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Exprese enzymu produkujicich sulfan v zavislosti na
stadiu meiotického zrani prasecich oocytu v in vitro

podminkéach

Souhrn

S rozvojem biotechnologickych metod, jejichz vyuziti stale roste, je nutné rozvijet
také znalosti, které se tykaji vyuzivaného biologického materidlu. Pro rozvoj reprodukénich
biotechnologii je klicovy dostate¢ny pocet kvalitnich oocytt kultivovanych v in vitro
podminkach. Podminkou tohoto pozadavku, je optimalizace podminek v priabcéhu kultivace

oocytd.

Vytvofit oocytim takové podminky, aby jich po kultivaci bylo pouzitelnych
maximalni mozné mnozstvi, nejde bez dikladné znalosti pribéhu zrani a mechanisma, které
tento proces tidi. V soucasnosti nelze tvrdit, ze by byl proces vyvoje oocytu uspokojivé
objasnén. Neustale jsou publikovany vysledky, které tento proces odhaluji. Jednim z faktort,
o kterém je znamo, ze se podili na pribéhu meiotického zrani je H»S, plynnd molekula

enzymaticky uvolilovana piimo v bunikéch.

Na zaklad¢ dostupnych informaci byla stanovena hypotéza, Zze v oocytech jsou
pritomné enzymy odpovédné za endogenni produkci H>S a Ze tato molekula plni
fyziologickou ulohu béhem meiotického zrani oocytd. Cilem prace tak bylo zhodnotit expresi
enzyml produkujicich H2S a jeho vliv na pribéh meiotického zrani prasecich oocytd v in

vitro podminkéach.

V experimentu byly pouzity praseci COCs, které byly kultivovany v rtizné
modifikovanych kultivaénich médiich a nasledn€¢ podrobeny analyzam RT-PCR,
imunocytochemické lokalizaci proteinti a analyze obrazu. Z vysledka je patrné, ze enzymy
uvoliujici H2S, cystathionin beta-syntaza (CBS), cystathionin gama-lydza (CSE) a 3-
merkaptopyruvat sulfur-transferaza (3-MPST), jsou ptitomné ve zrajicich oocytech a

kumularnich buikach prasete a podili se na adekvatnim prib&éhu meiotického zrani oocyta.

Mechanismus ucinku H2S vSak jeSté neni objasnén a pro jeho objasnéni je proto

zapotiebi dalSich experimenti.

Kli¢ova slova: gasotransmiter, hydrogen sulfid, oocyt, meiotické zrani



Expression of hydrogen sulfide producing enzymes in
dependence on meiotic maturation stage of porcine oocytes

In vitro conditions

Summary

With the development of biotechnological approaches, the knowledge of using
biological material is necessary. Therefore, sufficient number of quality oocytes matured in
vitro is a key for biotechnology advances. The optimization of culture conditions is important

for oocyte maturation success.

For obtaining of maximal number of quality maturation oocytes is necessary
knowledge the process of maturation and mechanisms which drive it. Currently, process of
oocytes development remains fully unexplained. Recent papers are focused on describing this
phenomenon. One factor which is known to be involved during meiotic maturation is HzS,

enzymatically released gaseous molecule directly in the cell.

Based on available information, we hypothesized that oocytes involve enzymes
responsible for the endogenous production of H2S and that this molecule fulfills physiological
role during meiotic maturation of oocytes. Aim of this study was to evaluate the expression of
enzymes that produce H>S and the influence H>S on the course of meiotic maturation of pig
oocytes in vitro.

Porcine cumulus-oocyte complexes (COCs) were used for mentioned experiments.
COCs were cultivated in modified M19 medium and subsequently subjected to analysis by
RT-PCR, immunocytochemical localization of proteins and image analysis. The results show
that the H2S-releasing enzyme, cystathionine beta-synthase (CBS), cystathionine gamma-
lyase (CSE) and 3-merkaptopyruvat sulfur-transferase (3-MPST) are present in immature,
maturing and matured oocytes. Simultaneously, these enzymes participate in meiosis re-

initiation and meiotic maturation of pig oocytes.

Despite of obtained results, the mechanism of H2S action is not yet fully understood.
Further experiments are needed for H>S evaluation in early embryonic development including

its molecular action.

Keywords: gasotransmitter, hydrogen sulfide, oocyte, meiotic maturation
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1. Uvod

Dulezitou soucasti chovu hospodaiskych zvifat je ekonomika chovu. Jednim z hlavnich
predpokladtl je uzitkovost zvifat determinovand uspéSnou reprodukci. Vedle pfirozenych
metod, které nam umoznuje Slechténi a mezi néz patii selektivni vybér vhodnych
rodicovskych part, se jiz delsi ¢as uplatiuji také metody biotechnologické. Biotechnologické
metody ndm umoznuji ziskat od geneticky nejlepsich jedinct vice potomk, nez které by byli
schopni poskytnout pfirozenou plemenitou. Soucasti biotechnologickych metod a jejich

dalsiho rozvoje je odbér oocytu a jejich kultivace v in vitro podminkéach.

Na vyvoj oocytl v téle samice pusobi mnoho vlivl. Tyto vlivy se podileji na tvorbé
takovych podminek, ve kterych je oocyt schopen dozrat, prodélat oplodnéni a nasledné vyvoj
v nového zivotaschopného jedince. V pripadé¢ jakéhokoli naruSeni téchto optimalnich
podminek dochazi k jeho zaniku. Nutnosti pii odbéru a kultivaci oocyt in vitro tak je vytvofit
takové podminky, aby se mohly oocyty plnohodnotné vyvijet. Podstatnou soucasti této snahy
je podrobna znalost pritbé¢hu procesu vyvoje zrajiciho oocytu. A to nejen zmén, které oocyt

prodélava, ale predevsim vliva, které tyto zmény vyvoléavaji a ovliviiuji.

Mezi mnoha ¢initeli, ktefi ovliviiuji proces vyvoje vajicka, zaujima vyznamné postaveni
sulfan (H2S). Jedn& se o plynnou signalni molekulu, ktera se vedle oxidu uhelnatého (CO) a
oxidu dusnatého (NO), fadi mezi gasotransmitery. Hz2S je uvoliiovan pfimo v bunikdch pomoci
enzymu CBS, CSE a 3-MPST. V poslednich letech byl studiemi prokdzan vliv HzS na rtzné
télni bunky, v nichZ plni dalezitou fyziologickou funkci, v€etné reprodukce. Pfitomnost a
uloha enzymt uvoliujicich H2S dosud nebyla odhalena a lze piedpokladat, ze signalni
molekula H2S pomoci téchto enzymii sehrava dilezitou roli v procesu meiotického zrani

oocytu.



2. Hypotéza a cil prace

Byla stanovena hypotéza, ze v prasecich oocytech jsou pfitomny enzymy uvoliujici

H>S, CBS, CSE a 3-MPST a plni fyziologickou ulohu béhem zrani oocyti.
Cilem diplomove prace je:

a) prokazat pfitomnost mRNA CBS, CSE a 3-MPST v nezralych GV
oocytech, zrajicich Ml a dozralych MII oocytech prasete;

b) zhodnotit distribuci CBS, CSE a 3-MPST v zavislosti na prub¢hu

meiotického zrani prasecich oocyti;

c) zhodnotit Ulohu CBS, CSE a 3-MPST v procesu znovu zahjeni a

uspésnosti meiotického zrani prasecich oocyti.



3. Literarni reSerse
3.1. Oogeneze

Oogeneze je proces, béhem kterého dochazi ke vzniku pohlavnich bunék-gamet. Cely
proces oogeneze Vv sobé zahrnuje nékolik stadii vyvoje. Jedna se o fazi mnozeni, ristu a zrani.
Proces oogeneze je zapocat pfed narozenim, v dobé embryonalniho vyvoje samice. Nasledné
je proces oogeneze ve fazi rustu, jesté pred narozenim plodu, zastaven. Faze rlstu a zrani je
pak znovu zahajena po dosazeni puberty. Nasledné se pravidelné opakuje v periodach
zvanych pohlavni cyklus. Toto trva az do konce funk¢ni Cinnosti vaje¢nikd - klimaktéria

(Wassarman, 1988).

Vyvijejici se gameta je tvofena jednou pohlavni bufikou a vétsim poctem bunék
somatickych. Tyto somatické buiiky obklopuji oocyt a nazyvaji se buiiky folikularni. Celek
tvofi utvar zvany folikul. Pribéh vyvoje folikulu se oznacuje jako folikulogeneze. V pribéhu
oogeneze tak dochazi k soucasnému vyvoji oocytu a folikularnich bunék. Folikularni buiky
jsou nezbytné pro premeénu oocytu v oplozeni schopnou sami¢i gametu. Béhem vyvoje
folikulu se folikularni bunky intenzivné déli a diferencuji a vyznamné ovliviiuji cely proces

oogeneze (Wassarman, 1988; Picton et al., 1998; Sawyer et al., 2002).

V prabéhu oogeneze dochéazi v oocytu ke dvéma typtim jaderného déleni. Jsou jimi
déleni mitotické a meiotické. Mitotické déleni probihd ve fazi mnoZeni a predstavuje
opakované déleni prvopohlavnich bun¢k, ze kterych se zanofenim do kiiry vajec¢nikil stavaji
bunky zvané oogonie, které se v kiife vyvijejiciho se vaje¢niku déale mitoticky déli (Freeman,
2003). Oogonie, které prodélaly posledni mitézu, zaCinaji intenzivnéji rist a méni se na

oocyty.

Druhy typ déleni, meiotick¢ déleni, nésleduje po mitotickém dé€leni a zacind jiz
vV embryonalnim vyvoji plodu béhem ristové faze oocytu. Meiotické déleni se sklada ze dvou
po sob& nasledujicich redukénich déleni, pfi kterych vznikaji buiiky s poloviénim poctem
chromozomui- pohlavni buriky (1n). Pii meiotickém déleni oocytu dochazi k asymetrickému
dé€leni cytoplazmy. Z jednoho oocytu tak vznikd jedna pohlavni buiika a dvé polova téliska.
Meiotické d€leni oocytu neprobiha jako uceleny jednolity proces. Cely proces meidzy je
ve svém prub&hu nekolikrat zastaven a dokoncen je pouze u oplodnénych oocyti. K prvnimu
pferuseni meiotického dé¢leni, ktzv. 1. meiotickému bloku, dochdzi jest¢ behem

embryonalniho vyvoje. Tento blok pfetrvava i nékolik let az do dosaZeni puberty. V disledku



hormonalni regulace dochazi ke stimulaci ristu oocytu a az po dosazeni konecné velikosti
k prolomeni tohoto bloku a ke znovuzahajeni meiotického déleni kratce pied ovulaci. Dalsi
priabéh meiotického déleni trva jen kratce. Dochazi k dal§imu spontdnnimu pferuseni v 2.
meiotickém bloku. V této fazi je oocyt ovulovan a vyplaven do nalevky vejcovodu, kde je

predurcen k oplozeni (Wassarman, 1988; Picton et al., 1998; Sawyer et al., 2002).

3.1.1. Vyvoj oogonii a primordialniho folikulu

Vyvoj samicich gamet zacind jiz v prenatalnim vyvoji z primordiadlnich zarodecnych
bunék (PGCs — primordial germ cells) endodermalniho plvodu. PGCs vznikaji pfeménou
v prvostievu a zloutkovém vacku z nediferencovanych bunék epiblastu jiz béhem gastrulace
embrya (Wassarman, 1988). Pfemény bunék z nediferencovanych na PGCs se ucastni celd
fada faktord, jako jsou: transformacni rastovy faktor (TGF B - transforming growth factor) a
morfogenické faktory (BMP-4, BMP-8b a BMP-2 - bone morphogenetics proteins) (Ying et
Zhao., 2001).

PGCs se presouvaji a usidluji v misté vznikajici pohlavni listy. V tomto misté se
postupné vytvoii budouci gonady (Wassarman, 1988). U prasat se PGCs nachazi na pohlavni
list€ uz 24. den embryondlniho vyvoje (Bielanska-Osuchuwska, 2006). Jiz béhem piesunu se
PGCs nékolikandsobné mitoticky déli a tim zvétSuji sviyy pocet (Freeman, 2003). Migrace
PGCs do pohlavni listy probiha na zakladé chemotaxe za pomoci c-Kit ligandu, ktery je
produkovan somatickymi bunkami v mistech, kudy PGCs migruji (Logan et al., 2003).
Energii potfebnou k pfesunu ziskavaji PGCs z lipidovych kapének a glykogenovych partikuli
piitomnych v cytoplazmé PGCs (Motta et al., 1997).

