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Souhrn

Oocyty jsou dillezité pro biotechnologie, které se v souc¢asné dobé€ prudce rozvijeji. U
prasete narazi uplatnéni biotechnologii na fadu problémd, a proto je G€innost biotechnologii u
tohoto druhu stale jesté extrémné nizk4. Vzhledem k tomu, Ze je prase kromé hospodaiského
vyuziti také modelovym organizmem pro biomedicinu, je tieba U¢innost biotechnologii
zvysit. Pro biotechnologie je tieba dostatek kvalitnich embryi, pro jejich zisk je potfeba
dostatek zralych oocytt.

Dosud nejsou objasnény procesy, ke kterym dochazi v oocytech b&hem ristové
periody, kterou oocyty musi projit a béhem niz ziskavaji schopnost dokon¢it meiotické zrani.
Vyznamnou ulohu v nich mize sehravat signalni molekula oxidu dusnatého produkovana
enzymem NO-syntazou.

Ptedlozena prace si kladla za cil ovéfit hypotézu, podle které se na procesu ziskani
meiotick¢é kompetence prase¢iho oocytu podili oxid dusnaty (NO) produkovany syntézou
oxidu dusnatého.

V naSich experimentech jsme nejprve ovéfovali stupeil meiotické kompetence oocyti
prasete v zavislosti na velikosti oocytu v nasich laboratornich podminkach. Zjistili jsme, Ze
oocyty ziskavaji meiotickou kompetenci kontinualné béhem faze rastu. Dale jsme se zaméftili
na sledovani u¢inku donorti NO, inhibitortt NOS a jejich kombinace na oocyty s ¢astecnou a
plnou meiotickou kompetenci. Zjistili jsme, Ze inhibitory NOS blokuji jak ¢aste¢né, tak plné
meioticky kompetentni oocyty. Ué¢inek donoru NO byl zavisly na pouzité koncentraci donoru,
NO v nizké koncentraci (0,1 a 0,3 mM SNAP) nepuisobil na oocyty inhibi¢né, zatimco NO ve
vysokych davkach na oocyty inhibicni G€inek mél. Déle jsme zjistili, Ze inhibi¢ni U¢inek NO
vyvolany n€kterym z inhibitort NOS Ize zvratit soucasnou kultivaci oocyti s NO donorem.

Nase experimenty prokazaly, ze oxid dusnaty a také jeho producent, syntéza oxidu
dusnatého, jsou dulezité pro ristovou periodu oocytu prasete a proces zisku meiotické

kompetence, k jejiz nabyvani béhem ristové faze oogeneze dochazi.

Klicova slova: oocyt, prase, meioticka kompetence, oxid dusnaty, inhibitory NOS



Summary

Oocytes are important for biotechnologies, which are currently being rapidly
developed. The application of biotechnologies in pigs faces a number of problems, and thus
the effectiveness of biotechnologies in is still extremely low in this species. Whereas the pig
except the economic exploitation is a model organism for biomedical, is neceséry to increase
efficiency of biotechnologies. Biotechnology should be just enough high-quality embryos for
profit need to have enough mature oocytes.

The processes which occur in oocytes during the growth period ans during acquisition
of meiotic competence are not yet clarified to date. The growing period, the oocytes must
undergo, and during which they acquired the ability to complete meiotic maturation. Very
important role could play nitric oxide and its producent nitric oxide synthase.

The aim of this work was to verify the hypothesis that nitric oxide and nitric oxide
synthase play a role during porcine oocyte groth and acquisition of meiotic competence.
According to which the acquisition of meiotic competence of porcine oocyte involved nitric
oxide (NO) and nitric oxide synthase (NOS).

In our experiments, we first tested the level of meiotic competence of pig oocytes,
depending on the size of the oocyte in our laboratory. We verified that oocytes acquire
meiotic competence continuously during the growth phase. We also focused on monitoring
the effect of NO donors, NOS inhibitors and their combination on oocytes with partial and
fully-developed meiotic competence. We found that NOS inhibitors block both partially and
fully competent porcine oocytes. The effect of NO donors was dependent on the applied
concentration of NO, NO in low concentrations (0.1 and 0.3 mM SNAP) did not have
inhibitory effect on oocytes not act on inhibitory, whereas NO at high doses had on oocytes
stimulatory effect. Furthermore, we found that the inhibitory effect of NO produced by some
of the NOS inhibitors can be reversed by the cultivation of oocytes in culture medium with
NO donor the current culture of oocytes in the NO donors.

Our experiments have shown that nitric oxide and its producer, the synthesis of nitric
oxide, are important for the growth period and the process of pig oocyte meiotic competence

gain, to which the acquisition during the growth phase of oogenesis occurs.

Key words: oocyte, pig, meiotic competence, nitric oxide, inhibitors NOS
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1. Uvod

V poslednich letech doSlo k prudkému rozvoji biotechnologii, jez se vyznamné
projevil také v chovu a Slechténi hospodaiskych zvirat. U prasat se biotechnologické postupy
prosazuji jen pomalu a jejich Uc¢innost je stdle jeste¢ extrémné nizkd. Vzhledem k tomu, ze
prase je kromé¢ hospodaiského vyuziti vyznamnym biomedicinskym modelem je tfeba
ucinnost pouzivanych biotechnickych metod u tohoto druhu zvysit. Jednim z kli¢ovych
problémul je nedostateCnd znalost mechanizmt regulujicich rist a meiotické zrani oocytt
prasete.

