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Abstrakt

Prase¢i oocyty, dozralé vinvitro podminkach, které nejsou oplozeny nebo
partenogeneticky aktivovany, podléhaji procesu, oznaCovanému jako starnuti. Béhem starnuti
oocytli dochazi ke komplexu strukturnich a funkénich zmén, které u prasecich oocyti mohou
vyustit ve spontdnni partenogenetickou aktivaci, fragmentaci ¢i lyzu. V naSich kultiva¢nich
podminkach po 3 dnech starnuti zlstavd 23% oocyti ve stadiu metafaze 11, 48% je spontanné
partenogeneticky aktivovano, 26% oocyti podléhd fragmentaci a 3% oocytl lyzuji. Kultivaci
oocytli v médiu s piidavkem donoru sulfanu Na,S v koncentracich 150 pM a 300 uM dochazi
k aplnému potlaceni fragmentace oocytu béhem starnuti prasecich oocytl. Inhibici enzymut
katalyzujicich v oocytu syntézu sulfanu (cystathionin-B-syntazy a cystathionin-y-lyazy) dochazi
v prubéhu starnuti k CasnéjSimu nastupu fragmentace oocytl. Efekt obou inhibitort lze
kompletné zvratit pouzitim donoru sulfanu Na,S.

Proces starnuti u prase¢ich oocytli vyznamné ovlivituje i ispé$nost aktivacnich postupt.
U prasec¢ich oocytll, které nebyly vystaveny starnuti, doslo k partenogenetické aktivaci u 94 %
znich. Po vystaveni prasecich oocytii 24 hodindm starnuti poklesl podil aktivovanych oocytl
na 80%. Vystaveni prasecich oocytii 24 hodindm starnuti v pfitomnosti donoru sulfanu vyvolalo
dalsi pokles v podilu aktivovanych oocytii (na 68%), avsak takto oSetiené oocyty vykazovaly
vyznamné lepsi nasledny ¢asny embryondlni vyvoj oproti oocytiim starnoucim bez pfitomnosti
donoru sulfanu. Podil embryi, kterd dospéla po 7 dnech kultivace do stadia blastocysty, byl
u skupiny oocytli osetienych béhem starnuti donorem sulfanu vyznamné vyssi (16%) nez

u skupiny oocytt starnoucich bez vystaveni donoru sulfanu (2%).

Kli¢ova slova: oocyt, prase, starnuti, sulfan



Abstract

Unfertilized or parthenogenetically non-activated porcine oocytes matured in vitro
conditions are subjected to a process known as aging. During such development, porcine oocytes
undergo the complex of the structural and functional changes, which can result in spontaneous
parthenogenetic activation, fragmentation or lysis. After three days of culture in our condition,
23% of oocytes remained at the stage of metaphase |1, 48% of oocytes were spontaneously
parthenogenetically activated, 26% of oocytes were subjected to fragmentation and 3% of
oocytes were lysed. The complete suppression of porcine oocyte fragmentation during the
process of aging occurred during oocytes cultured in medium with sulphide donor N&S in
concentrations 150 uM and 300 uM. Inhibition of enzymes catalyzing the synthesis of hydrogen
sulfide in the oocytes during the process of aging (cystathionine-gamma-lyase and cystathionine
beta-synthase), iniciates earlier onset of oocytes fragmentation. The effect of both inhibitors
could be completely reversed by using sulphide donor NagS.

The process of aging in porcine oocytes significantly reduces the success of the activation
processes. Parthenogenetic activation occurred in 94% of pig oocytes, which were not subjected
to aging. The proportion of activated oocytes after exposure to 24 hours of aging decreased to
80%. 24 hours aging exposure of pig oocytes in the presence of hydrogen sulphide donor led to a
further decline of the proportion of activated oocytes (68%), however such treatment has showed
significantly better subsequent early embryonic development compared to oocytes cultured
without the presence of hydrogen sulphide donor. Proportion of embryos that reached after 7
days of culture the blastocyst stage was in the group of oocytes treated during aging by hydrogen

sulfide donor significantly higher (16%) than in those without exposure to sul phide donor (2%).
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1. Uvod

Studium molekuldrnich mechanismli regulace reprodukénich procesii je nezbytnym
ptedpokladem pro zvyseni efektivity reprodukcnich biotechnik, které v poslednich desetiletich
dosahuji velkého rozvoje. Tento rozvoj s sebou piindsi zvySené naroky na dostatek kvalitnich
oocytl dozralych v in vitro podminkach. Zrani oocytu je slozity proces, béhem n¢hoz dochézi
nejprve k rozpadu zarodeéného vacku a oocyt vstupuje do metafaze prvniho meiotického déleni.
Nésleduje anafaze a telofaze prvniho meiotického déleni, kdy dochdzi k formaci a vydéleni
prvniho poélového téliska. Poté oocyt vstupuje do druhého meiotického d€leni. V metafazi
druhého meiotického déleni se tento proces zastavuje. Dokonceni meiotického déleni zéavisi
na vnéjSim aktivaénim stimulu, vnaSeném do oocytu spermii. Pokud k aktivaci nedojde, oocyt
podléha komplexu strukturnich i funkénich zmén, oznacovanych jako starnuti, které ve svém
disledku vedou az k apoptotickému ¢i nekrotickému zaniku oocytu. Starnuti tedy vyznamné
snizuje kvalitu a pouzitelnost takovychto oocytl v reprodukcnich biotechnologiich. Proto je
procestim, probihajicim béhem starnuti oocytl vénovana velka pozornost. Pfesné mechanismy
starnuti oocytl vSak zlistdvaji zatim neobjasnény.

V této oblasti je diskutovana role tzv. gasotransmitterd. To jsou plynné latky, které
v organismu plni dilezitou roli pii prenosu signdlu do buriky. Patii mezi n¢ sulfan, oxid dusnaty
a oxid uhelnaty. O roli sulfanu v regulaci reprodukénich procesti toho jesté neni mnoho znamo,
ale je zde jiz prokdzana nezastupitelna role dalSiho Clena této skupiny, a to oxidu dusnatého.
Oxid dusnaty je zapojen do fizeni oogeneze, rustu oocytil, meiotického zrani i ovulace oocytt.
Podili se 1 na regulaci procesu starnuti. Je schopen vyznamné ovliviiovat apoptézu a zanik
oocytl. Vzhledem k vzijemnému spoluplisobeni téchto gasotransmitterl, prokazaném
v n¢kterych tkanich, napiiklad v nervové tkani pfi pfenosu nervového vzruchu, je mozné
predpokladat jejich vzajemné plsobeni i1 vregulaci reprodukénich procest, respektive
pii regulaci procesu starnuti oocytu.

Hypotézou této diplomové prace je, Ze sulfan, jako piredstavitel gasotransmitteri, je
aktivné zapojen do regulace procest starnuti prasecich oocytl a cilem této diplomové prace je

potvrdit vliv sulfanu na pribéh starnuti prasecich oocytu.



2. Literarni prehled

2.1. Oogeneze a folikulogeneze

Oogeneze je zahdjena jiz béhem fetalniho vyvoje budouci samice a v jejim prubéhu se
z malého poctu vychozich primordidlnich zarode¢nych bunék (PGC — primordial germ cells),
oznacovanych také jako prapohlavni builky, vyvijeji zralé, oplozeni schopné oocyty
(Romanovsky et al., 1988; Voronina a Wessel, 2001).

Proces oogeneze zahrnuje tfi zdkladni faze: fazi mnozeni zarodecnych bunék, fazi jejich
ristu a fazi zrani zérode¢nych bunck. Charakteristickym znakem faze mnozeni zarode¢nych
bunék je mitotické mnozZeni primordidlnich zarodecnych bunék. Vznikaji provazce oogonii, které
se postupné zanoiuji do korové vrstvy vajecniku. V korové vrstvé vajeniku jsou oogonie
uvolnovany z provazce a obklopovany jednou vrstvou pregranuldznich bun€k, dochazi k formaci
primordidlniho folikulu (Romanovsky et al., 1988; Wassarman, 1988; Briggs et al., 1999).

V primordialnich folikulech dochazi k zahajeni meiotické¢ho dé€leni (u prasat od 64. dne
fetdlniho vyvoje) (Sladecek, 1986). Meiotické déleni oocytll probiha ve dvou cyklech. Prvni
cyklus d€leni se svym prubéhem profaze odliSuje od mitdzy, a proto se toto déleni oznacuje jako
heterotypické. Zahrnuje piipravné obdobi proleptotene, kdy je jesté dokoncovana replikace
DNA. Dale nasleduje profaze, kterou je mozno rozdélit na pét stadii: leptotene, zygotene,
pachytene, diplotene a diakinese. V pozdni fazi diplotene, oznaCované téz jako faze dictyate,
se meiotické déleni poprvé zastavuje, dochdzi k prvnimu meiotickému bloku a oocyty piechaze;ji
do faze ristu. Primarni oocyty mohou setrvavat v této fazi po velmi dlouhou dobu, u ¢loveka az
40 let (Wassarman, 1988; Kishimoto, 2003).

Béhem meiotického dé¢leni dochédzi také kintenzivnimu mitotickému mnozeni
pregranuloznich bunék ovéria a oocyt je obalovan folikularnimi bunikami. Tim se primordidlni
folikul pfeménuje na folikul primarni, ktery je obklopen jednou vrstvou kubickych folikularnich
bunék, které vznikly postupnou pfeménou piavodnich plochych bun¢k (Eppig, 2001). Primérna
velikost primarniho folikulu je kolem 30-50 um (Sladecek, 1986).

Nasledujici etapou oogeneze je faze ristu. Zarode¢né buiiky se béhem této faze nemnozi,
pouze intenzivné rostou. Charakteristickym rysem je prudké zvysSeni syntetické aktivity oocytu,
intenzivni mitotické déleni folikularnich bunék a hromadéni RNA, proteinii a organel
(Wassarman, 1988). Z jednovrstevného primarniho folikulu se stava vicevrstevny sekundarni
folikul. Vicevrstevny obal folikulu je oznaovan jako membrana granulosa (Hyttel et al., 1999).

Na jejim povrchu se tvofti siln€ prokrvena vrstva — theca folliculi (Wassarman, 1988). Granul6zni



buiiky obklopujici oocyt, vytvaieji cumulus oophorus — vejconosny hrbolek. Nad plazmatickou
membranou oocytu vrostoucim sekundarnim folikulu se formuje svétlolomnd vrstva
glykoproteint, oznac¢ovana jako zona pellucida (Eppig, 2001). Folikularni buniky se nadale déli a
ve folikulu se objevuje dutinka, nazyvana antrum folliculi, ktera je vyplnéna folikularni
tekutinou (Driancourt a Thuel, 1998; McGee a Hsueh, 2000). Tato formace folikulu se oznacuje
jako terciarni neboli Graafiiv folikul (Reece, 1998). Na rozdil od hlodavct, kde pii formaci
Graafova folikulu jsou jiz oocyty pln€ dorostlé, pokraCuji oocyty prasete dale v ristu i
po vytvofeni antralni dutiny (Senbon et al., 2003). V antralni dutiné je oocyt obklopen vrstvou
folikularnich bunék, ktera je nazyvana corona radiata. S okolnim prostfedim oocyt komunikuje
pomoci polopropustnych spoji — gap junctions (Wassarman, 1988). U antralniho folikulu lze
rozeznat dva typy granul6znich bunék, které se diferenciovaly pod vlivem faktort sekretovanych
oocytem (napt. GDF-9). Jedna se o kumularni buiiky, coZ jsou buniky blize oocytu a dale
o muralni granuldzu, coz jsou buiiky blize theca folliculi, ktera je tvotena thekdlnimi bunkami
vnitini stény folikulu. Kumulérni bunky, které po zvySeni hladiny hormonu LH expanduji,
zlustavaji s oocytem asociovany i po nasledné ovulaci az do doby oplozeni. Tyto buiiky tvoii tzv.
cumulus. (Buccione et al., 1990; Eppig, 2001; Fair, 2003).

V prubéhu ristové faze se vytvaii zdsoba strukturdlnich proteinli, enzymt, ribozomi,
mRNA, mitochondrii, vyzivnych latek, které jsou nezbytné pro dal§i zdarny vyvoj oocytu a
oocyt postupné ziskava kompetenci ke znovuzahajeni meiotického déleni, tedy ke vstupu do faze
zrani (Sladecek, 1986; Fair, 2003). Na pocatku ristu jsou oocyty zcela nekompetentni, nejsou
schopny znovuzahdjit meiotické déleni. Pozd¢ji oocyty mohou znovuzahdjit meiotické délent,
nejsou vsak schopny jej dokoncit. Meioticky kompetentni oocyty maji zcela ukoncen rist a jsou
schopny znovuzahdjit meiotické¢ déleni, dokoncit fazi zrani a po oplozeni zajistit dal$i vyvoj
embrya (Motlik a Fulka, 1976).

Nasledujici fazi oogeneze je faze zrani. Do této faze oogeneze vstupuji plné dorostlé
oocyty (u prasete 120 pum), které jsou stale udrzovany v diktyotennim stadiu profaze prvniho
meiotického déleni (Eppig, 1991; Ye et al., 2003). Signdlem pro zahéjeni faze zrani u savct
v in vivo podminkéch je zvySeni hladiny hypofyzarnich hormont: LH (luteiniza¢ni hormon) a
FSH (folikulostimulujici hormon) (Sutton et al., 2003). V podminkach in vitro je dostatenym
impulsem pro znovuzahajeni meiotického d¢leni izolace oocytu z folikulu (Fan et al., 2002).
U vsech zivocisnych druhti je pro zahéjeni a prubéh faze zrani nezbytna aktivace MPF (M-phase
promoting factor) a mnoha jinych faktorti: MAPK (mitogen activated protein kinase), APC/C
(anaphase promoting factor/cyclosome), CSF (cytostatic factor) a dalSich (Kishimoto, 2003).



Nejmarkantnéj§i zmény probihaji v jadie oocytu. Jadro je zpocatku jasné ohranic¢eno
jadernou membranou a oznacCuje se jako zarodeCny vacek (germinal vesicle — GV).
Pti znovuzahdjeni meiotického déleni nejprve dochdzi k rozpadu tohoto zarode¢ného vacku
(germinal vesical breakdown — GVBD) (Thibault et al., 1987). U prasete k nému dochazi po 16-
18 hodinéch kultivace in vitro (Motlik et al., 1984).

Na pocatku faze zrani oocyty vstupuji do patého stddia profaze — diakinese. V tomto
stddiu probihd jest¢ kondenzace chromozémul. Béhem diakinese se od sebe centromery
homolognich chromozémti postupné oddaluji a tim dochazi k posouvani chiazmat smérem
ke koncim ramen chromozoému (tzv. terminalizace chiazmat) (Sladecek, 1986). Bivalenty
s terminalizovanymi chiazmaty se rozchazeji ze stfedu jadra k zanikajici jaderné membrané. Poté
oocyt vstupuje do prometafdze a dokoncuje se kondenzace chromozému. Pary chromozémi se
svymi kinetochory pfichycuji na mikrotubularni vldkna déliciho vieténka. Délici vieténko se
vytvaii soubézné s rozpadem zarodecného vacku (Thibault et al., 1987; Liang et al., 2007).
Dokonalé napojeni chromozémti na mikrotubuly déliciho vieténka je nezbytné pro nasledny
spravny rozchod piesné poloviny chromozdémul k opaénym pdlim vieténka. Proces napojeni
mikrotubuld na kinetochory reguluje slozity komplex molekul oznacovany jako spindle assembly
checkpoint -SAC (Rudner a Murray, 1996; Varetti a Musacchio, 2008). Tento komplex je vysoce
evoluéné konzervovany od kvasinek az po ¢lovéka (Malmanche et al., 2006). SAC sestava
z produktti geni MAD (mitotic arrest deficient) a BUB (budding uninhibited by benzimidazole)
a dale zkinaz Mpsl a Aurora B/Ipll kindz a dalSich faktori (Musacchio a Salmon, 2007).
Po korektnim napojeni chromozému na délici vieténko nastdvd metafdze prvniho meiotického
déleni. Chromozomy se seskupuji do ekvatoridlni roviny a vytvaieji kruh kolem stfedu jaderné
oblasti (Romanovsky et al., 1988). Toto obdobi provazi i zmény v uspofadani kumularniho obalu
oocytu. Kumulérni buiiky po hormonalnim stimulu (LH) syntetizuji znacné mnozstvi kyseliny
hyaluronové. Po hydrataci této kyseliny se zacinaji zvétSovat prostory mezi kumuldrnimi
bunkami, vypliluji se mucin6zni hmotou a dochézi k expanzi kumulu (Chen et al., 1996).

