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Souhrn

Pro sowdasny rozvoj reproduaich biotechnologii je nezbytné ziskavat velkyegio
kvalitnich oocylt dozralych vn vitro podminkach. Meiotické zranirgustavuje nezbytné
zmeny meioticky kompetentniho oocytu v oocyt schopmoreni. Meiotické zrani probiha
spol&né s procesem kumularni expanze. Kumuléarni expanméivép v produkci velkého
mnozZstvi extracelularni matrix, ktera je sloZzengmgé@a z hyaluronové kyseliny. Meiotické
zrani i kumularni expanze jsou regulovaradou faktod, mezi které pdi také skupina
plynnych molekul s fyziologickym dinkem, tzv. gasotransmitery. Intenzé/studovanym
gasotransmiterem v reprodirich procesech je sulfan.

Cilem prace bylo zhodnotit vliv donoru sulfanu,Sana meiotické zrani a kumularni
expanzi prasgch oocyfi kultivovanych v podminkacim vitro.

Praséi oocyty byly kultivovany v podminkachn vitro s donorem sulfanu N&

o koncentraci 0,15 — 0,9 mM po 12 - 48 hod. Potl lopcyty zbaveny expandovanych
kumularnich bu&k. U oocyti bylo morfologicky hodnoceno stadium meiotick€hcrdr
a kumularni expanze. Jako ukazatel kumularni expényta vyuzita hyaluronova kyselina.
Jeji koncentrace byla dfena spektrofotometricky pomoci QnE Hyaluronic A&dISA
Assay.

Pritomnost donoru sulfanu Ma v koncentraci 0,3 a 0,6 mM pattvala celkovou
produkci hyaluronové kyseliny v praseh kumulo-oocytarnich komplexech o 7 - 30 %
v zavislosti na koncentraci B&. NejsilrgjSi inhibicni efekt NaS byl zjiS€n u koncentrace
0,3 mM. V této koncentraci byla sledovana dynamekektu na pibéh meiotického zrani
a kumuléarni expanze. Rozdil v kumularni expanziradpkci hyaluronové kyseliny byl
statisticky vyznamny jiz po 36 hod. kultivace im vitro podminkach. Donor sulfanu
urychloval pfibeh jaderného zrani, rozpad zarodého véku, dosazeni metafaze | gephod
Z meidzy | do meiozy Il. Tyto rozdily byly statiskly vyznamné po 36 hod. kultivagevitro

Sulfan sehrava fyziologickou Ulohu v meiotickémrdrpraséich oocyti a kumularni
expanzi. Mechanismus jeh@igku na tyto procesy zatim neni znam. Na zé&khagsledki
nasich experimefitje vSak ¥ejmeé, Ze sulfan akceleruje meiotické zrani a pojakumularni
expanzi. Pro uplné obja&m ulohy sulfanu v procesu meiotického zrani a kiami expanze

bude zapdtbi dalSich experimeint
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Summary

The current development of reproductive biotechgiel® is necessary to generate
a large number of high quality oocytes matuneditro. Meiotic maturation represents the
necessary changes of oocyte meiotic competent ¢gt@aapable of fertilization. Meiotic
maturation is conected with the process of cumakmansion. Cumulus expansion involves
the production of large amounts of extracellulartrira which is composed mainly of
hyaluronic acid. Meiotic maturation and cumulus @axgion are regulated by a number of
factors, which include a group of gaseous molecwéh a physiological effect, called
gasotransmitters. Hydrogen sulphide is one of thstnimtensively studied gasotransmitters in
reproductive biotechnologies.

The aim of the study was to evaluate the effealafor hydrogen sulphide B on
meiotic maturation and cumulus expansion of poroimeytes culturech vitro.

Porcine oocytes were cultureish vitro with donor hydrogen sulphide B& in
concentration of 0.15 to 0.9 mM. After 12 to 48 bisocytes were denuded from cumulus
cells. The stage of meiotic maturation of oocyted extracellular matrix were evaluated. The
hyaluronic acid was used as indicator of cumulusaesion in the extracellular matrix of
cumulus measured spectrophotometrically using QN&ufonic Acid ELISA Assay.

The presence of hydrogen sulphide donogNE.3 and 0.6 mM) reduced overall
production of hyaluronic acid (7 - 30 % ) in poreioumulus-oocyte complexes after 48 h of
cultivation. The most intensive inhibitory effeced$® was at the concentration of 0.3 mM.
N&S reduced total hyaluronic acid production compdoethe control group after 36 hiis
vitro cultivation.

There were inspected meiotic maturation of porcioeytes cultured 12 to 48 hours in
the presence of the strongest concentration 0.3 NéyS. Donor hydrogen sulphide
accelerates significantly germinal vesicle breakaowmetaphase | and the transition from
meiosis | to meiosis Il after 36 and 48 hours dfication.

It is clear that the hydrogen sulphide plays a miggical role in meiotic maturation
of porcine oocytes and cumulus expansion. It wasdothat hydrogen sulfide accelerates
meiotic maturation and suppresses cumulus expansara complete clarification of the role
of hydrogen sulphide in the process of meiotic maion and cumulus expansion. Further

experiments will be required.
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1 Uvod

Reprodukni biotechnologie pragtavaji v sodasné dob dynamicky rozvoj. Pro dalsi
pokrok v chovu a Sleckiti hospod#skych zvfat jsou biotechnologické metody nezbytné.
Limitujici pro rozvoj reproduénich biotechnologii je dostadtey paiet kvalitnich oocyi
dozralych v podminkachn vitro, které se vyuZivaji pro oplozenn vitro, klonovani
a transgenezi. Ke zlepSeni kvality odcy zapotebi intenzivniho studia meiotického zrani
véetre kumularni expanze. Vhodnym modelem pro studigohtb proces je praséi oocyt
zejména proto, Ze prase je multiparni druh s vysgiodnosti a jeho chov je h@jnozSteny,
coz umoauje ziskavat dostatay paet oocyfi. Vyhodou je také podobnost prag® oocytu
s lidskym. Vysledky studia jsou tak vyuzitelné meje biotechnologickych postupech
aplikovanych u hospodskych zvtfat, alei v humanni.

S meiotickym zranim je Uzce spjat proces kumuléxganze, kdy kumularni bly
syntetizuji velké mnozstvi extracelularni matmm dochazi k peruseni komunikace mezi
oocytem a kumularnimi kikami. Kumularni expanze je nezbytna prakgh meiotického
zrani, ovulaci a ugggné oplozeni. V biotechnologiich je kumularni exgemryuzivana jako
marker vitality kumulo-oocytarnich komplexCOC).

Existuje mnoZstvi faktdr, které se podileji na meiotickém zrani odcytovliviiuji tak
jejich vyslednou kvalitu. Mezi tyto faktory lze imalit skupinu plynnych molekul
s fyziologickym &inkem, tzv. gasotransmitery. Gasotransmitery bydjeweeny v roce 1978,
kdyz americky fyziolog Dr. Furchgott objevil v cdmm endotelu nezndmou latku schopnou
rozSkovat cévy. Pozgi bylo zjisteno, Ze touto latkou je oxid dusnaty. Tento vyznarobjgv
byl ocergn Nobelovou cenou v oboru lélstvi a fyziologie.

Gasotransmitery bylyitie povazovany zejména za latky s toxickym efektenzive
organismy. Nyni jeizjma jejich vyznamna fyziologicka uloha v endogehrkoncentracich.
V souwtasnosti se studium z&huje i na dalSi gasotransmitery, jako je sulfan @ ahelnaty.
Intenzivre je studovana uloha gasotransmiterreprodukni soustay samaé a samic, kde se
gasotransmitery podili také na gametogeneze. Végofyansmitér na meiotické zrani

a kumularni expanzi zatim neni zcela ob§asa je pednEtem intenzivniho vyzkumu.



2 Literarni reSersSe

2.1 Oogeneze
Oogeneze je procestgareny primordialnich zarodsych burk (primordial germ

cells - PGC) v oocyty schopné oplozeni. Tento pg@aina jiz v prenatalnim obdobi samice,
pokraiuje v pubert a probihd az do klimakteria. Oogeneze téédptavuje jeden z vysoce
specializovanych a regulovanych praces fyziologii savé (Wassarmat Albertini, 1994).

2.1.1 Embryonalni vyvoj zarode¢nych bunék a folikulogeneze

Oogeneze zdna vyvojem primordialnich zarodigych bugk vcasné fazi
embryogeneze. Tyto velké itky jsou extragonadalnihaipodu a maji zaklad ve Zloutkovém
v&ku embrya. Primordialni zaro¢ieé buiky migruji z kaudalni strany Zloutkového&ka,
nejprve pasivé pies epitel prvoseva, pozdji améboidnim pohybem do mist p&gEiho
vyvoje gonad (Wassarmamt Albertini, 1994). Migraci Ize také vystlit pasivnim
posouvanim primordialnich zaraghgch bugk vliivem rnistu embrya (Freeman, 2003).

Po ukoreni migrace primordialnich zaragtg/ch burk do genitalnich list se tyto
buiky meioticky d&li a diferencuji na oogonie, pro které je charakteké dalSi intenzivni
mitotické cleni. V reprodukni biologii platiio dogma, Ze schopnost obnovovatod€né
bunky ztraceji samice jiz v obdobi fetalniho vyvojezasoba oogonii tak po narozeni
nenafista a je konena (Wassarman, 1988). Tuto teorii vSak vyvratilnkdmet al. (2004),
ktery prokédzal fitomnost zarodaych kmenovych bufk (germ stem cells - GSCs) na
ovariich mysi. Zarodsmé kmenoveé hiky tak udrzuji neustalou produkci ootya folikuhi
v postnatalnim zZivétsamice (Johnsoet al., 2004).

Béhem prenatalniho vyvoje vstupuji oogonie do meigaychazeji stadii profaze
1. meiotického #eni - leptotenne, zygotenne a pachytenne (Wassarh®88; Pictoret al.,
1998). Ve fazi diplotene (dictyotensp meidéza spontatrzastavi, tyto biky se oznéuji
jako primarni oocyty v 1. meiotickém bloku (Wassam1988). Meidza z&a u prasnic 40.
az 50. den prenatalniho vyvoje a pakije do 5. - 20. dne po narozeni (BlagkErickson,
1968; Wassarman,1988). Ke znovu zahajeni meiotl®reni dochazi po tzv. faziistu

oocytu. Pouze pkdorostlé oocyty jsou schopny pokoaat v meidéze (Wassarman, 1988).



Ve fazi mnozeni se oogonie &aaji obklopovat somatickymi tikami, které tvei
zé&klad granuldznich bk pozdjSiho folikulu.

Folikulogeneze

Folikularni vyvoj z&ind kratce po osidleni genitalnich list primordiéin
zarodeénymi burkami v prenatalnim vyvoji, kdy se formuiji tzv. kigstvorené oogoniemi.
Oogonie jsou obklopené somatickyminkami, prekurzory granuldéznich btlka Zahajeni
meiézy oogonii a jejich ipmenou v oocyty je podtiem pro rozdleni klastru v jednotlivé
buiiky obklopené jednou vrstvou plochych pre-granuldzrburgk. Tyto Gtvary se ozréalji
jako primordialni folikuly, které jsou od sebe najmn oddleny (Merchant-Larioset
Chimal-Monroy, 1989). Po doke¢eni organogeneze véjgka jsou folikuly lokalizovany
v matrix z kolagenich a elastickych vladken v kore@éti vajeéniku Cervenyet al., 1999).