Po vyvoji vajecnikli se PGCs zanoftuji do jejich kiry. A v kiife vajecnikli probiha jejich
dalsi vyvoj. U prasat se PGCs zanotuji do kiiry vaje¢nikit 40. den embryonalniho vyvoje
(Picton et al., 1998). V kife se dale intenzivné mitoticky dé€li a tim zvétsuji sviyj pocet. Jejich
mnozstvi nartsta z 5 000 az na 1 100 000 (Hunter, 2000). Vznika tak velké mnozstvi bun¢k,
které se dale oznacuji jako oogonie. Jejich mitoticka aktivita, vSak trva pouze n€kolik dni

(Wassarman, 1988).

Oogonie tvofi shluky, vnichZ jsou builky navzajem propojeny intracelularnimi

cytoplazmatickymi mdastky, které slouzi k transportu malych molekul, slouzicich ke
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komunikaci mezi bunikami (Bielanska-Osuchuwska, 2006). S postupujicim vyvojem se mezi
shluky oogonii za¢nou vnofovat somatické bunky, které pochazi bud z mezonefros nebo
z epitelovych bunék povrchu vajeéniku (Sawyer et al., 2002). Tyto somatické bunky, zvané
pre-granuldzni buiky, se mitoticky déli a diferencuji. Postupné tak vytvofi okolo oogonii
jednovrstevny obal plochych bunék (Sladecek, 1986). Tyto builky se vyznamné podili
na dalSim vyvoji oocytu (Motlik a Fulka, 1986).

Jakmile jsou oogonie obaleny vrstvou plochych pre-granuldéznich bunék, stavaji se
Z nich oocyty I. fadu — primarni oocyty, cely komplex je nazyvan jako primordialni folikul
(Bielanska-Osuchuwska, 2006). V prabéhu prvnich stadii vyvoje ocytu z PGCs mnoho oocytu
atreticky zanika (Wassarman 1988; Bielanska-Osuchuwska, 2006). Z ptivodniho poétu PGCs
se do tohoto vyvojového stadia dostane jen okolo 40%, to je asi 500 000 oocytu (Guthrie et
Garrett, 2001). Soucasn¢ s pfeménami oogonii na oocyty dochazi Kk postupnym zménam
struktury a poCtu organel v cytoplazmé oocytu. ZvySuje se pocet mitochondrii,
membranovych struktur, lyzozomi a zvétSuje se endoplazmatické retikulum (Wassarman,
1988; Bielanska-Osuchuwska, 2006). Jadro oocytu je umisténo centralné a lze okolo ngj
pozorovat uz jen malo endoplazmatickych retikul. V blizkosti jaderné membrany se nachazi

kratké kompaktni bivalenty chromozému (Bielanska - Osuchowska, 2006).

Mechanismus fizeni pfemény oogonii v oocyty dosud neni zcela ptesné objasnén
(Garrett et Guthire, 1999). Mezi faktory, které v této pfeméné hraji roli, patii: ligand c-Kit,
ktery se spolu s rustovym faktorem (IGF-I - insuline-like growth faktor) podili na zahajeni
meidzy (McNatty et al., 2000). A na regulaci velikosti oocytu se podili transkripéni faktor
(AhR - aryl-hydrocarbon receptor) (Logan et al., 2003).

Cast oogonii nepodléha dal§imu vyvoji a pietrvava u samic az do dospélosti a slouzi
jako zdroj oocytil v adultni fazi ontogeneze. Podle diive uzndvané teorie se zarode¢né bunky
mnoZi pouze v obdobi prenatalniho vyvoje samice. Toto tvrzeni ovSem vyvratili Johnson et
al. (2004), ktefi potvrdili, Ze nejen vajecniky mladych, ale i dospélych samic obsahuji
mitoticky aktivni zdrode¢né buiiky slouZici jako zdroj oocytl za oocyty, které podlehly atrézii

(Johnson et al., 2004).
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3.1.2. Riist oocytu a folikulogeneze

Féaze ristu oocytu a folikulogeneze jsou dva procesy, které probihaji soucasné. Pred
zahajenim faze rastu se cely komplex oocytu a pregranuléznich bunék nachazi ve fazi
primordialniho folikulu (Wassarman et Albertini, 1994). Stimulem pro zahdjeni ristu oocytu
a procesu folikulogeneze je vzestup hladiny hypofyzarnich hormonii béhem puberty samice
(Wasserman, 1988; Hunt et Hassold, 2008). Vlivem téchto stimult dochazi ke zvétSovani
objemu folikulu. Probih4 intenzivni rist oocytu a proliferace pre-granul6znich bunék (Van
den Hurk et al., 1997; Wassarman, 1988).

Primordialni folikul, vznikly obalenim oogonii somatickymi buiikami, je tvoien pohlavi
bunikou (primarnim oocytem) a plochou vrstvou pre-granuldznich bunék. Pre-granuldzni
burniky se postupné zvétSuji a méni se na buiiky kubické - granuldzni (Picton et al., 1998;
Bielanska-Osuchuwska, 2006). Vznikly ttvar, tvofeny oocytem I. fadu (primarnim oocytem)
a kubickymi granul6znimi buiikami se nazyva primarni folikul (Sladecek, 1986; Wassarman,
1988). Jakmile proliferujici granul6zni bunky vytvoii okolo primarniho oocytu vicevrstevny
obal, méni se primarni folikul na rostouci sekundarni folikul (preantralni folikul). Tyto
folikuly dosahuji velikosti 300 um, pfi¢emz oocyt dosahuje velikosti 90 um (Van den Hurk et
al., 1997).

Soucasné s vyvojem folikuldrnich bun€k dochazi k rGstu oocytu. Oocyt podléha
intenzivnim ristovym zméndm. Zmény se tykaji také stavby a struktury organel a tvofenych
proteinll. V oocytu dochdzi k pfibyvani bunéénych organel a jejich organizacni pfeméné,
zvétSovani jadra, syntéze RNA a novych proteinti, hromadéni Zzloutkovych inkluzi a
akumulaci membranovych vackl, granul glykogenu, proteind, lipidd a multivezikularnich
télisek (Wassarman, 1988; Bielanska-Osuchuwska, 2006). Hromadéni latek je nezbytnou
soucasti této faze vyvoje. ProtoZe pouze oocyt, ktery obsahuje dostatecné mnozstvi zdsobnich
latek, je schopen pokracovat v dalSim vyvoji. Ziskava tzv. meiotickou kompetenci, tj.
schopnost znovu zah4jit meiotické déleni zastavené 1. meiotickym blokem (Bielanska-
Osuchuwska, 2006). Schopnost znovu rozbéhnout meiotické déleni maji pouze pln€ dorostlé

oocyty oznacované jako GV (germinal vesicle) (Wassarman, 1988).

Béhem féze riistu a procesu vyvoje folikulu, dochazi na folikulu k n¢kolika vyznamnym
zménam, tykajicich se jeho stavby. Jednou ze zmén, je vznik zony pellucidy (zona pellucida).
Coz je vrstva, kterd tvoii obal oocytu. Zona pellucida je tvofena tremi typy glykoproteinli

(Wassarman, 1988; Picton et al., 1998). Jedna se o glykoproteiny ZP1, ZP2 a ZP3. Protein
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ZP1 tvoii prostorovou sit’ a funguje jako propojovaci ¢lanek mezi ZP2 a ZP3. ZP2 funguje
jako sekundarni receptor a ZP3 je primarnim receptorem, na ktery se béhem procesu
fertilizace vaze spermie (Yanagimachi, 1994; Picton et al., 1998). Navazanim spermie na
receptor ZP3 dochazi ke spusténi akrozomalni reakce (Yanagimachi, 1994). Zona pellucida
slouzi oocytu jako membrana. Sprostfedkovavd komunikaci mezi oocytem a jeho okolim a
slouzi jako ochrana oocytu (Soyal et al., 2000). Komunikace je zajisténd prostiednictvim
mezibunéénych spoji gap junction. Spojeni umoziuje volny pohyb latek z kumularnich

bunék do oocytu, aniz by musely latky prochazet ptres extraceluldrni matrix (Ganong, 2005).

Dalsi vyznamnou zménou, ke které dochazi béhem faze ristu oocytu, je vznik thékalni
vrstvy (sklovita blanka). Ta je vazivového ptivodu a obklopuje cely folikul. Thékalni vrstva je
tvofena dvéma vrstvami. Jsou jimi vné&jsi thékalni vrstva (theca foliculi externa) a vnitini
thékalni vrstva (theca foliculi interna) (Van den Hurk et al., 1997). Mezi tyto dvé vrstvy
béhem ristu folikulu prorustaji krevni kapilary, které privadi s krvi endokrinni faktory. Ty se
vyznamné podili na dal§im procesu vyvoje oocytu (Van den Hurk et al., 1997). Faktor, ktery
pravdépodobné ovlivituje vyvoj krevnich kapildr mezi vrstvami théky béhem folikulogeneze
je rustovy faktor fibroblastd (FGF-2 - fibroblast growth factor), ktery byl lokalizovan
v bunikach théky (Garrett et Guthire, 1999).

TaktéZ cely proces riistu oocytu a folikulogeneze je tizen fadou faktord. Tento vyvoj
primarnich a nasledné¢ sekundérnich folikulli z folikulti primordidlnich je fizen rovnovahou
mezi inhibi¢nimi a stimulacnimi faktory, které tento proces zprostredkovavaji. Tedy faktory,
které tento vyvoj bud’ tlumi, nebo spoustéji. Jejich spravny pomér je nezbytny pro vyvoj
folikulu, ktery je schopny prodélat dalsi fyziologicky vyvoj (Picton et al., 1998; Durlinger et
al., 2002).

Do udrZeni rovnovéhy je zapojeno velké mnozstvi faktort. Faktor, ktery pravdépodobné
kontroluje zahajeni vyvoje primarniho folikulu, se nazyva aktivin A. Aktivin A byl objeven
Vv oocytu a granuloznich bunkach (Hulshof et al., 1997; Zhao et al., 2001). Do regulace
vyvoje primarniho oocytu jsou dale zapojeny Wilmstv nadorovy protein (WT-1 (- wilms
tumor protein) (Sadovski et Dorn, 2000), rustovy faktor (BMP - bone morfologic factor),
ristovy diferenciac¢ni faktor (GDF-9 - growth differentiation factor) (Bodensteiner et al.,
1999) a epidermalni ristovy faktor (EGF - epidermal growth factor) (Eppig et O Brien, 1996;
Silva et al., 2003; Wandji et al., 1996). V jadérku oocytu dochazi k expresi dvou proteint,

retinoblastu a onkogenu myec, které stimuluji sekreci inhibi¢nich faktorti branicich proliferaci
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granuloznich bungk (Picton et al., 1998). V granuldznich buiikach byl detekovan steroidni
faktor (SF-1 — steroidogenic factor 1) (Logan et al., 2003), ktery je pravdépodobné
zodpovédny za expresi ristového faktoru zvaného Antimiileradv hormon AMH (Sadovski et
Dorn, 2000). AMH plIni pfi vyvoji primarniho oocytu stejnou funkci jako retinoblast a
onkogen myc (Durlinger et al., 2002).

Vyvoj sekundarniho folikulu je ovlivnén faktory, které byly zapojeny do vyvoje
bunkach, ovliviiuji syntézu c-kit ligandu v bunkach granuldzy, ktery piasobi na zahajeni
meidzy. GDF-9 pusobi jako inhibitor a protein BMP-15 ma stimula¢ni funkci (McNatty et al.,
2000). Oba faktory SF-1 a WT-1 maji vliv na rust folikulu (Logan et al., 2003). WT-1 je
syntetizovan pievazné V granuldznich bunikach. Oproti tomu SF-1 je syntetizovan jak
Vv bunikach granulozy, tak v bunkach théky (Sadovski et Dorn, 2000). Vedle funkce souvisejici
srustem folikulu FS-1 stimuluje syntézu AMH v granuléznich buiikich. AMH stimuluje
sekreci inhibi¢nich faktorii a brani tak proliferaci bunék granulézy a snizuje citlivost
receptortt pro FSH (folikulo-stimula¢ni hormon) (Sadovski et Dorn, 2000; Durlinger et al.,
2002; Logan et al., 2003). Dalsim faktorem, ktery ma vliv na utvafeni sekundarniho folikulu
je IGF-1 (Insulin Growth Factor). IGF-1 ma stimula¢ni vliv na proliferaci granulozni burniky a
zvySuje pravdépodobnost preziti bunék théky (Garrett et Guthire, 1999). Faktorem, ktery méa
vliv na proliferaci ganuldéznich bunék je aktivin A. Navic ovlivitiuje utvafeni antralni dutiny
(Garrett et Guthire, 1999). Mezi dalsi faktory ucastnici se vyvoje oocytu a folikulogeneze
patii rGstové faktory, které se ti€astnici riistu sekundéarniho folikulu. Mezi tyto riistové faktory
se fadi EGF (Epidermal Growth Factor), TGF (Transforming Growth Factor) a FGF-7
(Fibroblast Growth Factor) (Van den Hurk et al., 1997).