Dalsi etapou meiotického d€leni je anafaze. Pro pfechod z metafize do anafaze je
nutna aktivace APC/C komplexu (anaphase promoting complex/cyclosome) (Lorca et al., 1998;
Peters, 2002; Tunquist a Maller, 2003). Jedn4 se o komplex ubiquitin ligdzy a asociovanych
protein spolu s nékolika aktivatory (Cdc20, Cdhl) (Schmidt et al., 2006). Aktivni APC/C
komplex rychle degraduje nékteré molekuly, ptedevsim molekuly cyklinu B a sekurinu (Baker et
al., 2007). Degradace cyklinu B zptsobuje inaktivaci MPF faktoru, coz je nezbytny ptedpoklad
pro vystup z metafaze, postup anafazi a dokonceni meiotického déleni (Eppig, 1991). Degradaci

sekurinu dochazi k aktivaci separazy, enzymu, ktery je zodpovédny za rozstépeni kohezint,
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molekul drzicich jednotlivé chromatidy v tésném spojeni (Gregan et al., 2008; Suijkerbuijk a
Kops, 2008). V anafazi tedy dochazi kpodélnému S$tépeni centromer a jednotlivé
dvouchromatidové chromozoémy se zacinaji rozchazet k opacnym pélim déliciho vieténka. Tim
je redukovan diploidni pocet chromozémi na haploidni (Romanovsky et al., 1988; Wassarman,
1988; Eppig, 1991). Posledni etapou prvniho meiotického déleni je telofaze, béhem niz se
vydéluje prvni polové télisko (Wassarman a Fujiwara, 1978). Prvni polové télisko obsahuje
polovinu chromozémii z plivodni genetické vybavy a rizné organely z oocytu, napiiklad
mitochondrie, ribozomy, kortikdlni granula a také midbody (Zamboni, 1970). Pélové télisko je
vyrazn€ mensi nezZ oocyt.

Po prvnim meiotickém déleni je zredukovan pocet chromozému na haploidni, ale pocet
genl zistava diploidni, a proto musi probéhnout jesté¢ druhé meiotické déleni. Pribéh tohoto
déleni je prakticky shodny s mitéozou, a tudiz je toto dé€leni oznaCovano jako déleni
homeotypické.

Druhé meiotické déleni nastupuje bezprostiedné po ukonceni prvniho meiotického délent,
po vydéleni prvniho pélového téliska. Oocyt tedy neprochazi interfazi a DNA neni zreplikovana,
coz zarucuje redukci poctu genli béhem tohoto déleni (Motlik a Kubelka, 1990). V prabéhu
profaze druhého meiotického déleni se zdvojuji chromatidy chromozémti a vznikd délici
vieténko druhého meiotického dé¢leni (Thibault et al., 1987, Wassarman, 1988). V metafazi
druhého meiotického dé€leni je cyklus podruhé zastaven. Tento druhy meioticky blok je udrzovan
aktivnim CSF (cytostatic factor). CSF udrZzuje vysokou hladinu aktivniho MPF (M-phase
promoting factor) a tim brani pfechodu do anafaze druhého meiotického déleni. Soucasné, pies
signalni drahu MAPK (mitogen activated protein kinase), zabranuje aktivaci APC/C komplexu
(Masui a Markert, 1971; Sagata, 1997; Fan a Sun, 2004). Dokonceni meiotického d¢€leni je
zavislé na ovulaci a nasledném oplozeni oocytu nebo na partenogenetické aktivaci oocytu
(Wassarman, 1988; Whitaker a Patel, 1990). Po proniknuti spermie do oocytu, nebo
po partenogenetické aktivaci, dochazi k indukci oscilaci hladin volnych vapnikovych iontt,
oocyt pokracuje v meiotickém déleni a vydéli druhé polové télisko (Fissore et al., 2002; Sun a

Nagai, 2003).



Obrazek ¢.1: Schematické znazornéni priubéhu oogeneze

(Prevzato a upraveno z Briggs et al., 1999).
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Za fyziologickych podminek jsou savéi oocyty oplozovany pomérné brzy po ovulaci.
Zralé ovulované oocyty maji totiz kratkou zivotnost a plnd vyvojova kompetence zlstdva
zachovana po ovulaci pouze omezenou dobu. S postupem casu vyvojovd kompetence oocytu
klesa (Ducibella, 1998; Wang a Sun, 2007). Doba pro optimalni oplozeni je druhové zavisla.
U mysi se pohybuje mezi 8 — 12 hodinami, u potkanti je to mezi 12 az 14 hodinami, u kralika je
tato doba kratS$i — mezi 6 az 8 hodinami, u prasete je to mezi 12 az 18 hodinami a u primati a
¢lovéka je optimalni doba pro oplozeni oocytu po ovulaci do 24 hodin (Austin, 1974; Fissore et
al., 2002). Pokud k oplozeni ani k partenogenetické aktivaci nedojde v tuto vymezenou dobu,
neoplozené oocyty zistavaji in vivo ve vejcovodu nebo dale kultivovany in vitro a podléhaji
funk¢énim a morfologickym zménam v procesu starnuti, které vedou az k jejich zaniku (Kikuchi

et al., 1995, 2000; Petrova et al., 2004; Petrova et al., 2005; Jones, 2008).



2.2. Starnuti oocyti

Béhem procesu starnuti dochazi v oocytu k mnoha funkénim a strukturnim zménam.
Vsechny tyto zmény snizuji kvalitu a Zivotaschopnost oocytli, coZz mad za nésledek pokles
uspésnosti metod reprodukénich biotechnologii. Presny pribéh vSech procesti spojenych se
starnutim oocytli neni zatim zcela objasnén. Obecné lze fici, ze starnuti oocytli vyustuje

ve spontanni partenogenetickou aktivaci oocytl, fragmentaci oocytt ¢i lyzu oocytii (Petrova et
al., 2004).

Obrazek ¢.2: Morfologicky stav prasecich oocytut v priubehu jejich starnuti

a) oocyt ve stadiu metafaze druhého meiotického deleni (MII), b) spontinne
partenogeneticky aktivované embryo, c) spontanné partenogeneticky aktivovany oocyt,
d) fragmentovany oocyt (Sipka znazornuje tvorbu apoptotickych vacku), e) lyticky oocyt. Barveno

orceinem, zvetseno 400x.



2.2.1. Morfologické zmény starnoucich oocyti

Tyto zmény negativné ovliviiuji reprodukci a jsou spojeny se snizenim fertility (Lanman,
1968; Ben-Rafael et al., 1986; Badenas et al., 1989; Winston et al., 1993; Goud et al., 1999).
Dalsim problémem je zvysSeni polyspermniich oplozeni (Badenas et al., 1989; Pool et al., 1990)
nebo spontdnné partenogeneticky aktivovanych oocyti (Marston a Chang, 1964; Nagai, 1987;
Kikuchi et al., 1995; Petrova et al., 2004; Miao et al., 2009). Starnuti oocytii je provazeno
vyskytem chromozomalnich abnormalit, které ve svém dusledku vedou ke zvySenému podilu
aneuploidii (Rodman, 1971; Plachot et al., 1988; Mailhes et al., 1998; Steuerwald et al., 2005).
Casto dochézi ke spontannimu prolomeni metafazniho meiotického bloku a oocyty piechazeji
promoting factor) a MAPK (mitogen-activated protein kinase) (Xu et al., 1997; Abbott et al.,
1998; Kikuchi et al., 2000, 2002).

U starnoucich oocytli se vyrazné¢ méni struktura plazmatické membrany, zony pellucidy,
cytoskeletu, dochédzi ke zménam v uspofaddni mitochondrii, k destabilizaci déliciho vieténka,
nekorektnimu rozchodu chromozémi, disperzi centrozomalni matrix, pfemisténi polového
téliska, k pred¢asné exocytdze kortikdlnich granul a dal§im zménam (Eichenlaub-Ritter et al.,
1988; Sun a Schatten, 2007; Schatten 2008, Miao et al., 2009).

Povrch plazmatické membrany nestdrnoucich oocytl je kryt souvislou vrstvou microvilli.
U starnoucich oocytil je tato vrstva porusena a microvilli Casto vytvareji pouze ohranicené
okrsky sméfujici do perivitelliniho prostoru. Dale byva vyznamné¢ narusena mikrofilamentarni sit
pod plazmatickou membranou oocytu (Szollosi, 1971; Longo, 1974; Webb et al., 1986;
Pickering et al., 1988; Kim et al., 1996).

Zona pellucida nestarnoucich oocytd vykazuje granulofibrilarni strukturu vzdjemné
propojenych glykoproteinli s Cetnymi pory. Naproti tomu struktura zony pellucidy starnoucich
oocytli sestava zpevnych, vziajemné od sebe separovanych agregati granulofibrilarniho
materidlu. Tento jev je oznaCovan jako tvrdnuti zomy pellucidy (zona pellucida hardening)
(Longo, 1981; Xu et al., 1997; Goud et al., 2005; Miao et al., 2005).

U starnoucich oocytil je téz zvySen pocet lyzozomu, také jsou zde Casto patrné agregaty
tvofené rozpadlym hladkym endoplazmatickym retikulem a vesikly obsahujici ¢asti mitochondrii
(Longo, 1974; Sundstrom et al., 1985).

Pod plazmatickou membranou nestarnoucich oocytl je lokalizovana kompaktni vrstva

kortikélnich granul. Kortikalni granula nejsou pfitomna pouze v malé oblasti nad meiotickym
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aparatem oocytu. Po oplozeni nestarnoucich oocytti dochazi ke kortikalni reakci. Tato kortikalni
reakce zpusobuje trvaly blok polyspermie, nebot hydroldzy a proteazy, uvolilované
z kortikélnich granul, zpsobuji zmény ve struktuie zony pellucidy a tim zajisti jeji nepropustnost
pro dalsi spermie (Abbott a Ducibella, 2001). Slozeni obsahu kortikdlnich granul neni jesté
presné identifikovano, ale tato granula kromé hydroldz a protedz obsahuji 1 glykosaminoglykany
a dalsi latky. Nékteré z proteaz specificky méni receptorové proteiny na povrchu oocytu, takze
nadpocetné spermie se od povrchu zony pellucidy odlucuji a jiné se jich nemohou pfichytit. Jiné
proteazy rusi peptidové spoje mezi zonou pellucidou a plazmatickou membranou, jez se od sebe
oddaluji a wvznikd perivitelinni prostor. Ten se vypliluje proteiny a glykosaminoglykany
(Yanagimachi, 1994). Kortikalni reakce vznikd na povrchu oocytu v misté¢ vniknuti spermie a
postupné se kruhovité §ifi. Tento proces je velice ptisné koordinovan. U starnoucich oocyti je
regulace tohoto procesu narusena a ¢asto dochdzi ke kortikalni reakci spontanné bez oplozeni,
nebo nastdva pouze Castecnd exocytoza kortikdlnich granul (Szollosi, 1971; Longo, 1974;
Gulyas, 1979; Dodson et al., 1989; Xu et al., 1997; Goud et al., 2005). Méni se i rozmisténi
kortikalnich granul pod plazmatickou membréanou. Bud’ je patrny pouze prstenec kortikalnich
granul tésné¢ pod plazmatickou membrédnou, nebo jsou kortikdlni granula lokalizovdna
do jednoho okrsku nad meiotickym aparatem (Miao et al., 2009).

Dalsi zmény je mozné sledovat ve stavu a umisténi polového téliska. Morfologicky stav
polového téliska je jednim zukazatela kvality oocytl, uréenych pro dalsi biotechnologie,
napiiklad pro ICSI. Oocyty s intaktnim a dobfe ohranicenym polovym téliskem vykazuji
mnohem lepsi fertilizani schopnosti a embrya maji vyssi vyvojovy potencial (Ebner et al., 2000)
nez oocyty starnouci, jejichz polové télisko Casto degeneruje a netypicky se v perivitellinim
prostoru premistuje (Hardarson et al., 2000; Miao et al., 2004). Bylo prokazano, ze degenerace
polového téliska zacina jiz pfed ovulaci oocytu a 70% polovych télisek degeneruje do 6 hodin
po dozrani oocytt (Miao et al., 2004).

Béhem starnuti oocytu dochazi k vyraznému naruseni déliciho vieténka oocytu. Korektni
uspotradani mikrotubulli déliciho vieténka a spravné napojeni chromozoémii na mikrotubuly je
nezbytné pro nasledny spravny rozchod ptesné poloviny chromozomii do délicich se blastomer a
je limitujici pro bezchybny embryondlni vyvoj (Wang a Sun, 2006; Sun a Schatten, 2007;
Schatten, 2008). Délici vieténko nestarnoucich oocyti méa kompaktni strukturu s minimem
astralnich mikrotubulli a je orientovano kolmo k plazmatické membrané oocytu. Pol déliciho
vieténka blize k plazmatické membrané je nepatrné mensi nez protéjsi pol déliciho vieténka.
V kazdém podlu mikrotubuly déliciho vieténka vybihaji z prstence tvofeného y-tubulinem. Délici

vieténka u starnoucich oocytll byvaji mnohem kratsi nez dé€lici vieténka nestarnoucich oocytt
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(George et al., 1996; Wang et al., 2001; Sun a Schatten, 2007; Schatten, 2008). U oocyti
starnoucich 2 a vice dni dochazi k rozpadu centrozomi, vytvari se vice prstencti y-tubulinu a
délici vieténka tak mohou byt di- aZz multipolarni, coZ vyznamné ovliviiuje nésledny rozchod
chromozomli a vede k chromozomalnim abnormalitdim. Je zde patrné také velké mnoZzstvi
astralnich mikrotubulii smétujicich do cytoplazmy oocytu. Tyto astralni mikrotubuly podléhaji
v cytoplazmé velmi rychlé depolymerizaci (Longo, 1974; Meyer a Longo, 1979; Eichenlaub-
Ritter et al., 1986, 1988; Slozina et al., 1990; Wang et al., 2001; Goud et al., 2004; Segers et al.,
2008). Immunocytochemické metody prokédzaly snizenou expresi proteinu NuMA (nuclear
mitotic apparatus) u starnoucich oocyti. Tento protein je zodpovédny za stabilitu mikrotubultl
déliciho vieténka. Dale byly prokazany zmény v expresi kinesinu EGS, coz je mikrotubularni
motorovy protein (Hall et al., 2007) a zmény v expresi proteinu MAD2 (mitotic arrest deficient
protein 2), ktery je dulezitou soucasti kontrolniho bodu urcujiciho korektni napojeni
chromozéml na mikrotubuly déliciho vieténka (spindle assembly checkpoint). Exprese tohoto
proteinu se bé¢hem starnuti oocytli téz vyznamné snizuje (Ma et al., 2005; Steuerwald et al.,
2005).

Starnuti oocyti vede k signifikantnimu zvyseni poruch v segregaci chromozomi a tim se
vyznamné zvySuje I vyskyt aneuploidii (Mailhes et al., 1998; Steuerwald et al., 2005).
Chromozomy oocytd starnoucich dva a vice dni jiz ¢asto nejsou usporadany do ekvatorialni
roviny v metafazi druhého meiotického déleni a byvaji cCastecné segregovany k polim
zanikajiciho déliciho vieténka. V priibéhu delsiho starnuti dochéazi k dekondenzaci chromozomt,
jejich migraci do centralni C¢asti oocytu a k vytvofeni jednolit¢é masy chromatinu.
Dekondenzované chromozomy déle fragmentuji a zanikaji (Rodman, 1971; Szollosi, 1971;
Eichenlaub-Ritter et al., 1988; Van Wissen et al., 1991; Zenzes a Casper, 1992; Steuerwald et al.,
2005; Miao et al., 2009).