Vyznamnou ulohu mtize sehravat oxid dusnaty produkovany enzymem NO - syntazou.
Ma prace si kladla za cil poznat ulohu NO - syntdzy a oxidu dusnatého béhem rlstové

faze oocytu prasete v souvislosti s procesem zisku meiotické kompetence.



2. Cil prace

Cilem této diplomové prace bylo ovéfit hypotézu, podle které se enzym NOS produkci
oxidu dusnatého aktivné zapojuje do regulace rastové faze a zisku meiotické kompetence

oocytl prasete.



3. Literarni reSerse

3.1 Vvvoj oocytu

V parovych zldzach, vaje¢nicich, se produkuji pohlavni hormony, estrogeny a
progesteron a vyviji vajicka (vajicko = ,,0ocyt“ zfecCtiny, ,,ovocyt latinsky, pievzaté
z feCtiny). Zaklad pohlavnich zlaz se tvofi v bederni oblasti zarodku z pohlavnich list. Tim
vznikaji gonady. V zarodecném epitelu se nachazi kmenové buiky, gonocyty. Z téch pak
vznikaji primordidlni zarodecné buiiky (PGC), zaklad pro oocyty. Folikuly se vyvijeji z
bunéénych provazct, které tvoii rozristajici zarodecny epitel uvnitt mezenchymu vyjecniku
(Reece 1998).

U prasnic maji vajecniky tvar hroznovity, coz je zptisobeno pocetnymi vycnivajicimi
folikuly a Zlutymi telisky. Star$i samice maji vétsi vajecnik tvaru protdhlého hroznu o délce 4-
5 cm a hmotnosti 10-15 g. Vaje¢niky jsou ukryty v prostorném vaje¢nikovém vaku diky
dlouhému okruzi zasahuji aZ do dutiny bfis$ni (Reece 1998, Marvan 1998). Misto, kde praskaji
vajeCnikové folikuly se nazyva ovulacni plocha, ktera je na vétSin€ povrchu vajecniku. Tato
ovulaéni plocha je u mladych zvifat kryta cylindrickym epitelem, pozdéji kubickym, a u
starSich zvifat dlazdicovym. Pod touto vrstvou se nachazi bélavy obal z kolagenniho vaziva,
ktery slouzi jako vazivové pouzdro. Sklada se z povrchové korové vrstvy a z cévni vrstvy.

Folikuly jsou ulozeny ve vazivovém stromatu kary (Marvan, 1998).

3.1.1 Struktura oocytu

Tvar je pravideln¢ kulovity, obsah tvofi ovoplazma (zrnitd cytoplasma)
obsahujici Zloutkové inkluze. Jadro oocytu je ovalné a obsahuje jadérko. Zona pellucida je
sekundarni obal pfilozeny na blan¢ oocytu a je tvoren produktem folikuldrnich bunék, které se
podle rozmisténi oznacuji jako corona radiata. Tuto vrstvu vajicko brzy po oplozeni ztraci.

Velikost oocytu u prasete je 120-150 um (Marvan, 1998).



3.1.2 Oogeneze

Oogeneze zacinad formovanim primordidlnich zarode¢nych bun¢k (PGC — Primordial
Germ Cell) ze zarodecné linie v kufe vajeCnikd, z nichz béhem vyvoje vzniknou zralé
oplozeni schopné sami¢i pohlavni buiiky - oocyty. Jejich vyvoj zaind jiZz v prenatalnim
obdobi (Stipek, 2009). Oogeneze se uskuteéiiuje ve folikulech vaje¢niku, vyvoj vajicka

zahrnuje fazi mnoZeni, ristu a zrani.

Faze mnoZeni: PGC vznikaji v oblasti extra-embryonalniho mezodermu a b&éhem
vyvoje embrya migruji do mista vzniku pohlavni listy, zde se PGC né¢kolikandsobné mitoticky
deli (Vanderhyden, 2002). Zarodecné bunky se méni v oogonie, kdyZ se na povrch gonad
piesouvaji primordidlni buiiky s podplrnymi epitelidrnimi bunkami, které¢ se déli do kiry
gonad (Wassarman, 1988). Prekurzorovou butnikou v prenatdlnim obdobi je oogonie. Ty se
mohou mitoticky délit a jejich pfeménou také vznikaji diploidni primarni oocyty. Okolo
primarnich oocytli se formuje jednovrstevny obal z folikularnich bunék. Tento utvar
oznacujeme jako primordidlni folikul. Jesté v prenatalnim obdobi vstupuji primarni oocyty do
prvniho meiotického dé€leni. To se nedokonci, nebot’ je zastaveno jiz v prubchu profaze,
presnéji v diplotennim stadiu (diktyotenni stddium — prodlouzené diplotenni stadium), kdy
v prenatalnim obdobi je tato fdze mnozeni pieruSena a pietrvava rizné dlouhou dobu, az do
puberty, kdy teprve vyvoj pokraduje (Stipek 2009, Marvan 1998). Faze mnoZeni pokraduje i v
dospélosti, kdy vznikaji oocyty ze zarode¢nych bunék. Zdrojem téchto bun¢k miize byt 1

extragonadalni tkan (krevni buiiky nebo kostni dfeii) (Johnson, 2004).