Faktory, které¢ dale ovliviiuji utvareni folikulu, jsou tzv. endokrinni faktory. Jsou to
latky, které se do folikulu dostavaji s krvi kapilarni siti mezi vrstvami théky (Van den Hurk et
al., 1997). Patii mezi n¢ gonadotropiny, nervovy rustovy faktor (NGF - nerve growth factor) a
vazoaktivni intestindlni peptid (VIP - vasoactive intestinal polypeptid) stimulujici vyvoj
folikulu (Van den Hurk et al., 1997; Zhao et al., 2000). Mezi gonadotropiny patii FSH a LH

(luteiniza¢ni hormon) (Wassarman, 1988).

Pti nedostatku faktorti, které zprostiedkovavaji rust sekundarniho folikulu, dochazi

k jeho zaniku (Van den Hurk et al., 1997).
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Béhem vyvoje folikulu se na buiikach theca folliculi interna formuji receptory, které
slouzi k navazani LH. Po navazani LH na receptor LH v theca folliculi interna dochazi ke
vzniku androgend v thékalnich bunkach (Winter et al., 1975). Tyto androgeny putuji do
granul6znich bun€k a zptsobuji zde vznik receptorti pro FSH. FSH, ktery se navaze na svij
receptor v granuldznich buiikéch, stimuluje syntézu receptortt pro LH a méni androgeny na
estrogeny, které napomahaji tvorbé receptorti pro LH (Rani et al., 1981). Estrogeny a FSH

vyvolavaji v granuldznich bunikach jejich rust a déleni (Lawrence et al., 1980; Hillier, 1994).

FSH spolecné s estrogeny stimuluji granuldézni bunky k produkeci sekrett, které
zpusobuji oddélovani bunék granulézy a vyvolavaji tak vznik folikularni dutiny (Antra)
(Wassarman, 1988). Gonadotropiny tak zptisobuji pfeménu rostouciho sekundarniho folikulu
na zraly antralni folikul (Murphy et al., 1991). Antralni folikul je stadium folikulu pied
ovulaci. Jedna se o zraly sekundarni folikul, ktery je schopen dal$iho meiotického déleni
(Murphy et al., 2001; Sadler, 2003).

Antralni folikul je tvofen dvéma typy granuldéznich bunék. Jeden typ bunék tvofi tzv.
kumularni buniky obklopujici oocyt. Tyto bunky tvoii vrstvu zvanou corona radiata v pimé
blizkosti oocytu a nachéazi se na tzv. vejconosném hrbolku (Wassarman, 1988). V rdmci
tohoto uskupeni jsou granuldzni bunky s oocytem propojeny mezibunéénymi spoji, které jsou
oznatované jako gap-junction. Ty hraji vyznamnou roli v komunikaci mezi oocytem a
okolnimi bunkami (Eppig et al., 1996). Duhym typem jsou granuldzni bunky obklopujici
sténu folikulu. Ty jsou oznacovany jako buiiky murélni. Antralni folikul je poslednim stadiem
vyvoje folikulu. Nasledné dochazi k jeho prasknuti a vyplaveni oocytu spolu s corona radiata
a folikularni tekutinou do nalevky vejcovodu. Tento proces je oznacovan jako ovulace

(Wassarman, 1988).

3.1.3. Féaze zrani a meiotickd kompetence

K vyvoji pohlavnich bun¢k nestac¢i pouze zmény, které se tykaji rhstu oocytu a
folikulogeneze. DileZitou soucdsti procesu vyvoje oocytu je faze zrani. Faze zrani je proces,
béhem kterého dochazi k meiotickému déleni. Cilem tohoto déleni je vytvofit ze
somaticke bunky, ktera obsahuje plny pocet chromozomu — 2n, bufiku pohlavni, ktera ma

polovi¢ni pocet chromozomi — 1n. (Wassarman, 1988).
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Proces meidzy se sklada ze dvou po sob¢ nésledujicich redukénich d€leni. Prvnimu
déleni predchéazi béhem S-faze bunécného cyklu replikace DNA. To zpusobi, ze v buiice je
dvojnasobny pocet chromozomu. Tento pocet je béhem prvniho zraciho déleni sniZzen na
polovinu a béhem druhého d¢€leni, kterému jiz replikace nepiedchdzi vznika bunka s
polovi¢nim poctem chromozomu (Wassarman, 1988). Priibéh meidzy je u samic proces, jehoz
trvani je druhové specifické a zavisi na délce ontogeneze a nastupu puberty (Lawrence et al.,
1980). V prubéhu meidzy dochazi dvakrat k jejimu zastaveni. Vytvaii se tzv. meioticky blok,
ktery brani v jejim pokracovani (Motlik et al., 1984). K prvnimu zastaveni meioézy dochazi jiz

v embryonalnim vyvoji samice (Wassarman, 1988).

Jakmile jsou oogonie obaleny pregranuléznimi buiikami, spousti se v nich proces
replikace DNA a nésledné meiotické déleni (Wassarman, 1988; Bielanska-Osuchuwska,
2006). Béhem prvni faze meidzy, tzv. profaze, oocyty prochazi fazemi leptotene, zygotene,
pachytene a diplotene (Picton et al., 1998). Ve stadiu pachytene probiha crossing-over a
rekombinace gent. Ve stadiu diplotene jsou na chromozdmech viditelna chiasmata, ktera jsou
vysledkem crossing-overu. Kolem doby porodu jsou oocyty ve stadiu diplotene. V diplotenni
fazi profaze prvniho zraciho dé€leni je meidza poprvé zastavena tzv. 1. meiotickym blokem
(Hunter, 2000). Jadro se v tomto okamziku nachazi ve stadiu zarode¢ného vacku, GV
(Germinal Vesicle). Je obklopeno kompaktni jadernou membranou a chromatin je rozptylen
okolo jadérka (Motlik et Fulka, 1976). Do tohoto okamziku podstoupil oocyt fazi mnozeni
(mitotické d¢leni) a zacatek faze rdstu (zvétSovani objemu a ukladani zasobnich latek)
(Wassarman, 1988; Hunt et Hassold, 2008). K opétovnému spusténi meidézy pak dochazi az
béhem ovulace (Van den Hurk et al., 2000).

V obdobi mezi meidzou I. a meidzou Il. dochazi k ristu oocytu a celého folikulu. Pouze
oocyt pln¢ dorostly je schopny znovu zahdjit proces meidzy. Tato schopnost se oznacuje jako
meiotickd kompetence a proces meotického déleni po jeho znovuzahgjeni jako meiotické

zrani oocytu (Wassarman, 1988).

Dulezitou soucasti dosazeni meiotické competence je hromadéni komplexu
p34°“?/cyklin B, oznadovaného jako M-fazi/zrani podporujici factor (pre-MPF - M-
phase/maturation promoting factor). V rostoucim ocytu je tento complex hromadén a
udrzovan v inaktivni form¢ oznacované jako pre-MPF. Bez dostate¢ného mnozstvi pre-MPF
nemuze dojit k opétovnému spusténi meidzy. Hromadeni tohoto komplexu, je zastaveno pii

vzniku antralni dutiny v prabéhu folikulogeneze. Od okamziku zastaveni proteosyntézy
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podjednotek pre-MPF se vyviji aktivaéni schopnost komplexu (Kanayama et al., 2002). Po
dosazeni aktivacni schopnosti ziskava oocyt meiotickou kompetenci. V tomto okamziku ¢eka
oocyt na signal, ktery zpusobi prolomeni 1. meiotického bloku a znovuzahajeni meiozy.
Signalem pro potlaceni meiotického bloku, je néhlé zvySeni hladiny LH v krvi. K tomuto
zvySovani dochazi v tzv. pulzacnich vinach (Wassarman, 1988). Tyto pulzaéni viny
vyvolavaji meiotické zrani oocytu, prasknuti Graafova folikulu a naslednou ovulaci (Van den
Hurk et al., 2000). Protoze oocyt nema receptory pro navazani LH, je nezbytna jeho
komunikace s folikuldrnimi bunkami, které tvoii vnitini vystelku folikulu a disponuji
receptory pro LH, véetné kumularnich bunék, které obklopuji oocyt a reaguji na parakrinni
stimulaci rastovymi faktory (Wassarman, 1988). Komunikace mezi oocytem a kumularnimi
buiikami je zajiSténa prostfednictvim mezibunéénych spoji typu gap- junction, pies které

mohou prochazet malé molekuly (Lawrence et al., 1980).

V pribéhu meiotického zrani dochazi k Uplnému prvnimu meiotickému dé¢leni. Na
zacatku tohoto procesu lze na oocytu pozorovat rozpad jaderné membrany oznacovany jako
rozpad zéarodecného vacku (GVBD - germinal vesicle breakdown) (Wassarman, 1988).
Nasledn¢ probiha metafaze I, anafaze I a telofaze I (Kanagawa et al., 1991). Mezi meidzou | a
meiozou II je jen kratka interfaze, béhem niz nedochazi k replikaci DNA (Kishimoto, 2003).
DalSim krokem béhem meiotického zrani je profaze II a metafaze II, béhem které dochazi
k vydéleni poloviny homolognich chromozémi v podobé prvniho poélového téliska
(Wassarman, 1988). V metafazi II opét dochazi k zablokovani meidzy a vznika 2. meioticky
blok (Yanagimachi, 1994). Nasledné prolomeni 2. meiotického bloku a dokonceni meidzy je
zavislé na tzv. aktiva¢nim stimulu. Ten je za normdalnich podminek zajistén priinikem spermie

do oocytu (Wassarman, 1988).

Pro uspésny pribéh a dokonceni meiotického zrani jsou vedle déleni jadra nezbytné
zmeény, které probihaji v cytoplazmé pfi tzv. cytoplazmatickém zrani. Toto zrani je podobné
jako jaderné zrani kontrolovano prostiednictvim molekul produkovanych kumuldrnimi
bunikami. Mezi zmény, ke kterym dochédzi béhem cytoplazmatického zrani a maji vliv na
kvalitu zralého oocytu, patfi: pfeména organel a cytoskeletu, transkripéni aktivita a obsah

cytoplazmatickych faktorti (Hunter, 2000).

Dilezitou roli maji v cytoskeletu kortikalni granula lokalizovana pobliz vybézki

kumulérnich bunék. Jednd se o granula odvozend od Golgiho aparatu obsahujici
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glykosaminoglykany, proteiny a enzymy. Exocyt6za kortikalnich granul béhem fertilizace

zabranuje polyspermii (Wang et al., 1997).

Dalsim dilezitym jevem, bez kterého by oocyt nebyl schopen dozrat, je produkce
extracelularni matrix v kumularnich bunkéach. Tento proces je oznaCovany jako kumularni
expanze (Wassarman, 1988). Oocyt je ve folikulu obklopen kumularnimi bunikami, které v
Graafové folikulu tvoii vejconosny hrbolek. Toto uskupeni je oznaCované jako kumulo-
oocytarni komlpex (COC). V COC dochazi v pribéhu meiotického zrani ptisobenim LH k
intenzivnim biochemickym a strukturnim zménam. Vlivem kumularnich bunék dochazi v
Graafové folikulu k syntéze slozek extracelularni matrix (ECM). Prostiednictvim této syntézy
dochazi ke zvétsovani COC, které je oznacované jako kumularni expanse (Dekel et al., 1979).
ECM je tvofena glykosaminoglykany (GAG), z nichz nejvice zastoupenu je kyselina
hyaluronova (Mlynaréikova et al., 2009). Zvétsovani COC vlivem naristu ECM vede k
naruSovani spojii mezi ooytem a okolnimi buitkami. Tento complex je pak drzen pohromadé¢
kyselinou hyaluronovou. (Wassarman, 1988). Podstatou naruseni je mechanické oddalovani
kumuladrnich bun¢k. Moznym vysvétlenim je také uzavieni gap- junction prostfednictvim
fosforylace vyvolané interakci CD44 — HA (hyaluronan) (Yokoo et al., 2010). Vlivem
poruseni spojii mezi oocytem a kumularnimi bunikami dochéazi k omezeni vlivu inhibi¢nich
faktorti pochazejicich z umularnich bunék. Jako jsou cAMP, ¢cGMP (Chen et al., 1990).
Omezeni plsobeni inhibi¢nich latek na oocyt je nezbytné pro znovuzahdjeni meiotického

zrani a GVBD (Sutovsky et al., 1994).