Starnuti oocytl téz ovliviluje mitochondrie. Snizuje se membranovy potencial
mitochondrii, dochézi k jejich nabobtnani az prasknuti (Wilding et al., 2001). Mitochondrie se
u starnoucich oocytl také preskupuji a vytvareji shluky v cytoplazmé oocytu (Ma et al., 2005).
Mitochondrie za fyziologickych podminek zajistuji energeticky metabolismus oocytu. Kromé
toho obsahuji mnoZzstvi pro- a antiapoptotickych faktorii jejichz disfunkce vede u starnoucich
oocytl k spontanni fragmentaci (Green a Reed, 1998; Wang, 2001). Fragmentace DNA vyvolava
spusténi vnitrobunééné signalizace vedouci k uvolnéni cytochromu c z dychaciho fetézce
do cytoplazmy a to déale indukuje aktivaci kaspazové signalni kaskddy. Ta je mimo jiné
regulovéana proteiny z rodiny Bcl-2. Bcl-2 rodina proteinli zahrnuje jak proapoptotické faktory

(Bax, Bak a dalsi), tak i antiapoptotické faktory (Bcl-2, Bcl-xl a dalsi). Tyto faktory mohou
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stimulovat ¢i inhibovat dalsi uvoliiovani cytochromu ¢ do cytoplazmy a tim amplifikovat signaly
vedouci k programované smrti oocytu (Kluck et al., 1997; Vander Heiden a Thompson, 1999;
Hsu a Hsueh, 2000). Mnozstvi Bcl-2 mRNA a proteinu a hladina ATP klesd u starnoucich
oocytl a muze vést knaruseni funkce vapnikovych pump voocytu a tim i k abnormalni
signalizaci volnymi vapnikovymi ionty (Perez a Tilly, 1997; Gordo et al., 2002; Ma et al., 2005;
Tatone et al., 2006; Verbert et al., 2008).

2.2.2. Zmény v signalizaci starnoucich oocytii

U savct po oplozeni spermii dochazi k indukei vapnikové signalizace, kterd ma charakter
druhove¢ specifickych oscilaci volnych vapnikovych iontd. Oscilace hladin volnych vapnikovych
iontll jsou tedy béhem oplozeni zavislé na indukci §tépeni fosfatidylinositol-4,5-bisfosfat a
vzniku inositol-1,4,5-trifosfatu  (IP;) a 1,2-diacylglycerolu (DAG) a nasledném otevieni
vapnikovych kanali vyvolaném IP; (Bos-Mikich et al., 1995; Kurokawa et al., 2004, 2007;
Igarashi et al., 2007; Jones, 2007; Yoon a Fissore, 2007). Za tuto indukci je zodpovédna
fosfolipaza C zeta (PLC() (Saunders et al., 2002; Swann et al., 2006). PLC( hydrolyticky stépi
fosfatidylinositol-4,5-bisfosfat, ktery je ukotven na wvnitini strané lipidové dvojvrstvy
plazmatické membrany. Produktem Sté€peni jsou inositol-1,4,5-trifosfat (IP;) a 1,2-diacylglycerol
(DAG). IP; difunduje do cytoplazmy, kde fidi mobilizaci intracelularnich zdroji vapnikovych
iontll z vnitrobunéénych depozit. D&je se tak vazbou IP; na uzaviené vapnikové kandly, ¢imz
dochazi k jejich otevieni (Kovat, 2000). PLCC pochazejici ze spermie je 1 v tak malém mnozstvi
schopna pres IP; indukovat mobilizaci vapnikovych iontl z depozit. Je moZné, Ze po indukci
mobilizace véapnikovych iontd PLC(, se na dal§im pribéhu uvolfiovani véapnikovych iontl
z depozit spolupodileji i ostatni izoformy PLC pfitomné v oocytu (Igarashi et al., 2007).

Prostorovy a cCasovy charakter oscilaci vapnikovych iontli je vyznamné zapojen
do regulace mnoha procesti probihajicich v organismu, zahrnujicich bunécnou proliferaci,
genovou transkripci 1 vezikularni sekreci (Berridge et al., 1998). Bylo prokazano, ze pro
plnohodnotnou aktivaci oocytu je nezbytna piesna frekvence i amplituda jednotlivych oscilaci
vapnikovych iontt (Vitullo a Ozil, 1992). Oocyty vystavené abnormalné vysokym nebo nizkym
amplitudam oscilaci vapnikovych iontl nejsou schopny zformovat prvojadro. Pokud jsou oocyty

vystavené kratké celkové dobé trvani téchto oscilaci, nejsou schopny dokoncit druhé meiotické
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dé¢leni. Bylo také popséano, ze vysoka frekvence a dlouha doba trvani jednotlivych oscilaci ma
na aktivaci oocytt negativni vliv a vede az k jejich zaniku (Gordo et al., 2000).

Béhem oplozeni stdrnoucich oocytli byla prokazana vyssi frekvence oscilaci volnych
vapnikovych iontd nez po oplozeni nestarnoucich oocyti. AvSak amplituda téchto oscilaci
volnych vapnikovych iontl byla u starnoucich oocyti mensi nez u oocytl, které nebyly starnuti
vystaveny (Igarashi et al., 1997). V priib¢hu starnuti oocyty vykazuji signifikantni prodlouzeni
doby trvéni jedné viny volnych véapnikovych iontl, coz v disledku casto vede ke konstantnimu
navyseni hladiny volnych vapnikovych iontil a tim k vyraznému naruseni vapnikové signalizace.
Patrné dochézi k dysfunkcim vapnikovych pump, které za fyziologickych podminek odcerpéavaji
volné vapnikové ionty z cytoplasmy zpét do depozit vapnikovych iontd (Vincent et al., 1992;
Jones a Whittingham, 1996; Igarashi et al., 1997, 2005; Takahashi et al., 2000, 2003).
Abnormalni vapnikovéa signalizace u starnoucich oocytli vyustuje v naruSeni homeostazy
vapnikovych iontd v oocytu a vede k fragmentaci oocytu a naslednému zaniku oocytu
programovanou bunécnou smrti — apoptézou. NaruSenim vapnikové signalizace totiz dochazi
mimo jiné 1 k inaktivaci antiapoptotickych faktorti a tim k poruSeni rovnovadhy mezi pro- a
antiapoptotickymi signaly vedouci k indukci apoptdzy (Fissore et al., 2002; Gordo et al., 2002;
Verbert et al., 2008).

Dalsi signalni kaskéadou, jejiz aktivita je béhem starnuti oocytu vyznamné narusena je
signalni draha MAPK (mitogen activated protein kinase). Vysoka aktivita MAPK spolecné
s MPF (M-phase promoting factor) ma nezastupitelnou roli v udrzeni oocytu v druhém
metafaznim bloku. V pribéhu starnuti oocyti byl vSak pozorovan vyznamny pokles aktivity
MAPK i MPF (Xu et al., 1997; Tian et al., 2002; Fan a Sun, 2004; Tatone et al., 2006; Liang et
al., 2007). Po oplozeni starnoucich oocytii dochdzi k inaktivaci MAPK a MPF dfive nez po
oplozeni nestarnoucich oocytdl a proto velmi kratce stdrnouci oocyty byvaji snadnéji
aktivovatelné. Casto dochézi i ke spontanni partenogenetické aktivaci v prabéhu starnuti oocytil
(Miao et al., 2009). U starnoucich prasecich oocytt bylo prokdzano zvysené mnozstvi faktoru
MPF. MPF je zde vSak v inaktivni form¢ oznacované pre-MPF. Pre-MPF je inaktivni z diivodu

inhibi¢ni fosforylace aminokyselin proteinu p34°4<

. Konkrétné€ se jedna o inhibi¢ni fosforylaci
tyrosinu 15, protein kindzou Myt-1 a threoninu 14, protein kinazou Wee-1 (Kikuchi et al., 2000,
2002; Miao et al., 2009). p34°*? tvoii katalytickou podjednotku MPF, regulaéni podjednotkou je

zde cyklin B (Murray a Kirschner, 1989).
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2.2.3. Faktory ovliviiujici starnuti oocyti in vitro

Bylo jiz popsano mnoho faktort, které vin vitro podminkach mohou vyznamné
ovlivilovat prib¢h starnuti oocytl. Snahou vyzkumnych tymi je nalézt postupy, kterymi by bylo
mozné ovlivnit pribéh starnuti oocytl v in vitro podminkach.

Jednou z moznosti, jak ovlivnit pribéh starnuti oocyti, je regulace aktivity MPF faktoru.
Kikuchi et al., 1999, 2002 provedli n¢kolik experimentli s pouzitim vanadatu a kofeinu. Tyto
latky nepfimo ovliviiuji aktivitu MPF a tim mohou modifikovat i pribéh starnuti oocytu.
Vanadat je Casto pouzivanym inhibitorem tyrozinovych fosfatdz, mezi néz patii i fosfatdza
CDC25. Tato fosfataza je aktivatorem MPF faktoru (Leis a Kaplan, 1982; Kikuchi et al., 2000).
Kofein je inhibitorem Mytl/Weel protein kinaz, které jsou zodpovédné za inhibi¢ni fosforylaci
MPF (Smythe a Newport, 1992). Nestarnouci oocyty oSetfené vanadatem vykazovaly zvySenou
fosforylaci p34°“* a sniZenou aktivitu MPF a s tim spojenou zvyseny podil spontinng
partenogeneticky aktivovanych oocytl a i zvySeny podil fragmentovanych oocyti. Naproti tomu
nestarnouci oocyty ofetiené kofeinem mély snizenou fosforylaci p34°*? a zvysenou aktivitu
MPF, nedochézelo tedy ke spontanni aktivaci a byla snizena i1 fragmentace oocytl. Z téchto
vysledkl Ize vyvodit zavér, Ze vanadat je schopen akcelerovat prubeh starnuti oocytli, zatimco
kofein zpomaluje ndstup procesu starnuti u oocytti (Kikuchi et al., 2000, 2002). V dalSich
studiich po pfenosu jader do cytoplazem zralych, neaktivovanych oocyti s vysokou aktivitou
MPF, byl pozorovan rozpad jaderné membrany a kondenzace chromozému (Collas a Robl, 1991;
Tani et al., 2001). Naopak pii pfenosu jader do cytoplazem aktivovanych oocytil byla, diky nizké
aktivit¢ MPF, pozorovana formace prvojader (Szollosi et al., 1998; Tani et al., 2001). Kwon et
al., (2008) pozorovali u embryi, po ptfenosu jader do cytoplazem oocytl oSetienych kofeinem,
kondenzaci chromozomii, zatimco u embryi, po pfenosu jader do cytoplazem oocyta oSetienych
vanadatem, byla pozorovana formace prvojader. Tyto vysledky podpofily zavéry o tom, Ze
kofein je schopen udrzet vysokou aktivitu MPF, zatimco vanadat uc¢inné potlacuje aktivitu MPF
u oocyti. Lee a Campbell (2008) prokazali, Ze kofein je opravdu schopen potlacit pokles aktivity
MPF a MAPK a tim oddalit proces starnuti u oocytu skotu.

Dalsim faktorem ovlivilujicim starnuti oocyti je dithiotreitol (DTT) (Cornell a Crivaro,
1972; Tarin et al., 1998; Rausell et al., 2007). Pfesny mechanismus jeho uc¢inku vSak neni jesté
znam. Bylo prokazéano, ze DTT u embryi jezovky blokuje fizi membran v prvnich bunéénych
cyklech. Z toho lze usuzovat, ze DTT by mohl zabranovat ptedCasné exocytoze kortikalnich
granul u oocytil, protoze i1 zde se jedna o fizi membran — plazmatické a membrany kortikalniho
granula (Schatten, 1994). DTT také muze pozitivné ovliviiovat cytoskelet oocytu a zabranovat

rozpadu d¢liciho vieténka a disperzi centrozomut (Schatten, 1994; Miao et al., 2009). DTT ma
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patrné i dal$i ucinky. Muze napiiklad chranit oocyt pfed volnymi radikaly, které indukuji
programovanou bunécnou oocytu - apoptozu (Rausell et al., 2007).

Dalsim faktorem, ktery muze pozitivné ovliviiovat proces starnuti prasecich oocytt, je
oxid dusnaty (NO). Oxid dusnaty (NO) je nepostradatelny bunécny posel, podilejici se
na regulaci mnoha fyziologickych, ale i patologickych procesti. Nezastupitelna je role oxidu
dusnatého pii regulaci reprodukénich procest. Podili se na fizeni pribéhu spermatogeneze i
oogeneze, rustu folikulll 1 ovulace (Sengoku et al., 2001). V oocytu je oxid dusnaty syntetizovan
enzymem syntazou oxidu dusnatého (NO — syntdzou; NOS) (Marletta, 1994). Oxid dusnaty je
syntetizovan v oocytu po celou dobu oogeneze, od folikulogeneze az po Casny embryonalni
vyvoj (Jablonka-Shariff a Olson, 1998). Vystaveni starnoucich oocytli oxidu dusnatému vede
k redukci rozpadu cytoskeletdrniho systému oocytu a k oddéaleni zmén provazejicich zonu
pellucidu starnoucich oocytl (zona pellucida hardening). Oxid dusnaty také U¢inné potlacuje
spontanni kortikéalni reakei i redukuje vyskyt abnormalit déliciho vieténka (Miao et al., 2009).
Oxid dusnaty miize také pusobit jako atypicky antioxidant, ktery ma schopnost vychytavat
cytotoxické volné radikaly. Dal§im mechanismem, kterym mutze oxid dusnaty oddalovat starnuti
oocytl je pres aktivaci solubilni guanylatcyklazy, ktera vede ke zvySeni produkce cGMP. cGMP
minimalizuje zmény zony pellucidy, probihajici béhem starnuti oocyti. Oxid dusnaty tedy
zpomaluje nastup procesu starnuti oocytl a zlepSuje integritu mikrotubularniho aparatu déliciho
vieténka (Goud et al., 2005).

Oxid dusnaty je reprezentantem tiidy mediatorid oznacované jako gasotransmittery. Tvori
ji malé molekuly plynt, které volné piechazeji pfes bunééné membrany a podileji se tak
vyznamn¢ na bunécné signalizaci. Maji specifické cilové molekuly a spolupracuji mezi sebou
na mnoha urovnich (Pae et al.,, 2009). Spole¢n¢ s oxidem dusnatym nalezi do této tiidy
mediator také oxid uhelnaty a sulfan (Wang, 2002). O roli sulfanu v regulaci reprodukénich
procest toho jest¢ neni mnoho znamo, ale jiz byla potvrzena jeho vyznamné regulacni role
v nervové soustave, kardiovaskularnim systému a dalSich tkanich (Wang, 2002; Kamoun, 2004;
Lowicka a Beltowski, 2007). Vzhledem k vzdjemnému spoluplisobeni sulfanu a oxidu
dusnatého, prokdzanému v nékterych tkénich, napiiklad v nervové tkani pti pfenosu nervového
vzruchu, je mozné predpokladat jejich vzajemné plisobeni i v regulaci reprodukénich procestl,

respektive pii regulaci procesu starnuti oocyta.
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2.3. Sulfan (H,S)

Sulfan (H»S) je znam jiz stovky let, pfedev§im diky svému nepiijemnému zapachu. Jedna
se o bezbarvy, hotlavy, velice drazdivy az toxicky plyn. Toxické Gi€inky se projevuji nejvyrazngji
v jeho ucincich na centralni nervovy systém a na respiracni systém, jehoZ postizeni miize vyvolat
az respirani paralyzu (Lillmann et al., 2004). Dulezitym poznanim bylo, Ze sulfan je
produkovan také endogenné z L-cysteinu v savc€ich tkanich (Stipanuk a Beck, 1982) a plni zde
fadu fyziologickych funkci (Abe a Kimura, 1996). Pro tyto své vlastnosti je fazen do skupiny
endogennich plynnych pfenaSeCii — gasotransmittert, spolecné¢ s oxidem uhelnatym a oxidem
dusnatym (Wang, 2002). Poprvé byl popsan v jaterni tkani v roce 1982 (Stipanuk a Beck, 1982).
Koncem osmdesatych let byl prokdzan i v mozkové tkani, kde je prokazéana relativné vysoka
hladina sulfanu v mozku potkani, skotu i clovéka (Goodwin et al., 1989; Warenycia et al., 1989;

Savage a Gould, 1990).