Faze ristu: zahrnuje dlouhé obdobi a trva az do konce pohlavni ¢innosti. Od zacatku
pohlavni dosp€losti (puberta) v pribéhu kazdého ovaridlniho cyklu vstupuje do faze rlstu
vzdy nékolik primarnich oocytl. Pro toto obdobi je charakteristické zvétSovani jak primarnich
oocytl, tak okolni folikularni burniky, rast jadra, aktivni syntéza RNA a proteinti, hromadéni
Zloutkovych inkluzi, vznik a hromadéni kortikalnich zrn pod jadernou membranou, dilezity
pro zajiSténi monospermatického typu oplozeni. Pro fdzi rlstu je dualezity celkovy vyvoj
vajecnikovych folikulii. Okolo primarniho oocytu se objevuje vrstva glykoproteinové hmoty

(zona pellucida). Vznikly Gtvar se nazyva primarni folikul (rostouci folikul) (Marvan, 1998).



Faze zrani: pocatek prob¢ehl jiz v prenatalnim obdobi, kdy byl pieruSen v diplotennim
stadiu prvniho zraciho dé¢leni, dokoncuje se pfed ovulaci. V jadfe oocytu mizi jaderna
membrana a vytvori se délici vieténko. Nasleduje metafaze prvniho zraciho déleni, kdy jedna
sada chromozomi se spolu s malym mnozstvim cytoplazmy oddéli od oocytu. Vznikly utvar
je oznaCovan jako primarni polocyt (polové télisko). Brzy potom bez rekonstrukce
interfazového jadra vstupuje oocyt do druhého zraciho déleni, preruseného v metafazi. Zraly
oocyt (sekundérni) je pfi ovulaci v metafdzi druhého zraciho d€leni a obsahuje haploidni
pocet chromozomii. Druhé zraci déleni je dokonceno jediné v piipad¢ oplozeni. Dochazi
k oddéleni jedné sady chromozému s malou ¢asti cytoplasmy do sekundarniho polocytu. Oba
polocyty nemaji schopnost vyvoje, i kdyz prvni polocyt se jesté mize dé€lit. V nasledujicim
obdobi degeneruji. Nedojde-li k oplozeni, degeneruje a zanika i oocyt. Vznikaji tak 2-3

polova téliska a jeden zraly oocyt (Marvan, 1998).

3.1.3 Folikulogeneze

Folikuly uvnitt kiry jsou klasifikovany jako primarni (primordialni), sekundarni
folikuly (rostouci) a Graafovy folikuly neboli méchytkovité (Marvan, 1998).

Primarni folikuly obsahuji jeden oocyt, ktery je obklopen jednou vrstvou granuléznich
bun¢k. Oocyty vznikaji mitézou z oogonii zdrode¢ného epitelu, které pak migruji do ovaria
(Reece, 1998).

Sekundarni folikuly jsou ty, které zacaly rist z klidového stadia primarnich folikuld,
ale jesté neutvotily vrstvy obalu folikulu a antrum (dutina naplnénou tekutinou). Diferenciace
antra u prasat zacina pti velikosti folikul, ktery ma v priméru 0,4-0,8 mm (Hirao et al.,
1994). Oocyty obklopuji dvé nebo vice vrstev granuléznich bunck. S pokracovanim riistu
vznikaji dal$i vrstvy. Dal§im obalem oocytu je zona pellucida. Jejimi pory prochazeji
vybézky granuléznich bunék a tim dochazi k interakci mezi granuléznimi bunikami a
povrchem oocytu. Vytvaii se gap junctions neboli mezibunécné spoje mezi oocytem a
granul6znimi buiikkami (Sun, 2003). Folikul s vicevrstevnym obalem folikularnich bunék a
dutinkou (antrum) se potom nazyva sekundarni folikul (Reece, 1998).

Vrcholem vyvoje folikulu je Graafiiv folikul (méchytkovity) nebo tercialni folikul,
kdy se diferencuji buniky okolo oocytu do theca interna a externa, ktery je opét véEtsi,
vyplnény velkou dutinou s tekutinou (antrum folliculi) (Fair, 2003). Tato dutina (antrum
folliculi) je dobte viditelna. Vajicko je na jedné strané spojeno s vrstvou folikularnich bunék,

které tvoti obal folikulu (jako tzv. membrana granulosa). Nad vrstvou téchto bun¢k jsou



potom buiiky thekalni, vnéj$i a vnitini obal folikulu (theca folliculi externa a theca folliculi
interna). Pfi ovulaci dojde k prasknuti Graafova folikulu a k uvolnéni oocytu. Ten je
zachycen (& "nasat") vejcovodem, kterym putuje smérem k déloze (Reece 1998, Stipek

2009).