Pre-granulézni hiky primordialniho folikulu se v dalSim vyvojiéld a dochazi
k jejich proliferaci a diferenciaci, éni svij tvar z plochych na kubické a vznika primarni
folikul. Kubické buiky jsou ozn#&ovany jako granulozni kiky. Folikularnim fistem po
dosaZeni pohlavni dospsti samice vznikaji sekundarni folikuly, kter@yscharakteristické
2 a vice vrstvami granul6znich kikn(Fair, 2003).

Granuldzni biiky dale diferencuji na kumularni tky a muralni granuldzni laiy.
Muralni granul6zni bitky tvori vystelku stny folikulu (Buccioneet al., 1990). Kumularni
buiky komunikuji s oocytem pragtdnicvim mezibu&nych spoj typu gap junction. Tato
spojeni jsou tviena proteiny z rodiny konnexin Spoje gapjunction mezi kumularnimi
bunkami tvai prevazre connexin 43, mezi kumularnimi bkemi a oocytem se uplaije
piedevsim connexin 37 (Kiddetr Mhawi, 2002).

Pokraujicim ristem vznikaji terciarni antralni folikuly, praéa je charakteristicka
dutina (tzv. antrum), vyplréna folikularni tekutinou. Zralé antralni folikulysqu také
nazyvany Graafovi folikuly (Aertst Bols, 2010).

Dulezitym regulanim faktorem post-pubertalni folikulogeneze je hondni
stimulace gonadotropiny. Pro vyvoj folikuje nezbytny folikulostimukéni hormon (FSH).
Receptory pro FSH maji v primordialnich folikulegnanulézni biiky, které se saiasré
podileji na regulacitistu oocytu (Senbod al., 2003) produkcitstovych faktoéi (Nilssonet
Skinner, 2001). Schopnost aktivadestu primordialniho folikulu souvisi roé# se stupém

vyvoje oocytu. Oocyt musi dosahnout 1. meiotickBluku, aby mohl folikul podstoupit fazi



rastu (Yang et Fortune, 2008). K procesu folikulogenezeispiva oocyt produkci
transkrignich faktofi (Soyal et al., 2000) a istovych faktol, nag. rastového
diferencigniho faktoru 9 (growth differentiation factor 9 - D&9), kostniho
morfogenetického proteinu 15 (bone morphogenetiteon 15 - BMP15) (Elviret al., 2000;
Knight et Glister, 2003) a fibroblastovéhastového faktoru (fibroblast growth factor - FGF)
(Nilssonet al., 2001).

Stadia sa¥ oogeneze a folikulogeneze jsou znazoynna obrazku 1. od vyvoje
primordialnich zarodaych burk (PGC) do faze =zarodeého véku (germinal
vesicle — GV) v Graafavfolikulu.

Obr. 1. Folikulogeneze a oogeneze (upraveno dle Pietah, 1998)

VYVOJ FOLIKULU
1 2 3 4
primordialni folikularni formovani rust a zrani
folikul riast antra Graafova folikulu

o0 / o .
TO®~ @
1 2 3 4
PGC oogonie zahdjeni diploidai oocyt ve fazi ristu ooeyt GV
mei16zy oocyt

1. meioticky blok

VYVOJ OOCYTU

2.1.2 Faze nistu

Oocyty jsou Bhem faze dstu intenzivie metabolicky aktivni, mnohonasabavétsu;ji
svij objem a dochazi ke zmam v jejich struktie. Praseéi oocyty z\¢tSi svij pramér z 30
pum na 12Qum (Motlik et Fulka, 1986).



Vybér oocyfi, které vstoupi do fazeustu, je patréd regulovan hypofyzarnimi
gonadotropiny. Oocyty jsou schopniéstu i bez stimulace gonadotropiny, jak bylo Zjt
u samic s odstr&nou hypofyzowi v podminkachn vitro (Wanget Greenwald, 1993).

Oocyty rostou satasre s folikulem, v jehoz progdi se oocyt nachazi a podstupuji
spole&né fadu morfologickych stadii. Oocyt dokane swij rist ped vytvaenim dutiny
folikulu. K rastu &tSiny folikula tak dochazi az po ukoéeni ristu oocytu. Rst oocytu je
kontinualni & koncici bud’ ovulaci zralého oocytu nebo atrézii oocytu i jeflobkulu
(Wassarman, 1988).

Ve fazi mistu oocytu se s@asré s oocytem ziétSuje také jadro - zarodtiey vaek
(germinal vesicle - GV). S@asr¢ s jadrem podléha progresivnim @gmam i jadérko, nutné
pro intenzivni syntézu rRNA (Wassarman, 1988).

Ve fazi fistu se vyraz&imeéni paiet a struktura mitochondrii, které maji v nedoksil
oocytu protahly tvar, ¢etné picné orientované kristy a obvykle jedinou vakuolu.
S pokr&ujicim mistem se hromadi mitochondrie ovalného a kulatéboutwakuolizované
s cylindricky uspeadanymi kristy. Ve fazitustu je také mnoho mitochondrii pozorovano ve
tvaru ¢inky, coz je ukazatelem jejich intenzivnihdstu a dleni. Pl vzrostlé oocyty
obsahuji kulaté nebo ovalnéapwrné 0,5 um velké, pl& vakuolizované mitochondrie, se
soustedre uspdadanymi klenutymi kristy (Wassarman, 1988).

Vylucovanim glykoproteifh vznika hem stu zona pellucida (ZP), glykoproteinova
membrana, ktera t¥d ochranny obal kolem oocytu. Glykoproteiny, Wowané oocytem
béhem fstu, vytv& mezi oocytem a kumularnimi bkami dlouha, pravidethuspdadana
filamenta. Ta spolaé s ristem gibyvaji, propojuji se a tud tak hustou sisilnou az 15um,
ktera obklopuje oocyt (WassarmenAlbertini, 1994). K udrzovani strukturalni intetyrisou
nezbytné zonalni glykoproteiny ZP1, ZP2, ZP3 a ZPMouha vlakna jsou tuena
heterodimery ZP2 a ZP3. ZP1 pak slouzi jako spajovknek utvdejici trojroznérnou
strukturu (Bleilet Wassarman, 1980). Kranstavebni funkce ma kazdy z glykoprotetaké
svou biologickou funkci. ZP3 tak slouzi jako primameceptor pro spermie a iniciuje
akrozomalni reakci. ZP2 se uplaje jako sekundarni receptor, na ktery se sperraie,v
a ktery usnaguje spermii pronikani skrzona pellucida (Picton et al., 1998). Zonalni
glykoproteiny jsou také nezbytné pro normalni vyfadikula (Hurk et Zhao, 2005).

V kortikalni oblasti se &hem fKistu formuji kortikalni granula, malé kulovité orgdy
které hem oplodgni splynou s cytoplazmatickou membranou oocytu, tawlemou,
a uvolni swj obsah do perivitellinniho prostoru. Tent§j dpasobuje pi oplodreni zmeny ve
funkénich vlastnostechona pellucida a zabréuje tak vzniku polyspermie. Kortikalni granula



se v oocytu akumuluji a jejich pet vyrazr roste ped ovulaci a moznym oplogmim
(Wassarman, 1988). Populace kortikalnich grantleferogenni a jejich vznik je odvozen od
Golgiho komplexu, endoplazmatického retikula a maktikularnich &lisek (Wassarman,
1988). S rostouci produkci kortikalnich granul ojeno z¥tSovani Golgiho komplexu
a endoplazmatického retikula (Hytttlal., 1999).

Béhem faze istu se zvySuje absolutni @ ribozond, jejich koncentrace ale
v dasledku rostouciho objemu cytoplazmy klesa. Syniké zalina s itnici se strukturou
jadérka, v kteréem se utkidfibrilarni centra. ZvySuje se aktivita RNA-polyndey, probiha
transkripce a zstSuje se tak mnozstvi RNA v oocytu (Wassarman, 1988

Syntéza a akumulace RNA je nezbytnd pro proteosyntBhem faze istu jsou
intenzivre syntetizovany fedevSim zmi&né zonalni glykoproteiny, dale strukturni proteiny
tubulin a aktin, mitochondrialni a ribozomalni mioty, proteiny kortikalnich granul a histony
(Wassarmamt Albertini, 1994).

Po dokogeni faze #stu je oocyt ve stadiu zarageeho véku (GV-oocyt), plr
dorostly a meioticky kompetentni. Meiotickda kompeie spoiva ve znovuzahajeni
a dokorteni meiotického zrani, tedy ve schopnosti projitpedlem zarod@ého véku
(germinal vesicle breakdown — GVBD) aiephodem 2z 1. meiotického ¢ldni do
2. meiotického deni (Wassarman, 1988). Nedorostlé ptasecyty o velikosti 100 - 110m
maji jen neuplnou meiotickou kompetenci. Jsou soBoprodlat GVBD, ale nepokrauji
dale v meiotickém zrani (Sorenseh Wassarman, 1976). Uplné meiotické kompetence
dosahnou pouze pindorostlé prasg oocyty po dosazeni velikosti 120n (Motlik et al.,
1984).

2.1.3 Faze zrani

Meib6za, téZ meiotické &eni, je specializované b&mé dleni. Z diploidnich
primordialnich busk v procesu oogeneze vznikaji haploidni gametybyz pro pohlavé
se rozmnoZujici organismy. Meioza sestava ze dwsqgi# nasledujicich &eni, jejichz
hlavnim cilem je rekombinace genetického materidhhodnd segregace chromozodo
gamet a redukce ptu chromozonm (Gowen, 1933; Kleckner, 1996).

1. meiotické dleni (meiéza I), také reddki ckleni, je charakteristické parovanim
zreplikovanych homolognich chromozom ¢imz vznikaji tzv. bivalenty sectyimi

chromatidami. To umaije prekiizeni nesesterskych chromatid, tzv. crossing-opér,



kterém dochazi k rekombinaci gerMezi prvnim a druhym meiotickyméknim nedochazi
k replikaci DNA a i druhém meiotickém @deni se sesterské chromatidy rozchazeji jako p
bézné mitdze (Alberts et al., 1998).

Sawi oocyt vstupuje do meidzy kratce paiatku oogeneze. Meiotick&léni je zahy
preruSeno tzv. 1. meiotickym blokem, v diktyotenefare 1. meiotickéhodeni (Eppiget
Downs, 1984; Wassarman, 1988).

Meiotické zrani z&na uvolrénim 1. meiotického bloku a procesem GVBD (Thibault
et al., 1987). Ten je zahajen mirnym zétim jaderné membrany a kondenzaci chromdzom
Postupg dochazi k uplnému rozptyleni jaderné membrany @mbranovych dubléta jeji
agregaci s endoplazmatickym retikulem (Wassarm@B88)L V prostedi in vivo je proces
GVBD regulovan sekreci luteinizaiho hormonu (Dekedt al., 1981), v podminkacin vitro
podstupuje oocyt GVBD spont&hnpo uvolreni z folikulu a geruseni komunikace
s kumularnimi bitkami (Wassarman, 1988).