2.3.1. Biochemické vlastnosti sulfanu

Sulfan je slabou kyselinou, disociujici ve vodnych roztocich na kation H' a
hydrosulfidovy anion HS , ktery pii vy$$im pH dale disociuje na H™ a S*. Velmi dobie je
rozpustny ve vodé, pouze jedna tfetina ho zlstavd ve vodném roztoku nedisociovdna (Starka,
2009). Ionizovana forma HS™ byla nazvana jako vazand sira a vyskytuje se v mnoha tkanich
(Ishigami et al., 2009; Shibuya et al., 2009). Rozpustnost sulfanu v lipofilnim prostiedi je jesté
asi pétkrat vyssi nez ve vod¢ a diky tomu sulfan velice dobie prostupuje ptes plazmatickou
membranu buiiky a podobné jako oxid dusnaty pro piechod plazmatickou membranou
nepotiebuje zadného prenasece a prechazi pouhou difuzi. Vzhledem k jeho ¢aste¢né disociaci je
vSak permeabilita sulfanu nizs§i nez u oxidu dusnatého a oxidu uhelnatého (Starka, 2009).
Koncentrace sulfanu v tkanich savct jsou odlisné. Koncentrace sulfanu v mozku potkana je
zhruba 50 — 70 pmol/l a v jeho séru €ini 10 — 46 pmol/I (Starka, 2009). Naproti tomu u ¢lovéka
je koncentrace sulfanu v mozku 160 umol/l a v séru 10 — 110 pmol/l (Elsey et al., 2010).

Nedavné studie prokazuji, ze signalizace sulfanem probihd pies sulthydrylaci cilovych
proteinii, kterd je analogickou reakci k nitrosylaci (Mustafa et al., 2009). Dochdzi pti ni
k formaci S-SH skupiny na cysteinech cilovych proteinti. Tuto skupinu lze detekovat modifikaci

biotin-switch assay pro nitrosylaci (Jaffrey et al., 2001).
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2.3.2. Biosyntéza a katabolizmus sulfanu

Sulfan je endogenné syntetizovan a katabolizovan enzymovymi 1 nékterymi
neenzymovymi reakcemi. Byly prokézany tfi hlavni drahy biosyntézy sulfanu v organismu.
Substratem pro produkci endogenniho sulfanu je aminokyselina L-cystein. Jednd se
o amonikyselinu obsahujici siru, ktera patfi mezi neesencidlni aminokyseliny a muze byt
syntetizovana z metioninu (Lowicka a Beltowski, 2007). Produkce sirovodiku v tkanich je
zajiSténa tfemi enzymy: cystathionin-fB-syntdzou (CBS), cystathionin-y-lydzou (CSE) a 3-
merkaptopyruvat sulfurtransferazou (3-MPST) (Shibuya et al., 2009). Cystathionin-B-syntaza
(CBS) a cystathionin-y-lyaza (CSE) patii mezi pyridoxal 5-fosfat dependentni enzymy (PLP).
Tyto enzymy maji rozdilné drahy vedouci k biosyntéze sulfanu, avSak maji spolecny substrat,
kterym je L-cystein (Stipanuk a Beck, 1982; Erickson et al., 1990). Substritem pro 3-
merkaptopyruvat sulfurtransferazu (3-MPST) je 3-merkaptopyruvat (Shibuya et al., 2009).

CBS obecné katalyzuje substitucni reakce mezi L-serinem, L-cysteinem, thietery cysteinu
a dalSimi [-substituovanymi L-aminokyselinami a nékterymi merkaptany. Jedna se
o homotetramer vazajici pyridoxal-5-fosfait a hem. CBS je slozena ze dvou pard riznych
podjednotek, které¢ vytvaii vazbu se dvéma substraty, homocysteinem a serinem (Patel et al.,
2009). Mechanismus produkce sulfanu pomoci CBS =zahrnuje kondenzaci homocysteinu
s cysteinem za vzniku cystathioninu a v pribéhu této reakce je pravé sulfan uvoliiovan (Chen et
al., 2004).

CSE umoznuje konverzi cystathioninu na cystein, ale katalyzuje také degradacni reakce
L-homoserinu, L-cystinu a L-cysteinu. CSE je bilkovina o 405 aminokyselinach a strukturné se
jedna o tetramer tvoieny dvéma homodimery (Starka, 2009).

Substratem pro 3-merkaptopyruvat sulfurtransferazu je 3-merkaptopyruvat, ktery vznika
metabolismem cysteinu a o-ketoglutardtu. Pfeména cysteinu na 3-merkaptoryruvat je
zprostiedkovana pomoci enzymu cysteinaminotransferazy (Stipanuk a Beck, 1982; Shibuya et
al., 2009).

Sulfan je vétsinou v bunikach rychle katabolizovan a metabolizovan na sulfat a thiosulfat
oxidaénim metabolismem v mitochondriich za indukce glutationem a ucasti thiosulfat
sulfurtransferazy a sulfitooxiddzy. Velmi mala ¢ast sulfanu je metylaci v cytosolu ptisobenim
thiol-S-methyltransferazy konvertovana na méné toxické latky, jako je merkaptan a dimetylsulfat
(Wang, 2002). Posledni degradac¢ni cestou je vazba na hemoglobin za tvorby sulthemoglobinu

(Starka, 2009). Tyto metabolity se vylou¢i béhem 24 hodin ledvinami, gastrointestindlnim

17



ustrojim a plicemi, takze endogenné produkovany sulfan se za fyziologickych podminek

neakumuluje v organismu v mife toxického ohrozeni bun¢k (Du et al., 2006; Chen et al., 2007).

Obrazek ¢.3: Biosyntéza sulfanu (prevzato z Esley et al., 2010)
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2.3.2. Biologické wcinky sulfanu na organismus

V posledni dobé se nashromdzdila fada dikazi o zapojeni sulfanu v regulaci mnoha
fyziologickych, ale 1 patologickych procest.

Bylo prokazano, zZe sulfan snizuje metabolismus in vivo i in vitro a ma ptiznivé ucinky
na hypometabolismus. Mys$i vystavené u¢inklim sirovodiku upadaly do hypometabolismu, jejich
metabolicky obrat byl snizen na 10% (Blackstone et al., 2005, 2007). Sulfan dokaZe zabranit
poskozenim organismu vyvolanych hypoxii. Navozuje hypometabolismus na urovni
hemodynamiky i metabolismu a tim navozuje stav blizky hibernaci nékterych savct (Aslami et
al., 2009). Fyziologicky tuc¢inek podobny hibernaci navozeny mirnymi davkami sulfanu je
pravdépodobné dusledkem reverzibilni inhibice cytochrom c oxiddzy, kterd redukuje kyslik
v dychacim fetézci (Collman et al., 2009).

Sirovodik déle chrani pfed oxida¢nim stresem, vyvolanym glutamatem, kyselinou
chlornou nebo amyloidy (Wei et al., 2008; Tyagi et al., 2009; Yin et al., 2009).

Endogenné je ve vysokych koncentracich sulfan produkovén piedev§im v mozku (Abe a
Kimura, 1996). Hlavnim enzymem zodpovédnym za produkci sulfanu v mozku je CBS.
Na aktivitu CBS mé vliv S-adenosyl-L-methionin, ktery piisobi jako aktivator produkce sulfanu.
CBS se vyskytuje v astrocytech (Ichinohe et al., 2005) a mikrogliich (Hu et al., 2007). Vysoké
zastoupeni bylo zjisténo také v hippokampu a mozecku (Lowicka a Beltowski, 2007). Exprese
CSE v centralnim nervovém systému je nizka. Pfitomnost CSE byla prokazana v mikrogliich
(Tan et al., 2010). Sulfan v mozku patrné¢ plsobi pfes N-methyl-D-aspartitové (NMDA)
receptory a ovlivituje dlouhodobou potenciaci (LTP) v mozku (Abe a Kimura, 2006). LTP
predstavuje bunéény mechanismus umoziujici zesileni synaptického pienosu (Rokyta, 2002),
ktery se ve specifickych oblastech mozku uplatiiuje pii vytvaieni pamétovych stop (Abe a
Kimura, 2006). Sulfan mtze regulovat i vapnikovou signalizaci prostfednictvim jeho plsobeni
na vapnikové kanaly (Nagai et al., 2004). Tim zprostfedkovava signal mezi neurony a gliovymi
bunikami. K vyplaveni vapnikovych ionti vede aktivace cAMP/PKA drahy, ktera stimuluje
ryanodinové receptory (Tan et al., 2010). Kromé funkce pfenasece signalu mize sulfan plnit také
neuroprotektivni funkci a chranit neurony pied oxidativnim stresem. Dé&je se tak zvySovanim
hladiny glutathionu (Kimura a Kimura, 2004) a aktivaci draselnych a chloridovych kanalt
(Kimura et al., 2006).

Kromé nervové soustavy je sulfan dilezitym regulatorem i v kardiovaskularnim systému.
Zde je hlavnim enzymem spojenym se syntézou sulfanu CSE (Lowicka a Beltowski, 2007). Byla

popsana ptitomnost CSE v srdci, hrudni aorté, v portalni zile. Intenzita exprese mRNA pro CSE
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je v cévnich tkanich rozmanita, klesd od plicnich artérii, pfes aortu k mesenterickym artériim
(Wang, 2002). Syntéza sulfanu piisobenim CBS hraje jen podiadnou tlohu. Exprese CBS nebyla
zatim prokazana v tkanich srde¢nich komor a pfedsini, ani ve vena saphena, v koronarnich
cévach, ani v aorté. Popsana byla exprese CBS v endotelidlnich buitkach umbilikalnich cév (Abe
a Kimura, 2006). Uginky sulfanu spo&ivaji v ptsobeni na buiiky hladké svaloviny, nikoliv
na endotel cév, ¢i jejich inervaci (Lowicka a Beltowski, 2007). Poprvé byl vazodilatacni efekt
sulfanu popsan vroce 1997 (Hosoki et al., 1997). Do vazodilataéniho ucinku sulfanu bylo
potvrzeno i1 zapojeni dalSich endotelidlnich faktori, oxidu dusnatého a oxidu uhelnatého, které
vyvolavaji vazodilataci cév prostiednictvim cGMP signalni kaskady. Hlavni cilovou strukturou
pro pusobeni sulfanu jsou ATP-dependentni K’ kanaly. Vasorelaxa¢ni udinek je tedy
pravdépodobné umoznén jejich otevienim v bunkach hladké svaloviny cév a néslednou
membranovou hyperpolarozaci (Zhao et al., 2001). Sulfan tak omezuje vstup extracelularnich
draslikovych iontl a relaxuje cévy. Dale bylo prokazano, Ze sulfan zvySuje vazodilatacni uc¢inek
oxidu dusnatého. Pfesny mechanismus spoluptisobeni sulfanu a oxidu dusnatého vsak zatim neni
objasnén (Elsey et al., 2010). Sulfan nema jen vazodilata¢ni u€inky, ale piisobi také jako dulezity
regulator bunécné proliferace a ovlivituje strukturni remodelaci cév (Starka, 2009). Sulfan téz
inhibuje apoptézu v hladké svaloviné cév, a to cestou aktivace MAPK signalni kaskady a
efektorové kaspazy 3 (Yang et al., 2004). Sulfan zaroven podporuje proliferaci, adhezi, migraci a
formovani endotelialnich bunék cév (Cai et al., 2007). S vazodilatatnimi uGc¢inky sulfanu i
s relaxaci hladkého svalstva plisobenim sulfanu souvisi 1 jeho role ve stimulaci erekce. Patrné
zde stimuluje uvolnéni oxidu dusnatého (Srilahta et al., 2007).

Relaxacni ucinek sulfanu je pozorovan i v gastrointestinalnim traktu. Sulfan puasobi
relaxacné na ileum, coz napovida tomu, ze by sulfan mohl byt zapojen do fizeni kontraktilnich
funkci v motilite stieva (Teague et al., 2002).

Dilezitou roli ma sulfan i pii regulaci zanétlivych procest. Uéinek zavisi na jeho
koncentraci. Nizké koncentrace sulfanu indukuji antiinflamatorni reakci organismu, zatimco
vys$$i koncentrace sulfanu maji proinflamatorni efekt (Pae et al., 2009). Sulfan stimuluje
organovou odezvu na zanétlivy proces (Gadalla a Snyder, 2010).

O zapojeni sulfanu do regulace reprodukcnich procesii je toho zndmo zatim velice malo.
Byla prokédzana ptitomnost enzymi cystathionin-p-syntazy (CBS) a cystathionin-y-lyazy (CSE)
v intrauterinni tkani potkana a ¢loveéka. Jejich prostfednictvim zde dochazi k syntéze sulfanu,
jehoz ptitomnost byla zjiSténa u potkana v dé€loze, placenté¢ a plodovych obalech. Pfitomnost
sulfanu byla popsédna i v placenté ¢loveka. Endogenné produkovany sulfan zde patrné ovliviiuje

patologické procesy spojené s preeklampsii a t€hotenstvim (Patel et al., 2009).
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Béhem oogeneze a folikulogeneze je granul6znimi bunkami secernovéana folikularni
tekutina, ktera mimo jiné obsahuje téZ homocystein a methionin. Do metabolismu téchto latek je
zapojena CBS, kterd uvoliiuje sulfan a ten pravdépodobné reguluje pribéh vyvoje oocytu.
Pritomnost CBS pfimo v oocytech vSak zatim prokazéna nebyla. Vysoka exprese mRNA pro
CBS byla zatim detekovana pouze v granuldznich buiikach antralnich folikuld. To by mohlo
naznacovat moznou roli CBS jako mediatoru interakci oocytu s granuloznimi buitkami (Rong et

al., 2006). Zapojeni sulfanu do procesu starnuti oocytil zatim nebylo prokazéano.
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3. Cile diplomové prace

Hlavnim cilem této diplomové prace je ovéfeni hypotézy o vlivu sulfanu na pribéh

starnuti praseCich oocytl. Béhem starnuti podléha prasec¢i oocyt komplexu strukturnich a

funkénich zmén, vyznamné snizujicich jeho kvalitu a Zivotaschopnost. Piesny mechanismus

téchto zmén, které v oocytu béhem starnuti probihaji, zatim neni dostatecné zndm. Bylo jiz

prokazano, ze sulfan je v organismu zapojen do regulace riiznorodych procesii a hypotézou této

diplomové prace tedy je, Ze sulfan bude aktivné zapojen i do regulace zmén probihajicich béhem

starnuti prase¢ich oocyti.

K ovéteni hypotézy bylo navrzeno nékolik dil¢ich experimentt:

Pribéh starnuti prasecich oocyta v in vitro podminkach

Vliv sulfanu na prib¢h starnuti prasecich oocytd pouzitim donoru sulfanu

Vliv inhibice enzymi katalyzujicich v oocytu syntézu sulfanu pouzitim vhodnych
inhibitort

Pribéh partenogenetické aktivace a cCasného embryondlniho vyvoje prasecich

embryi po aktivaci starnoucich oocytt osetfenych donorem sulfanu
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4. Material a metodika

4.1. Ziskavani a vybér oocytii pro experimenty

Oocyty pouzité v experimentech byly ziskdvany z vajec¢nikii prasnic v rizném stadiu
pohlavniho cyklu. Vajec¢niky byly odebirany na jatkach pfimo z odporazenych zvitat. Poté byly
ihned pfevazeny do laboratofe ve fyziologickém roztoku (0,9% chlorid sodny) o teploté 39°C.
Z vajecnikit byly oocyty ziskavany aspiraci folikularni tekutiny z folikul pomoci jehly 20G.
Aspirovany byly folikuly o priméru 2 - 5 mm. Nasledné byly pod binokularni lupou z folikularni
tekutiny oocyty vybirdany pomoci tenké sklenéné kapilary. Pro experimenty byly vyuzivany
pouze oocyty s neporusenou cytoplazmou a s kompaktnim kumulem. Pfed kultivaci byly vzdy

vSechny oocyty 3x promyty v kultivaénim médiu.