3.2 Ovarialni aktivita a ruast folikulu

Ovarialni aktivita zacina pubertou, coz je zacatek reprodukéniho obdobi zivota. Vznik
Graafova folikulu z rostouciho folikulu je zavisly na pisobeni hormonti a za¢ina pii dosazeni
puberty, kdy se tonicka hladina LH a FSH zaind zvySovat a klesat s pribéhem kazdého
estralniho cyklu. Intersticialni buiikky zacinaji obklopovat bazalni membranu granuldznich
bunck, aby vytvorily obal, ktery se pak diferencuje na vnéj$i a vnitini vrstvu (theca folliculi
interna a theca folliculi externa) jakmile se kolem folikulu vytvofi thekalni bunky, za¢nou se
mezi nimi vyvijet kapilary. Thekalni kapilary se zvEétSuji a jsou sousttedény do theka interna
tésn¢ u bazalni membrany, ktera oddéluje bunky theka interna od granuldznich bunék. Na
bunkach theca interna se formuji receptory pro LH a na bunkach granuldznich se formuyji
receptory pro FSH a estrogeny.

V obdobi hormonalniho fizeni jsou pod vlivem LH produkovany bunkami vrstvy
theka interna androgeny. Ty difunduji z theca interna do granuldznich bunék. Pod vlivem
FSH konvertuji granuldzni buniky androgeny na estrogeny. Produkované estrogeny vyvolavaji
rust a déleni granuldznich bunék spolu s FSH stimuluji granuldzni bunky k produkci sekrett,
které¢ zptsobi separaci granuldéznich bunék a vytvoii se dutina antrum, naplnéna folikularni
tekutinou. FSH rovnéz stimuluje tvorbu receptorti pro LH na granuldznich bunikach. Vzestup
vydeje LH (ptedovula¢ni vina) se vyskytuje okolo 24 hod pted ovulaci. LH vlna hraje jednak
rozhodujici roli pfi ovulaci a utvareni Zlutého téliska. Dale zpiisobuje redukci poctu FSH
receptori na granuldznich bunkéch, takze produkce estrogenti granuléznimi bunkami klesa

(Reece, 1998).



3.3 Meioza

Meiotické zrani ma dvé za sebou jdouci faze, prvni meiotické déleni a druhé meiotické
déleni, mezi kterymi neni S-faze (Kishimoto, 2003). Vysledkem déleni je redukce poctu
chromozému na haploidni. Soucésti je 1 rekombinace jejich genetické vybavy, tak zvany
crossing over, pochdzejici z materndlni i paternalni strany. Nahodné rozdéleni homolognich
chromozoému v heterotypickém déleni a ve spojeni s oplozenim, mé& vyznam pro evoluci tim,
ze se rozsifuje genovy zaklad potomka (Sladecek, 1986).

Ptechod z prvniho meiotického déleni do druhého je typicky znak meidzy, probiha
vSak bez interfaze. Tudiz po ukonceni MI faze a vydéleni pdlového téliska nedochazi k
replikaci DNA a nevytvaii se jadernd membrana (Taieb ef al., 1997). Po prvnim meiotickém
déleni se vSak vytvaii nové meiotické vieténko a sesterské chomatidy ziistdvaji kondenzované.
Béhem prechodu z prvniho do druhého déleni metafaz hraje dualezitou roli Mos (aktivni
katalyticka soucast CSF) a MAPK (extracelularn¢ regulovana kindza - Mitogen Activated

Protein Kinase).

3.3.1 Prvni meioticky blok

Blok meidzy je relativné velmi dlouhy, protoZe ke znovuzahdjeni meidzy dochézi u
vybrané populace oocytli az po puberté, pii prvnich pohlavnich cyklech samice. Zna¢na ¢ast
oocytl setrvava ve vajecniku i nadale v prvnim meiotickém bloku a jejich meidza miize byt
znovuzahajena tfeba az tésné pred vyhasnutim pohlavnich funkci samice.

U vybrané populace oocyti dochazi béhem pohlavniho cyklu v odezvé na hormonalni
zmény v organismu (pfedev§im pak v odezv€ na kratkodobé, ale prudké zvySeni hladin
luteinizaéniho hormonu v téle) ke znovuzahdjeni meidzy. Oocyt projde metafazi prvniho
meiotického déleni a ptes anafézi a telofazi vstoupi do metafdze druhého meiotického déleni.
Tento proces tzv. zrani oocytu probiha uvnitf zrajiciho folikulu.

Zrani folikulu konc¢i ovulaci (tj. prasknutim folikuldrni stény a uvolnénim vajicka z
folikulu do vejcovodu) a néslednou proménou prasklého folikulu na Zluté télisko. Zrani
oocytu je zavrSeno dosazenim metafaze druhého meiotického déleni, kdy oocyt vydéli
polovinu své dédicné informace v prvnim polovém télisku. V této fazi meidzy oocyt ovuluje a

opét meidzu zastavi (Petr, 1998).



Vystupem z prvniho meiotického bloku je rozpad zarodecného vacku (GVBD).
Chromatin zarode¢né¢ho vacku prase¢ich oocytd byl rozdélen do 5 tfid podle stupné
kondenzace chromatinu a rozpadu jaderné membrany:

e GVO0: je charakteristickd jasn¢ viditelnym jadrem a membranou kolem n¢;.

e GVI: okolo jadra se zac¢ina kondenzovat chromatin do kruhu ¢i podkovy.

e GV2: formovani né€kolik skupinek chromatinu uz nejen kolem jadra, ale 1
kolem jaderné membrany.

e GV3: chromatin kondenzovan do skupin nebo vldken po celé jaderné plazmé.

e (GV4: ztraci se jadernd membrana a jadro, kondenzovany chromatin ziistava
(Sun et al., 2004).

