupce ze skupiny nejbéznéji
vyuzivanych anorganickych donort sulfanu tzv. okamzitych donord, a to sulfid sodny (ve formeé
nonahydratu - NaxS * 9 H20) (Song et al. 2014). Druhym pouzitym donorem sulfanu byl donor
GYY4137 (morfolin-4-ium-4-methoxyfenyl (morfolino) fosfinodithioat), ktery je naopak
charakteristicky pomalym neboli kontinudlnim uvoliiovanim sulfanu (L1 et al. 2008).

Cilem prvniho experimentu bylo lokalizovat a porovnat relativni intenzity signalu
anti-apoptotického faktoru Bcl-2 a pro-apoptotického faktoru BAX v dozralych prasecich
oocytech.

Oba tyto faktory byly lokalizovany ve vSech skupindch dozralych oocytt. Tyto faktory
byly cilené vybrany jako markery programované buné¢né smrti - apoptozy, ktera je nedilnou
soucasti procesti spojenych se zanikem oocytli a pokud je spusténa, vyrazné limituje kvalitu a
pouzitelnost oocytii v biotechnologiich (Petrova et al., 2004). Apoptodza oocytil je regulovana
slozitymi kaskddami signédlnich molekul, do kterych jsou mimo jiné zapojeny i proteiny z
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rodiny Bcl-2, k jejichz expresi dochazi v mitochondriich. Zastupci této proteinové rodiny, jako
jsou anti-apoptoticky faktor Bcl-2 nebo pro-apoptoticky faktor BAX zajistuji regulaci
proteolytické aktivity kaspdz, a tim reguluji aktivaci apoptdzy vnitini signalni dradhou (Exley et
al. 1999).

Pii porovnani relativnich intenzit signalu anti-apoptotického faktoru Bcl-2, inhibitoru
apoptozy, mezi jednotlivymi skupinami dozralych oocytii byla pozorovéana vyssi relativni
intenzita signalu ve skupinach oocytt kultivovanych s donory sulfanu. Pouze v piipadé donoru
Na:S * 9 H20, s rychlym mechanismem uvolnéni sulfanu, se vSak jednalo o statisticky
vyznamny rozdil.

Pro-apoptoticky faktor BAX naopak vykazoval v obou skupinach oocytt kultivovanych
s donory sulfanu signifikantné niz8i relativni intenzitu signalu, nez tomu bylo u kontrolni
skupiny oocytil a skupiny kultivované v médiu s ptidavkem DMSO. Je evidentni, Ze vystaveni
oocytl zvySené koncentraci sulfanu béhem jejich meiotického zrani vede k potlaceni iniciace
procesu apoptdzy a ma tedy jisté protektivni efekt na kultivované oocyty, jak jiz bylo ostatné
publikovano jinymi studiemi (Nevoral et al. 2014; Krej¢ova et al. 2015). NaSe hypotéza se v
tomto experimentu ovSem nepotvrdila, nebot’” mirné efektivnéjsi zde bylo pouziti donoru s
rychlym mechanismem uvoliiovani sulfanu. Dramatické rozdily mezi jednotlivymi donory vSak
nebyly pozorovany.

Mechanismus, kterym zde samotny sulfan ovliviiuje meiotické zrani neni dosud zcela
objasnén, pravdépodobné v§ak moduluje funkci molekul MPF a MAPK, kter¢ jsou pro spravny
pribéh meiotického zrani naprosto zasadni (Nevoral et al. 2015). K regulaci jejich funkce mize
dochazet naptiklad sulfhydrataci, jako je tomu u nékterych iontovych kanalti (Tang et al. 2010).
Sulfan déle ovliviiuje také signalni drahu cAMP/PKA, ktera se aktivné podili na udrZzovani
prvniho meiotického bloku (Njie-Mbye et al. 2012), k jehoZ prolomeni by mohlo pfispét i
jednorazové zvysSeni koncentrace sulfanu zpisobené pravé okamzitym donorem sulfanu.