4.2. Kaultivace zrajicich oocytu

Oocyty byly kultivovany v modifikovaném médiu M199 (GibcoBRL, Life Technologies,
Paisley, Scotland), obsahujicim hydrogenuhli¢itan sodny (0,039 ml 7% roztoku na 1 ml média),
laktat vapenaty (0,6 mg/ml), pyruvat sodny (0,25 mg/ml), gentamicin (0,025 mg/ml), HEPES
(1,5 mg/ml), 10% fetalniho teleciho séra (Gibco BRL, Life Technologies, Germany, Lot No.
40F2190F) a 13,5 IU eCG : 6,6 IU hCG/ml (P.G. 600, Intervet, Boxmeer, Holand). Kultivace
probihala v Petriho miskach o priméru 3,5 cm (Nunc, Roskilde, Denmark) ve 3 ml kultiva¢niho
média pfi teploté 39°C, ve smési 5% CO; se vzduchem po dobu 48 hodin do dosazeni stadia
metafaze druhého meiotického déleni (MII). Poté byly oocyty zbaveny kumularnich bunék a dale

kultivovéany dle ptisluSnych experimenti (viz. 4.8. Experimentalni schéma).

4.3. Kultivace starnoucich oocytii

Oocyty vmetafazi II (MII) byly po zbaveni kumularnich bunc¢k déle kultivovany
v modifikovaném médiu M199 bez pridavku P.G. 600 (viz. 4.2. Kultivace zrajicich oocyti).
Kultivace opét probihala v Petriho miskach o priméru 3,5 cm (Nunc, Roskilde, Denmark)
ve 3 ml kultivaéniho média pfi teploté¢ 39°C, ve smési 5% CO; se vzduchem po dobu 1,2 a 3

dny.

4.4. Partenogeneticka aktivace oocyti

Oocyty v experimentech, zaméfenych na partenogenetickou aktivaci a nasledny Casny
embryonalni vyvoj, byly aktivovany kalcium ionoforem A23187 v kombinaci s 6-dimetyl

aminopurinem (6-DMAP). Oocyty byly kultivovany v modifikovaném médiu M199 s pfidavkem
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25uM kalcium ionoforu A23187 po dobu 5 minut. Poté nasledovala kultivace v modifikovaném

médiu M199 s pridavkem 2mM 6-DMAP po dobu 2 hodin (Jilek et al., 2001).

4.5. Kultivace embryi

Aktivované oocyty byly kultivovany v médiu NCSU 23 (Petters a Wells, 1993)
ve ¢tytdilkovych Petriho miskdch (Nunc, Roskilde, Denmark), v 1 ml kultivaéniho média pfi
teploté 39°C, ve smési 5% CO, se vzduchem po dobu 7 dni. NCSU 23 obsahuje NaCl (0,636
mg/ml), KCI (0,355 mg/ml), CaCl . 2H,0 (0,25 mg/ml), KH,PO4 (0,16 mg/ml), MgSO,. 7H,O
(0,3 mg/ml), NaHCOs3 (2,01 mg/ml), glukéza (1 mg/ml), glutamin (0,145 mg/ml), taurin (0,675
mg/ml), BSA (4 mg/ml).

4.6. Hodnoceni oocytlii a embryi

Po ukonceni prislusné doby kultivace byly oocyty a embrya fixovany v roztoku ethanol :
kyselina octova (3 : 1) po dobu 48 hodin. Po této dob& byly preparaty barveny 1% vodnym
roztokem orceinu. Jednotlivd vyvojova stadia oocytl a embryi byla posuzovana pod
mikroskopem s fAzovym kontrastem. Do vysledkl byly zahrnuty pouze experimenty, ve kterych
vice nez 85% oocytl dosahlo po 48 hodinach kultivace stadia metafaze II.

V experimentech, zaméfenych na hodnoceni stdrnoucich oocytti, byly oocyty v kazdém
experimentu rozdélovany do Ctyt kategorii:

Kategorie MII: oocyty, které v pribéhu starnuti ziistaly zastaveny ve stddiu metafaze
druhého meiotického déleni.

Kategorie aktivované oocyty: oocyty, které¢ v prubéhu starnuti podlehly spontanni
partenogenetické aktivaci. Byly zde zahrnuty oocyty s prvojadry a ¢asna stadia embryi. Oocyty
ve stadiu anafdze Il a telofaze II byly hodnoceny jako neaktivované a byly zahrnovany
do kategorie MII.

Kategorie fragmentované oocyty: oocyty, které¢ v pribé¢hu starnuti podlehly zménam
provazejici apoptoticky zanik oocytt.

Kategorie lytické oocyty: oocyty, kter¢ v pribc¢hu starnuti podlehly zménadm

provazejici nekroticky zanik oocyti.
V experimentech, zamétenych na sledovani partenogenetické aktivace prasecich oocyta,

byly oocyty rozdélovany do dvou kategorii:

Kategorie aktivované: oocyty s prvojadry a casna stadia embryi
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Kategorie neaktivované: oocyty, které¢ zlstaly zastaveny ve stadiu metafaze druhého
meiotického d€leni a oocyty ve stadiu anafaze II a telofaze II. Dale také oocyty podléhajici

zaniku.

V experimentech, zaméfenych na vyvojovou schopnost partenogenetickych embryi, byla
embrya rozdélovana do tii kategorii podle stupné vyvoje:

Kategorie ryhovani: embrya, ktera se zacala ryhovat, ale nedoséhla po 7 dnech kultivace
stadia moruly.

Kategorie morula: embrya, kterd po 7 dnech kultivace doséhla stddia moruly.

Kategorie blastocysta: embrya, kterd po 7 dnech kultivace doséhla stadia blastocysty.

4.7. Statistické hodnoceni

Data vSech experimentii byla podrobena statistické analyze. Experimenty byly minimalné
3x opakovany a vkazdé experimentalni skupiné bylo hodnoceno miniméalné¢ 120 oocytd.
Vysledky byly vyhodnoceny pomoci programu STATISTICA 6.0, metodou analyzy rozptylu

ANOVA. Hodnota P mensi nez 0,05 byla povazovana za statisticky vyznamnou.

4.8. Experimentalni schéma

Ke vSem dil¢im experimentim byla provadéna kontrola zrani oocyti. Do dalsiho
hodnoceni byly zahrnuty vysledky experimentl, ve kterych vice nez 85% oocytli doséhlo po 48

hodinach kultivace stadia metafaze druhého meiotického déleni (MII).

Experiment 1: Vliv prodlouZené doby Kultivace (stirnuti) na morfologicky stav
prasec€ich oocyti v in vitro podminkach.

Vtomto experimentu jsme sledovali prib&h starnuti prasecich oocytl v naSich
kultiva¢nich podminkach. Oocyty v metafazi druhého meiotického déleni (MII) (po 48 hodinach
kultivace) byly po odstranéni kumularnich bunc¢k dale kultivovany v modifikovaném médiu

M199 po dobu 1, 2 a 3 dny.

Experiment 2: Vliv donoru sulfanu Na,S na starnuti prase¢ich oocyti.
V ramci experimentu 2 bylo navrzeno nékolik dil¢ich experimenti:

Testovani jednotlivych koncentraci donoru sulfanu Na,S.
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Tento experiment byl zaméfen na nalezeni efektivni koncentrace donoru Na,S. Oocyty
ve stadiu MII byly po odstranéni kumulérnich bunék dale kultivovany v modifikovaném médiu
M199 s pfidavkem donoru Na,S v koncentracich: 75 puM, 150 puM, 300 uM a 600 uM.
Prodlouzena kultivace probihala 3 dny. Kontrolni skupina byla kultivovana pouze v Cistém
modifikovaném médiu M199.

Vliv donoru Na,S v koncentraci 150 uM na pribéh starnuti prasecich oocyt.

Zde byla testovana efektivni koncentrace donoru sulfanu Na,S — 150 uM na prib¢h
starnuti praseCich oocytl. Oocyty v metafdzi druhého meiotického déleni (MII) byly
po odstranéni kumularnich bun¢k dale kultivovany v modifikovaném médiu M199 s ptidavkem
150 uM Na,S po dobu 1, 2 a 3 dny.

Vliv donoru Na,S v koncentraci 300 uM na pritbéh starnuti prasecich oocytu.

V tomto experimentu byla testovana druhd efektivni koncentrace donoru sulfanu Na,S -
300 uM na prabeh starnuti prasecich oocyti. Oocyty v metafdzi druhého meiotického déleni
(MII) byly zbaveny kumuldrnich bun€k a dale kultivovany v modifikovaném médiu M199
s ptfidavkem 300 uM Na,S po dobu 1, 2 a 3 dny.

Porovnani vlivu donoru Na,S v koncentraci 150 uM a 300 uM po 1, 2 a 3 dnech starnuti

Zde byl porovnan mezi sebou vliv efektivnich koncentraci donoru donoru Na,S po 1,2 a

3 dnech starnuti prasecich oocytu.

Experiment 3: Vliv inhibice enzymi, katalyzujicich v oocytu syntézu sulfanu,
pouzitim specifickych inhibitori.

Vliv inhibice cystathionin-gama-lyazy na prabéh starnuti prase¢ich oocytu.

Tento experiment byl zaméfen na sledovéani vlivu inhibice enzymu katalyzujiciho syntézu
sulfanu — cystathionin-gama-lyazy, ptisobenim inhibitoru propargylglycinu, na prubéh starnuti
praseCich oocytti. Oocyty v MII byly po odstranéni kumulérnich bunék dale kultivovany
v modifikovaném médiu M199 s ptidavkem 100 uM propargylglycinu po dobu 1, 2 a 3 dny.

Reverze Géinku inhibitoru cystathionin-gama-lyazy prostiednictvim donoru sulfanu.

V tomto experimentu byla provedena reverze ucinku inhibitoru propargylglycinu pomoci
donoru sulfanu Na,S. Oocyty v MII byly po odstranéni kumuldrnich bun¢k rozdéleny do ctyt
skupin. V prvni skupiné byly oocyty déle kultivovany pouze v modifikovaném médiu M199.
Ve druhé skupiné byl do modifikovaného média M199 ptidan inhibitor propargylglycin
v koncentraci 100 puM. Ve tfeti skupiné¢ byl do modifikovaného média M199 ptidan donor
sulfanu Na,S v koncentraci 300 uM. V posledni skupin¢€ byl do modifikovaného média M199
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pfidan inhibitor propargylglycin v koncentraci 100 uM i donor sulfanu Na,S v koncentraci 300
uM. Oocyty ve vSech skupinach byly nasledné kultivovany 1 den.

Vliv inhibice cystathionin-beta-syntazy na prabéh starnuti prasecéich oocytu.

Experiment byl zaméfen na sledovani vlivu inhibice dalSitho enzymu katalyzujiciho
syntézu sulfanu — cystathionin-beta-syntazy, plisobenim inhibitoru kyseliny oxamové, na prib¢h
starnuti prasecich oocytti. Oocyty v MII byly po odstranéni kumularnich bunék dale kultivovany
v modifikovaném médiu M199 s ptidavkem 1 mM kyseliny oxamové po dobu 1, 2 a 3 dny.

Reverze Géinku inhibitoru cystathionin-beta-syntdzy prostfednictvim donoru sulfanu.

V tomto experimentu byla opét provedena reverze ucinku inhibitoru kyseliny oxamové
pomoci donoru sulfanu Na,S. Oocyty v MII byly po odstranéni kumularnich bunék rozdéleny
do ctyt skupin. V prvni skupin€é byly oocyty dale kultivovany pouze v modifikovaném médiu
M199. Ve druhé skupiné byl do modifikovaného média M199 pfidan inhibitor kyselina oxamova
v koncentraci 1 mM. Ve tieti skupiné byl do modifikovaného média M199 ptidan donor sulfanu
Na,S v koncentraci 300 uM. V posledni skupiné byl do modifikovaného média M199 ptidan
inhibitor kyselina oxamova v koncentraci 1 mM 1 donor sulfanu Na,S v koncentraci 300 uM.
Oocyty ve vSech skupinach byly dale kultivovany 1 den.

Vzajemné porovnani vlivu obou inhibitoru po 1, 2 a 3 dnech starnuti.

V tomto experimentu byl mezi sebou porovnan vliv propargylglycinu i kyseliny oxamové

po 1, 2 a 3 dnech starnuti praseCich oocytt.

Experiment 4: Pribéh partenogenetické aktivace a &asného embryonalniho
vyvoje prasecich embryi po aktivaci starnoucich oocytii oSetifenych donorem sulfanu.

Prabéh partenogenetické aktivace stdrnoucich oocyti osetfenych donorem Na,S.

Oocyty v MII byly po odstranéni kumularnich bun¢k rozdéleny do ¢ty skupin. Kontrolni
skupina oocytll nebyla vystavena prodlouzené kultivaci (starnuti) a byla ihned partenogeneticky
aktivovéna kalcium ionoforem (25 uM, 5 minut) v kombinaci s 6-dimetyl aminopurinem (2 mM,
2 hodiny) (Jilek et al., 2001). Poté¢ byly oocyty 24 hodin kultivovany v médiu NCSU 23 a
nasledné byl stanovovan podil aktivovanych oocyti (podle pfitomnosti prvojader). Ostatni
skupiny oocytii byly pied partenogenetickou aktivaci vystaveny prodlouzené kultivaci (starnuti)
po dobu 1 dne v modifikovaném médiu M199. V pokusnych skupinach byl do média jesté pridan
donor sulfanu Na,S v koncentraci 150 uM a 300 pM. Posledni skupina byla kultivovana pouze
v modifikovaném médiu M199. Po 24 hodindch prodlouzené kultivace byly oocyty

partenogeneticky aktivovany stejnym zptusobem jako kontrolni skupina (Jilek et al., 2001) a
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nasledné¢ kultivovany v médiu NCSU 23 po dobu 24 hodin. Opét byl hodnocen podil
aktivovanych oocytt.

Casny embryonélni vyvoj partenogeneticky aktivovanych prasetich embryi po aktivaci

starnoucich oocytu oSetfenych donorem sulfanu.

Posledni experiment mél za cil zhodnotit ¢asny embryonalni vyvoj partenogenetickych
embryi vystavenych prodlouzené kultivaci (stdrnuti) v pfitomnosti donoru sulfanu Na,S. I zde
byly oocyty v MII po odstranéni kumulérnich bunék rozdéleny do skupin. Kontrolni skupina
opét nebyla vystavena prodlouzené kultivaci (starnuti) a byla ihned partenogeneticky aktivovana
kalcium ionoforem (25 pM, 5 minut) v kombinaci s 6-dimetyl aminopurinem (2 mM, 2 hodiny)
(Jilek et al., 2001). Poté byly oocyty kultivovany v médiu NCSU 23 po dobu 7 dni. Po prvnich 2
dnech kultivace byl zhodnocen podil ryhujicich se embryi. Dvé dalsi skupiny byly jesté pted
partenogenetickou aktivaci vystaveny prodlouzené kultivaci (starnuti) v modifikovaném médiu
M199 po dobu 24 hodin. Do pokusné skupiny byl do média ptidan donor Na,S v koncentraci 150
uM. Druha skupina oocytd byla kultivovana pouze v modifikovaném médiu M199. Poté byly
tyto skupiny oocytli partenogeneticky aktivovany stejnym zpiisobem jako kontrolni skupina
(Jilek et al., 2001) a nasledné kultivovany v médiu NCSU 23 po dobu 7 dni. I zde se po 2 dnech
hodnotil podil ryhujicich se embryi.
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5. Vysledky

Ke vSem dil¢im experimentiim byla provedena kontrola zrani. Ve vsSech ptipadech bylo
procento oocytl, které po 48 hodinach kultivace dosahlo stddia metafaze druhého meiotického

déleni (MII), vyssi nez 85%.

Experiment 1: Vliv prodlouZené doby Kultivace (starnuti) na morfologicky stav
prasec€ich oocyti v in vitro podminkach.