Po dosaZzeni metafaze Il je meiotické zrani spaostaablokovano v 2. meiotickém
bloku. Mei6éza je kompleth dokortena az po oplozeni (Wassarman, 1988). Faze zrani
v podminkéachin vitro u prasete trvaiblizné 44 — 48 hod. (Hirao et al, 1994; HuekZhao,
2005).

Béhem zrani musi oocyt podstoufadu zn&n, jako je nafiklad reorganizace organel,
syntéza a uchovani transkfipd proteiri a zneény v burééném metabolismu (Krisher, 2004).
Béhem zahajeni GVBD mitochondrie agreguji kolem zé&tndho véku a poskytuji zdroj
energie. Kortikalni granula se posouvajiésam k cytoplazmatické membr&rjejich spravna
lokalizace je podstatna zejména wlgihu oplozeni. Bhem vydileni 1. polového diska
dochazi k tvorb perivitelinniho prostoru (Thibauét al., 1987). Gilezita je také reorganizace
cytoskeletu, ktera zajisti asymetrick&edhi oocytu (Krisher, 2004). Pro strukturalni &m
oocytu kEhem zrani jsou nezbytné Zny v aktivit klicovych faktofi v cytoplazng, kde

reguluji meiotické zrani.

2.1.4 Faktory regulujici meiotické zrani

Na znovu zahajeni meidzy se podili gonadotropnimbay FSH a LH (Eppiget
Downs, 1984). Svédinky uplatiuji prostednictvim kumularnich hbikek, které disponuji

receptory v cytoplazmatickych membranach (Pengal., 1991). Vazba gonadotropnich



hormoni na receptory kumularnich b&knovliviiuje uvolréni druhych bu&nych posh. To
vede k vystupu z prvniho meiotického bloku a zn@ah#geni meiézy. Touto cestou se na
znovuzahajeni meidzy podili CAMP, cGMP a*Cianty (Lindner,et al., 1974; Downset al.,
1988; Eppig, 1989).

Ca”'ionty

C&* ionty pini Glohu intracelularniho posla. VaZou rs& specifické intracelularni
proteiny, z nich je n&gtnsji kalmodulin (CaM). B vazbs C&* na kalmodulin dojde ke
zmené konformace, kterd umaije vazat cilové proteiny admit jejich aktivitu. Dalezitym
cilem pro tento komplex jsou E&almodulin dependentni protein kinazy {&aalmodulin-
dependent protein kinases - CaMKSs), které fosfgirdalSi proteiny (Albertst al., 1998).

LH-indukovany néist koncentrace Gav kumularnich bitkdch fedchazi vzestupu
Cd&* v oocytu (Mattioliet al., 1998; Cheret al, 2013). C&" ionty v oocytu aktivuji dalsi
Ca*-dependentni signalni drahy zapojené do regulaéei.zdednim z moznych &ilCe*

v oocytu je adenylat-cyklaza. U hloddvie jedna z C&/kalmodulin dependentnich protein
kindz (CaMKIl) schopna adenylat-cyklazu inaktivavéd vede k poklesu koncentrace cAMP
a znovu zahajeni meidzy (Hornatral., 2003). Naopak v kumularnichikéch skotu rostouci
koncentrace CA ionti zvySuje hladinu cAMP (Lastret al., 2006). Dal$i z moZnych il
cd" ionti je zrani/M-fazi podporujici faktor (maturation/Mwgse promoting factor — MPF).
Praseéi oocyty vystavené inhibitoru CaMKIl nebo antagains kalmodulinu nejsou schopné
akumulovat regukni podjednotu MPF cyklin B a nedokazou lfosforylovat mitogeny
aktivované protein kinazy (mitogen activated pnotdnases — MAPK). Oocyty tak nemohou
znovu zahajit meidzu (Faat al., 2003).

cd* ionty také aktivuji signalni drahu MAPK v kumulé&hi buikach, ktera je
zapojena do sekrece progesteronu a estrogenu (Mistcal ., 2007; Ebelinget al., 2011).

V sowasné dob je prokazana vyznamnda uloha dalSiho prvku v nedéth zrani
oocytu, kterym je zinek (Zn). Bylo dok&zano, Zeekirje nezbytny pro dokéni meidzy
oocytl mysSi (Kim et al., 2010) a podili se na prevende@asného rozpadu zarageho
vaku (Konget al, 2012). Zinek je také ptgbny pro vytvéeni druhého meiotického bloku
prostednictvim zinek vazajiciho proteinu - inhibitatasné meidzy 2 (early meiosis inhibitor
2 — EMI2), ktery inhibuje anafazi podporujici korepl(anaphase promoting komplex), coz
vede k degradaci cyklinu Bl¢hem metafaze 1l (Shogt al., 2006). Hladinu zinku v oocytu
reguluji kumularni biiky, které jsou schopné paotlavat zinek v oocytu dhem zrani (Lislest
al., 2013).



CAMP

Hladina cAMP v salich oocytech hraje Kiovou roli v meiotickém zrani. cAMP
pusobi jako inhibitor meiotického zrani. CAMP je sstitovan adenylat-cyklazou aggen
fosfodiesterdzou. Pokles cAMP jetgoben pota&lenim aktivity adenylat-cyklazy a aktivaci
fosfodiesterazy katalyzujici&gteni fosfodiesterové vazby cAMP (Conti, 1998).

Vysoka koncentrace cCAMP v sdm oocytu udrzuje diktyotenni blok préstinictvim
aktivni cAMP-dependentni proteinkinazy (CAMP-depemid protein kinase - PKA), ktera
potlatuje aktivaci faktoh podporujicich meiotické zrani. Preowind LH vina zpisobuje
pokles koncentrace cGMP v granuléznichikiach a v oocytu. Pokles koncentrace cGMP je
odpowdny za aktivaci fosfodiesterazy a degradaci CAMRKE koncentrace cAMP umozni

aktivaci MPF a znovu zahajeni meidzy (Caatital., 2012).

MPF (maturation/M-phase promoting factozrani/M-fazi podporuijici faktor)

Fosforyla&ni a defosforyléni kaskady se podileji na regulaci meiotického izran
Protein, ktery je odpadny za nastup zrani oocytu a rozpad zatnébeo véku se oznéuje
jako MPF (Masukt Markert, 1971; Sorensehal., 1985; Gordaet al., 2001)

MPF je komplex tvieny d¥ma podjednotkami: regulai a katalytickou. Regutai
podjednotkou je cyklin B, ktery ma 3 typy — B1, B2B3. Za aktivitu MPF je u satic
odpowdny typ Bl. Katalytickou podjednotkou je serin/imen kindza (serine/threonine
kinase - p34°d. Po asociaci obou podjednotek je P%4fosforylovana na 14-treoninu (T14)
a 15-tyrosinu (Y15) inhilgnimi kinazami Mytl a Weel. V této inaktivni foénfpre-MPF) je
komplex akumulovan dhem faze #stu oocytu (Norburyet Nurse, 1992; Nebredet al.,
1995). Znovu zahajeni meiotickéhslehi, je zavislé na defosforylaci inhénich fosfal na
T14 a Y15 fosfatazou cdc25 (Taiebal.,1997; Trounsormt al., 2001). Za aktivaci cdc25 je
odpowdna polo-kindza 1 (Polo-like kinase 1 — Plk1) (A&lbret al., 1998; Karaiskowt al.,
1999). Aktivace pre-MPF vyzaduje také inhibici kigdNeel (Colemamt Dunphy, 1994).
Na aktivaci fosfatazy cdc25 a inhibici kinazy Weegd podili také samotné MPF a tyto
procesy jsou tak s@asti tzv. autoakceletai smyky MPF (Nebredat al., 1995).

Aktivni MPF fosforyluje laminy jaderné membrany. dfarylace jadernych lamin
zpasobuje desintegraci jaderné membrany a GVBD. MRigpovdny za fosforylaci histain
a kondenzaci chromatinu (Albessal., 1998).



Po dosazeni metafaze | dochazité&ghodnému poklesu aktivity MPviz obr. 2)
kdy dochazi k vydeni prvniho polovéhoéliska. Rechod z metafaze | do anafaze | je
zpusoben poklesem aktivity MPF. K poklesu aktivity MP#ochazi prosednictvim
degradace cyklinu B. Ta je realizovana ubiquitipeleentni proteolyzou. MPF reguluje
spojeni cyklinu B a ubiquitinu, coZ vede k jehohigcdestrukci (Glotzest al., 1991).

K dosazeni metafaze Il a dokmmi meiotického zrani oocytu dochazi po dalSi
reaktivaci MPF (Hampl, 1995; Sugiueh al., 2006). Aktivita MPF #stava v Mll-oocytech
vysoka az do aktivace oocytu spermii a podili de na udrZzeni 2. meiotického bloku
(Yanagimachi, 1988).

MAPK (mitogeny aktivovana protein kinaza — mitogen attd protein kinase)

Dalsim zndmym faktorem zepojenym do regulace zjénmitogeny aktivovana
protein kinaza (MAPK, extracellular signal-reguthtginase — ERK). MAPK p#t do
skupiny serin/treonin proteinkindz a nabyvékalika izoforem, z nichZz jsou n&gstji
exprimovany izoformy MAPK1 (ERK1) a MAKP2 (ERK2) éDis, 1993).

Aktivace MAPK je regulovana signalni kaskadou, zahdéu aktivaci MAPKKK
(Mos), kterd aktivuje MAPKK (Mek). Mek kindza aktie MAPK fosforylyci serinovych
a treoninovych zbytk (Matsudaet al., 1992). Cela kaskada je regulovana geabtictvim G-
proeinmi a mebranovych tyrozin-kinaz (Rowk Blenis, 2004) a if@nasi tak u eukaryofizné
extracelularni signaly ke svym intracelularnimigil(Davis, 1993; Nishidat Gotoh, 1993).

Ok¢ negastjsi izoformy MAPK (ERK1 a ERK?2) jsouifiomné v prasdm oocytu ve
fazi GV a jejich vyrazna aktivace byla z{ish v metafazi | (MI) meiotického zrani, coz
poukazuje na zapojeni MAPK kaskady do regulaceizfléoueet al., 1995;, Inoueet al.,
1996). DalSi studium pragieh oocyli ukazalo, Ze neaktivni MAPK je lokalizovana
v cytosolu oocyit ve stadiu GV a&ast aktivni MAPK se femig’uje do zarodéného véku
tésne pred GVBD. Exogenni zdroj MAPK indukuje GVBD, coZz maxuje, Ze MAPK
zprostedkovava zrani indukujici signaly z cytoplazmy dalrp a zfisobuje tak znovu
zahajeni meidzy (Inouet al., 1998).

Aktivita MAPK v prase€ich oocytech viista sodasreé s aktivitou MPF. Aktivita
MAPK zastava na rozdil od aktivity MPF vysokd ghem gechodného poklesu MPF
v anafazi | a telofazi | (Suet al., 2001)
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MAPK v oocytu fosforyluje cytoskeletarni proteinyaerné laminy, které se podileji
na meiotickém &eni (Wehrendet Meinecke, 1998). Aktivni MAPK je pt#bna k udrzeni
kondenzovaného stavu chromozZioevyctleni polovéhodliska (Hunter, 2000).