MPF a MAPK jsou zodpovédné za rozpad zarodecného vacku (Kubelka et al., 2002).

3.3.2 Druhy meioticky blok

Dalsi pokracovani meidzy je mozné jen po tzv. aktivatnim stimulu. Ten za normalnich
okolnosti zajisti oocytu prinik spermie pii oplozeni. Vyznamnou slozku aktiva¢niho stimulu
predstavuje zvySeni koncentrace volnych iontli vapniku v cytoplasmé oocytu. Teprve
prinikem (penetraci) spermie je meidza opct spusténa. Oocyt projde anafazi a telofazi
druhého meiotického déleni a vydéEli opét polovinu své stavajici dédi¢né informace v druhém
polovém télisku. Zaroveil se dramaticky zméni kvalita cytoplasmy oocytu, kterd uz
nedovoluje kondenzaci chromatinu. Ve své podstaté jde o zménu v aktivité¢ kindz, jez se
obecné podileji na tfizeni bunécného cyklu. Dekondenzaci matefského chromatinu vznika
samic¢i prvojadro, dekondenzaci chromatinu z hlavicky spermie vznikd sam¢i prvojadro. Ty
vzajemnou syngamii vytvoii dédi¢nou informaci zarodku spojujici dédi¢nou informaci matky

a otce (Petr, 1998).



3.4 Meioticka kompetence

Timto pojmem oznacujeme schopnost oocytu dosdhnout druhé meiotické metaféze.
Oocyt je schopen vydélit 1. polové télisko a dosdhnout metafaze 11 (Jelinkova, 2009). Také
muiZe reagovat na pusobeni hormonll a znovu zahdjit meidzu. Tato schopnost podstoupit
kompletni meiotické zrani se vyviji postupné béhem rustu oocytu se zavislosti na jeho
velikosti (Motlik, 1976). Béhem faze riistu dochazi v oocytu k intenzivni transkripci, translaci
a syntéze novych organel, které tvoii zdsobu pro nasledujici meiotické zrani a preimplantacni
vyvoj embrya a tyto zmény souvisi se ziskem meiotické kompetence. Oocyty na zafatku
svého riastu nejsou schopny zahajit zrani, jsou zcela meioticky nekompetentni. Oocyty
castecné meioticky kompetentni jsou ty, které jsou schopny zahdjit zrani, dojit do meiotické
metafaze I, ale jiz neprolomi meioticky blok. Teprve oocyty s ukoncenym rastem maji plné
vyvinutou kompetenci a jsou oplozeni schopné. V poslednim stadiu folikulogeneze je plné
dorostly (,,fully grown* - FG) oocyt v Graafové folikulu. Mluze dochazet ke stimulaci
zvySenim hladiny luteinizaéniho hormonu (,,LH-peak®). To vede k ovulaci a znovuzahdjeni
meidzy a v disledku kondenzace chromatinu k ukonceni transkripéni aktivity. Podle Motlika
(1984) je znamkou nabyti meiotické kompetence u velké casti savcll vytvofeni antra ve
folikulu a jeho velikosti. Po dosazeni meiotické kompetence dokoncuje oocyt svou
diferenciaci dosazenim schopnosti podporovat cytoplazmatické zrani a konecné také

schopnost byt ispé$né oplozen a vyvinout se v zivé embryo (Marchal, 2002).



3.5 Faktory podilejici se na regulaci oocytu

3.5.1 cAMP (Cyklicky adenosinmonofosfat)

Cyklicky adenosinmonofosfat patii mezi vyznamné reguldtory meiotického zrani, je
rozpustny ve vod¢, mlze prendSet signal z mista na membrané, kde je syntetizovan, k
proteinim v cytosolu, jadru nebo jinych ¢astech membrany. Cyklicky AMP vyvolava rizné
ucinky hlavné aktivaci enzymu cAMP-dependentni proteinkinazy (A-kinazy nebo PKA).
PKA mé dvé podjednotky, katalytickou (K) a regulac¢ni (R) (Wassarman, 1988). Kinaza je
vazand v komplexu s jinym proteinem, ale navazanim cAMP zplsobi konformacéni zménu,
kterd uvolni aktivaéni enzym. Aktivni protein kindza pak katalyzuje fosforylaci urcitych
serint €1 threonind v jinych vnitrobunécnych proteinech, tak se meéni jejich aktivita (Alberts,
1998).