Po 1 dni starnuti prasecich oocytli v naSich kultivacnich podminkach ztstalo 99,17%
oocytll ve stadiu metafaze I a 0,83% oocyti podlehlo spontanni partenogenetické aktivaci.
Fragmentované a lytické oocyty se po 1 dni starnuti nevyskytovaly. Po 2 dnech starnuti bylo
pozorovano vyznamné sniZeni podilu oocytl ve stadiu metafaze II (na 40,83%) a zvysil se pocet
spontann¢ aktivovanych oocyti (na 37,50%). Bylo pozorovano i 18,33% fragmentovanych
oocytl a 3,34% lytickych oocytli. Po 3 dnech starnuti doslo opét ke statisticky vyznamnému
sniZzeni podilu oocytl ve stadiu metafaze II (na 23,33%), vyznamné se zvysil podil spontdnné
partenogeneticky aktivovanych oocytl (na 47,50%), zvysil se 1 podil fragmentovanych oocyti
(na 25,83%). Podil lytickych oocytii se vyznamné neménil a po 3 dnech starnuti Cinil 3,34%.
Vysledky tohoto experimentu shrnuje tabulka 1:

Tabulka 1: Viiv starnuti na morfologicky stav prasecich oocytit v in vitro podminkdch.
Oocyty byly nejprve kultivovany 48 hodin do stadia metafaze Il a pote zbaveny kumuldrnich
bunek. Nasledovala prodlouzena kultivace v modifikovanéem médiu M199 po dobu 1, 2 a 3 dny.

Aktivované | Fragmentované| Lytické
0,
MIECD | oocpty (%) | oocyty (%) | oocyty (%)
1 den 99,17 0,83 0,00 0,00
2 dny 183" | 3750° 18,33" 3,34
3.dny 23,33° 47,50¢ 25,83 ¢ 3,34"

“b Statisticky vyznamné rozdily v morfologickém stavu oocytii mezi jednotlivymi dny

starnuti (uvniti- sloupcit) jsou oznaceny rozdilnymi superskripty. Celkovy pocet oocytit v kazdé

experimentalni skupiné byl 120.
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Experiment 2: Vliv donoru sulfanu Na,S na starnuti prase¢ich oocyti.

Testovani jednotlivych koncentraci donoru sulfanu Na,S

Oocyty byly vystaveny 3 dniim prodlouzené kultivace (starnuti) v pfitomnosti donoru
sulfanu Na,S v koncentracich: 75 uM, 150 puM, 300 uM a 600 uM. V kontrolni skupin¢,
kultivované v ¢istém modifikovaném médiu M199, bylo po 3 dnech starnuti 21,66% oocytl
ve stadiu metafaze II, 46,67% oocytl spontanné aktivovanych, 26,67% oocyti podlehlo
fragmentaci a 5% oocytl bylo lytickych. V pfitomnosti 75 uM Na,S ziistalo 19,17% oocytl
ve stadiu metafaze II, 50,83% oocyti bylo spontanné aktivovano, 25,83% oocytii podlehlo
fragmentaci a 4,17% oocytii podlehlo 1yze. Po 3 dnech kultivace v pfitomnosti 150 uM Na,S
zlstalo statisticky vyznamné vice oocytll ve stddiu metafaze II (36,67%) oproti predchozim
skupindm. Podil spontanné aktivovanych oocyti zde ¢inil 63,33%. Byla zde zcela potlacena
fragmentace (0,00% fragmentovanych oocytl) i lyza (0,00% lytickych oocytil). Podobné byla
zcela potlacena fragmentace i lyza po 3 dnech starnuti v ptitomnosti 300 uM Na,S. Statisticky
vyznamné se zvysil podil oocytl ve stadiu metafaze I (na 55,83%). Podil aktivovanych oocyti
zde byl 44,17%. Po 3 dnech starnuti v ptitomnosti 600 pM Na,S ziistalo 31,67% oocytil ve stadiu
metafaze 11, 58,33% oocytl bylo spontanné aktivovéano, 9,17% oocyt podlehlo fragmentaci a

0,83% lyze. Vysledky tohoto experimentu shrnuje tabulka 2:

Tabulka 2: Viiv donoru sulfanu Na,S na morfologicky stav prasecich oocytit po 3 dnech
starnuti. Qocyty byly nejprve kultivovany 48 hodin do stidia metafaze Il a poté zbaveny
kumularnich bunek. Nasledovala prodlouzena kultivace v modifikovaném médiu M199 po dobu 3

dni v médiu s pridavkem donoru Na,S v koncentracich: 75 uM, 150 uM, 300 uM a 600 uM.

0 21,66 46,67 " 26,67 5,00
75 19,17" 50,83 “° 25,83 417"
150 36,67° 63,33¢" 0,00 0,00
300 55,83 °¢ 44,17 0,00 0,00
600 31,677 58,33° 9,17° 0,83°

“be Statisticky vyznamné rozdily v

koncentracemi donoru (uvniti sloupcu) jsou oznaceny rozdilnymi superskripty. Celkovy pocet

morfologickéem stavu oocytii mezi jednotlivymi

oocytii v kazdeé experimentalni skupiné byl 120.
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Vliv donoru Na,S v koncentraci 150 uM na pritbéh starnuti prasecich oocytu.

Po 1 dni starnuti v pfitomnosti 150 uM Na,S zlstalo 100% oocytil ve stadiu metafaze II.
Po 2 dnech starnuti v pfitomnosti 150 pM Na,S bylo 50% oocytl ve stddiu metafaze Il a 50%
oocytli bylo spontdnné¢ aktivovano. Po 3 dnech starnuti v pfitomnosti 150 uM Na,S zistalo
36,67% oocytil ve stadiu metafaze II a 63,33% oocytil bylo spontanné aktivovano. Fragmentace 1

lyza zde byla zcela potlacena. Vysledky tohoto experimentu shrnuje tabulka 3:

Tabulka 3: Viiv 150 uM Na;,S na pritbéh starnuti prasecich oocytii v in vitro podminkach.
Oocyty byly nejprve kultivovany 48 hodin do stadia metafaze Il a poté zbaveny kumuldarnich
bunek. Nasledovala prodlouzend kultivace v modifikovaném médiu M199 s pridavkem 150 uM
Na,S po dobu 1, 2 a 3 dny.

oy | s | s | o
1 den 100,00 “ 0,00“ 0,00“ 0,00“
2 dny 50,00” 50,00” 0,00" 0,00"
3 dny 36,67°¢ 63,33 € 0,00° 0,00

@b Statisticky vyznamné rozdily v morfologickém stavu oocytii mezi jednotlivimi dny
starnuti (uvniti sloupcit) jsou oznaceny rozdilnymi superskripty. Celkovy pocet oocytit v kazdé

experimentalni skupiné byl 120.

Vliv donoru Na,S v koncentraci 300 uM na pritbéh starnuti prasecich oocytu.

Po 1 dni starnuti v pfitomnosti 300 uM Na,S bylo 100% oocytii ve stddiu metafaze II.
Po 2 dnech starnuti v pfitomnosti 300 uM Na,S bylo 76,67% oocytii ve stadiu metafaze 11 a
23,33% oocytli bylo spontanné aktivovanych. Po 3 dnech starnuti zlstalo 55,00% oocytl
ve stadiu metafaze II a 45,00% oocytl bylo spontanné aktivovano. Opét byla zcela potlacena

fragmentace i lyza oocytii. Vysledky tohoto experimentu shrnuje tabulka 4:
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Tabulka 4: Viiv 300 uM Na,S na pribéeh starnuti prasecich oocytit v in vitro podminkach.
Qocyty byly nejprve kultivovany 48 hodin do stadia metafaze Il a poté zbaveny kumuldarnich
bunek. Nasledovala prodlouzend kultivace v modifikovanéem médiu M199 s pridavkem 300 uM

Na;,S po dobu 1, 2 a 3 dny.

Aktivované | Fragmentované | Lytické
0,
MITCO) 1 pocyty (%) | oocyty (%) | oocyty (%)
7 den 100,00 0,00 0,00 0,00
2 dny 76,67° 23,33° 0,00 0,00
3 dny 55,00 ¢ 45,00 € 0,00 0,00

@b Statisticky vyznamné rozdily v morfologickém stavu oocytu mezi jednotlivymi dny
starnuti (uvniti sloupcu) jsou oznaceny rozdilnymi superskripty. Celkovy pocet oocytit v kazdé

experimentalni skupiné byl 120.

Porovnani vlivu donoru Na,S v koncentraci 150 uM a 300 uM po 1, 2 a 3 dnech starnuti

Po 1 dni starnuti nebyly pifi porovnani efektivnich koncentraci donoru a kontrolni
skupinou pozorovany statisticky vyznamné rozdily v morfologickém stavu oocytii. V kontrolni
skupiné¢ se 99% oocytli nachdzelo v metafdzi II a 1% oocytld bylo spontanné aktivovano.
Po oSetfeni donorem Na,S v koncentracich 150 uM a 300 uM zistalo 100% oocytii ve stadiu
metafaze II. Data shrnuje graf 1.

Po 2 dnech starnuti a oSetfeni donorem Na,S v koncentraci 300 uM, oproti ostatnim
skupindm, byl pozorovan statisticky vyznamné vyssi podil oocytl ve stadiu metafaze 11 (77% vz.
41% resp. 50%). Po oSetieni donorem Na,S v koncentraci 150 uM, oproti kontrolni i druhé
pokusné skupiné, statisticky vyznamné vyssi procento oocyti bylo spontanné aktivovano (50%
oproti 38% v kontrolni skupin€ a 23% ve skupiné s 300 uM donoru). Ve skupinach oSetfenych
donorem Na,S byla statisticky vyznamné snizena (zcela potlatena) fragmentace oocytl. Byla
potlacena i lyza oocytl. Pro nazornost jsou vysledky vyneseny do grafu 2.

Po 3 dnech starnuti byl pozorovan statisticky vyznamné vyssi podil oocyti v metafazi I1

se zvySujici se koncentraci donoru NaxS (23% v kontrolni skupiné, 37% ve skupiné se 150 uM
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donoru Na,S a 55% ve skupin€ s 300 uM donoru Na,S). Vyznamné vyssi podil spontdnné

aktivovanych oocytli byl pozorovan ve skupiné se 150 pM donoru Na,S (63% oproti 48%

v kontrolni skupin€ a 45% ve skupiné s 300 pM donoru Na,S). Opét zde byla zcela potlacena

fragmentace a lyza. Vysledky shrnuje graf 3.

Graf 1: Porovnani viivu donoru sulfanu Na,S na morfologicky stav prasecich oocytu

po 1 dni starnuti. Oocyty byly nejprve kultivovany 48 hodin do stadia metafaze Il a poté zbaveny

kumularnich bunék. Nasledovala prodlouzena kultivace v modifikovaném médiu M199 po dobu

1 dne v médiu s pridavkem donoru Na,S v koncentracich: 150 uM a 300 uM.
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b, . . ’ ’ ’ . ’ o . . .
> Statisticky vyznamné rozdily v morfologickém stavu oocytii mezi efektivnimi

koncentracemi donoru jsou oznaceny rozdilnymi superskripty. Celkovy pocet oocytii v kazdé

experimentalni skupiné byl 120.
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Graf 2: Porovnani vlivu donoru sulfanu Na>S na morfologicky stav prasecich oocytii
po 2 dnech starnuti. Qocyty byly nejprve kultivovany 48 hodin do stidia metafaze Il a poté
zbaveny kumularnich bunek. Nasledovala prodlouzena kultivace v modifikovaném mediu M199

po dobu 2 dni v médiu s pridavkem donoru Na,S v koncentracich: 150 uM a 300 uM.
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@b Statisticky vyznamné rozdily v morfologickém stavu oocyti mezi jednotlivymi
koncentracemi donoru (uvniti sloupcu) jsou oznaceny rozdilnymi superskripty. Celkovy pocet

oocytii v kazdeé experimentalni skupiné byl 120.
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Graf 3: Porovnani vlivu donoru sulfanu Na>S na morfologicky stav prasecich oocytii
po 3 dnech starnuti. Qocyty byly nejprve kultivovany 48 hodin do stidia metafaze 1l a poté
zbaveny kumularnich bunek. Nasledovala prodlouzena kultivace v modifikovaném médiu M199

po dobu 3 dni v médiu s pridavkem donoru Na,S v koncentracich: 150 uM a 300 uM.
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@b Statisticky vyznamné rozdily v morfologickém stavu oocyti mezi jednotlivymi
koncentracemi donoru jsou oznaceny rozdilnymi superskripty. Celkovy pocet oocytii v kazdé

experimentalni skupiné byl 120.

Experiment 3: Vliv inhibice enzymi, katalyzujicich v oocytu syntézu sulfanu, p¥i
pouZziti specifickych enzymii

Vliv inhibice cystathionin-gama-lyazy na prabéh starnuti prase€ich oocytu.

Po 1 dni starnuti v pfitomnosti 100 uM propargylglycinu zistalo 54,16% oocytl ve stadiu
metafaze 11, 21,67% oocytii bylo spontanné aktivovano, 19,17% oocytli podlehlo fragmentaci a
5% oocyti podlehlo lyze. Po 2 dnech starnuti v pfitomnosti 100 pM propargylglycinu se
vyznamné snizilo procento oocytii ve staddiu metafaze II (na 37,50%) a zvySilo procento
spontanné aktivovanych oocytl (na 34,17%). Podil fragmentovanych oocytl ¢inil 25% a 3,33%
oocytli podlehlo lyze. Po 3 dnech starnuti v pfitomnosti 100 uM propargylglycinu doslo
k dal$imu snizeni podilu oocyti ve stadiu metafaze II (na 21,67%) a zvySeni spontanné
aktivovanych oocytil (na 43,33%). Dale se zvySoval podil fragmentovanych oocytl (na 30,00%).
Podil lytickych oocytid se vyznamné nezménil (5%). Vysledky tohoto experimentu shrnuje

tabulka 5:
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Tabulka 5: Viiv 100 uM propargylglycinu (inhibitoru cystathionin-gama-lyazy)
na priibéh starnuti prasecich oocytii v in vitro podminkdch. Oocyty byly nejprve kultivovany 48
hodin do stadia metafize Il a poté zbaveny kumularnich bunék. Nasledovala prodlouzena
kultivace v modifikovanem médiu M199 s pridavkem 100 uM propargylglycinu po dobu 1, 2 a 3
dny.

Aktivované | Fragmentované| Lytické
0,
MIEOD 1 ooeyy (%) | oocyy (%) | oocyty (%)

1 den 54,16 21,67 19,17 5,00
2 dny 37,50" 3417° 25,00 3,33¢
3 dny 21,67¢ 43,33°¢ 30,00” 500"

“b Statisticky vyznamné rozdily v morfologickém stavu oocytii mezi jednotlivymi dny
starnuti (uvniti- sloupcit) jsou oznaceny rozdilnymi superskripty. Celkovy pocet oocytit v kazdé

experimentalni skupiné byl 120.

Reverze Géinku inhibitoru cystathionin-gama-lyazy prostiednictvim donoru sulfanu.

Po 1 dni starnuti bez ptitomnosti 100 uM propargylglycinu i 300 pM Na,S ztstalo 100%
oocytll ve stadiu metafaze II. Po 1 dni starnuti v pfitomnosti 100 uM propargylglycinu bylo
51,67% oocytl ve stddiu metafaze II, 25,00% oocytil bylo spontanné aktivovano, 20,00% oocytl
podlehlo fragmentaci a 3,33% oocytli podlehlo lyze. Po 1 dni stdrnuti v pfitomnosti 300 pM
Na,S bylo 100% oocytii ve stadiu metafdze II. Po 1 dni starnuti v pfitomnosti 100 uM
propargylglycinu i 300 pM Na,S zstalo 56,67% oocytd ve stadiu metafaze II a 43,33% oocyti
bylo spontanné aktivovano. Fragmentované ani lytické oocyty se zde nevyskytovaly. Vysledky

tohoto experimentu shrnuje tabulka 6:
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Tabulka 6: Reverze ucinku 100 uM propargylglycinu (inhibitoru cystathionin-gama-
lyazy) prostrednictvim 300 uM Na,S. Oocyty byly nejprve kultivovany 48 hodin do stadia
metafaze Il a poté zbaveny kumularnich bunek. Nasledovala prodlouzena kultivace (starnuti)
v modifikovaném médiu M199 v pritomnosti 100 uM propargylglycinu nebo 300 uM Na,S nebo
obou (viz tabulka) po dobu 1 dne.