3.2. Mechanismus Fizeni meiotického zrani

Meiotické zrani je Cast procesu meiozy. Je to obdobi od prolomeni 1. meiotického bloku
do vzniku druhého meiotického bloku. Stejné€ jako vSechny procesy, které probihaji v zivych
organismech, je také proces meiotického zrani fizen mnoha regula¢nimi faktory, které jsou

vétSinou propojeny do signalnich kaskad (Hunter, 2000).

Meiotické zrani je, jako vétSina procestl v organismu, fizen z mozku prostfednictvim
gonadotropnich hormonit FSH a LH (Gagong, 2005). Gonadotropni hormony se vazi na
kumularni bunky, které maji v cytoplazmatické membran€ obsaZeny receptory, na které se

vazi (Prochazka et al., 1998). Vazba gonadotropnich hormond na receptory kumularnich
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bun¢k vyvolava tvorbu druhych posla, ktefi ovliviiuji prolomeni 1. meiotického bloku (Eppig,

2001).

Molekuldrni signalizace je zpravidla postavena na postupné aktivacni fosforylaci
kinazami. Vyhodami signalnich kaskad je jejich vzajemna zastupitelnost a amplifikace
bunécného signalu. Mezi klicové kinazy meiotického zrani patii MPF a MAPK. Na pocatku
téchto signalnich kaskad stoji malé signalni molekuly tzv. druzi poslové. Mezi molekuly
druhych poslt patii cyklické nukleotidy cyklicky adenosin monofosfat (cAMP - cyclic
adenosine monophosphate) a cyklicky guanosin monofosfal (cGMP - cyclic guanosin
monophosphate) a ionty jako Ca®*. Spole¢nou vlastnosti téchto molekul je jejich schopnost
prostupovat z kumularnich bun¢k do oocytu (Eppig, 2001). V soucasné dob¢ jsou intenzivné
studovanu skupinou molekul druhych posli gasotransmitery. Gasotransmitery jsou
jednoduché plynné molekuly se schopnosti bunééné signalizace a post-translacni modifikace

proteini (Wang, 2002; Liang, 2006).

Mezi dalsi latky, které maji vliv na pribéh meiotického zrani, patii: protein kinaza A
(PKA - protein kinase A) (Kovo et al., 2006), mitogen aktivujici protein kinaza (MAPK -
mitogen activated protein kinase) (Norris et al., 2009), epidermalni ristovy faktor (EGFR -
epidermal growth factor receptor) (Panigone et al., 2008), cytostaticky faktor (CFS -
cytostatic factor) (Masui et Markert, 1971), anafazi podporujici complex (APC/C - anaphase

promoting complex/cyclosome) (Norris et al., 2009).

3.2.1. cAMP (cyklicky adenosin 3"5"monofosfat)

Dilezitou soucasti vSech procestt probihajicich v organismech, je schopnost tyto
procesy fidit, tedy spustit a zastavit. V pfipad€ meiotického zrani je hlavnim faktorem fidicim

spusténi a zastaveni MPF (Hund et Hassold, 2008).

Jednim z hlavnich mechanismt, které udrzuji nizkou hladinu MPF a tak brani
pokracovani meidzy, je vysokd hladina druhého posla cyklického adenosin 3’5 'monofosfatu
cAMP. Vysoka hladina molekul cAMP udrzuje MPF v neaktivni formé (Mehlmann, 2005).
Deaktivaci MPF zptisobuje cAMP aktivaci protein kindzy A (PKA). PKA aktivuje kindzu
WEEL, ktera funguje jako inhibitor CDC2. Dale PKA inaktivuje fosfatizu CDC25 (cell
division cycle 25 phosphatase), ktera je aktivatorem CDC2 (Kovo et al., 2006).
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Zasoba cAMP dilezitého pro udrzeni meiotického bloku je tvofena v oocytu (Jaffe et
Norris, 2010). Endogenni produkce cAMP je vysledkem slozité signalni kaskady, kterd zacina
podrazdénim G-proteinového receptoru na plazmatické membrané oocytu. Tim je aktivovan
Gs protein, ktery aktivuje adenylat cyklazu (AC). AC je enzym, ktery je zodpovédny za
syntézu cCAMP (Mehlmann, 2005; DiLuigi et al., 2008).

3.2.2. cGMP (cyklicky guanosin 3°5"monofosfat)

Pro udrzeni prvniho meiotického bloku je dulezitd nejen vlastni produkce CAMP
vV oocytu, ale také mechanismy, které udrzuji hladinu cAMP na potiebné urovni (Jaffe et
Norris, 2010). Hladina cAMP je udrzovana pomoci signalnich kaskad. Dulezitou ulohu
Vv téchto signalnich kaskadach hraji bunééné spoje typu gap junction, které zprostiedkovavaji

komunikaci mezi kumularnimi buiikami a oocytem (Norris et al., 2008).

Jednou z molekul Sificich signal z granuléznich bunék do oocytu pies spoje gap
junction je cGMP (Sela-Abramovich et al., 2006). cGMP inhibuje v oocytu fosfodiesterazu
A3 (PDEA3 - phosphodiesterasa A3), ktera je zodpovédna za metabolicky rozklad cAMP.
Tento mechanismus tak zptisobuje udrzeni hladiny cAMP v oocytu na vyssi trovni (Vaccari

et al., 2008).

cGMP je tvofen v granuldznich bunkéch. Signalni kaskada, ktera je zodpovédna za
produkci cGMP, za¢ind v murélnich buiikach folikulu sekreci natriuretického peptidového
prekurzoru typu 3 (NPPC - natriuretic peptide precursor type C). NPPC se vaze na
natriureticky peptidovy receptor 2 (NPR2 - natriuretic peptide receptor 2), ktery je umistény
na granuldznich bunkach. Tato vazba vyvolava expresi guanylat cyklazy (GC - guanylyl
cyclase) v granul6znich bunkach a nasledné tvorbu cGMP (Zhang et al., 2012).

S nastupem puberty vlivem preovula¢nich zmén hladiny LH v krvi, dochazi k obnoveni
procesu meiozy. Tato zména je zprostfedkovana poklesem mnozstvi cGMP a néslednym
snizenim hladiny cAMP. SniZeni mnozstvi cGMP v oocytu vede K nartistu mnozstvi PDEA3,
kterou cGMP inhibuje. PDEA3 tak zptsobuje hydrolyzu cAMP a jeho pokles, ktery umoziuje
aktivaci MPF. Pokles cAMP v oocytu zpisobuje aktivaci CDC25 fosfatazy a nasledné
dochazi k potlageni inhibice CDC 2/cyklin B (Norris et al., 2009).
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ProtoZe receptory pro LH jsou pfitomny na granuldéznich buiikach, je tento proces
zavisly na komunikaci mezi granuloznimi buiikami a oocytem. Mechanismy, které vedou

k poklesu hladiny cGMP vsak dosud nejsou pIné objasnény (Norris et al., 2009).

3.2.3. CDK (cyklin dependentni kinazy)

Bunéény cyklus probihajici jak v somatickych tak v pohlavnich bunkach, je fizen
predevsim aktivitou cyklin dependentnich kinaz (CDK) (Wu et Gerhart, 1980). Tyto kinazy
katalizuji ptenos fosfatové skupiny adenosintrifosfatu (ATP) na cilovy protein (postrani
fetézec aminokyseliny proteinu). CDK jsou v buiice pfitomny po celou dobu trvani
bunécného cyklu a jejich aktivita proto musi byt fizena. Toto fizeni je zajisténo podjednotkou
CDK a to cyklinem (Alberts et al., 1998). Cyklin ovliviiuje rychlost reakce i substratovou
specifitu CDK. Rizeni meidzy je zaloZeno predeviim na mnozstvi CDK. Jejich degradace je
zajiSténa ubikvitin dependentni proteolyzou. Ubikvitin dependentni proteolyza je proces,
béhem n¢hoz se na N-konec CDK tzv. destrukéni box navaze molekula ubikvitinu. Tim je

CDK oznacena k nésledné destrukci v proeozomech (Hagting et al., 1999).

V rozeznavani CDK hraje dulezitou roli anafazi podporujici complex (APC - anaphase-
promoting complex) (Hagting et al., 1999). APC a jeho koaktivator CDH1 (APC®PHY) udrzuje
nizkou hladinu MPF (M-phase promoting factor) prosfednictvim redukce mnozstvi cyklinu B
v GV (cyklin B je slozkou komplexu tvorici MPF) (Reis et al., 2006).

3.2.4. MPF (M-phase/maturation promoting factor)

Meidza je u samic savcl spusténa jiz béhem embryonalniho vyvoje a jesté¢ pred
narozenim plodu je v diplotenni fazi profaze I. zraciho déleni ve stadiu GV zastavena. Tento

1. meioticky blok trva az do nastupu puberty (Hund et Hassold, 2008).

V této fazi, 1. meiotického bloku, hraje kli¢ovou roli nizkd hladina komplexu
CDC2/cyklin B, jinak zvaného jako M-fazi podporujici faktor (MPF - M-phase promoting
factor), ktery patii do rodiny CDK (Sagata, 1996). Vysoka hladina MPF naopak spousti
meiotické zrani inaktivaci prvniho meiotického bloku (Hund et Hassold, 2008).
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MPF je tvofen dvéma podjednotkami. Prvni podjednotkou je katalyticka cyklin
dependentni kinaza (CDK1, p34“P?) a druhou regulaéni podjednotkou je cyklin B. Cilovymi
proteiny MPF jsou proteinové komplexy zodpovédné za kondenzaci vlakna DNA a proteiny
V jaderné membrané, které pii fosforylaci umoznuji rozpad jaderné membrany (GVBD)

(Jones, 2004).

Rizeni aktivity MPF probihé nejéastéji pomoci degradace cyklinu B. Degradace cyklinu
B je tfizena APC a jeho koaktivatorem CDH1 (APCCP"Y). Degradace cyklinu B umoziuje
dekondenzaci chromatinu a obnoveni jaderné membrany (Reis et al., 2006). Aktivita MPF je
dale fizena pisobenim kinaz, které zpisobuji fosforylaci a defosforylaci CDK1. Kinazy
WEE1/MYT1 fosforyluji CDK1 a tak zpusobuji jeji inhibici. Fosfatiza CDC25 naopak
zpusobuje defosforylaci CDKI a jeji aktivaci. Pro aktivaci CDK1 v MPF je tak nutna zvysena
aktivita CDC25 a snizena aktivita WEE1/MYT1 (Jones, 2004).

Mezi dalsi faktory, které jsou zapojené do aktivace MPF, patii ionty Ca?" (Petr et al.,
2001). Ionty hraji vyznamnou roli piedev§im v ¢asné fazi potlaceni prvniho meiotického
bloku (Wassarmann, 1988). Vlivem LH viIn dochazi k aktivaci fosfatazy C (PLC), ktera
ovlivituje narGistu hladiny iontd Ca?*. lonty Ca?" modifikuji n&které molekuly v oocytu a
ovliviuji tak jeho bunéény cyklus (Homa, 1995). Jednim z cilovych molekul iontéi Ca®* je
CaMKII (kalmodulin dependentni protein kindza). Tato kinaza je schopna fosforylovat MPF,

ktery je nezbytny pro obnoveni meiotického zrani (Lorca et al., 1993).

V meioticky nekompetentnim oocytu se mnozstvi CDK1 pfili§ nelisi od mnozstvi, které
se vyskytuje v meioticky kompetentnim oocytu. Rozdil je pouze v jeho formé. Meioticky
nekompetentni oocyt obsahuje fosforylovanou formu CDK1, kterd neni schopna aktivovat
MPF (Kishimoto, 2003). Oproti tomu v meioticky aktivnim oocytu je CDK1
v defosforylované formé, ktera je schopna aktivovat MPF. Aktivace CDKI1 je zpisobena
vlivem CDC25, ptiCemz fosfatiza CDC25 je tizena kinazou PLK (Polo-like Kinase).
Nezbytnou soucasti aktivace MPF je dale syntéza cyklinu B (Stojkovic et al.,1999).