Mozna uloha aktivnich MAPK v granuloznich ikdch je podporovat meiozu
aktivujici sterol (meiosis activating steroMAS), ktery prostednictvim spaj gap junction
indukuje aktivaci MPF (Jiret al., 2006). DalSi ulohou fize byt stimulace syntézy sterojd
které se vazou na receptory oocytu a aktivuji takPM v oocytu (Jamnongjiet al., 2005).
Aktivni MAPK v granuléznich bilkdch mohou také inaktivovat connexin 43 a conn&xin
Inaktivaci €chto konnexif je ukorten genos cAMP do oocytu (Sela-Abramoviehal.,
2006; Simoret al., 2006). Defosforylace konnexira desintegrace gap junctiorigpivaji ke
znovu zahajeni meiozy vidledku omezeni toku inhidnich faktofi meiotického zrani do
oocytu (Sela-Abramovickt al., 2005).

Obr. 2. Aktivita MPF, MAPK a cyklinu B v oocytu (upraverdbe Abrieuet al., 2001)

oplodnéni

:

52 GVBD MI M2

MPF
~ MAPK
Cyklin B

Zminéné faktory jsou zapojeny do regulace &tmého cyklu také v somatickych
buinkach. V Elnich tkanich se na but&né signalizaci podili rowZ plynné molekuly
s fyziologickym vyznamem, tzv. gasotransmiteiptenzivré je zkouména jejich Uloha

v reprodukni soustaw, véetre jejich zapojeni do regulace meiotického zrani.
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2.2 Gasotransmitery

Gasotransmitery jsou plynné molekuly uvayané specifickymi enzymy, které jsou
exprimovany viiznych savich tkanich. V endogennich koncentracich se gasotrery
podileji na biécné signalizaci. Mezi gasotransmiteryipaixid dusnaty (NO) (Ignarret al.,
1987; Palmeet al., 1987), sulfan (bB) a oxid uhelnaty (CO) (Wang, 2002).

Kazdy z &chto gasotransmitérpini v Zivaiisnych buikach ulohu druhého posla a je
zapojen dorady fyziologickych proces prostednictvim bugcnych a molekularnich dil
(Mustafa et al., 2009). Gasotransmitery jsou schopny ¥oprostupovat fes membrany
a k signalizaci tak nevyuZivaji membranovych reggpi\Wang, 2002). Jejich ¢inky na
buitku mohou byt zproggdkovany dalSim druhym poslem a jejich signalnhyrge vzajemé
propojuji (Paeet al., 2009. Spole&nym rysem gasotransmitteje také rychla degradace po
jejich uvolréni (Wang, 2002).

Gasotransmitery se podileji na regulaci fyziologak proces8 jako je cévni
homeostaza, ipnos nervovych vzrudh obranyschopnost nebo zédnPaeet al., 2009).
Gasotransmitery uplagiji svou funkci také v saéni samti reprodukni soustay. U samic
pak maji vliv na hormonalni regulaci, kontrakegodni svaloviny, vyvoj oocyi a meiotické
zrani (Smelcovét Tichovska, 2011).

Gaostransmiter oxid dusnaty je v organismu syrdefin syntazou oxidu dusnatého
(NOS). NOS se vyskytuje verech izoformach, které jsou pojmenované podle prvni
lokalizace v organismu. Indukovatelna NOS (iNOS)abgoprvé nalezena v makrofazich,
endotelialni NOS (eNOS) v cévnim endotelu a nervdM@S (nNOS) v nervové tkani.
VSechny izoformy NOS umaiiji produkci oxidu dusnatého katalyzou konverzerdiranu
na citrulin a oxid dusnaty (Lamasal., 1992).

V prase€ich oocytech byla detekovana mRNA vSech izoforenSNOv kumularnich
buinkdch mRNA izoformem eNOS a iINOS (Chmelikatal., 2010).

Oxid dusnaty se uplatije svymi &inky v kardiovaskularnim systémuipregulaci
krevniho tlaku (GOmez-Fernandea al., 2004), v imunitnim systému (Broillet, 1999)
a v centralni nervové soustayMuramatsuet al., 2000). V reprodudni soustay samaé
ovliviiuje oxid dusnaty hormonalni regulaci (McCann, 1982yapojen do spermatogeneze
(Davidoff et al., 1997) a do regulace erekce (Ignaetoal., 1990). V sandii reprodukni
sousta¥ ma oxid dusnaty vliv na kontraktilitwkbhy a udrzeni tezosti (Farinat al., 2001).
Stejre jako u sami, i u samic ma oxid dusnaty vliv na hormonalni tagu(Van Voorhiset

al., 1995) a vyvoj zarodeych burk. Zapojeni oxidu dusnatého do regulace meiotického
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zrani je nezbytné proiechod z meidzy | do meidzy Il (Jablonka-ShasdffOlson, 1998).
NOS je exprimovana v cytoplaznoocytu i v kumularnich hikdch. Bhem meiotického
zrani je oxid dusnaty produkovan kumulo-oocytarkismplexem (COC) a je nezbytny pro
GVBD a dosazeni MIl (Chmelikow al., 2010).
Gasotransmiter oxid uhelnaty je vitdch uvohovan enzymem hem oxygenézou

(HO) behem degradace hemu (Tenhumeal., 1969). HO se vyskytuje véeth izoformach —
HO1, HO2 a HO3. HO1 je produkovanankami zejména vlivem buiného stresu (Chigt
al., 2009). HO2 byla detekovana v cévnim endotele, d& podili na relaxaci cév (Zakhaty
al., 1996). HO3 se uplatije v regulaci bugnych proces vazanych na hem (McCoubrely
al., 1997). V somatickych hik&ch je jednou z cilovych molekul hem oxygenazyngle-
cyklaza, ktera syntetizuje cGMP (Morita et al., 329

Oxid uhelnaty se podili na regulaci 2divych proces (Freitaset al., 2006), reguluje
cévni tonus (Johnsoea Johnson., 2000), ma antiapoptotickénty (Soareset al., 2002)
a astni se fenosu nervového vzruchu (JohnseinJohnson., 2000). Podabfako oxid
dusnaty se i oxid uhelnaty uplaje v sandi a samii reprodukni soustay (Lamaret al.,
1996). Tak jako v somatickych tkach, Ize pedpokladat zapojeni oxidu uhelnatého do
regulace cGMP v granul6znichiikéch, kde byla hem oxigenaza detekovana (Haeadh,
2004).
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2.3 Sulfan

Sulfan (HS) je bezbarvy htavy plyn s charakteristickym zapachem. Ve vysokych
koncentracich je sulfan toxicka latka s SirokospgRkim (Einkem na organové soustavy.
Toxickym &inkam podléhaji zejména sliznice dychacich cest actk@rané na zasobeni
kyslikem, gedevsSim centralni nervova soustava (Reiffensttiral.,, 1992). Endogern

uvoliovany sulfan se uplatije ve fyziologickych procesech sav@Vang, 2002).

Sulfan je v sadich buikdch endogeninsyntetizovan enzymy cystationin lyazou
(cystathioniney lyase - CSE), cystationjhisyntdzou (cystathioningsynthase - CBS) (Wang,
2002) a 3-merkaptopyruvat sulfurtransferazou (3eagtopyruvate sulfurtransferase -
3-MST) (Shibuyeet al., 2009). CSE a CBS pgamezi pyridoxal-5-fosfat dependentni enzymy
(Stipanuket Beck, 1982) a jejich spaleym substratem je sirna aminokyselina L-cystein
(Chenet al., 2004). Pro 3-MST je substratem 3-merkaptopyr@8atbuyaet al., 2009). CBS
a CSE jsou enzymy zodp&né za produkci &sSiny endogenniho sulfan v organismu savc
(Zhao et al., 2001). DalSim zdrojem endogenniho sulfanu je keduelementarni siry na
sulfan g oxidaci glukozy (Searcgt Lee, 1998)

CSE, také cystationaza (cystathionaseCTH), Sg&pi cystathionin na cystein
a katalyzuje dalSi reakce L-cysteinu, L-cystinu-admoserinu (Starka, 2009). CBS je enzym,
ktery tvai cystathionin. Katalyzuj@-substituci mezi L-serinem, L-cysteinem, cysteinovy
thioetery, dalSimp-substituovanymi R-L-aminokyselinami nebo meZzmymi merkaptany
(Braunsteiret al., 1971; Nakagawet Kimura, 1968; Schlossmarmnal., 1962).

Exprese CBS a CSE je i@ specificka (Zhacet al., 2001). CBS je exprimovana
v hipokampu, moziku, mozkové kie a v mozkovém kmeni (Awai al., 1995). Aktivita
a exprese CSE je vySSi v agrinezenterickych tepnach, portalnich zilach a jngévnich
tkdnich (Hosokiet al., 1997; Zhaoet al., 2001). CSE se tedy uphaje pedevsSim
v kardiovaskularnim systému (Wang, 2002), zatimoentralni nervové soustadominuje
CBS. V rekterych tkanich jsou CSE i CBS pro produkci sulfam@zbytné ob (Wang, 2002;
Boehninget Snyder, 2003).

Exprese CSE a CBS byla také zjifa v samii a samii reprodukni soustaw.

U samd je CBS pitomna v Leidigovych, Sertoliho a zar@gdgch bukach, CSE jen
v Sertoliho bikach a nezralych zarodleych bukach (Sugiuraet al., 2005). U samic jsou
tyto enzymy exprimovany vétbze a placert(Patelet al., 2009), vysoka exprese CBS byla
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prokdzana také v granuldéznich a kumularnichikboh (Lianget al., 2006) a v kumulo-
oocytarnich komplexes (Regassal., 2011).

Sulfan je v organismu n&gstji metabolizovan na sulfat a thiosulfat phi@stnictvim
mitochondrialni oxidace (Caliend@t al., 2010), malac¢ast sulfanu je v cytoplazin
metylovana na methylmerkaptan a dimethylsulféetiTmoZznou cestou katabolismu je vazba
na hemoglobin (Starka, 2009).

Signalizace sulfanu n&gstji spativa v tzv. sulfhydrataci protein(Mustafaet al.,
2009; Senet Snyder 2010). Sulfhydratace je proces,éma sulfan vaze dalsi atom siry
k thiolové skupig (-SH) cysteinového zbytku v proteinech, tedyitvbydropersulfidovou
skupinu (-SSH) a tim sulfan aktivuje enzymy (Muatetf al., 2009). V®&jSi atom siry této
skupiny je silg@ redoxrg labilni a je snadno ipmenén reduknimi cinidly, jako je
dithiothreitol, cystein nebo glutathion (GSH), ndfan (Beinert, 2000):

Protein-S-SH + GSH— Protein-S-SG + H2S
Cys-S-SH (thiocysteine ) + GSH» Cys-S-SG + H2S

Sulfhydrataci se sira vaZze k mnoha prdiein jednd se ndp o albumin, aktin,
B-tubulin, CSE, CBS, d&které fosfatazy a katalazyi glyceraldehyd — 3 — fosféat
dehydrogenazy (Mustat al., 2009).