Druhy experiment byl zaméfen na lokalizaci anti-apoptotického faktoru Bcl-2 a

pro-apoptotického faktoru BAX v ¢asné starnoucich prasecich oocytech. Prase¢i oocyty
byly vystaveny ptisobeni donorli béhem jejich meiotického zrani. ProdlouZena kultivace oocytl
probihala jiZ v €istém kultivaénim médiu po dobu 24 hodin. Pfi prodlouzené kultivaci oocytl
dochdzi k zahajeni procesu starnuti, ktery se projevuje fadou funk&nich a morfologickych zmén
oocytll a vede tak ke ztraté jejich vyvojového potencidlu. Dusledkem téchto zmén mize byt
kromé& lyzy a spontanni partenogenetické aktivace neoplozenych oocytil i jejich apoptoticky
zanik, ktery se projevuje fragmentaci oocytl (Kikuchi et al. 2000; Petrova et al. 2004).

Oba apoptotické faktory byly opét detekovany ve vSech skupindch €asné starnoucich
oocytl. V pfipad¢ anti-apoptotického faktoru Bcl-2 nebyly mezi skupinami sice zaznamenany
statisticky vyznamné rozdily, ale byl zde patrny stejny trend jako v pfedchozim experimentu,
kdy byla zaznamenana vyssi relativni intenzita signalu proteinu Bcl-2 ve skupinach oocytt
kultivovanych s donory sulfanu.

Relativni intenzita signalu pro-apoptotického faktoru BAX byla opét nizsi u skupin
oocytd, které¢ byly v pribehu meiotického zrani kultivovany v médiu obohaceném o jeden z
donort sulfanu. U skupiny oocytl kultivované s Na S * 9 H2O byl zaznamendn statisticky
vyznamny pokles intenzity signalu v porovnani s kontrolni skupinou ¢asné¢ starnoucich oocytd.

cwwvr

ktera byla v pribéhu meiotického zrani kultivovdna v médiu obohaceném o donor GY'Y4137.
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Vysledky tohoto experimentu tedy naznacuji, Ze v ptipadé prodlouzené kultivace mohou byt v
ochrané oocytl pied apoptozou efektivnéjsi donory sulfanu s pomalym uvoliiovanim. Diivodem
bude pravdépodobné kontinudlni uvoliiovani sulfanu z téchto donort, které ziejmé 1épe
kompenzuje piirozeny pokles endogenni produkce sulfanu v ¢asné fazi procesu starnuti.

Ze je sulfan jednoznaéné zapojen do regulace apoptotickych procesti dokazuji i studie

provedené na jinych typech bunék naptiklad na kardiomyocytech, kde byl prokdzan vliv sulfanu
na zvyseni exprese anti-apoptotického faktoru Bel-2 (Shi et al. 2009) nebo v hepatocytech, kde
sulfan kromé exprese Bcl-2 zvySuje také expresi heat shock proteind (Jha et al. 2008). Jiné
experimenty naopak prokazaly, Ze je sulfan schopen apoptozu také indukovat, a to naptiklad u
lidskych plicnich fibroblasti (Baskar et al. 2007) nebo v hladkosvalovych buiikach plicnich
tepen (Wei et al. 2009).
Hypotézu této diplomové prace se jednoznacné potvrdit nepodatilo. Je mozné, Ze volba donoru
sulfanu s pomalym/kontinudlnim mechanismem jeho uvoliiovani, ziejmé dostatecné
neodpovida fyziologické signalizaci, kterou in vivo sulfan v prase¢ich oocytech vyvolava,
nebot’ je zndmo, ze pro vétSinu Zivych systémil je typicky spise signdl oscilaéniho ¢i pulzniho
charakteru nez nami pouzity kontinudlni mechanismus uvolnovani (Li & Goldbeter 1992).
Donory sulfanu s takovym mechanismem uvoliovani komeréné nejsou dostupné. Jisté by vsak
bylo zajimavé, se v ramci dal$iho vyzkumu pokusit se jesté vic pfiblizit fyziologickému
zpisobu signalizace, a to navozenim oscila¢niho nebo pulzniho modu piisobeni donoru sulfanu,
napiiklad stfidanim cistého kultivacniho média s médiem obohacenym o donor sulfanu s
kontinudlnim mechanismem jeho uvoliiovani v riznych casovych intervalech a ziskané
vysledky porovnat s vysledky této diplomové préce.
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[ Zavér