Aktivita MPF se zvySuje pfed kondenzaci chromozomi a GVBD. Poté dochazi
k poklesu aktivity MPF ¢imz dochazi k ptechodu z metafaze | do anafaze | (Stojkovic et
al.,1999). K dalsimu nartstu aktivity MPF dochazi pfi vzniku druhého meiotického bloku na
konci meiotického zrani. V tomto obdobi se aktivita MPF zvySuje a dosahuje maximalni
urovné. Ke sniZeni této aktivity dochazi béhem fertilizace pti potlaceni druhého meiotického

bloku inaktivaci MPF (Sun et Nagai, 2003).
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Nizk& hladina MPF, ktera po zahajeni meiotického zréani klesa, je nahrazena mitogen
aktivujici protein kindzou (MAPK - mitogen activated protein kinase). MAPK piebira

Vv prib¢hu meiotického zrani funkci MPF. Dalsi funkci MAPK je uzavieni gap junction, ¢imz

dochazi k akivaci MPF (Dekel et al., 1995).

3.2.5. MAPK (Mitogen Activated Protein Kinase)

Dalsim faktorem, ktery ovliviiuje meiotické zrani je MAPK. V organismu prasat jsou
znamé jeho dvé¢ isoformy a to MAPK1 (ERK1) a MAPK2 (ERK?2). Tato skupina kinaz hraje
klicovou roli v fizeni meidzy prostfednictvim fosforylace. Ovlivituji tak celou fadu procesi

v prub¢hu meiotického zrani (Stojkovic et al.,1999).

MAPK je aktivovana signalni kaskadou, kterd zacina aktivaci MAPKKK (Mos) a Mos
nasledné aktivuje MAPKK (Mek). Mek dale aktivuje MAPK prostfednictvim fosforylace
serinovych a treoninovych zbytk (Matsuda et al., 1992). K aktivaci MAPK dochazi v dobé
GVBD. Zda dochazi k aktivaci MAPK dfive nez k aktivaci MPF neni plné objasnéno a
nadzory na tuto problematiku se rozchézeji (Inoue et al., 1995; Sugiura et al., 2005). Aktivita
MAPK zistava po celou dobu meiotického zrani vysoka a snizuje se az po potlaceni druhého

meiotického bloku, vstupem oocytu do interfaze (Stojkovic et al.,1999).

MAPK ptisobuje aktivaci MPF prostednictvim sniZzeni mnoZstvi cAMP. Jednou z cest,
kterd vede Kk poklesu mnozstvi cGMP a tim padem k poklesu cAMP a aktivaci MPF, je
uzavieni gap junction vlivem pusobeni LH (Norris et al., 2009). Indukéni signaly
zprostiedkované LH se pfendseji ze somatickych bunék obklopujicich oocyt do oocytu
prostiednictvim aktivace receptoru pro epidermalni rastovy faktor (EGF - epidermal growth
factor receptor) (Conti et al., 2006). Vazba LH na receptor v membrané granuldéznich bunék
vede k aktivaci Gs, ktery vede k produkci CAMP v granuloznich buikach (Jaffe et Norris,
2010). Vysokad hladina cAMP v granuléznich bunkach aktivuje PKA, ktery zptsobuje
aktivaci EGFR (Panigon et al., 2008). Aktivace EGFR vede k aktivaci MAPK, které inhibuji
gap- junction (Panigon et al., 2008). LH tak zpusobuje aktivaci MAPK, které podporuji
fosforylaci connexinu 43 (hlavni ovaridlni gap junction protein). Tim dochazi k poklesu
propustnosti gap junction mezi muralnimi bunikami (Sela-Abramovich et al., 2005). To
zpiisobuje snizeni mnozstvi cGMP, ktery pronikd pfes gap junction z granuldéznich bun¢k do

oocytu a zpusobuje aktivaci MPF (Norris et al., 2009). Pies narusené spoje gap junction
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nemhou pronikat ani ani dal$i inhibi¢n signdly, které brani pokra¢ovani meiotického déleni

(Sela-Abramovich et al., 2005).

Dalsi funkci, kterou plni MAPK jsou ovlivnéni tvorby a aktivity mikrotubuld, pienaSeni
signélu z cytoplazmy do jadra a fosforylace inhibi¢nich kinaz, které fosforyluji MPF (Inoue et
al., 1995). MAPK fosforyluje proteiny, které udrzuji chromatin kondenzovany. To je dulezité
v dobé¢ prechodu mezi prvni a druhou metafazi. Cilem je zabranit vstupu oocytu do interfaze.
MAPK tak ptebira funkci MPF, jehoz aktivita po zahdjeni meiotického zrani klesd (Dekel et
al., 1995).

V poslednich letech je studovana signalni kaskada ovliviiujici aktivaci MAPK, kterd
V sob¢ zahrnuje ptsobeni jednoho z gasotransmiterti a to HoS. H>S se zde podili na aktivaci
Mek, ktera aktivuje MAPK (Zhao et al., 2014).

3.2.6. Gasotransmiter H2S

Spravny pribéh vyvoje oocytil je nezbytny pro tvorbu dozralych a oplozeni schopnych
vajicek (Wassarmann, 1988). Spravna znalost téchto procesti ndm umoznuje regulovat proces
zrani oocytu v podminkéch in vitro. Bylo zji$téno, Ze mezi molekuly, které jsou zapojeny do
regulace vyvoje oocytu, se fadi také molekuly gasotransmiterii. Po intenzivnim studiu oxidu
dusnatého (NO) v prubéhu zrani a aktivace ocoyti (Jablonka-Shariff et Olson, 2000; Petr et
al., 2006; Chmelikova et al., 2010) je v soucasné dobé studovana uloha HaS V téchto
procesech (Liang et al., 2006, 2007; Nevoral et al., 2014; Krejcova et al., 2015).

Do nedavna byl H2S povazovan pouze za toxicky plyn, s funkci narusujici dychani
(Guidotti, 1996). Nasledné¢ vSak byla odhalena jeho fyziologickd funkce v organismu
(Kimura, 2010). Bylo zjisténo, ze H2S v nizkych koncentracich (50- 160 nM) (Furne et al.,
2001) ovlivituje fadu biologickych cili a indukuje fyziologické procesy, jejichZ mechanismy
jeste nejsou pln€ objasnény (Kimura, 2010). Pfitomnost H2S byla zjisténa v nervové soustave,
hladko svalovych buiikéch a odhalena byla jeho pfitomnost a zapojeni do funkci reprodukéni

soustavy u samcu a samic (Srilatha et al., 2006).

H2S je plynna molekula, kterd muze volné pronikat do bunék. V buiice je pak schopna
ovlivilovat jeji metabolismus. V savéim organismu je H2S produkovan tfemi enzymy. Ve

vétsiné tkani je tvorba HoS fizena cystathionin beta-syntdzou (CBS) a cystathionin gama-
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lyazou (CSE) (Wang, 2002). Tieti enzym produkujici H2S byl objeven v mozku a je jim 3-
merkaptopyruvat sulfur-transferaza (3-MPST) (Shibuya et al., 2009). Enzymy CBS a CSE
jsou zodpovédné za endogenni produkci HoS v savcich tkanich, které vyuzivaji 1-cystein jako

substrat (Bukovska et al., 1994; Ericsson et al., 1990).

CSE a CBS hraji dilezitou ulohu v reprodukci samic (Yang et al., 2008). Patel et al.
(2009) prokazali ptitomnost enzymii CBS a CSE v dé€loze, plodovych obalech a placent¢.
Liang et al. (2007) prokazali ptitomnost CBS ve folikularnich bunkach, nikoli vsak v oocytu.
Rovnéz Dbyla zjisténa zvySend exprese CBS v komulo-oocytarnich komplexech
superovulovanych mysi. Pribéh exprese CBS naznacuje, ze CBS funguje v pribéhu zrani
folikulu jako zprostfedkovatel informaci mezi oocytem a kumularnimi bunikami. Potlaceni
exprese enzymu CBS v granul6znich bunkéch vede k inhibici meiotického zrani (Liang et al.,
2007)

CBS je hlavni enzym, ktery ovliviiuje metabolismus methioninu a ovliviiuje tak
mnozstvi homocysteinu v buiikdch. Nedostatecné mnozstvi CBS proto zplisobuje hromadéni
homocysteinu v buiice — hyperhomocysteinémii (Quere et al.,1999). Nadbyteéné mnozstvi
homocysteinu mize mit cytotoxické G¢inky a naruSovat oplozovaci schopnost (Watanabe et
al., 1995; Robert et al., 2003). Vliv enzymu CBS na plodnost byl demonstrovan se
zablokovanym genem pro CBS. Dusledkem toho byly nizsi pocty rozvijejicich se folikull a
krat$i a nepravidelny estralni cyklus (Guzmén et al., 2006). Pfitomnost homocysteinu byla
zjisténa ve folikularni tekutin€. Z toho lze usuzovat, ze hladina homocisteinu, fizend expresi

CBS, ma vliv na vyvoj oocytu (Ebisch et al., 2006; Guzman et al., 2006).

H>S ma v pribéhu vyvoje oocytu regula¢ni a ochranou funkci (Snijder et al., 2013).
V poslednich né¢kolika letech je studovano zapojeni H2S do procest fidicich pribéh
meiotického zrani. Bylo zjisténo, Ze H2S se na tomto pribéhu podili procesem zvanym
sulfhydratace. Sulfhydratace je d&j pii kterém je SH skupina proteinu nahrazena SSH
skupinou. Tim dochazi nejen ke zméné struktury proteinu, ale pfedev§im ke zméné jeho
funk¢nich vlastnosti. Dochazi tak k ovliviiovani metabolickych procestu v buiice (Mustafa et
al., 2009). Pokusy byl dale zjistén vliv H2S na produkci hyaluronové kyseliny, ktera je hlavni
slozkou extracelularni matrix v pribéhu kumuldrni expanze, kterd je taktéZ nezbytnd pro

spravny vyvoj oplozenischopnych oocyti (Nevoral et al., 2014).

Mezi protejny, které jsou prostiednictvim sulfhydratace diky HoS indukovany, patii
GDF-9. GDF-9 je rustovy faktor, ktery je produkovan somatickymi bunikami vajecnikli a
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podili se na ristu a zrani folikulu (McGrath et al., 2009). Studiem u¢inku H>S byla odhalena
jeho schopnost aktivovat signalni kaskadu akt/PI3K, kterd je schopna ovliviiovat

metabolismus buiiky (Huang et al., 2010).

Studiem pokusti zaméfenych na funkci H2S Vv endotelialnich bunach, byla odhalena
schopnost HzS prostiednictvim sulfhydratace indukovat MEK1 (Zhao et al., 2014). Z tohoto
zjisténi l1ze proto predpokladat, Zze k podobné aktivaci dochézi také v pribehu vyvoje oocytu,
kde je MEKI1 soucasti kaskady vedouci k aktivaci MPF a MAPK, klicovych kindz
odpovédnych za meiotické zrani (Kubelka et al., 2000).

Soucasny stav poznani poukazuje na gasotransmiter sulfan jako dilezity regulator
procestt meiotického zréni. Pfesto dosud nebyla prokazéna piitomnost vSech enzymil
uvolnujicich H2S — CBS, CSE a 3-MPST, ptimo v oocytech. Soucasné neni prostudovana
exprese téchto enzymil na irovni mRNA a kvantifikace mnozstvi proteini v oocytech béhem

meiotického zrani.
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4. Materialy a metodika

4.1. 1zolace a zrani oocytu in vitro

Vajecniky, ze kterych byly ziskavany oocyty, byly dovazeny z jatek (Jatky Plzen a.s.),
kde byly odebirany od necyklujicich prasnicek a do laboratofe byly pievazeny pii teploté
39°C. V laboratoti byly z ovarialnich folikuli o velikosti 2-5 mm pomoci stfikacky a jehly
(20G) aspirovany kumulo-oocytarni komplexy (COCs). Pro experiment byly dale pouzity
pouze oocyty S neporusenou cytoplazmou a kompaktni vrstvou kumuldrnich bun¢k. Toto

ttidéni probihalo pomoci sklenéné pipety pod stereomikroskopem.