. , .| Lytické
iy | At | Fromenané |
) ) 100,00 “ 0,00“ 0,00“ 0,00°
N _ 567" | 2500” 20,00" 3,33
i o 100,00° | 000" 0,00 0,00
i o 5667 | 43,33° 0,00 0,00

@b Statisticky vyznamné rozdily v morfologickém stavu oocytit mezi jednotlivymi zpiisoby
oSetreni (uvniti sloupcii) jsou oznaceny rozdilnymi superskripty. Celkovy pocet oocytii v kazdé

experimentalni skupiné byl 120.

Vliv inhibice cystathionin-beta-syntazy na prabéh starnuti prasecéich oocytu.

Po 1 dni starnuti v pfitomnosti 1 mM kyseliny oxamové bylo 71,67% oocytl ve stadiu
metafaze II, 6,67% oocytil bylo spontanné aktivovano a 21,67% oocyti podlehlo fragmentaci.
Po 2 dnech starnuti v pfitomnosti 1 mM kyseliny oxamové 25,83% oocytil zistalo ve stadiu
metafaze II, 46,67% oocytll bylo spontanné aktivovano a 27,50% oocytl podlehlo fragmentaci.
Po 3 dnech starnuti v pfitomnosti 1 mM kyseliny oxamové bylo 20,83% oocytli ve stadiu
metafaze 11, 41,67% oocytd bylo spontanné¢ aktivovano, 33,33 % oocytt podlehlo fragmentaci a

4,17% oocytil podlehlo lyze. Data tohoto experimentu shrnuje tabulka 7:
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Tabulka 7: Viiv 1 mM kyseliny oxamové (inhibitoru cystathionin-beta-syntdzy) na priibéh
starnuti prasecich oocytu v in vitro podminkach. Oocyty byly nejprve kultivovany 48 hodin
do stadia metafaze Il a poté zbaveny kumularnich bunék. Nasledovala prodlouzena kultivace

v modifikovaném médiu M 199 s pridavkem 1 mM kyseliny oxamové po dobu 1, 2 a 3 dny.

ey | et || D
1 den 71,67 6,67 21,67 0,00
2 dny 25,83" 46,67" 27,50 " 0,00"
3 dny 20,83" 41,67" 33,33" 417"

“be Statisticky vyznamné rozdily v morfologickém stavu oocytii mezi jednotlivymi dny
starnuti (uvniti- sloupcit) jsou oznaceny rozdilnymi superskripty. Celkovy pocet oocytit v kazdé

experimentalni skupiné byl 120.

Reverze ucinku inhibitoru cystathionin-beta-syntazy prostiednictvim donoru sulfanu

NayS.

Po 1 dni starnuti bez pfitomnosti 1 mM kyseliny oxamové i1 300 uM Na,S ztstalo 100%
oocytli ve stadiu metafdze II. Po 1 dni starnuti v pfitomnosti 1 mM kyseliny oxamové bylo
70,00% oocytl ve stadiu metafaze II, 8,33% oocytl bylo spontanné€ aktivovano a 21,67% oocyt
podlehlo fragmentaci. Po 1 dni starnuti v pfitomnosti 300 uM Na,S bylo 100% oocytl ve stadiu
metafaze II. Po 1 dni starnuti v pfitomnosti 1 mM kyseliny oxamové 1 300 uM Na,S bylo
94,17% oocyti ve stadiu metafaze 11, 4,17% oocyti podlehlo spontanni aktivaci, 0,83% oocytl
bylo fragmentovanych a 0,83% oocytl bylo lytickych. Vysledky tohoto experimentu shrnuje
tabulka 8:
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Tabulka 8: Reverze ucinku 1 mM kyseliny oxamové (inhibitoru cystathionin-beta-
syntazy) prostrednictvim 300 uM NasS. Oocyty byly nejprve kultivovany 48 hodin do stadia
metafaze Il a poté zbaveny kumularnich bunek. Nasledovala prodlouzena kultivace (starnuti)

v modifikovaném médiu M199 v pritomnosti 1 mM kyseliny oxamové nebo 300 uM Na,S nebo

obou (viz tabulka) po dobu 1 dne.

MIT (%) Izzcg:)g;vzz)é Frz§g)z)zt(oo);;mé Lyticl;f;; 3ocyty
i i 100,00 “ 0,00 0,00 0,00
N ) 7000 | 833° 21,67" 0,00°
_ N 100,00 | 0,00° 0,00 0,00
. N 94,17 | 417" 083" 0,83 "

@b Statisticky vyznamné rozdily v morfologickém stavu oocytit mezi jednotlivymi zpiisoby
oSetreni (uvniti- sloupcii) jsou oznaceny rozdilnymi superskripty. Celkovy pocet oocytii v kazdé

experimentalni skupiné byl 120.

Vzajemné porovnani vlivu inhibitort po 1, 2 a 3 dnech starnuti.

Po 1 dni starnuti se v kontrolni skupiné nachazelo 99% oocytil ve stadiu metafaze 11 a 1%
oocytll bylo spontdnné aktivovano. Po oSetfeni oocyti 100 uM propargylglycinem byl podil
oocytl ve stadiu metafaze II vyznamné nizsi (pouze 54%), naopak podil spontanné aktivovanych
oocytli byl oproti kontrolni skupiné vyznamné vyssi (22%) a byl zde pozorovan i pomérné
vysoky podil fragmentovanych oocytl (19%). Podil lytickych oocytl se statisticky vyznamné
nezménil. Po oSetfeni oocyti 1 mM kyselinou oxamovou byl po 1 dni starnuti podil oocytl
ve stadiu metafaze II vyznamné nizsi oproti kontrolni skupiné oocytt (72% vz. 99%). 7% oocyti
bylo spontanné aktivovano a byl pozorovan i vyznamné vyssi podil fragmentovanych oocytl
(22%) oproti kontrolni skupiné (0%). Data jsou pro ptehlednost vynesena do grafu 4.

Po 2 dnech starnuti byly pozorovany statisticky vyznamné rozdily pievazné po oSetieni
oocytli 1 mM kyselinou oxamovou. Zde byl podil oocytll ve stadiu metafaze II vyznamné nizsi
oproti ostatnim skupindm oocytid (26% oproti 41% v kontrolni skupiné¢ a 38% ve skupiné
osetiené 100 uM propargylglycinem). Podil spontanné aktivovanych oocyti byl naopak

statisticky vyznamné vyS$si oproti ostatnim skupinam oocytl (47% oproti 38% v kontrolni
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skupiné a 34% ve skupiné¢ oSetfené¢ 100 uM propargylglycinem). I podil fragmentovanych oocyti
byl ve skupiné oSetfené 1 mM kyselinou oxamovou nejvyssi (28%). Toto zvySeni vSak bylo
statisticky vyznamné pouze ve srovnani skontrolni skupinou oocytl, kde byl podil
fragmentovanych oocytt 18%. Vysledky tohoto vzajemného porovnani jsou vyneseny do grafu
5.

Po 3 dnech starnuti nebyly jiz rozdily mezi skupinami tak markantni. Pouze po oSetfeni
oocytlil mM kyselinou oxamovou byl oproti kontrolni skupiné vyznamné nizsi podil spontanné
aktivovanych oocytl (42% oproti 48%) a vyssi podil fragmentovanych oocyti (33% oproti
26%). Dalsi rozdily jiz nebyly statisticky signifikantni. Pro ndzornost jsou vysledky vyneseny
do grafu 6.

Graf 4: Vzdjemné porovnani vlivu inhibitorii propargylglycinu a kyseliny oxamové
na morfologicky stav prasecich oocytit po 1 dni starnuti. Oocyty byly nejprve kultivovany 48
hodin do stidia metafaze Il a poté zbaveny kumularnich bunék. Nasledovala prodlouzend
kultivace v modifikovaném médiu M199 po dobu 1 dne v médiu s pridavkem 100 uM
propargylglycinu nebo 1 mM kyseliny oxamové.
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@b Statisticky vyznamné rozdily v morfologickém stavu oocyti mezi jednotlivymi
oSetrenimi jsou oznaceny rozdilnymi superskripty. Celkovy pocet oocytii v kazdé experimentalni

skupine byl 120.
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Graf 5: Vzdjemné porovnani vlivu inhibitorii propargylglycinu a kyseliny oxamové
na morfologicky stav prasecich oocytit po 2 dnech starnuti. Oocyty byly nejprve kultivovany 48
hodin do stadia metafaze Il a poté zbaveny kumuldarnich bunék. Nasledovala prodlouzena
kultivace v modifikovanéem médiu M199 po dobu 2 dni v médiu s pridavkem 100 uM
propargylglycinu nebo 1 mM kyseliny oxamové.
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“be Statisticky vyznamné rozdily v morfologickém stavu oocytii mezi jednotlivymi
oSetrenimi jsou oznaceny rozdilnymi superskripty. Celkovy pocet oocytii v kazdé experimentalni

skupine byl 120.

41



Graf 6: Vzdjemné porovnani vlivu inhibitorii propargylglycinu a kyseliny oxamové
na morfologicky stav prasecich oocytit po 3 dnech starnuti. Oocyty byly nejprve kultivovany 48
hodin do stadia metafaze Il a poté zbaveny kumuldarnich bunék. Nasledovala prodlouzena
kultivace v modifikovanéem médiu M199 po dobu 3 dni v médiu s pridavkem 100 uM
propargylglycinu nebo 1 mM kyseliny oxamové.
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“be Statisticky vyznamné rozdily v morfologickém stavu oocytii mezi jednotlivymi
oSetrenimi (uvniti sloupcii) jsou oznaceny rozdilnymi superskripty. Celkovy pocet oocytii v kazde

experimentalni skupiné byl 120.

Experiment 4: Pribéh partenogenetické aktivace a &asného embryonalniho

vyvoje prasecich embryi po aktivaci starnoucich oocytii oSetfenych donorem sulfanu.

Pribéh partenogenetické aktivace starnoucich oocytli oSetienych donorem Na,S.

Po partenogenetické aktivaci kontrolni skupiny nestarnoucich oocytt (kontrola - 0 dni)
bylo aktivovano 94,17% oocytd. Po vystaveni oocyt 1 dni starnuti statisticky vyznamné poklesl
podil aktivovanych oocytil (na 79,17%). Po vystaveni oocytii 1 dni starnuti v pfitomnosti 150
uM Na,S byl podil aktivovanych oocytll 68,33%. Po 1 dni starnuti v pfitomnosti 300 uM Na,S
byl patrny statisticky vyznamny pokles v podilu aktivovanych oocytii. Podil aktivovanych
oocytd se zde snizil na 42,50 %. Vysledky tohoto experimentu shrnuje tabulka 9:
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Tabulka 9: Viiv donoru sulfanu Na,S na partenogenetickou aktivaci starnoucich oocytu
Qocyty byly nejprve kultivovany 48 hodin do stadia metafaze Il a poté zbaveny kumuldarnich
bunek. Poté byly rozdéleny na 4 skupiny (viz. tabulka). Kontrolni skupina (kontrola - 0 dni) byla
partenogeneticky aktivovana ihned (bez vystaveni prodlouzené kultivaci). Ostatni skupiny byly
nejprve vystaveny prodlouzené kultivaci (starnuti) po dobu 24 hodin v modifikovanem médiu
M199 s pridavkem NaS v koncentraci: 0 uM, 150 uM a 300 uM a poté partenogeneticky
aktivovany kalcium ionoforem (25 uM, 5 min.) v kombinaci s 6-dimetyl aminopurinem (2 mM,

2 hod.) (Jilek et al.,2001). Poté byly oocyty kultivovany v médiu NCSU 23 po dobu 24 hodin.

kontrola — 0 dni 0 94,17
1 den 0 79,17°
1 den 150 uM 68,33"
1 den 300 uM 42,50 ¢

abe Statisticky vyznamné rozdily v podilu partenogeneticky aktivovanych oocytii mezi
Jjednotlivymi zpusoby oSetreni (uvniti sloupce) jsou oznaceny rozdilnymi superskripty. Celkovy

pocet oocytii v kazdé experimentalni skupine byl 120.

Casny embryonalni vyvoj partenogeneticky aktivovanych prasecich embryi po aktivaci

starnoucich oocytu oSetfenych donorem sulfanu.

V kontrolni skupiné bylo po 2 dnech kultivace v NCSU 23 pozorovano ryhovani
u 76,67% embryi a z toho po 7 dnech kultivace 26,67% embryi dosdhlo stddia moruly a 24,17%
embryi dosahlo dokonce stadia blastocysty. Ve skupiné oocytl vystavené 1 dnu starnuti byl podil
ryhujicich se embryi statisticky vyznamné nizsi oproti kontrolni skupiné a dosahl 41,67%. Z toho
8,33% embryi dospélo po 7 dnech kultivace do stadia moruly a 1,67% embryi dospélo do stadia
blastocysty. Piidavek 150 uM Na,S do média béhem starnuti statisticky vyznamné zvysil podil
ryhujicich se embryi oproti starnoucim oocytim bez tohoto donoru, avSak nedosahl podilu
ryhujicich se embryi v kontrolni skupiné. Tento podil ¢inil 54,17% embryi. Z toho po 7 dnech
kultivace dospélo 20,83% embryi do stadia moruly (coz byl vysledek srovnatelny s kontrolni
skupinou) a 15,83% embryi dospélo do stadia blastocysty. Vysledky tohoto experimentu shrnuje
tabulka 10:
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Tabulka 10: Viiv donoru sulfanu Na,S na casny embryonalni vyvoj partenogeneticky
aktivovanych prasecich embryi. Oocyty byly nejprve kultivovany 48 hodin do stadia metafaze Il a
poté zbaveny kumularnich bunék. Poté byly rozdeleny na 3 skupiny (viz. tabulka). Kontrolni
skupina (kontrola-0 dni) byla partenogeneticky aktivovina ihned (bez vystaveni starnuti).
Ostatni skupiny byly nejprve vystaveny starnuti po dobu 24 hodin v modifikovaném médiu M199
s pridavkem Na,S v koncentraci: 0 uM a 150 uM a poté partenogeneticky aktivovany kalcium
ionoforem (25 uM, 5 min.) v kombinaci s 6-dimetyl aminopurinem (2 mM, 2 hod.) (Jilek et al.,
2001). Poté byly oocyty kultivovany v médiu NCSU 23 po dobu 7 dni. Po prvnich 2 dnech
kultivace byl zhodnocen podil ryhujicich se embryi.

Ryhovani | Morula |Blastocysta
kontrola — 0 dni 0 76,67 “ 26,67 “ 24,17 “
1 den 0 41,67°¢ 833" 1,67°¢
i 150 uM s417° | 2083° 15,83"

“b< Statisticky vyznamné rozdily v morfologickém stavu embryi mezi jednotlivymi zpiisoby
oSetreni (uvniti sloupcii) jsou oznaceny rozdilnymi superskripty. Celkovy pocet oocytit v kazdé

experimentalni skupiné byl 120.
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6. Diskuze

Tato diplomova prace byla zamétena na vliv sulfanu na pribeh starnuti prasecich oocyti
vin vitro podminkach. Zapojeni sulfanu do regulace reprodukénich procesit zatim neni
dostatecné popséano. Je vSak jiz prokdzéna vyznamna uloha sulfanu pfi fizeni jinych procest
probihajicich v organismu, napiiklad ucast sulfanu pfi regulaci vazodilatace cév, neurotransmisi,
¢i navozeni hypometabolizmu (Wang, 2002., Blackstone et al., 2005, 2007, Starka, 2009).

V priibéhu procesu starnuti oocyty podléhaji mnoha strukturnim a funcknim zméném,
které ve svém diisledku vedou az k apoptotickému nebo nekrotickému zaniku oocytli (Petrova et
al., 2004). V diplomové praci byla podle dostupnych literarnich pramenti poprvé prokazana
aktivni role sulfanu v procesu starnuti sav¢ich oocytu.