Tato diplomova prace byla zaméfena na ovéfeni hypotézy, ze pouziti donoru sulfanu
s pomalym/kontinudlnim mechanismem jeho uvoliiovani béhem meiotického zrani prasecich
oocytu bude efektivnéjsi nez pouziti donoru s rychlym uvolnénim sulfanu a ve svém dasledku
bude mit u prasecich oocytid vyraznéjsi protektivni efekt proti procesim spojenym s jejich
starnutim. Tuto hypotézu jsme provedenymi experimenty potvrdili jen ¢aste¢né.

V experimentech zaméfenych na lokalizaci anti-apoptotického faktoru Bcl-2 a
pro-apoptotického faktoru BAX v dozralych prasecich oocytech kultivovanych in vitro do
stadia metafaze II za ptitomnosti jednoho z donori sulfanu (GYY4137 nebo NazS * 9 H,0)
byly tyto faktory lokalizovany ve vSech skupinach kultivovanych oocytl. Relativni intenzita
signalu anti-apoptotického faktoru Bcl-2 byla v porovnani s ostatnimi skupinami kultivovanych
oocytl, statisticky vyznamné vyss$i pouze u skupiny oocytl zrajicich za piitomnosti donoru
Na.S * 9 H,0. V piipad¢ pro-apoptotického faktoru BAX byla haopak v obou skupinach oocytt
kultivovanych s donory sulfanu zaznamendana statisticky vyznamné niz$i relativni intenzita
signalu oproti kontrolni skupiné oocytu a skupiné oocyti kultivované v médiu s ptidavkem
DMSO.

V experimentech zaméfenych na lokalizaci apoptotickych faktori v ¢asné starnoucich
oocytech, byly tyto faktory, jak anti-apoptoticky Bcl-2, tak pro-apoptoticky BAX opét
lokalizovany ve vSech skupinach ¢asné starnoucich oocytu, které byly po dosazeni metafaze II
kultivovany dal$ich 24 hodin v ¢istém kultiva¢nim médiu. V piipadé faktoru Bel-2 nebyl mezi
skupinami ¢asné starnoucich oocytll zaznamenan zadny statisticky vyznamny rozdil v relativni
intenzité signalu. Signal pro-apoptotického faktoru BAX byl pak vyznamné niz$i u skupiny
Casné starnoucich oocytl, jejichz zrani probihalo za ptitomnosti donoru GYY4137. Mezi
obéma donory vSak statisticky vyznamny rozdil nebyl.

Z téchto vysledki tedy vyplyva pozitivni vliv obou typti donorti sulfanu na potlaceni
projevu starnuti a kvalitu prasecich oocytd zrajicich v in vitro podminkach. Oba typy donort
sulfanu jsou dle naSich vysledkt schopny ovlivnit regulaci apoptozy prase¢ich oocytii. Nase
hypotéza vSak byla potvrzena pouze castecné, nebot pii pouziti donoru
s pomalym/kontinudlnim mechanismem uvoliiovani sulfanu bylo lepSich vysledkli dosazeno
pouze u sledovaného faktoru BAX ve skupiné €asné starnoucich oocytii. Nalezeni zplisobu
pouziti donoru sulfanu s optimalngjsim mechanismem jeho uvoliiovani by mohlo byt velkym
pfinosem pro oblast reprodukénich biotechnologii vyuzivanych v asistované reprodukei lidi i
hospodaiskych zvirat.
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