Zrani vybranych COCs probihalo v modifikovaném médiu M199 (Sigma-Aldrich,
USA), obohaceném o 32.5 mM bikarbonatu sodného, 2.75 mM laktatu vapenatého, 0.025
mg/ml gentamicinu, 6.3 mM HEPES, gonadotropni hormony eCG a hCG v poméru 13.5 iu
eCG: 6.6 iu hCG/ml (P.G.600; Intervet International B.V., Holland) a 5 % (v/v) fetalniho
hovéziho séra (Sigma-Aldrich, USA). Kultivaéni médium bylo dale obohaceno soucasné o
kyselinu oxamovu, DL- propargylglycin a kyselinu a- ketoglutarovou, specifické inhibitory
CBS, CSE a 3-MPST. COCs byly kultivovany ve 4- jamkovych Petriho miskach (Nunc,
Denmark), které obsahovaly 1.0 ml kulturniho média, pfi teploté 39 °C a ve smési vzduch s 5

% CO2, po dobu 16 - 48 hod.

4.2. Hodnoceni zrani oocytu

Na konci kultivace byla do média M199 pridana 0.1 % hovézi testikularni
hyaluroniddza (Sigma-Aldrich, USA) a tizkou sklenénou pipetou byly odstranény kumularni
buiiky. Nasledné byly oocyty montovany na podlozni sklicko s vazelinou, ptikryty krycim
sklickem a fixovany v etanolu a kyseliné octové (3:1 v/v) min. 48 hod. Poté byly oocyty
barveny 1 % orceinem v50 % vodném roztoku kyseliny octové a hodnoceny pomoci
mikroskopu s fazovym kontrastem (Nikon, Japan). V souladu s publikovanymi kritérii byly
oocyty hodnoceny dle Motlika et Fulky (1976) podle zastoupeni ve skupinach podle stadii
meiotického zrani: GV - zarode¢ny vacek, LD - pozdni diakineze, MI - metafaze I, AITI -

prechod anafaze I telophase I, MII - metafaze 1.
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4.3. Analyza mRNA pomoci RT-PCR

Vzorky pro RT-PCR analyzu CBS, CSE a 3-MPST byly pfipraveny z nezralych GV
oocytl, zrajicich MI oocytll (po 24 hod. kultivaci) a dozralych MII oocytl (po 48 hod.
kultivaci). Pro analyzu byly pouzity také kumuldrni bunky odstranéné¢ z COCs. mRNA byla
izolovana pomoci NucleicAcid Prepstation 6100 (Applied Biosystems, Thermo Fisher
Scientific, USA) vsouladu s protokolem. Veskera mRNA byla pfepsana do cDNA
pomoci High-Capacity cDNA Achive kit (Applied Biosystems). Soubory specifickych
primert a fluorescencné znacenych sond byly syntetizovany (Applied Biosystems) na zékladé
znamych sekvenci prase¢iho genomu; sekvence primert jsou uvedeny v tabulce 1. RT-PCR
analyza byla provedena podle standardniho Tag-Man PCR protokolu. Kazda PCR reakce byla
ptipravena tiikrat v celkovém mnozstvi 10 pl s 500 nM geneticky specifickych primert, 200
nM sond TafManMGB, 5 pl 2x koncentrovaného reakéniho pufru Fast TagMan Universal
Master Mix (Applied Biosystems), 1 pl cDNA a nuclear-free vody. Pro RT-PCR reakce byl
pouzit piistroj 7500 Faster Real Time PCR system (Life Technologies, Thermo Fisher
Scientific, USA) s programem: 95 °C po dobu 20 sec, nésledovalo pii stejné teploté 40x 2-
sec. cykld a 60 °C po dobu 20 sec. Hodnoty poctl cykli, nutnych pro syntézu definovaného
mnozstvi DNA, byly pfepocitany metodou 2-AACT dle Livak a Schmittgen (2001) a vztaZeny
k hodnotam referen¢niho genu GAPDH. MnozZstvi mRNA v MI a MII oocytech byly nasledné
vztazeny k oocytim GV a vyjadreny relativné (GV = 1).
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Tabulka 1:

Specifické mRNA primery enzymt produkujicich H2S

Forward
) 5'-CAGCGCTGCGTGGTGAT-3'
primer
Reverse
5'-TCACTCAGGAACTTGGACATGTAGTT-3'
CBS ;
=09 primer
TagMan 5'-CTGCCAGACTCTGTG-3'
probe
Forward
) 5'-GAGCAGTGGGCCTCCAAAG-3'
primer
Reverse
5-TTGTTTGAACGTGGTGGACAGT-3'
CSE ;
=2 primer
TagMan 5-TGTAGTGCCCCCCATC-3'
probe
Forward
) 5'-GCCCGCCGAGTTCCA-3'
primer
Reverse ‘ .
3-MPST ) 5-TGATGTCCTCGTAGGTCTTGACA-3
=20 | primer
TagMan 5'-CTGTGCTGGACCCC-3'
probe
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4.4. Imunocytochemicka lokalizace proteint a analyza obrazu

CBS, CSE a 3-MPST byly vizualzovany metodou imunocytochemie podle Yi et al
(2014).

Nezralé GV oocyty, MI a dozrdlé MIl oocyty po 24 a 48 hod. kultivaci byly
zbaveny kumularnich bun¢k. Za zralé MII oocyty byly povazovany pouze oocyty po 48 hod.
kultivaci s viditelnym prvnim poélovym téliskem. Nasledné byla 0.5 % pronasou (Sigma)
odstranéna zona pellucida a oocyty byly fixovany 40 min. pii pokojové teploté¢ ve 2 %
formaldehydu, nasledné promyty v PBS-NaNz a 40 min. permeabilizovany v PBS- NaN3s 0.1
% Triton-X-100 (PBS-NaN3z-TX). Poté byly oocyty 25 min. inkubovany v PBS-NaN3z-TX
obohaceném o 5 % normalni kozi sérum (NGS). Dale byly oocyty pies noc pii teploté 4 °C
inkubovany s krali¢i poly-klonalni anti-CBS, krali¢i poly-klonalni anti-CSE nebo krali¢i poly-
klonalni anti-3-MPST spole¢né s my$im mono-klonalnim anti- GAPDH, které byly fedény v
PBS-NaN3z-TX s1 % NGS (1:200; Abcam, UK). Poté byly oocyty dvakrat promyty PBS-
NaNz-TX s 1 % NGS a montovany do Vectashield s 4'6'-diamidino-2-phenylindole (DAPI;
Vector Laboratories, USA). Obrazky byly pofizeny pomoci invertovaného Ti-U microskopu
(Nikon, Japan), CCD kamery Clara Interline (Andor Technology PLC, Northern Ireland) a
programu NIS Elements Ar (Laboratory Imaging, Czech Republic).

Analyza ziskaného obrazu byla provedena prostiednictvim programu NIS Elements Ar.
Intenzita signalu CBS, CSE a 3-MPST byla vyjadiena pomérem k intenzit¢ signalu GAPDH
Vv kazdém oocytu. Primérnd intenzita signdlu byla kvantifikovana a vyjadifena relativné

Kk nezralym GV oocytim.

4.5. Statisticka analyza

Experimenty byly opakovany min. 3x. Data ziskana z experimentti pak byla zpracovana
prostfednictvim obecnych linearnich modeld (GLM) v programu SAS. Pro stanoveni
vyznamnych rozdili mezi skupinami byl pouzit Scheffes. Stupeni odli$nosti byl stanoven
s odchylkou P < 0.05.
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5. Vysledky

5.1. Pfitomnost mRNA CBS, CSE a 3-MPST v COCs prasete kultivovanych v in
vitro podminkéach

Cilem experimentu bylo prokazat pritomnost mRNA enzymt CBS, CSE a 3-MPST
uvoliujicich H2S v praseCich oocytech a jejich kumularnich bunkéach kultivovanych v

podminkach in vitro.

Ptitomnost CBS mRNA v pribéhu meiotického zrani prasecich oocytl byla zjistovana
pomoci RT-PCR analyzy. Analyzovany byly oocyty ve stadiich meiotického zrani GV, Ml a
MII a kumularni bunky obklopujici tyto oocyty. Z vysledka ziskanych analyzou a zanesenych
do grafu je patrné, Ze CBS mRNA je pfitomna pouze v kumularnich bunikach a nikoli v
oocytech. V pribéhu kultivace COCs dochazi ke zvySovani mnozstvi mRNA v kumularnich
bunkach zejména po 24 hod. in vitro kultivace (4.78 £ 0.496 ). S dalsi kultivaci COCs dochazi
k poklesu mnozstvi mRNA CBS v téchto kumularnich buiikach (2.65 + 0.501), viz graf 1.
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Graf 1: Pritomnost mRNA CBS v nezralych GV oocytech, zrajicich MI a dozralych
MII oocytech prasete. Mnozstvi mRNA je normalizovano ke genu GAPDH, vztazeno
K oocytim ve stadiu GV, resp. jejich kumularnim buiikdm (= 1) a vyjadfeno relativng.
L23gtatisticky vyznamné rozdily mezi oocyty GV, MI a MII a jejich kumularnimi bufikami
(P<0,05).
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Ptitomnost CSE mRNA v pritbé¢hu meiotického zrani prasecich oocytl byla stejné jako
CBS mRNA zjistovana pomoci analyzy RT-PCR. Analyzovany byly oocyty ve stadiich
meiotického zrani GV, MI, MII a kumularni buniky obklopujici tyto oocyty. Z vysledkt
ziskanych analyzou a jejich zanesenim do grafu je patrné, Ze CSE mRNA je v prubéhu zrani
oocitll v in vitro podminkach pfitomna jak v oocytech tak v kumularnich bunkach, které tyto
oocyty obklopuji. V prabéhu kultivace COCs v in vitro podminkach dochazi v oocytech
K postupnému naristu mnozstvi CSE mRNA. Po 24 hod. kultivace dochazi k naristu
mnozstvi CSE mRNA (1.006 £ 0.176). S dalsi kultivaci COCs se mnozstvi CSE mRNA
zvySuje (1.092 + 0.162). V kumularnich buiikach v prabéhu kultivace COCs in vitro dochazi
ke zvySovani mnozstvi CSE mRNA zejména po 24 hod. in vitro kultivace (3.78 + 0.605 ). S
dalsi kultivaci COCs dochazi v kumularnich bunkéch k poklesu mnozstvi CSE mRNA (1.70 =
0.269), viz. graf 2.
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Graf 2: Pfitomnost mRNA CSE v nezralych GV oocytech, zrajicich MI a dozralych
MII oocytech prasete. Mnozstvi mRNA je normalizovano ke genu GAPDH, vztazeno
K oocytim ve stadiu GV, resp. jejich kumularnim buiikdm (= 1) a vyjadfeno relativng.
aLl2Gtatisticky vyznamné rozdily mezi oocyty GV, MI a MII a jejich kumulédrnimi bufikami
(P<0,05).
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Pritomnost 3-MPST mRNA v pribéhu meiotického zrani prasecich oocytl v in vitro
podminkach byla zjistovana RT-PCR analyzou, stejn¢ jako piedchozi dva typy mRNA.
Analyzovany byly oocyty ve stadiich meiotického zrani GV, MI a MII a kumularni bunky
obklopujici tyto oocyty. Z vysledkt ziskanych analyzou a zanesenych do grafu je patrné, ze 3-
MPST mRNA je pfitomna pouze v kumuldrnich bunkach a nikoli v oocytech. V pribéhu
kultivace COCs dochazi k postupnému zvySovani mnozstvi mRNA v kumularnich burkach.
Po 24 hod. in vitro kultivace dochazi k nartistu mRNA (1.01 +0.176 ). S dalsi kultivaci COCs
dochazi k dalSimu naristu mnozstvi mRNA v téchto kumularnich bunkach (1.09 = 0.219),

viz. graf 3.
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Graf 3: Pfitomnost mRNA 3-MPST v nezralych GV oocytech, zrajicich Ml a dozrélych
MII oocytech prasete. Mnozstvi mRNA je normalizovano ke genu GAPDH, vztazeno
K oocytim ve stadiu GV, resp. jejich kumularnim buiikdm (= 1) a vyjadfeno relativng.
IStatisticky vyznamné rozdily mezi oocyty GV, MI a MII a jejich kumularnimi bufikami
(P<0,05).
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5.2. Distribuce CBS, CSE a 3-MPST v zavislosti na prubéhu meiotického zrani
prasecich oocytu
Cilem experimentu bylo zjistit distribuci proteini CBS, CSE a 3-MPST v prasecich

oocytech kultivovanych v in vitro podminkach v prabéhu meiotického zrani.