V prvnim experimentu byl v nasich kultiva¢nich podminkach potvrzen typicky pribéh
starnuti prasec¢ich oocytli. Po jednom dni starnuti vétSina oocytii zlstala ve stadiu metafaze
druhého meiotického déleni a pouze nepatrné mnozstvi oocytd (0,83%) bylo spontanné
partenogeneticky aktivovano. Za to, ze oocyty byly po jednom dni starnuti stidle zastaveny
v metafdznim meiotickém bloku odpovida vysoké hladina aktivniho MPF faktoru. Pro prolomeni
tohoto meiotického bloku je nezbytnd inaktivace tohoto faktoru. MPF je komplexem cyklinu B a
katalytické podjednotky cyklin-dependentni kinazy p34°“* (Motlik a Kubelka, 1990). V prib&hu
starnuti prasecich oocytii postupné dochazi k této inaktivaci MPF. Inaktivace MPF probiha
fosforylaci katalytické podjednotky. Fosforylovany MPF se oznacuje jako pre-MPF a je
katalyticky inaktivni (Kikuchi et al., 1999; 2000). V pribchu starnuti oocytli dochazi
ke zvySovani podilu spontanné aktivovanyvh oocytt, a to nejen diky fosforylaci komplexu MPF,
ale 1 diky naruSeni vapnikové signalizace, kter¢ je také privodnim jevem procesu starnuti oocyt
(Takahashi et al., 2000, 2003). NaruSeni vapnikové signalizace miize vést k destrukci cyklinu B
— regulacni podjednotky MPF. Podil spontanné aktivovanych oocytil je v§ak pomérné nizky a az
po tiech dnech starnuti tvoii necelou polovinu (47,5%) v podilu starnoucich oocytd. To je
vyznamné nizsi podil nez po partenogenetické aktivaci indukované umélymi stimuly, naptiklad
kalcium ionoforem (Jilek et al., 2001). Spontanni partenogenetickou aktivaci jsou indukovana
jak diploidni partenogeneticka embrya (embrya se dvéma prvojadry a jednim pélovym téliskem),
tak 1 haploidni embrya (embrya s jednim prvojadrem a dvéma pdlovymi télisky). To odpovida i
vysledkim starnuti mysich oocytl v in vitro podminkach (Pinyopummin et al., 1993), které také
vede k zvySeni vyskytu jak diploidnich, tak i haploidnich embryi. Partenogeneticka aktivace

umélymi stimuly indukuje dominantni vyvoj pfedevsim diploidnich embryi (Jilek et al., 2001).
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Malé mnozstvi embryi s jednim polovym téliskem a jednim prvojadrem reprezentuje diploidni
embrya vznikla syngamii prvojader. Tato embrya vSak mohou vzniknout i v pribéhu starnuti
vlivem dekondenzace chromozému a rozpadem déliciho vieténka (Mailhaes et al., 1998). Zmény
ve starnoucich oocytech vedou ke zvysSené vnimavosti oocytl k indukci apoptdzy, ktera se
u oocytll nejprve projevuje fragmentaci oocytu (Suzuki et al., 2002, Perez a Tilly 1997; Perez et
al., 1999). To neni ptekvapivé, nebot je znamo, Ze apoptoza je indukovana narusenim vapnikové
signalizace (Orrenius et al., 2003), ke které béhem starnuti oocytl dochéazi (Takahashi et al.,
2000, 2003). Zmény starnoucich oocyti vyvolané hromadicimi se volnymi radikaly vyustuji
v lyticky zénik oocytli (Petrova et al., 2004). Mtizeme tedy shrnout, ze v pribéhu starnuti
prasecich oocytti dochazi ke zvySovani podilu oocytli spontanné aktivovanych, fragmentovanych
a lytickych a dale dochazi ke snizovani podilu oocytli setrvavajicich v metafdzi druhého
meiotického déleni (v meiotickém bloku).

V dal$ich dvou experimentech jsme prokazali, ze sulfan je schopen potlacit fragmentaci
prasecich oocytli béhem procesu starnuti a ze blokada jeho produkce specifickou inhibici CBS a
CSE vede naopak k akceleraci procesu starnuti.

Z vysledki vyplyva, Ze efektivni koncentrace donoru sulfanu Na,S se pohybuje mezi 150
— 300 puM, coz je koncentrace pomérné nizka. Sulfan vSak patrné v téchto koncentracich uc¢inné
reguluje mnoho procesii v organismu. Napiiklad prokédzana koncentrace sulfanu v lidském
mozku je 160 uM (Elsey et al., 2010). Problémem vyssich koncentraci sulfanu je jeho toxicita,
jejiz ucinky nastupuji velmi rychle a mohou mit fatdlni nasledky (Starka, 2009). Byl také
prokézan diametralné odliSny efekt sulfanu v zéavislosti na jeho koncentraci, a to v fizeni
zanétlivého procesu v organismu. Nizké koncentrace sulfanu indukuji antiinflamatorni reakci
organismu, zatimco vysoké koncentrace sulfanu maji proinflamatorni efekt (Pae et al., 2009).

V dal§im pribéhu experimentli byly testovany efektivni koncentrace tohoto donoru
na priibéh starnuti prasecich oocytl. Prokazali jsme, Ze vlivem donoru sulfanu je zcela potlacena
fragmentace oocytl. Tedy je zcela potlacena indukce apoptdzy. Jednim z moznych mechanismil
tohoto ucinku sulfanu je ovlivnéni vapnikové signalizace v oocytu. Bylo prokazano, ze sulfan je
schopen ovliviiovat ¢innost vapnikovych kanald (Tang et al., 2010). Plsobi jako inhibitor L-type
vapnikovych kandali. U oocytl prasete ziejmé L-type véapnikové kandly hraji dilezitou roli,
nebot’ jejich blokace zplisobuje zastaveni pribéhu meiotického zrani (Kaufman a Homa, 1993).
Signalni drahou vapnikovych ionti lze apoptézu indukovat (Orrenius et al., 2003), ale patrné
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sulfanu na oocyty, ktery je do budoucna nezbytné objasnit.
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Dalsi dil¢i experiment byl zaméfen na vliv inhibitord enzymi katalyzujicich syntézu
sulfanu ve starnoucim oocytu. V reproduk¢nich organech byla potvrzena pfitomnost dvou téchto
klicovych enzymu: cystathionin-f-syntdzy (CBS) a cystathionin-y-lyazy (CSE) (Patel et al.,
2009). Po inhibici cystathionin-y-lydzy (CSE), specifickym inhibitorem propargylglycinem, byl
pozorovan cCasnéj$i nastup indukce apoptdzy, ktery se projevoval nartistem podilu
fragmentovanych oocytii v ¢asnéjSich fazich starnuti. Jiz po prvnim dni starnuti prasecich oocytt
bylo pozorovano necelych 20% fragmentovanych oocytii. Po inhibici cystathionin-B-syntazy
(CBS), specifickym inhibitorem kyselinou oxamovou, byly sledovany podobné vysledky jako
po inhibici cystathionin-y-lyazy (CSE). Opét zde byl patrny narast podilu fragmentovanych
oocytll v casn¢jSich fazich procesu starnuti. Vysledky inhibice obou enzyml se mezi sebou
statisticky vyznamné neliSily. Bylo déle prokazano, Ze je mozné reverzi, pomoci donoru sulfanu,
zcela zvrétit tento prubé¢h starnuti. Po dodani donoru sulfanu ke starnoucim oocytlim, oSetfenym
inhibitory enzymti CBS a CSE, doSlo opét kuplnému potlaceni indukce apoptézy a
fragmentované oocyty se v téchto skupindch nevyskytovaly. Z téchto vysledkd vyplyva, ze
ve starnoucich oocytech jsou pfitomny oba enzymy, jak CBS, tak i CSE a oba jsou zapojeny,
prostfednictvim syntézy sulfanu, do regulace procesu stidrnuti oocytli. Mechanismus jejich
pusobeni vSak zlstava zatim nejasny.

V poslednim experimentu jsme prokazali, ze prase¢i oocyty starnouci pod vlivem sulfanu
maji ve srovnani s oocyty starnoucimi bez tohoto gasotransmitteru vyssi vyvojovy potencial.
K partenogenetické aktivaci byl pouzit standardni postup aktivace pomoci kalcium ionoforu,
ktery indukuje vzestup hladiny volnych vapnikovych iontl v oocytu (Jilek et al., 2001). V naSich
kultiva¢nich podminkéch je timto zpisobem partenogenetické aktivace uspésné aktivovano vice
nez 90% oocytl.. Po partenogenetické aktivaci oocytl starnoucich jeden den, je vSak procento
aktivovanych oocytlli vyznamné niz$i (necelych 80%). Je to dano priibéhem starnuti téchto
oocytl, kdy jiz dochdzi k naruseni vapnikové signalizace a nasledny aktivacni stimulus patrné
neni jiz plnohodnotny (Takahashi et al., 2000, 2003). Korektni vapnikova signalizace po aktivaci
je nezbytnd pro exocytdézu kortikalnich granul, vystup ze spontanniho meiotického bloku
v metafézi Il a vstup do prvniho mitotického déleni (Kline a Kline, 1992, Xu et al., 1994). Stejné
dilezity je tento charakter signalizace i pro nasledny vyvoj embryi (Morozumi et al., 2006; Ozil
et al., 2006; Rogers et al., 2006). Na aktivaci oocytil ma vyznamny vliv frekvence, amplituda
oscilace intracelularnich vapnikovych iontd i1 cas, po ktery koncentrace vapnikovych iontl
v oocytu osciluji (Ducibella et al., 2002; Ozil et al., 2006; Toth et al., 2006). Bylo prokazano, Ze
pro celkovy efekt oscilaéni vapnikové signalizace je dulezitd i sumace téchto vapnikovych

signald (Toth et al., 2006). Proto je jasné, ze jakékoliv naruSeni vapnikové signalizace ma
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negativni vliv na priubéh partenogenetické aktivace. Po partenogenetické aktivaci oocytu,
starnoucich jeden den v médiu s piidavkem donoru sulfanu, byl pozorovan dalsi pokles v podilu
aktivovanych oocyti (tj. oocytl, které¢ po 1 dni nasledné kultivace mély zformovéno prvojadro).
Jiz dtive bylo feceno, ze sulfan plsobi jako inhibitor vapnikovych kanalti (Tang et al., 2010).
Tim je patrné jesté vice narusena vapnikova signalizace a oocyty se neaktivuji tak uspésné jako
nestarnouci oocyty a oocyty starnouci v médiu bez ptitomnosti donoru sulfanu.

Posledni dil¢i experiment byl zaméfen na pribéh nasledného ¢asného embryonalniho
vyvoje praseCich embryi po aktivaci starnoucich oocyti oSetienych donorem sulfanu.
Po partenogenetické aktivaci nestarnoucich oocytti dochazi v naSich kultiva¢nich podminkach
k ryhovani u necelych 77% embryi a necelych 25% embryi dosahuje po 7 dnech kultivace
vmédiu NCSU23 stadia blastocysty. Po aktivaci starnoucich oocyti je tento nasledny
embryonalni vyvoj markantné redukovan. Pouze necelych 42% embryi je ryhovano a pouze
neceld 2% embryi dosahuji stddia blastocysty. Zde se opét potvrzuje nezastupitelnd role
vapnikové signalizace nejen na prub¢h aktivace oocytil, ale i na nasledny ¢asny embryonalni
vyvoj partenogenetickych embryi (Morozumi et al., 2006; Ozil et al., 2006; Rogers et al., 2006).
Bylo téz prokazano, Ze pro navozeni vSech procesli dilezitych pro vyvoj embrya, reaktivaci
embryonalniho genomu, odpovidajici expresi geni béhem embryonalniho vyvoje a uspéSny
vyvoj embrya az do narozeni mladéte, je nezbytnd presna, druhové specificka oscilace hladin
vapnikovych iontd (Ozil et al., 2006). Po aktivaci oocyti starnoucich jeden den v médiu
s ptidavkem donoru sulfanu se necelych 55% embryi ryhovalo a necelych 16% embryi doséhlo
stadia blastocysty. Tyto vysledky jsou ponc¢kud piekvapivé a poukazuji na mechanismus
ovlivnéni vapnikové signalizace sulfanem. Procento aktivovanych oocytti bylo hodnoceno jeden
den po samotné aktivaci, zatimco procento ryhujicich se embryi bylo hodnoceno po dvou dnech
od partenogenetické aktivace. Patrné¢ dochazi ke zpomaleni procest souvisejicich se samotnou
aktivaci. Pfesné mechanismy vSak nejsou znamy, ale je témét jisté, Ze je tu patrny podil
vapnikové signalizace, ktera je sulfanem ovliviiovana. Tato diplomova prace pfedstavuje prvni
studii zamétfenou na sledovani vlivu sulfanu na prabéh starnuti prasecich oocytt a je tedy vhodné
na tuto studii navazat dalSimi experimenty, které by sméfovaly k objasnéni mechanisml

podilejicich se na procesu starnuti oocytli ovlivnéném sulfanem.

48



7. Zavér

Na prubé¢h starnuti prasecich oocytli pisobi mnoho faktort. Tato diplomova prace se
zabyvala vlivem sulfanu, pfedstavitele endogennich signalnich ptfenaSect, na pribéh starnuti
praseCich oocytl. Béhem starnuti praseCich oocyti dochazi ke komplexu strukturnich a
funkénich zmén, které mohou vyustit ve spontanni partenogenetickou aktivaci, fragmentaci ¢i
lyzu. S délkou starnuti praseCich oocyti dochazi ke zvySovani podilu spontanné
partenogeneticky aktivovanych oocytli, fragmentovanych oocytll a posléze i oocytil lytickych,
dale dochazi ke snizovani podilu oocytl setrvavajicich ve stadiu metafdze druhého meiotického
déleni (spontannim meiotickém bloku). Divodem je inaktivace faktorti zodpovédnych za udrzeni
oocytll v tomto bloku a to predevs§im inaktivace MPF a MAPK.

V této diplomové préci bylo potvrzeno, Ze sulfan je aktivné zapojen do fizeni procest
spojenych se starnutim oocytl. Prokazalo se, Ze vystavenim starnoucich oocytli donoru sulfanu
dochézi k uplnému potlaceni indukce apoptozy. Inhibici enzymi katalyzujicich v oocytu syntézu
sulfanu (cystathionin-B-syntdzy a cystathionin-y-lydzy) dochazi v pribéhu starnuti oocyt
k ¢asné€jSimu nastupu fragmentace oocytil. Efekt obou inhibitord lze zvrétit pouzitim donoru
sulfanu.

Proces starnuti u prase¢ich oocytll vyznamné ovlivituje i ispé$nost aktivacnich postupti.
U prasecich oocytll, které nebyly vystaveny starnuti, doslo k partenogenetické aktivaci u 94 %
znich. Po vystaveni prasecich oocytli jednomu dni starnuti poklesl podil aktivovanych oocytl
na 80%. Po partenogenetické aktivaci oocytil, starnoucich jeden den v médiu s ptidavkem
donoru sulfanu, byl pozorovan dalsi pokles v podilu aktivovanych oocyti (tj. oocytt, které po 1
dni nésledné kultivace mély zformovéano prvojadro), avSak takto oSetfené oocyty vykazovaly
vyznamné lepsi nasledny ¢asny embryondlni vyvoj oproti oocytim stdrnoucim bez piitomnosti
donoru sulfanu. Podil embryi, kterd dospéla po 7 dnech kultivace do stadia blastocysty, byl
u skupiny oocyti oSetfenych b&éhem starnuti donorem sulfanu vyznamné vyssi (16%) nez
u skupiny oocytl starnoucich bez vystaveni donoru sulfanu (2%). Procento aktivovanych oocytl
bylo hodnoceno jeden den po samotné aktivaci, zatimco procento ryhujicich se embryi bylo
hodnoceno po dvou dnech od partenogenetické aktivace. Patrné dochazi ke zpomaleni procesii
souvisejicich se samotnou aktivaci.

Tato diplomova prace predstavuje prvni studii zaméfenou na sledovani vlivu sulfanu
na prib¢h starnuti prasecich oocytl a je tedy vhodné na tuto studii navazat dalSimi experimenty,
které¢ by smeétovaly k objasnéni mechanismt podilejicich se na procesu starnuti oocytl

ovlivnéném sulfanem.
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