Nejlépe jsou &inky sulfanu popsany v krevnim &hu. Sulfan je produkovan v srdci
a v hladkosvalovych hikach cévnich g8h (Genget al., 2004) a vyvolava hyperpolarizaci
a vasorelaxaci cévniho endotelu a hladkosvalovyahelko aktivaci draselnych kanal
(Mustafaet al., 2011; Yanget al., 2008). V centalni nervové soustge sulfan uvaiovan
piedevsim v hipokampu a mozkovér& a podili se naipnosu informaci mezi nervovymi
buinkami a na procesu utkgni pangti. Fyziologicka koncentrace sulfanu v mozkové ikan
50 — 160 uM (Abe et Kimura, 1996). Svymi antioxidaimi &inky sulfan gedchazi
oxidatnimu poSkozeni hiek (Taniguchiet al., 2011). Sulfan je schopen inhibovat expresi
prozartlivych faktorni (Oh et al., 2006) a potléovat procesy starnuti bék a organizmu.
Sulfan @isobi cytoprotektivéa anti-apoptoticky (Zhang al., 2013), v nddorovych likach
vSak mize pisobit i pro-apoptoticky (Predmoetal., 2012).

Svymi &inky se sulfan uplauje také v sawi reprodukni soustay, kde ma
proerektilni funkci (Srilathaet al., 2006) a v sanii reprodukni sousta¥ (Srilathaet al.,
2009), kde tlumi &ozni kontrakce (Sidhuet al., 2001) a relaxuje hladké svalstvo
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prostednictvim signalni drahy oxidu dusnatého (Srilaghal., 2009). Vyblokovanim genu
pro CBS u mySi dochazi k porucham plodnosti (Guzretaal., 2006). Potléeni exprese
enzymu CBS v granul6znich ikach vede k inhibici meiotického zrafiiiang et al., 2007),

piedpokladany je vliv sulfanu také na kumularni exgban
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2.4 Kumularni expanze

Savi oocyty jsou v Graafay folikulu bezprostedre obklopeny kompaktni vrstvou
kumularnich buék. Ty jsou souasti tzv. vejconosného hrbolku cumulus oophorus.
Kumularni buiky jsou zapojeny vistu a zrani oocyta spoléné s oocytem tvid kumulo-
oocytarni komplex (COC) (Deket al., 1979).

V primarnich folikulech, které obsahuji rostoucicygip proliferuji granulézni hiky.
Béhem utvédeni dutiny folikulu granulozni biky diferencuji na kumularni lily a muralni
buinky. Kumularni buiky obklopuji oocyt. Murdlni granulézni bky tvori vystélku sgny
folikulu (Buccioneet al., 1990).

Kumularni butky pak spoléné s oocytem vytvieji mezibugcné spoje typu gap
junction, které jsou proist a vyvoj oocytu nezbytné. Kumularniriy tak poskytuji oocytu
Ziviny a kontakt s wSim prostedim. Spoje gap junction ve skénesti zajiguji
membranova propojeni, ktera umiai rychlou dopravu malych metabdilita regulénich
molekul do oocytu. Tato vlastnost kumularnich #&unspole&né s jejich specifickou
metabolickou kapacitou hraje hlavni tlohtizrani oocyt (Gilulaet al., 1978).

Béhem preovuléni periody u ¥tSiny savé kumularni biiky syntetizuji a ukladaji
extracelularni matrix (ECM) bohatou na kyselinu lhyanovou (HA), proteiny a dalSi
proteoglykany, a tvié tak prostedi pro oplod#ni in vivo (Eppig, 1979; Mlynafikovaet al.,
2009). Tento fenomeén je ozimwvany jako kumularni expanze a ustugé uvolreni kumulo-
oocytarniho komplexu z folikularni &y, jeho uvolgni prfi ovulaci a zachyceni nélevkou
vejcovodu. Kumularni expanze je nezbytna prassisg oplod#ni a vyvoj zygoty (Cheet al,
1993; Vanderhydenet Armstrong, 1989). Odpovidajici slozeni a vznik kulénni
extracelularni matrix je nezbytné pro ovulaci, &fgk prichod oocytu vejcovodem a pro
oplodreni (Russelkt Salustri, 2006).

Kumularni buiky jsou také nezbytné pro meiotickou a vyvojovomketenci (Qiaret
al., 2003) a ovliviuji tak kvalitu meiotického zranin vitro (Karja, 2008). Absence
kumularnich buék naruSuje lipidovy metabolismus oocytu a tim reguisyntézu mastnych
kyselin a lipolyzu dlezitou pro energii k dozrani oocytu, oplozeni ajeko ¢asnému
embryonalnimu vyvoji (Auclaiet al., 2013).Vlivem kumularni expanze dochazi kepuseni
spoji gap junction. Nasledkem toho oocyt ngm Fijimat inhibicni molekuly z kumularnich
burgk a dojde k znovu zahéajeni meidzy (Sutoveksl., 1994)
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Slozky kumularni extracelularni matrix jsou syrgetiany kumularnimi hikami pod
kontrolou endokrinnich fakté@rprodukovanych granuléznimi tkami nebo vstupujicich do
folikult z krevni plazmy. V regulaci kumularni expanze genamré uplatiuje preovulani
vina LH. Vedle LH viny hraje vindukci kumularni ganze dlezitou roli také #istovy
diferencig&ni faktor 9 (growth differentiation factor 9 - GOH-(Elvin et al., 1999). Rsobeni
tohoto faktoru je pozorovanochem celého folikularniho vyvoje. V kumularnichii@ach
muze LH aktivovat GDF-9 indukci proteaz, které ho laug z jejich inaktivnich
proteoglykari, nebo stimulaci tvorby specifickych GDF-9 recept(Richardset al., 2002).
Aktivovany GDF-9 vyvolava sekreci hyaluronové kysgl kumularnimi bikami, které
spole&né s proteiny formuje matrix charakteristickou prontwlarni expanzi. GDF-9 také
indukuje cyklooxygenazu 2 (COX-2) (Elvigt al., 1999). COX-2 je nutna pro syntézu
prostaglandinu E2, ktery se vaZe na prostaglan@ime€eptory (EP2). &které experimenty
ukazuji, ze toto pozbi sloZeni je nezbytné pro kumularni expanzi dawiyRichardst al.,
2002).

GDF-9 regulujici kumularni expanzi patige také produkci plasminogenového
aktivatoru urokindzového typu (uPA) v granuloznithimkach (Elvin et al., 1999).
Plazminogenové aktivatory (PA) jsou serinové proyedteré Stpi plazminogen na aktivni
protedzovy plazmin (Dowet al., 2002). Tyto enzymy jsou zapojeny ddegtavby
exztracelularni matrix vdkolika tkanich ¥etn® vajeiniki. Plazminogenoveé aktivatory
urokinazového typu #mi strukturu preovukaich folikuli na ovul&ni. Preovulani vina LH
zpisobi nejen aktivaci GDF-9, ale také produkcintké/ch plazminogenovych aktivator
(tPA), které pedchazeji degradaci kumularni extracelularni ma@alustri, 2000). Oocyty
akumuluji mRNA tk&ovych plazminogenovych aktivatotbehem fistové faze a translace
této mMRNA je spugha po obnoveni meiotického zrani (Huek Zhao, 2005). Tyto udaje
poukazuji na natmou souhru mezi oocytem a kumularniminkami viizeni integrity
kumulo-oocytarnich komplex

Kompaktni kumulo-oocytarni komplexy podléhaji v pddkachin vitro expanzi,
pokud jsou pod vlivem gonadotropnich hormprjako je FSH (Eppig, 1979), igs
mechanismus, ktery je zpréstikovan cAMP (Dekedt Kracier, 1978).

V procesu kumularni expnaze se dale uiplgt pfitomnost a metabolickd aktivita
oocytu. Pro stanoveni, zda pIni oocyt ulohu v ragulkumularni expanzen vitro, je
vyuzZivan postup oocytektomie, kdy je oocyt odsiraz izolovanych kumulo-oocytarnich

komplexi. MysSi kumulo-oocytarni komplexy zbavené odgysestavajici z kumularnich
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burgk spojenych sezona pellucida, nereagovali na FSH kumularni expanzi a tvorbou
hyaluronové kyseliny. Naproti tomu hladina extrat@iniho cAMP po stimulaci FSH
u kumulo-oocytarnich kompléx zbavenych oocwt vzrostla na stejnou Uroie jako

u neporusenych kumulo-oocytarnich komgleiXumulo-oocytarni komplexy zbavené oocytu
produkuji hyaluronovou kyselinu a podstupuji kumoiaexpanzi pouze pokud jsou
kultivovany v mediu s pka dorostlymi oocyty. Za stimulaci kumulérni exparaecytem je
odpowdny faktor umo#ujici expanzi kumulu (cumulus expansion enablingda- CEEF)
secernovany oocytem, bez kterého neni kumularnarez@ mysich kumulo-oocytarnich
komplexi mozna (Buccionet al., 1990; Nagyové&t al., 1999). CEEF produkovany oocytem
neni nezbytny pro kumularni expanzi pkdsk kumulo-oocytarnich kompléx Prasei
kumularni a granuldzni iy jsou u prasat schopny samy produkovat CEERNasé spolu

s oocytem podilet na autokrinni regulaci kumul&xpanze (Nagyovét al., 1999).

Za regulaci kumularni expanze jsou odfne také dalSi faktory, jako je epidermalni
rastovy faktor (epidermal growth factor — EGF)tstovy faktor podobny inzulinu (insulin-
like growth factor — IGF) (Rimcovaet al., 2007). Jejich fitomnost ve folikularni tekutinse
podili na parakrinni regulaci kumularni expanzeanizoocytu (Naitcet al., 1988). Prasg
folikularni tekutina dale obsahuje tepl&tstabilni faktor (heat-stable factor), ktery podger
kumularni expanzi (Deagt al., 1994). Akoli povaharady faktoti folikularni tekutiny nebyla
dosud pesré objaskna, je folikularni tekutina pouzivana jako slozkaltivacniho media
pouzivaného pro zrani ooGytNakayamaet al., 1996).

Mezi molekuly regulujici kumularni expanzi gaskupina gasotransmiter Dosud
byla studovana uloha oxidu dusnatého v regulacildédmi expanze. Bylo zji&o, Ze donor
oxidu dusnatého inhibuje kumularni expanzi ptade oocyhti (Tao et al., 2005), zatimco
u ovci je syntaza oxidu dusnatého (NOS) a produkddu dusnatého nutna pro Uplnou
kumularni expanzi (Amalet al., 2011).

Limitujici fdze v optimalizaci zranin vitro je vybsr kvalitnich oocytt s dostaténym
poctem vrstev kumularnich bgk. Jak uvadji Davachiet al. (2012), existuje vztah mezi
poétem €chto vrstev a schopnosti vyvoje kumulo-oocytariicmplexi in vitro. Pritomnost
3 a vice vrstev kumularnich btknv kumulo-oocytarnich komplexes vedou k lepSi klami
expanzi Bhemin vitro zrani. Pras# oocyty s vysoce kvalitni cytoplazmou a dostafen
mnozstvim kumularnich bdk maji mnohem &s35i Sanci na zrarin vitro. Proto je kvalitni
cytoplazma a kompaktni vrstva kumularnich duseleknim kriteriem pro vybr oocyti kin
vitro kultivaci (Karja, 2008).
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Méieni kumularni expanze

Intenzitu kumularni expanze je moZzné posuzovatme, metenim plochy
expandovaného kumulu, nebo Hepo kvantifikaci glykosaminoglykan(GAG). Taoet al.
(2005) definovalii tiidy pro orient&ni analyzu kumularni expanze:

) Kumulo-oocytarni komplexy s kompletni expanzi vealsvrstvach

kumularnich bugk

) Kumulo-oocytarni komplexy &st&nou expanzi wSich vrstev kumularnich

bungk

1) Kumulo-oocytarni komplexy bez kumularni expanze.