Cyklicky AMP ma dutlezitou roli v udrzeni meiotického bloku v dityotenni fézi.
Opctovny vstup oocytu do meidzy vyvola ubytek intracelularniho cAMP. Za pokles mnozstvi
cAMP v oocytech v in vitro 1 v in vivo miiZe zanik jaderné membrany, ale 1 zvySeni jeho
hydrolytické degradace fosfodiesterdzou nebo zastaveni pfenosu cAMP pies gap junction
z granuldznich bunék do oocytu (Sengoku ef al., 2001). Na meiotickém zrani se podili
prostfednictvim dependentni protein kindzy. Pro udrzeni meiotického bloku je zapotiebi
neustéla fosforylace proteini. cAMP reguluje tak meiotické zrani, které je ur€eno mnozstvim
volnych katalytickych subjednotek. V nizkém prostifedi téchto subjednotek jsou dilezité

fosfoproteiny oocytu defosforylovany a meiotické zrani je zahajeno (Wassarman, 1988).

3.5.2 cGMP (Cyklicky guanosinmonofosfat)

Cyklicky guanosinmonofosfat, dalSi cyklicky nukleotid patfici mezi vyznamné
regulatory meiotického zrani. Ve vétSin€é bunck se vyskytuje jako dopln€k. Strukturou je
podobny cAMP. Vnitrobunééna signdlni molekula, kterd aktivuje kratkou signalni drahu a
zajistuje konecnou odpoveéd bunky (Alberts, 1998). cGMP je preménén v buitkkach guanylat
cykldzou z guanosintrifostat (GTP). Cyklicky guanosinmonofosfat sniZzuje vnitrobunéénou
koncentraci vapnikovych iontl, coz mizZe byt dileZité v reprodukénich procesech. cGMP se
také ucastni zvySovani hladiny cAMP, ktery je dilezity v meiotickém zrani oocytl, a

pravdépodobné zvysuje aktivitu fosfodiesterazy (Sun a Nagai, 2003).



3.5.3 OMI (Oocyt maturation inhibitor)

Polypeptid, ktery je soucasti folikularni tekutiny vaje¢niku. Inhibitor zrani oocyti
(OMI), je to produkt granuld6znich bunck, tudiz se nachazi ve folikularni tekutin€. Jeho funkce
je udrzet oocyt v diktyotenni fazi profadzi 1. Velikost 1-2 kDa mu dovoli prostupovat
prostfednictvim gap junction mezi kumularnimi bunikami a oocytem. Inhibi¢ni vliv OMI
muZe byt zesilovan cAMP (Wassarman, 1988). Pfi zrani oocyti, kdy predovulacni folikuly
vytvaii signadly na LH vinu, LH eliminuje OMI (inhibitor zrani oocytil) a to vede k aktivaci

cyklinti, fosfataz a kinaz, které jsou potieba k dosazeni jaderného zrani (Hunter, 2000).

3.5.4 PKC (Protein kinaza C)

Spada do skupiny serin/threonin protein kinaz (Fan et al, 2002). I1zoformy PKC
muzeme rozdelit do 3 skupin na zéklad¢ jejich struktury a aktivator, a to na klasické, nové a
atypické. Také jejich rozSifeni a mnozstvi v bunéénych tkanich je odlisné.

Klasické neboli konven¢ni (cPKC) maji vazbu pro diacylglycerol, vapnikové ionty a
membranovy fosfolipid (fosfatidylserin). Patii sem izotypy: a, BI, pIll ay.

Nové (nPKC) postradaji vazbu pro Ca*". Aktivuji se diacylglycerolem,
fosfatidylserinem a nenasycenymi mastnymi kyselinami. Patfi sem izotypy: J, €, n, L a 6.

Atypické (aPKC) nemaji vazbu pro diacylglycerol ani pro vapnik. Patii sem izotypy:
C, Aart. (Mellor, 1998).

Jakmile je PKC aktivni, fosforyluje soubor intracelularnich protein (Alberts, 1998).
Ma dilezitou roli pti znovuzahdjeni meidzy. Podili se na fizeni ptechodu z G1 faze do S faze
a z G2 faze do M faze bunécného cyklu (Black, 2000). V oocytech prasete bylo zjisténo
nékolik izoforem (a, PI, ), které se nachazi v zarodecnych vaccich. Bohuzel role v prasecich
oocytech s kumuly neni zcela jesté objasnéna. Aktivace PKC kaskady v kumularnich bunkach
je spojena se znovuzahajenim meidzy. Inhibice PKC u prasecich oocytli vede k odblokovéni

v metafazi II.