Ptitomnost CBS a sila signdlu CBS byla zjiStovana pomoci imunocytochemické
lokalizace proteinti a analyzy obrazu, viz obrazek 1. Analyzovany byly oocyty ve stadiich
meiotického zrani GV, MI a MII. Z vysledkt ziskanych a zanesenych do grafu je patrné, ze v
pribéhu meiotického zrani dochazi ve sledovanych stadiich meiotického zrani nejprve k
poklesu a nasledné k narustu intensity CBS. Od stadia GV (1.48 £ 0.08) dochazi k poklesu
intenzity signalu (1.13 £ 0.04) a v prubcéhu dalSiho zrdni k opétovnému nartstu intenzity

signalu (1.61 + 0.06), rozdily jsou statisticky vyznamné, viz. graf 4.

Obrazek 1: Imunocytochemicka lokalizace enzymu CBS a analyza obrazu v oocytu.
GV: germinal vesicle, MI: metafaze I, MII: metafaze Il. Merge: DNA-GAPDH-CBS.

merge DNA GAPDH CBS

GV

Mi

Mil




Graf 4: Intenzita signalu CBS v nezralych GV oocytech, zrajicich Ml a dozralych MilI
oocytech prasete. Mnozstvi CBS je normalizovano k intenzité signalu genu GAPDH.

abStatisticky vyznamné rozdily (P<0.05).
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Ptitomnost CSE a intenzita signdlu CSE byla zjiStovana stejn¢ jako v ptipadé CBS
pomoci imunocytochemické lokalizace proteinii a analyzy obrazu, viz. obrazek 2.
Analyzovany byly oocyty ve stadiich meiotického zrani GV, MI a MII. Z vysledka ziskanych
a zanesenych do grafu je patrné, ze v pribéhu meiotického zrani dochazi ve sledovanych
stadiich meiotického zrani nejprve k poklesu a nasledné k nértstu intensity CSE, pticemz
maximalni intenzity signalu CSE dosahuji oocyty ve staddiu GV (1.23 = 0.02). Po 24 hod.
kultivace dochazi k poklesu intenzity signalu (0.8 = 0.05). Béhem dalsi kultivace se intenzita

signalu statisticky vyznamn¢é neméni (1.01 £ 0.07), viz. graf 5.

Obrazek 2: Imunocytochemicka lokalizace enzymu CSE a analyza obrazu v oocytu.
GV: germinal vesicle, MI: metafaze 1, MIl: metafaze 1. Merge: DNA-GAPDH-CSE.




Graf 5: Intenzita signalu CSE v nezralych GV oocytech, zrajicich Ml a dozralych MilI
oocytech prasete. Intenzita signdlu CSE je normalizovano K intenzité signalu genu GAPDH.
abStatisticky vyznamné rozdily (P<0.05).
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Pfitomnost 3-MPST a sila signdlu 3-MPST byla zjistovana obdobné jako v piipadé
CBS a CSE pomoci imunocytochemické lokalizace proteint a analyzy obrazu, viz. obrazek 3.
Analyzovany byly oocyty ve stadiich meiotického zrani GV, MI a MII. Z vysledka ziskanych
a zanesenych do grafu je patrné, ze v prubéhu meiotického zrani dochazi ve sledovanych
stadiich meiotického zrani nejprve k poklesu a nasledné k nepatrnému narGstu intensity
signdlu 3-MPST, pficemZz maximalni intenzity signalu dosahuje 3-MPST ve stadiu
meiotického zrani GV (1.8 = 0.11). Po 24 a 48 hod. kultivace dochazi k poklesu intenzity
signélu (0.99 + 0.08 a 1.02 £ 0.18), viz. graf 6.

Obrazek 3: Imunocytochemicka lokalizace enzymu 3-MPST a analyza obrazu v
oocytu. GV: germinal vesicle, MI: metafaze 1, MIl: metafaze Il. Merge: DNA-GAPD-3-
MPST.

merge GAPDH 3-MPST
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Graf 6: Intenzita signalu 3-MPST v nezralych GV oocytech, zrajicich MI a dozralych
MII oocytech prasete. Intenzita signdlu 3-MPST je normalizovano K intenzité signalu genu
GAPDH. ®bStatisticky vyznamné rozdily (P<0.05).
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5.3. Uloha CBS, CSE a 3-MPST v procesu znovu zahajeni a uspésnosti meiotického
zrani prasecich oocytl
Cilem pokusu bylo prokazat vliv enzyma (CBS, CSE a 3-MPST) produkujicich HzS na
pribéh meiotického zrani oocytl. V pokusu byly pouzity rizné koncentrace trojkombinace
inhibitort CBS, CSE a 3-MPST pro blokaci funkce téchto enzymi. Pro ndzornost pokusu
byla pouzita kontrolni skupina enzymu, kterd byla kultivovana bez ptidavku inhibitord.

V kazdé skupiné bylo kultivovano 120 oocytt.

Z vysledkd pokusu je patrné, ze procento oocytu, které byly schopny v pribéhu
meiotické zrani dosdhnout stddia MII ve stejném Case, se v piipad¢ pfidani inhibitord oproti
kontrolni skupiné snizuje (94.7 % vV kontrolni skupiné versus 65.0 - 75.2 v pokusnych
skupinach). Z jednotlivych stadii meiotického zrani skupin obsahujicich inhibitory je patrne,
ze prubéh meiotického zrani se oproti kontrolni skupiné zrajici obvyklym zplsobem
S narUstajicim mnozstvim inhibitori zpomaluje. Z téchto vysledkd lze odvodit, ze enzymy

uvolnujici H2S ovliviiuji pribéh meiotického zrani, viz tabulka 2.
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Tabulka 2: Efekt riznych koncentraci trojkombinace inhibitorti enzymut uvoliujicich
H2S na zrajici oocyty po 48 hod. kultivace. MI: metafaze I, AI/TI: anafaze I az telofaze I, MII:
metafaze II. Trojkombinace inhibitord 1: 0.25 mM Kkys. oxamove, 0.25 mM DL-
propargylglycinu a 0.5 mM kys. a-ketoglutarova; 2: 0.5 mM kys. oxamové, 0.5 mM DL-
propargylglycinu a 1 mM Kkys. a-ketoglutarové; 3: 1 mM Kkys. oxamové, 1 mM DL-
propargylglycinu a 2.5 mM kys. o-ketoglutarové; 4: 2 mM 2 mM Kkys. oxamové, DL-
propargylglycinu a 5 mM Kkys. o-ketoglutarové. ¢ statisticky vyznamné rozdily mezi

skupinami a stadii meiotického zrani (P<0,05).

Stadia meiotického zrani

Skupiny (% £ SEM) n
MI AllTI MI|
Kontrolni skupina 0.5+0.6°¢ 4.8+1.1° 94.7+0.8° 120
1 4.1+1.6 20.7£1.6° 75 242 7 120
2 17.5+1.42 6.7+0.8° 75.8+1.7° 120
3 15.8+0.8? 16.7+0.8*P 67.5+1.4°¢ 120
4 20.8+3.0° 14.2+0.8° 65.0£2.9° 120
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Pro spravnou vypovidaci schopnost ptedchoziho pokusu byl proveden experiment, ve
kterém byly kultivovany oocyty s trojkombinaci inhibitorti a donorem H2S — NA,S. Cilem
pokusu bylo prokazat, Zze inhibice enzymu produkujicich H2S a jeji vliv na zpomaleni
meiotického zrani neni vysledkem nespecifického ucinku pouzitych inhibitort. V pokusu byly
kultivovany tfi skupiny oocytl, jedna obsahujici inhibitory enzymt CBS, CSE a 3-MPST,
druhé obsahujici inhibitory enzymti CBS, CSE a 3-MPST spole¢né¢ s donorem H>S a tieti
skupina obsahujici pouze donor HS. Pro lep$i porovnani vysledkd pokusu byla kultivovana
jeste kontrolni skupina oocytl, kterd byla kultivovana béznym zplUsobem v Cistém

kultivaénim médiu bez oSetfeni.

Z vysledkll pokusu je patrné, ze procento oocytll, které byly kultivovany pod vlivem
inhibitort, je ve stadiu MII nizs§i, nez procento oocytti kultivovanych béznym zptisobem (95.0
% versus 64.2 %). Skupina oocyti kultivovana pod vlivem inhibitort donorem naopak
nevykazovala statisticky vyznamny rozdil v dosazeni stadia MII meiotického zrani (k. s. =
95.0+0.0; 3Ci + NaxS = 91.7+£2.2). Ztéchto vysledkl je patrné, Ze pii reverzi ucinku

inhibitorti donorem se oocytiim navraci jejich schopnost meiotického zrani, viz tabulka 3.

45



Tabulka 3: Efekt inhibitort enzymu produkujici H2S a donoru H»S na zrajici oocyty po
48 hod. kultivace. MI: metafaze I, AI/TI: anafize 1 az telofaze I, MII: metafaze II. 3Ci: 2 mM
2 mM kys. oxamové, DL-propargylglycinu a 5 mM kys. a-ketoglutarové. NaxS: Na»S.9H:0,
donor HS. ¢ statisticky vyznamné rozdily mezi stadii meiotického zrani v jednotlivych
skupinach (P<0,05).

Stadia meiotického zrani
Skupiny (% + S.EM.) n
MI AllTI MII
Kontrolni skupina 4.2+0.8° 0.8+0.8° 95.0+0.02P 120
3Ci 19.2+0.8? 16.7+0.8° 64.9+0.8° 120
3Ci + NazS 2.5+1.4° 5.80.8° 91.7+2.2° 120
NazS 0.0+0.0° 0.0+0.0° 100.0+0.0° 120
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Cilem pokusu bylo zhodnotit vliv inhibitord enzymt produkujicich H2S na pribéh
meiotického zrani. Oocyty byly sledovany v pribéhu meiotického zrani v riznych ¢asech
prabéhu kultivace (18 hod., 20 hod., 22 hod., 24 hod., 26 hod., 28 hod., 30 hod., 32 hod.) a
porovnavany vzdy byly oocyty z kontrolni skupiny (kultivovany béznym zpiisobem) s 00cyty,
které zraly pod vlivem inhibitortt H2S. Z vysledkii tohoto pokusu znazornénych v tabulce 4 je
patrné, podobné jako z pokusu znazornéného v Tabulce 2, Ze inhibitory enzymii CBS, CSE a
3-MPST brzdi pritbéh meiotického zrani.
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Tabulka 4: Vliv inhibitord enzymt produkujicich H2S na prubéh meiotického zrani
v riznych ¢asech kultivace. GV: germinal vesicle, LD: pozdni diakineze, MI: metaféaze I,
AU/TI: anafaze I az telofaze I, MII: metafaze I1. 3Ci: 2 mM 2 mM kys. oxamové, DL-
propargylglycinu a 5 mM kys. a-ketoglutarové. * statisticky vyznamné rozdily mezi kontrolni
skupinou a 3C; skupinou oocytt v jednotlivych stadiich meiotického zrani v riznych ¢asech
kultivace (P<0,05).