Problémem této metody je subjektivni posuzovani.

DalSi gimou metodou je vyp®t plochy expandovaného kumulu. Tato metoda je
zaloZena na pro&eni snimk kumulo-oocytarnich kompléxa vypa@tu plochy podle vzorce:
plocha [mn] = délka (vzdalenost dvou nejvzdalfich bodi kumulu v mm) x &ka
(vzdalenost dvou nejblizSich bibdkumulu v mm) x konstanta 0,7854 (Deenal., 1994).
V souwtasnosti je mozné snimky podrobit softwarové anatfm@zu. Nevyhodou této metody
je subjektivni vyBr metenych vzdalenosti a nepostihnuti  trojrézng struktury
expandovaného kumulu (viz Obr. 3). Vyhodou ob&échto metod jsou nizké naklady a

moznost neinvazivniho 8t dat v péibéhu kultivace vin vitro podminkéch.

Obr. 3. COC po aspiraci z folikil(3a) a po 48 hod kultivaga vitro (3b)

SR

vrstev kumularnich

3a. Pfasé’ kumulo-oocytarni komplexy po aspiraci z oocytlbnéné na zaklad p0ctu
burgk a kvality cytoplazmy. 3b. Kumulo-oocytarni komypjyepo 48 hodinové kultivadin vitro. OdliSné tvary
expandovanych kumiulzpisobuji chybu v imych metodach #sfieni intenzity kumularni expanze.

Intenzita kumularni expanze je zavisla na obsahualuhgnové kyseliny
v extracelularni matrix (Dekeket al., 1979). Kumularni expanze lze proto fiem

kvantifikovat meéfenim hyaluronové kyseliny. Hyaluronova kyselinangkromolekularni
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slousenina s relativni molekularni hmotnostit& nez 16 (Kakehiet al., 1993). Sklada se
z opakujici se disacharidové jednotky N-acetyl-Dkgsamin a D-glukuronové kyseliny se
sttfidavymip-(1,3) ap-(1,4) vazbami a je variabilni ve své délcesfmn €chto podjednotek,
kterych miZe byt zhruba 10 az 1 000 (Meyer, 1958) viz obr. 4.

Obr.4. Struktura kyseliny hyaluronové (Kakettial., 1993)

CH,0H
CH,OH COOHy 1o 2
COOH . HO % o 0
O b HO NHAC
z NHAC OH

HO OH
n

Mozny zpisob kvantifikace hyaluronové kyseliny je radioakfizna&eni prekurzak
glykosaminoglykafi pouzitych v podob pridavku do kultivéniho média (Eppig, 1980).
Prekurzorem rize byt fH]glukosamin pro hyaluronovou kyselinu. Pomoci cadttivniho
signalu emitovaneho prekurzory glykosaminoglykdre kvantifikovat obsah hyaluronové
kyseliny (Solursh, 1976).

Mezi dalSi postupy stanoveni hyaluronové kysekinyinych glykosaminoglykat
pati spektrofotometrické #eni koncentrace hyaluronové kyseliny (Chenal., 2005),
imunologické metody stanoveni koncentrace hyalwéndyseliny metodou ELISA
(Kongtawelertet Ghosh, 1990) a High-Performance Liquid Chromatplgya(HPLC) (Volpi,
2000). Tyto metody jsou standatdpouzivané pro vzorky somatickych tkani nebo plazmu
ale zatim nebyly zavedeny pro stanoveni hyaluron&yseliny v kumulo-oocytarnich

komplexes a pro #ieni intenzity kumulérni expanze.
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3 Hypotézy a cil prace

Byla stanovena hypotéza, Ze gasotransmiter sudfaapojen do regulace kumularni expanze

a meiotického zrani pra&ieh oocyfi kultivovanych v podminkacim vitro.

Cilem préace bylo:

a) stanovit vliv koncentrace donoru sulfanu na klémi expanzi a meiotické zrani praian
kumulo-oocytarnich kompléix podle obsahu hyaluronové kyseliny po 48 hod. kadie

v podminkéachn vitro;

b) zhodnotit vliv nejdinnéjSi koncentrace donoru sulfanu nailpth kumularni expanze
a meiotického zrani praseh kumulo-oocytarnich kompléxpodle obsahu hyaluronové
kyseliny po 12 — 48 hod. kultivace v podminka&achitro;

22



4 Material a metody

4.1 Material

4.1.1 Ziskadvani kumulo-oocytarnich komplex

Kumulo-oocytarni komplexy byly ziskavany z wvajékia dosud necyklujicich
prepubertalnich prasfek. Vaje&niky byly dopraveny do laborat® z jatek do dvou hodin po
odkeru ve fyziologickém roztoku (0,9 % NaClfil89 °C. Pomoci jehly 20G byla provedena
aspirace ovarialnich foliktilo priméru 2 - 5mm. Tenkou skl€énou pipetou byly z folikularni
tekutiny pod binolupou vybrany oocyty s neposkozemgtoplazmou a souvislou vrstvou

kumularnich bugk.

4.1.2 Kultiva éni médium

Pro kultivaci kumulo-oocytarnich komphkexoylo pouzito kultivéni médium M199
(Life Technologies, Paisley, Skotsko). 100m| méduikp doplréno o 273 mg NaHC§¢) 60 mg
laktatu vapenatého, 25 mg pyruvatu sodného, 1561ERES a 2,5 mg gentamiciniBigma-
Aldrich, USA) a 10 % (v/v) fetalniho bovinniho séf&ibcoBRL; Life Technologies,
Deutsdsland).

Pripravené kultivani médium bylo gefiltrovano do 100 ml skieémé baky. Médium
bylo pred pouZzitim temperovano minimél30 min v termoboxu (39 °C, 5 % GOKratce
pied pouzitim bylo do 1 ml médiafigano 0,3 ml gonadotropnich hornioeCG a hCG
v poneru 13,5 1.LU. : 6,6 1.U./ml (P.G.600; Intervet, Hatid).

4.1.3 Pouzité chemikalie a roztoky

» Donor sulfanu: Ng5.9HO (Sigma-Aldrich, USA), navaZzendiplusné mnoZzstvi
donoru a rozpusdho v kultiva¢tnim médiu na cilovou koncentraci #a0,15; 0,3;
0,6 20,9 mM

* Fixani roztok: etanol a kyselina octova (Sigma-AldrittgA) v ponéru (3:1 v/v)

» Barvici roztok: orcein 2,0 g (Sigma Aldrich, USAjitrat sodny 1,0 g (Sigma-
Aldrich, USA) ve 100 ml 50 % kyselkéoctové (Sigma-Aldrich, USA)
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* Roztoky proteaz:
- protedza Aspergilus oryzae (Novozymes, Denmarkedino 1:100 v PBS
- protedza Bacillus licheniformis (Novozymes, Denmark¥edino 1:100 v PBS

4.2 Metody

4.2.1 In vitro kultivace kumulo-oocytarnich komplexi

Pred kultivaci byly kumulo-oocytarni komplexyikrat proplachnuty v kultivénim
meédiu. Kumulo-oocytarni komplexy byly kultivovany podminkachin vitro do stadia
metafaze Il. Kultivace probihala v 1 ml kultdrdho média ve sterilnich 4atkovych miskach
(Nunc, Roskilde, Denmark) v podminkackizené atmosféry ip teplo€ 39 °C
a atmosfée 5 % CQ ve snési se vzduchem.

Uginky sulfanu byly sledovany pomoci donoru sulfamzpusgného v kultiv&nim
meédiu. Kontrolni skupinou byly kumulo-oocytarni kpkexy kultivované v kultivanim
médiu bez fidavku donoru sulfanu.

Do experiment byly pouZity jen ty oocyty, kde kontrolni skupidasahla faze Mll po

48 hod kultivace v minimaih85%.

4.2.2 Fixace a barveni oocyi

Po skowteni kultivace byly kumulo-oocytarni komplexy koritrio skupiny zbaveny
kumularnich bugk pomoci tenkoghné kapilary, montovany na podlozni gkb a fixovany
ve fixatnim roztoku po dobu miniméan24 hod. Pro vyhodnoceni faze zrani byl barven
chromatin fixovanych oocyt barvicim roztokem. Faze jaderného zrani byla vyoocdna
swtelnym mikroskopem Nikon Eclipse s fazovym konteast @i zvétSeni 400x. Bylo
rozliSovano pt stadii jaderného zrani oodyiGV — zarodeény v&ek; LD — pozdni diakineze;
MI — metafaze 1. meiotickéhaleni; AITI — prechod z anafaze do telofaze 1. meiotického
déleni; MIl — metafdze 2. meiotickéhaldni.

24



4.2.3 Méreni kumularni expanze

Jako ukazatel intenzity kumularni expanze kumuloyt@rnich komplek byl vyuzit
obsah hyaluronové kyseliny. Pro stanoveni kyseliryaluronové byl vyuZzit komeng
dostupny kit QnE Hyaluronic Acid ELISA Assay (Biote USA). Tento kit je weny pro
determinaci hyaluronové kyseliny v plagra bylo nutno nejprve metodiku modifikovat tak,
aby byl pouzitelny pro &teni hyaluronové kyseliny v kumulo-oocytarnich koexgch.

Prvnim krokem bylo uvokni hyaluronové kyseliny z kumulo-oocytarnich konxgle
z kterych byly po ukoteni kultivace odebrany expandované kumuly. Expaadéwkumuly
byly nasleds vystaveny proteolytickému &teni gidanim 30 upl roztoku proteazy
z Aspergilus oryzae. Po 2 hodinach kultivaceripd5 °C bylo do vzorku fddano 30ul roztoku
protedzy Bacillus licheniformis a vzorek byl kultivovan dalsi 3 hod. Po uwvéin
hyaluronové kyseliny byly vzorky centrifugovany Snmpii 10 000 otékach.

Béhem kultivace kumulo-oocytarnich kompitexv podminkachin vitro dochazi
k samovolnému uva@bvani hyaluronové kyseliny do okolniho piesti. Z toho dvodu byl
analyzovan také vzorek kultigaiho media.

V ziskaném supernatantu (lyzat expandovaného kynaulkultivainim meédiu byla
meétena koncentrace hyaluronové kyseliny dle naslethgipostupu. Standardy, kontroly a
vzorky byly 10x n&dény Reaction pufrem. 10Ql ziedného standardu hyaluronove
kyseliny, kontrol a vzonk bylo napipetovano do jamek ELISA deég&§. Nasledovala
inkubace 60 minif laboratorni teplat. Po inkubaci se jamky 4x promyly roztokem PBS. Do
jamek bylo pidano 100ul HRP+HABP (Horseradish Peroxidase + Hyaluronatedinig
protein) a inkubovalo se 30 miridaboratorni teplat Po inkubaci se jamky vymyly 4x
roztokem PBS aifdalo se do jamek 100 Substrate roztoku. Nasledovala inkubace 30 min
pii laboratorni teplat Dale bylo pidano 100 pl Stopping roztoku a provedlo se
spektorfotometrické gfeni koncentrace hyaluronoveé kyseliriy 460 nm.