3.5.5 MPF (M phase-Promoting Factor)

Neboli M-fazi podporujici faktor. Je univerzalni regulator bunéénych cykli mitozy a
meiozy. Je to komplex cyklin-Cdk, ktery reguluje vstup do M-faze. Rychle se zvySuje tésné
pfed vstupem do mitézy a rychle klesd aZz k nule na jejim konci. Obsahuje jedinou
proteinkindzu, kterd je zodpovédnad za jeho aktivitu. Fosforylaci pfislusnych proteint
zpusobuje tato kinaza kondenzaci chromosomt, rozpad jaderného obalu a reorganizaci
mikrotubuli cytoskeletu pfi tvorbé mitotického vieténka. Napiiklad rozpad jaderné
membrany je zpusoben rozloZenim jaderné laminy — submembranové vrstvy laminovych
filamentti. MPF-kinaza fosforyluje proteiny jaderné laminy a tim dochazi k jejimu rozpadu.
Podobné fosforyluje proteiny asociované s mikrotubuly, které pak méni vlastnosti
mikrotubula tak, Ze mohou vytvofit mitotické vieténko. Nemiize vSak pusobit sama o sobg,
protoze potiebuje pro svoji funkci navazany specificky cyklin, ktery pomahd najit proteiny,
které projdou fosforylaci (Alberts, 1998). V prubéhu bunécného cyklu se méni koncentrace
cyklinii. Ubiquitin dependentni proteolyza kontroluje tyto koncentraéni zmény. Ke snizeni
koncentrace aktivniho MPF dochazi ptfi naruSeni APC (anaphase promoting complex)
komplexem Cdc2 a cyklinem B. Poté nasleduje vystup z M-faze a ptechod do anaféze.
Molekuly cyklinti obsahuji na N-konci sekvenci (destrukéni box) na ktery se miizou v ptipadé
nutnosti navazat molekuly ubiqitinu. Ubiqitin ligdza neboli anaphase promoting complex
(APC) hraje dilezitou roli v rozeznavani cyklinu. Ubiqitin molekulu ozna¢i k ndsledné

degradaci v proteozémech (Solc, 2003).

3.5.6 MAPK (Mitogen Activated Protein Kinase)

MAP kindzu tvofi 5 podrodin — ERK 1/2, jez jsou také oznaCovany podle své
molekuloveé hmotnosti p42 a p44 MAPK, ERK 3/4
a ERK 5, jez je oznafovéany také jako BMKI, ¢ - jun N - termindlni kindza/stresem
aktivovana protein kindza (JNK/SAPK) a p38 MAPK MAP kindza neboli extracelularné
regulovana kindza mé svlj podil na zrani oocyti. MAPK patii do skupiny serin/threonin
protein kinaz. Behem zrani oocytl je vysoce aktivni (Stojkovic et al., 1999). Tato kinaza se
aktivuje fosforylaci tyrosinu v dob¢ rozpadu zarodec¢ného vacku (GVBD) (Thibier et al.,
1997), ale az po aktivaci MPF. Aktivni vSak zlistdva po celou dobu zrani oocytl, zatimco
MPF klesa mezi jednotlivymi metafazemi meidzy (Verlhac et al., 1994). U vajicek savct je

MAPK aktivovana kinazovou kaskddou, ke které patii MAPK a jeji aktivator MAPKK



(MAPK kinaza) a produkt proto-onkogenu c-mos. U nezralych prasecich oocytt v G2 fazi,
kde jsou blokovany, se v cytoplazmé nachdzi inaktivni MAPK (Inoue et al., 1998). Pti
ptechodu z G2 faze do M faze se do zarode¢ného vacku presouva cast MAPK jesté pred jeho
rozpadem (GVBD). MAP kindza nejspiS zprostiedkovava signaly indukujici zréni
z cytoplasmy do jadra a tim navozuje pokraCovani meidzy. Nebot’ v préci, kterou napsal
Inoue (1998) zkousel dat aktivni MAPK do cytoplasmy a tim doSlo k inaktivaci MAP kindzy.
Nedoslo vsak k urychleni GVBD. Pokud MAPK dal do zarode¢ného vacku doslo k urychleni
a pii vzniku prvojader doslo k poklesu aktivity MAP kinazy.

3.5.7 CSF (Cytostatic Factor)

Je obsazen v cytoplazmé ovulovanych vaji¢ek. Podporuje meioticky blok v prubéhu
druhého meiotického zrani, kde u sav¢ich oocytl zlstava aktivita vysoka a udrzuje aktivitu
MPF na vysoké urovni (Haccard 1993, Kubiak 1993). Oocyty v druhé meiotické metafazi
maji vytvoiené délici vieténko a chromozomy narovnané v ekvatoridlni roviné¢ (Masui, 1971).
Calmodulin-dependentni protein kindzou II je zajiSténo potlaceni aktivity. Tato kindza je
spousténa uvolnovanim véapnikovych iontl pfi oplozeni (Lorca, 1993).

CSF obsahuje aktivni katalytickou soucast Mos, serin/threonin protein kinaza,
vznikajici jako produkt c-mos proto-onkogenu. Tato sloZka je nezbytna pro aktivaci MPF, v
obou fazich meidzy i v druhém meiotickém bloku oocytii v metafazi II. (Yew 1992, Hunt
1992, Sagata 1997). Vsak tato aktivace MPF je nepfimd, dochazi nejprve k fosforylaci, kdy
Mos stimuluje drahu MAPK fosforylaci MEK1 kindzy (Sagata, 1997). Ma dvé¢ funkce, a to
vytvatreni charakteristik druhého meiotického bunécného cyklu s potlaCenou S-fazi a tvorit
druhy meioticky blok v metafazi II se spolupraci cdc2, kdy oocyt muze takto vyckat az do
oplozeni. Mos/MAPK ma také dilezitou roli v degradaci prvniho pdlového téliska a v

aktivaci oocytu (Stojkovic et al., 1999).