Stadia meiotického zréani (% + S.E.M.)
n
GV LD MI Al/TI MII
Kontr. sk. 65.0+2.9 | 10.8+1.7 | 24.2+1.7 0.0+0.0 0.00.0 120
18 h
3Ci | 96.7408% | 33.08% | 00200 | 00200 | 00z00 | 120

Kontr. sk. 31.7£3.3 |24.2+2.2 [44.2+2.2 |0.0+0.0 0.0+0.0 120

20 h
3Ci 83.3+x1.7* |10.8+2.2* |5.8+0.8* |0.0+0.0 0.0+0.0 120
Kontr. sk. 20.8+1.7 |20.0+1.4 |59.2+3.0 |0.0+0.0 0.0+0.0 120

22 h
3C 49.243.0% | y33i38 |1275829% | 00200 lo0s00 |220
Kontr. sk. 0.0+0.0 3.3x1.7 96.7+1.7 |0.0+0.0 0.0+0.0 120

24 h
3Ci 33.3+1.7* |36.7+0.8* |30.0+1.4* |0.0+0.0 0.0+0.0 120
Kontr. sk. 0.0+0.0 0.0+0.0 70.0+1.4 |30.0+1.4 |0.0+0.0 120

26 h
Kontr. sk. 0.0+0.0 0.0+0.0 70.0£2.9 130.0+2.9 |0.0+0.0 120

28 h
3Ci 25.8+1.7* |20.0£1.4* [45.0£1.4* |9.2+1.7* |0.0+0.0 120
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Kontr.sk.  [0.0+0.0 [0.0t00 [425:2.9 [533:0.8 [4.2:22 |120
30h

3Ci 11.0£2.3% [g g1 4 |68.0£2.4% |16 010 0% |0.0200 | 120

Kontr.sk.  [0.0:0.0 |0.0:0.0 |40.0t14 |49.2:t0.8 [10.8+2.2 |120
32h

3Ci 10.0+1.4% [5.0£1.4% |51.7+0.8* |28.3:2.2* |5.0t1.4 [120
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6. Diskuze

Zacatek vyvoje oocytu je mozné pozorovat jiz u prenatalnich samic, u kterych probihaji
prvni stadia vyvoje oocytil. Cely proces vyvoje mize trvat az n¢kolik desitek let a je ovlivnén
prislusnosti k danému zivocisnému druhu. Jesté pted narozenim je totiz proces vyvoje oocyti
zastaven, znovu pokracuje az s nastupem puberty a opakuje se v pravidelnych periodach.
Pouze zcela dozraly oocyt je schopen oplodnéni a vyvoje v nového Zivotaschopného jedince
(Wassarman, 1988; Picton et al., 1998; Sawyer et al., 2002). Meiotické zréani je nezbytnou
soucasti reprodukce, ktera je podstatou nejen chovu, ale také existence zvirat. Meiotické zrani
je vazano na organismus samice, ve kterém probihd a v némz je ovliviilovan mnoha faktory,
které se podileji na tvorbé optimalnich podminek a na zménéch, které oocyt béhem zrani
prodélava. Podrobnd znalost zmén, které oocyt v pritbéhu meiotického zrani prodélava, nam

umoznuje pfesunout proces vyvoje oocytu z téla samice do laboratofi.

Pribéh meiotického zrani oocytu je fizen mnoha faktory, které dosud nejsou zcela
objasnény. Mezi takové se fadi skupina malych plynnych molekul zvanych gasotransmitery
(Wang, 2002). Dosud zndamymi gasotransmitery jsou NO, CO a H3S (Furchgott, Zawadski,
1980). Jiz dlouho jsou znamy toxické u€inky H2S na zivy organismus, spocivajici v naruseni
dychaciho centra a nervovych funkci (Guidotti, 1996). Také jeho ptitomnost v reprodukéni
soustavé jak samct, tak samic byla povazovana za toxickou (Reiffenstein et al., 1992). Az
v nedavné dobé doslo k objasnéni fyziologické ulohy H.S v organismu (Furne et al., 2001).
Mezi procesy, které je H.S schopen ovlivnit, patii také pribéh meiotického zrani oocytd
(Liang, 2006). Také vysledky experimenti predkladané diplomové prace prokéazaly zapojeni

signalni drahy H>S do regulace meiotického zrani prasecich oocyt.

V tkéanich se fyziologicka koncentrace H»S pohybuje mezi 50- 160 nM (Furne et al.,
2001) a je produkovan tfemi riznymi enzymy (Wang, 2002; Shibuya et al., 2009) CBS, CSE
a 3-MPST. Z poc¢atku byla pritomnost H>S Vv reprodukéni soustavé jak samcii, tak samic
povazovana za toxickou (Reiffenstein et al., 1992). V ramci feSeni diplomové prace doslo
Kk prokazani ptitomnosti vSech tii H2S-uvoliujicich enzymu v prase¢ich oocytech stadia GV,
MI a in vitro dozralych MII oocyti. Prokazali jsme pfitomnost mRNA CSE v oocytech,
ptitomnost CBS s 3-MPST na drovni mRNA v oocytech prokézana nebyla. Na druhou stranu,
pritomnost mRNA vSech enzymt byla detekovana v kumuldrnich bunkéch obklopujici oocyt.
Tato zjisténi jsou v souladu s pozorovanim u mysiho oocytu (Liang et al., 2006), kdy rovnéz

nebyla prokazéana pifitomnost CBS v oocytu, avSak byla pozorovana vysokd exprese tohoto
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enzymu Vv somatickych buitkdch ovaria. Béhem nami provedenych sledovani H2S-
uvolnuyjicich enzyml na rovni proteini byla prokazana ptitomnost CBS, CSE a 3-MPST
V oocytech prasete. Imunocytochemickou metodou a analyzou obrazu bylo zjisténo, ze
mnozstvi CSE a 3-MPST, vyjadfené pomérem k mnozstvi GAPDH, v pribéhu meiotického
zréni klesalo. Detekce a kvantifikace CSE a 3-MPST v prasecich oocytech je dosud prvnim

pozorovanim téchto enzymu v samicich gametach.

Dal8imi experimenty jsme prokézali fyziologickou ulohu H2S-uvolujicich enzymt na
znovu zahgjeni meiotického zrani prasecich oocytit — GVBD. Dosazené vysledky poukazuji
na nezbytnost enzymi CBS, CSE a 3-MPST soucasné pro meiotické zrani oocytl, kdy
skupina oSetfend inhibitory enzymt vykazovala signifikantné zpomaleny nastup GVBD a
dosazeni stadia MII po 48. hod. in vitro kultivaci. Lze ptedpokladat, Ze sledované projevy
inhibice téchto enzymi byly vysledkem fyziologické produkce H»S, v souladu s ptuvodnimi
pracemi popisujici jeho enzymaticky katalyzované produkce (citace). Pro ovéteni skute¢ného
efektu H2S byly oocyty osetfené inhibitory enzymi kultivovany 48 hod. souc¢asné s donorem
expgenniho H.S, NazS. Vysledky tohoto experimentu vykazovaly reverzi Géinku inhibice
enzymatického uvoliiovani H2S donorem, kdy doslo k vykompenzovani rychlosti zrani
oocytd. Tyto vysledky jsou v souladu s jiz diive publikovanymi, kdy byl potvrzen akcelera¢ni
efekt donoru H2S na meiotické zrani oocyti (Nevoral et al., 2014) a protektivni u¢inek H2S na

oocyty podléhajici apoptdze (Krejcova et al., 2015)

Meiotické zrani oocytli je proces, jehoz pribéh je fizen dvéma hlavnimi kinadzami.
Jsou jimi MPF a MAPK, které aby mohly spravné fungovat, musi byt adekvatné regulovany.
Molekuly, které toto fizeni zprostfedkovavaji, se nazyvaji druzi poslové a patii mezi né
ruznorodé skupina latek (Eppig, 2001). Do skupiny latek zvanych druzi poslové se fadi taktéz
H>S (Wang, 2002). Podrobny popis funkce H2S v fizeni meiotického zrani ale dosud
neexistuje. Liang et al., (2007) vSak prokazali, Ze inhibice enzymu CBS v granuldznich
bunikach vede k inhibici meiotického zrani. Ztohoto lze usuzovat, ze H>S produkovany
enzymem CBS se podili na meiotickém zrani oocyti. V souladu s timto zjisténim bylo
prokazano, ze donor HzS ptidany do kultiva¢niho média akceleruje aktivitu MPF a MAPK,
¢imz dochazi k urychleni meiotického zrani oocytti (Nevoral et al., 2014). Dosavadni poznani
poukazuji na schopnost HzS tzv. S-sulfhydratace, diky ktera dochadzi k post-transla¢ni
modifikaci Sirokého spektra proteinti véetné kinaz (Sen et al., 2012; Snijder et al., 2013). S-
sulfhydratace tak pozménuje funkci téchto proteind, ¢imz dochazi ke zméndm ve

fyziologickych funkcich bunky (Mustafa et al., 2009; Wang R., 2011). Zhao et al., (2014)
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objasnili schopnost H2S v endotelidlnich bunkach prostiednictvim sulthydratace indukovat
MEKI1, jenz je soucasti kaskady vedouci k aktivaci MPF a MAPK. Lze proto ocekavat, ze
k podobné aktivaci dochazi u¢inkem endogenné uvolnéného H»S také v prub¢hu meiotického
zrani. Sledované zpomaleni meiotického zrani u oocytd oSetfenych inhibitory H2S
uvolnujicich enzymt mize mit pfi¢inu v neadekvatni regulaci MEK-MAPK signélni drahy

prostfednictvim S-sulfhydratace.

Podobné pokusy byly provadény jiz diive a to v souvislosti s jinym gasotransmiterem
a to s NO. Uloha NO byla jiz diive studovana také v souvislosti s meiotickym zranim oocytii
(Chmelikova et al., 2010; Tichovska et al., 2011). Existuje pfedpoklad, ze NO ovliviuje
pribéh meiotického zrani prostfednictvim kindz MPF a MAPK, zodpovédnych za pribéh
meiotického zrani, podobné jako se tomu predpoklada u H.S (Sela-Abramovich et al., 2008).
Vliv NO na pribéh meiotického zrani byl zkouman prostfednictvim zjistovani ptitomnosti
NOS, enzymu produkujiciho NO, v COCs (Chmelikova et al., 2010). Tedy podobn¢ jako je
tomu u zjisStovani vlivu HzS na pribéh meiotického zrani. Lze proto piedpokladat, ze H2S a
NO se na pribé¢hu meiotického zrani podili obdobnym zptisobem a sledovany efekt inhibice
fyziologické produkce H2S mtize spocivat téz v ovlivnéni molekularni komunikace mezi H2S

a NO.

V pokusech, na kterych je postavena piedkladana diplomova prace, byl objasnén vliv
fyziologické produkce H2S a enzymut produkujicich H2S béhem meiotického zrani prasecich
oocytll. Pokusy byly zaméfeny na zjiSténi pfitomnosti mRNA kddujici enzymy produkujici
sulfan v oocytech a kumularnich bunkach, dale na zjisténi ptitomnosti téchto enzymi
Vv oocytech a kumuléarnich buiikach a byl zkouman vliv téchto enzymi na priibéh meiotického
zrani pomoci inhibitor téchto enzymii a donoru H»S. Z vysledkl jednotlivych pokust lze
vyhodnotit, ze enzymy produkujici sulfan jsou v pribéhu meiotického zrani pfitomny jak
v oocytech, tak v okolnich kumularnich bunikach a jejich funkce se podili na adekvatnim
pribéhu meiotického zrani oocytii a sledovany efekt inhibice fyziologické produkce H2S

muze spocivat t€z v ovlivnéni molekuldrni komunikace mezi H>S a NO.
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7. Zavér

Meiotické zrani je nedilnou soucasti vyvoje oocytu tak, aby byl schopen splnit svou
funkci a prodé€lal oplozeni a vyvoj v zivotaschopného jedince. Jedna se o velice slozity
proces, do jehoz fizeni je zapojeno velké mnozstvi Cinitelli. Podrobna znalost meiotického
zrani neni dodnes uspokojivé objasnéna. Neustale jsou objevovany nové faktory a casti

komplexniho fetézce reakci, které zabezpecuji optimalni pribéh tohoto déje.

Jednim z intenzivné studovanych faktorti je H2S a jeho Uloha v pribéhu meiotického
zrani. Bylo odhaleno, Ze tato mal4d plynna molekula, patiici do rodiny gasotransmitert, se
vyznamné podili na procesu meiotického zrani. Z vysledkt pokust diskutovanych v této praci
je patrné, ze fyziologicka produkce H>S se podili na prubéhu meiotického zrani. Pokusy byla
prokazéana ptitomnost mRNA enzymil uvoliujicich HoS v kumuldrnich buiikédch a oocytech
v riznych fazich meiotického zrani. Tyto mRNA jsou nezbytné pro vznik CBS, CSE a 3-
MPST, které indukuji vznik H>S.

Duikladna znalost procesti vedoucich ke vzniku oplozeni schopné bunky a nasledné
normalné se vyvijejiciho jedince je podminkou ve snaze vyuzivat moderni biotechnologie. A
to nejen scilem maximalizovat uzitkovost hospodarskych zvitat, ale také s cilem vyuziti
v humanni mediciné. Zavéry provedené na zakladé pokusti vyhodnocenych v této praci pouze
odhaluji dalsi ¢ast slozité kaskady reakci, kterd vede ke vzniku oplozeni schopné bunky. A
umoziiuje nam klast nové otazky, na které je tfeba hledat odpovédi. Z hlediska ziskavani
novych informaci o vlivech na prib¢h meiotického zrani by bylo jisté¢ zajimavé zamétit dalsi
pokusy na molekularni mechanismy ptsobeni sulfanu v oocytech. Dalsi vyznamnou kapitolou

je objasnéni ulohy H2S v ¢asném embryonalnim vyvoji.
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