Vysledna koncentrace HA se @@#a z kvadratické ikvky. Celkové mnoZzstvi
hyaluronové kyseliny bylo stanoveno jako &umnozstvi hyaluronové kyseliny néfené
v lyzatu expandovaného kumulu a v kultisédn médiu. Celkové mnoZstvi hyaluronové

kyseliny bylo vztaZzeno ke kontrolni skupia vyjadeno relative.
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4.2.4 Statisticka analyza

VSechny experimenty byly zopakovany minimalBx. Vysledky byly podrobeny
statistické analyze v programu SAS 9.0. Zastouptdii meiotického zrani bylo vyjého
procentual. Rozdily mezi kontrolou a pokusnymi skupinami bylpdnoceny analyzou
rozptylu - t-testem. Produkce hyaluronové kyseligla vztazena ke kontrolni skupin
a vyjadena relativl. Rozdily v produkci hyaluronové kyseliny mezi kabu a pokusnymi
skupinami byly hodnoceny analyzou rozptylu — SHefféestem. Rozdily s P-hodnotou nizsi
nez 0,05 byly povaZzovany za statisticky vyznamné.

4.2.5 Schéma experimeni

1) Vliv koncentrace NaS na kumularni expanzi a meiotické zrani praséich kumulo-
oocytarnich komplexi po 48 hod. kultivace

Pro stanoveni vlivu sulfanu na kumularni expananeiotické zrani byly kumulo-
oocytarni komplexy kultivovany po dobu 48 hodin gdiu s gidavkem donoru sulfanu
v koncentraci: 0,15; 0,3; 0,6 a 0,9 mM. Kontrolkiugina byla kultivovana v médiu bez
donoru sulfanu. Po skoéeni kultivace byla u kumulo-oocytarnich komplestanovena faze

jaderného zrani oodyta obsah kyseliny hyaluronové v expandovaném kumulu

2) Vliv neju¢innéjSi koncentrace donoru sulfanu na piébéh kumularni expanze
a meiotického zrani praséich kumulo-oocytarnich komplexi

Pribéh kumularni expanze a meiotického zrani pfete kumulo-oocytarnich
komplexi byl sledovan u nejtinngjSi koncentrace donoru sulfanu zi% v gedchozim
experimentu (0,3 mM). Kumulo-oocytarni komplexy Yo¥ultivovany v médiu sipdavkem
donoru sulfanu po dobu 12, 24, 36 a 48 hodin. Kanirskupina byla kultivovana v médiu
bez donoru sulfanu. Po skami kultivace byla u kumulo-oocytarnich komplestanovena

faze jaderného zrani ooéya obsah kyseliny hyaluronidové v expandovaném kumu
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5 Vysledky

5.1 Vliv koncentrace NaS na kumularni expanzi a meiotické zrani
prasefich kumulo-oocytarnich komplexi po 48 hod. kultivace

V experimentu byla hodnocena kumularni expanzeiatioeé zrani prasgch kumulo-
oocytarnich komplek kultivovanych 48 hod. viftomnosti donoru sulfanu Na
v koncentraci 0,15; 0,3; 0,6 a 0,9 mM. Po slami kultivace byla hodnocena mira kumularni
expanze proggdnictvim mgteni koncentrace hyaluronové kyseliny v lyzatu exioaraného
kumulu a hyaluronové kyseliny uvané do kultivéniho média v ptbéhu kultivace. Déle
bylo honoceno jaderné zrani ooyt

Pritomnost donoru sulfanu Ma potla&ovala celkovou produkci hyaluronoveé kyseliny

v kumulo-oocytarnich komplexes po 48 hod. kultivaceavislosti na koncentraci donoru.
Inhibi¢ni efekt NaS ale nevykazoval linearniibeh inhibice. Statisticky vyzmnangnbyla
potlaiena produkce hyaluronové kyseliny pouze u konceatdmnoru 0,3 mM a 0,6 mM, a to
0 30% a 7% Potteeni produkce hyaluronové kyseliny v pokusné skugil5 a 0,9 mM
NaS bylo statisticky nevyznamné. V pokusné skapimystavené fisobeni donoru
o koncentraci 0,9 mM doSlo v porovnani s kontradkupinou k statisticky vyznamnému
potlateni uvohovani hyaluronové kyseliny do okolniho média (uiafdL).
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Graf 1. Vliv donoru sulfanu Ng& na mnozZstvi hyaluronové kyseliny v lyzatu expaadeho
kumulu (kumulus) a kultivenim médiu (médium) po 48 hod kultivace pkdsk kumulo-
oocytarnich komplekxv podminkachn vitro.
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Mnozstvi hyaluronové kyseliny (HA) v experiment&lmiskupinach (0,15 — 0,9 mM bp&) je vyjadeno jako procentualni
podil vztazeny k mnozstvi hyaluronové kyseliny wkolni skupi (0,0 mM).

abCgtatisticky vyznamné rozdily (p<0,05) mezi konticdkupinou a experimentalnimi skupinami jsou vyamey rozdilnymi
superskripty

Vliv donoru sulfanu Ng& na meiotické zrani byl posuzovan dle faze jaderngrani.
Pritomnost NaS v koncentraci 0,15 — 0,9 mM neovlivnila proceatmyti, které dosahly po
48 hod. kultivacen vitro stadia MII. (viz tab. 1).

Tab. 1. Vliv Na,S na meiotické zrani praseh oocyti po 48 hod kultivacen vitro

Faze jaderného zrani (% + SD)
Koncentrace n
NayS GV LD M AITI MII
0,0 mM - - 1,1+0,4 - 98,9+0,4 180
0,15 mM - - 0,8+0,4' - 99,2+0,4 120
0,3mM - - - - 100,0+0,4 80
0,6 mM - - - - 100,0+0,4 120
0,9 mM - - - - 100,0+0,4 120

GV — % oocyi ve stadiu zarod@ého véku; LD — % oocyt ve stadiu pozdni diakineze; Ml — % ookyte
stadiu metafaze 1. meiotickéheélehi; AITI — % oocyl ve stadiu anafaze a telofaze 1. meiotickéblerd;

MIl — metafdze 2. meiotickéhaskéni

ab Statisticky vyznamné rozdily (p<0,05) mezi kontfoskupinou a experimentalnimi skupinami pro kazdé
stadium meiotického zrani jsou vyzeay rozdilnymi superskripty.
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5.2 Vliv nejua €innéjSi koncentrace donoru sulfanu na pibéh kumularni
expanze a meiotického zrani praséch kumulo-oocytarnich komplexi

V experimentu byl vyhodnoceniiéh kumuléarni expanze a meiotického zrani kumulo-
oocytarnich komplekx bé¢hem 48 hodin kultivace vifitomnosti donoru sulfanu i vitro
podminkach. Pro experiment byla zvolena koncenti@daeoru, kterd mla v predchozim
experimentu neptsi efekt (0,3 mM NgB). Kumularni expanze hodnocena pfedhictvim
stanoveni koncentrace hyaluronové kyseliny v lyzatpandovaného kumulu a hyaluronoveé
kyseliny uvolné do kultiv&éniho média v ptbéhu kultivace s donorem sulfanu byla
hodnocena v 0, 12, 24, 36 a 48 hodinach kultiv&entroni skupina byla kultivovana

v médiu bez fitomnosti donoru sulfanu.

Donor sulfanu Ng5 v koncentraci 0,3mM snizoval celkovou produkcalyonové
kyseliny. Tento efekt se projevil statisticky vymma po 36 hod. kultivacein vitro

a pretrvaval i po 48 hod. (viz graf 2).

Graf 2. Vliv NayS na celkové mnozstvi hyaluronové kyseliny @#gghu 48 hodinové
kultivace pras&ich kumulo-oocytarnich kompléx podminkachn vitro.
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Produkce hyaluronové kyseliny v pokusné a konfrskupireé je vyjadena jako relativni hodnota (relativni
obsah HA) celkového mnozstvi hyaluronové kyselinly2atu expandovaného kumulu a kultimém médiu
vztazena k této hodnohangrené u oocyt ve stadiu GV (0 hod).

*Statisticky vyznamny rozdil vzhledem ke kontrofkiupirg (p<0,05).
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Potlateni produkce hyaluronové Kkyselinyii pkultivaci kumulo-oocytarnich kompléx
v prfitomnosti donoru sulfanu N& v koncentraci 0,3 mM se statisticky vyznanmmojevilo
jak na mnozstvi hyaluronové kyseliny v samotnénmatyzexpandovaného kumulu (graf 3),
tak i v samotném kultivanim médiu (graf 4). Efekt donoru byla statistickyzmamny po 36

hod. kultivacen vitro a peetrvaval do 48 hod.

Graf 3. Vliv donoru sulfanu Ng& na mnozstvi hyaluronové kyseliny v lyzatu expamadého
kumulu v pabéhu 48 hodinové kultivace praseh kumulo-oocytarnich kompléx
v podminkéachn vitro.
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Produkce hyaluronové kyseliny v pokusné a kontrekupiré je vyjadenda jako relativni hodnota (relativni obsah HA)
celkového mnozZstvi hyaluronové kyseliny v lyzatp@xdovaného kumulu vztaZzena k této hodmatneiené u oocyt ve
stadiu GV (0 hod).

*Statisticky vyznamny rozdil vzhledem ke kontroskiupirg (p<0,05).

Graf 4. Vliv donoru sulfanu Ng5 na mnozstvi hyaluronové kyseliny v kultimém médiu
v pribéhu 48 hodinové kultivace praseh kumulo-oocytarnich kompléxv podminkachn
vitro.
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Produkce hyaluronové kyseliny v pokusné a kontrekupirg je vyjadenda jako relativni hodnota (relativni obsah HA)
celkového mnozstvi hyaluronové  kyseliny v kultmém médiu vztazena ktéto hod#ot nantrené

u oocyti ve stadiu GV (0 hod).

*Statisticky vyznamny rozdil vzhledem ke kontradkiupirg (p<0,05).
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Vliv donoru sulfanu Ng5 na meiotické zrani praseh oocyfi byl posuzovan dle faze
jaderného zrani.iRomnost NaS v koncentraci 0,3 mM akceleruje meiotické zrémaisgich
oocyti. Donor sulfanu Ng5 statisticky vyznamurychluje po 36 hod.fpchod z meidzy | do
meiodzy Il, zatimco oocyty kontrolni skupinygtrvavaji v metafazi I (21,7% vs. 0,0%). Donor
sulfanu NaS po 36 hod. statisticky vyznagarychluje dosazeni Mll (38,3% vs. 62,5%). Po
48 hod. kultivace doséhla pokusnd i kontrolni skapmnetafaze Il bez rozdilu (viz Tab. 2)

stejre jako v gredchozim pokusu.

Tab. 2. Vliv donoru sulfanu Nz5 na meiotické zrani praseh oocyt v pribéhu 48 hodinoveé
kultivace

Faze meiotického zrani (% + SD) N
GV LD MI AlTI Mil

kontrola 100+0,0 | 0,0+0,0 - - - 120
12 h

0,3 mM NaS 98,3+1,4 | 1,7+1,4 - - - 120
24 h kontrola - 3,3+3,8 | 96,7+3,8 - - 120

0,3 mM NaS - 0,0+0,0 | 100+0,G - - 120
36h kontrola - - 21,7+29| 40,0+4,3 | 38,3+3,8 | 120

0,3 mM Na$S - - 0,0+0,0 | 37,5+6,8 | 62,5+6,6 | 120
48 h kontrola - - - - 100+00| 120

0,3 mM NaS - - - - 100+0,6 120

GV — % oocyt ve stadiu zarodmého véku; LD — % oocyl ve stadiu pozdni diakineze; Ml — % oaityte
stadiu metafaze 1. meiotickéhdlehi; AITI — % oocyt ve stadiu anafaze a telofaze 1. meiotickétlerd; Ml

— metafaze 2. meiotickéheldni

ab statisticky vyznamné rozdily (p<0,05) mezi kontioskupinou a experimentalnimi skupinami pro kazdé
stadium meiotického zrani jsou vyzeay rozdilnymi superskripty.

31



6 Diskuse

Proces kumularni expanzeshem které syntetizuji kumularni ftky zrajicich sa¥ich
oocyti extracelularni matrix bohatou na glykosaminoglyk# jeden z dlezitych markeit
pribéhu meiotického zrani (Deke&t al., 1979; Eppig, 1979). Tento proces ijien
gonadotropnimi hormony, které prieinictvim granul6znich b&hk reguluji parakrinni
sekreci kumularnich bwhk uvnitt folikulu (Wassarman, 1988; Motliét al., 1998). Naizeni
kumularni expanze se podili také faktotjtgmné ve folikularni tekutih (Naito et al., 1988;
Némcovaet al., 2007) a faktory samotného oocytu (Nagyeaval., 2000). Krond toho se
regulace kumularni expanzéepn¢ ucastni i gasotransmitery. | kdyz v odborné litetatu
nejsou zatim dostupné informace o efektu sulfaptas€ich kumulo-oocytarnich kompléx
lze pedpokladat, Ze sulfan budeigobit obdobd jako oxid dusnaty, protoZze oba
gasotrasmitery se podili siad fyziologickych proces obdobnym zpisobem. Oba plyny se
nag. Castni vasodilatace krevnich cév (Zhaal., 2001; d'Emmanuele di Villa Bianaa
al., 2009). Oxid dusnaty reguluje aktivitu proteifejich nitrosylaci a sulfan sulfhydrataci,
enzymy zodposdné za produkci gasotransmitejsou fizené prosednictvim C&" a
kalmodulinu (Mustafa et al., 2009). Vliv oxidu dasého (NO) na kumularni expanzi byl u
prase€ich oocyti jiz popsan (Taet al., 2005; Amalest al., 2011).

NasSe experimenty prokazaly inhibujici efekt donauwifanu NaS na celkovou
produkci hyaluronové kyseliny v praseh kumulo-oocytarnich komplexech po 48 hod.
kultivace. Vliv sulfanu na pbéh kumularni expanze u praseh kumulo-oocytarnich
komplexi nebyl zatim studovan. Byl vSak prokazan podilasulfnatizeni funkce jak v saén
(Srilathaet al., 2006), tak v sanii reprodukni sousta¥ (Sidhuet al., 2001; Srilathaet al.,
2009). U mySich kumularnich a granuloznich durLiang et al., 2006) a u haszich
kumulo-oocytarnich kompléx (Regassaet al., 2011) byla popsana exprese enzymu
cystationinf syntazy (CBS), ktera se vime (Eastni produkce sulfanu. Paténi exprese
CBS v granuléznich hikach mysi vede k inhibici meiotického zrghiang et al., 2007). U
praseich kumulo-oocytarnich kompléx ma podobny efekt jako sulfan v naSich
experimentech gasotransmiter oxid dusnaty, ktehjbirje kumularni expanzi (Taet al.,
2005).

NejsilngjSi inhibicni efekt néla v naSich experimentech koncentrace donoru swlfan

0,3 mM v médiu. Potkseni celkové produkce hyaluronové Kkyseliny bylo istizky
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vyznamné od 36 hodiny kultivace. Zda se, Ze sufiissobi na kumularni expanzi poda@bn
jako oxid dusnaty. Viana et al. (2007) prokazallgeni kumularni expanze po 24 hod.
kultivace v gitomnosti donoru oxidu dusnatého u odcykotu. Efekt nizsi ani vysSi
koncentrace donoru sulfanu v médiu nebyl statigticgznamny. Zda se, Ze by sulfan mohl
mit pii svém pisobeni v biice podobny dualni efekt zavisly na koncentraci donfako je
tomu v ipac oxidu dusnatého, ktery v nizkych koncentracichebitcje meiotické zrani,
ale ve vysokych koncentracich ho potige (Buet al., 2003).

V naSich experimentech donor sulfanu ,8lav koncentraci 0,3 mM akceleroval
jaderné zrani pras&ih oocyt, ale efekt donoru byl statisticky tkazny po 24 hodinach
kultivace vin vitro podminkach. Nezjistili jsme statistickygazny vliv sulfanu na fiibéh
GVBD, akoliv bylo mozné tento efektipdpokladat na zaklédkexperimeni s donory oxidu
dusnatého. V podminkach kultivamevitro podstupuje oocyt GVBD spontahpo uvolréni
z folikulu a po adekvatni stimulaci gonadotropnimormony (Motlik et al., 1984;
Wassarman, 1988). V praseh oocytech je pro GVBD produkce oxidu dusnatébpbgtna
(Chmelikova et al., 2010). Motlik et al. (1984) di;&ze GVBD u prasgch oocyti hastava
okolo 16 hod kutivace v in vitro podminkach. Jeytedozné, Ze sulfan akceleruje GVBD
v menSi mie nez oxid dusnaty a pokud by bylipgh jaderného zrani hodnocen nejen po 12
ale i po 16 hodinach, byla by akcelerace GVBD stialty pitikazna. | v pipadt jaderného
zrani je mozné, Ze sulfan vykazuje dualni efekéwisdosti na zvolené koncentraci donoru,
protoZze Bilodeau-Goeseels (2007) uvadi, Ze donoiduoxdusnatého ve vysokych
koncentracich v oocytech skotu inhibuje GVBD, alaizkych koncentracich ho naopak
stimuluje. Testovana koncentrace zvolena na zakiédektu na pibeh kumularni expanze
tedy nemusela byt z hlediska jaderného zrani ojtima

Prechod z meidzy | do meidzy Il a dosazeni metafdzkdeleroval donor sulfanu
statisticky vyznam& Podobny efekt nebyl popsan u oxidu dusnatéhdyz koxid dusnaty je
u praseéich oocyfi nezbytny nejen proipchod z meidzy | do meibdzy Il (Jablonka-Shariff et
Olson., 1998), ale i pro dosaZzeni metafaze Il (Gtkoed et al., 2010). Zda se, Ze \ipac
regulace meiotického zrani se sulfan uplg odliSnym zfgsobem nez oxid dusnaty.

Jednou z moznych cest, kterymi sulfafdze ovliviiovat meiotické zrani, je regulace
uvoliovani C&" ionti. Sulfan zfisobuje naist C&* v buikach endotelu (Moccia et al, 2011).
C&* v oocytu niize prostednictvim CaMKIl podporovat akumulaci cyklinu Eanet al.,
2003). DalSi moznou cestou, kterou sulfan reguim@otické zrani, je sulfhydratace. Tou
sulfan zvySuje katalytickou aktivitu enzynfPaul et Snyder, 2012) a regulujgrKkanalové
proteiny (Mustafaet al., 2011). Prosednictvim sulfhydratace sulfan reguluje i aktivitu
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tubulinu a aktinu (Mustafat al., 2009). Tubulin je saiasti mikrotubul, které tvai délici
vieténko. To je zodp@dné za rozchod chromozanb¢hem mitdzy a meidzy. Aktinova
vlakna se podili na tvogbkontraktilniho prstence. (Albertt al., 1998). Sulfan by se tak
mohl (astnit meidzy cestou sulfhydratace tubulirdliciho Weténka a aktinu kontraktilniho
prstence.

Na regulaci meiotického zrani se sulfafzm podilet i progednictvim signalni drahy
cAMP/PKA .Tato draha je v oocytu zodpmna za udrzeni 1. meiotického bloku (Pirieto
al., 2009). Sulfan v somatickych tikkach tuto signalni drahu reguluje pomoci sulfhyalrat
(Njie-Mbye et al., 2012). Sulfhydrataci ovlivima cAMP/PKA signalni draha by mohla byt
piicinou rychlejSiho pibéhu GVBD praséich oocyft.

DalSi signalni drahou ovlivmou v somatickych hikach sulfanem je PI3K/Akt (Chi
et al., 2010). Signalizace PI3K/Akt je u prégeh oocyli nezbytna pro regulaci kumularni
expanze a fgchod z meidzy | do meidzy Il (Prochazkhal., 2012). MoZnou ficinou
akcelerace jaderného zrani prask oocyt sulfanem spolu s potlanim kumulérni expanze
je tedy ovlivréni PI3K/Akt sulfanem.

Mezi meiotickym zranim a kumularni expanzi existpgeitivni vztah. Karja (2008)
uvadi, Ze oocyty sgh a vice kompaktnimi vrstvami kumularnich Blknsou v podminkach
Na kvali€ a patu vrstev kumularnich bk je zavisla intenzita kumularni expanze, ktera
rozhoduje o usfsnosti meiotického zranin vitro (Qian et al., 2003). Sulfan kumularni
expanzi potlauje, ale meiotické zrani urychluje. Tento fakt m&gpodobré souvisi s regulaci
kumularni expanze prasdnictvim faktoru umatjici expanzi kumulu (CEEF), ktery je
produkovan oocytem (Eppig al., 1993). Sekrni aktivita oocytu vetrg produkce CEEF po
dosazeni metafaze | ustava (Nagyatéal., 2000). Je mozné, Ze pokud vlivem zvySené
hladiny sulfanu dojde k akceleraci meiotického zr&aocyt ukowi diive produkci CEEF a

k dalsi kumularni expanzi jiz nedochézi.
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7 Zavér

Béhem meiotického zrani kumularnitky syntetizuji a akumuluji sloZzky extracelularni
matrix a dochazi tak ke kumularni expanzi. Intenkiimularni expanze pozitigrkoreluje
s meiotickym zranimn vitro a miZze tak slouzit jako jeden z ukazdtalitality dozralych
oocyti.

NaSimi experimenty jsme prokdazali, Ze sulfan jaksaransmiter ovliwje kumularni
expanzi prasgch kumulo-oocytarnich kompléxbéhem kultivace vin vitro podminkéach,
¢ehoz se da vyuzit pro dalSi studium k optimalizax@tod meiotického zranin vitro.
Kumularni expanze byla potiena v zavislosti na koncentraci donoru sulfanyS\d&fekt
sulfanu na pirbéh meiotického zrani oodytale nevykazoval linearni zavislost na davce
donoru. Zda se tedy, Ze sulfarize, podob# jako jiné gasotransmitery, mit dualni efekt
ovlivnény jeho koncentraci v liige. Zarové s potl&enim kumularni expanze doslo vlivem
sulfanu k akceleraci jaderného zrani. DalSi expenty by bylo vhodné zaffit na
molekularni mechanismyiipobeni sulfanu jako gasotransmiteru zejména véauztgiibehu
jaderného zréani, @it zda sulfan ovliviuje expanzi kumulu pragdnictvim oocytu nebo zda
ovliviiuje gimo produkci hyaluroné kyseliny kumularnimitami a také experimentén
ovétit moznost dualnihotsobeni sulfanu v zavislosti na jeho koncentraciniVeajimaveé by

bylo zjistit, zda nedochazi k interakcim sulfardesSimi gasotransmitery.
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