3.5.8 Vapnik

Intracelularni  signdlni molekula. Byva wuskladnény v intracytoplazmatickych
zasobarnach jako je endoplazmatické retikulum, v mitochondiich i v dalSich organelach. Je
navazany na proteiny (kalmodulin, kalsekvestrin a kalretikulin) (Clapham, 1995). Hlavni
zdroje véapniku u praseCich oocytli jsou v karyoplazm¢, vakuolach, mitochondriich, na
povrchu lipidovych granul i cytoplazmé a jadie kumuldrnich bun¢k (Petr er al, 2001).
Ptechod do cytosolu je zajistén dvémi signdlnimi kaskadami. Drahou, ktera vyuziva IP;
(inositol 1,4,5 — trifosfat) receptory - IPsR. druhou drahou je vyuziti receptori ryanodinu
(RyR) (Clapham 1995, Petr et al. 2001). Pomoci ATPazovymi SERCA pump jsou
transportovany vapnikové ionty z cytoplazmy do lumenu zasobnich organel (Pozzan et al.,
1994).

V dobé oplozeni je u vétSiny druhG vyznamny piechod ve zvySeni hladiny Ca
(Machaty et al., 1997). V oocytech prasete se potvrdil vyznam Ca k znovuzahdjeni
meiotického zrdni. K podpofeni meiotického zrani vedlo uvoliovani vapniku
z intracelularnich zdrojt, v metafazi 1. Naopak pii inhibici vapniku doSlo k zastaveni zrani v
metafazi [. (Rozinek ef al., 2003).

Kalmodulin patii mezi vazebné proteiny pro Ca®, jeho vlastnosti je aktivovat
fosfatazy a dependentni kindzy (CaMK) (Matifat et al., 2001). Nejvyznamnéj$i pro vyvoj
oocytl je CaMK I, jeji vlastnosti je pfedev§im degradace cyklinu B a tvorby meiotického
vieténka (Lorca et al. 1993, Fan et al. 2003).

Proteaza kalpain je dal$i molekula zavisla na Ca. Modifikuje proteiny bunécného
cyklu, jadra, ale ovliviiuje také vystavbu a rozpad mikrotubulti (Williams, 2002). Vapené
ionty také reguluji spolu s kalmodulinem a kalcineurinem, serin/treonin fosfatazu (Stewart et

al., 1982).



3.6 Oxid dusnaty (NO)

Biochemicka tvorba oxidu dusnatého byla objasnéna v roce 1991 (Moncada et al.,
1991). Oxid dusnaty je vyznamny intraovaridlni mediator s kratkou Zivotnosti. NO patii k
nejmensim a nejjednodusS$im biosyntetickym produktim. Enzym, ktery katalyzuje vznik
oxidu dusnatého v bunkach je NOS (Yamauchi et al. 1997, Jablonka-Shariff a Olson 1997,
Olson et al. 1996, Van Voorhis ef al. 1995). In vivo NO vznika oxidaci guanidinového dusiku
aminokyseliny L-argininu plsobenim NOS za vzniku L-citrulinu (Billiar, 1995). K jeho
vlastnostem patii relativni stabilita jako volného radikalu s velmi kratkym biologickym
polocasem, asi 5 az 10 s (Garthwaite, 1991), snadno pronikani pfes biomembrany a je

hydrofobni (Kupkova a Benes, 2004).

3.6.1 Vyznam NO

Oxid dusnaty je dilezitd signalni molekula v téle savci, kterd ma fadu funkei
(Wilkinson, 1999). Rozsituje cévy, podili se na nervovém pienosu, na pozitivnim ovlivnéni
paméti (Lukas, 2006), urychluje regeneraci zranénych ¢i poSkozenych tkani, zlepsuje pritok
krve svalovou hmotou, zlepsSuje transport zivin do bun€k a odvod metabolickych zplodin
(Kodicek, 2007), také se ale podili na regulaci rastu folikuld, ovulace, spermatogeneze a
implantaci embrya v déloze (Sengoku ef al., 2001).

Zdrojem produkci NO je arginin, enzymem je NOS (NO-syntaza, existuji 3 typy
enzymu — nervova, endotelialni a indukovatelna) (Lamas et al., 1992). Pisobeni NO je lokalni
kvali kratkému biologickému rozpadu (5 — 10 s). Snadno difunduje do okoli, kde vznika a §ifi
se do sousedicich bun€k. V prostoru mimo buiiku v reakci s vodou a kyslikem se pfeménuje
v dusi¢nany a dusitany. Plsobeni oxidu dusnatého na bunku je velmi riznorodé, zavisi
predev§im na jeho koncentraci, redoxnim stavu, mnozstvi iontli, thioll apod. Za nizké
koncentrace jsou signdly pfendSeny jako pusobeni druhého posla pii regulaci meidzy. Za

vysoké koncentrace NO znac¢n€ poskozuje oocyty svymi derivaty. Prebytky NO mohou

vvvvvv

(peroxynitrity — ONOO-) (Bu et al., 2003).



3.6.2 Biosyntéza NO

V buiikach savet se NO tvofi pétielektronovou oxidaci L-argininu a molekuldrniho
kysliku (Moncada et al, 1991). Kofaktory jsou: nikotinamidadenindinukleotid fosfat
(NADPH), flavinadenindinukleotid (FAD), flavinmononukleotid (FMN), tetrahydrobiopterin
(H4B) a skupina hem obsahujici zelezo (protoporfyrin IX) (Davis et al., 2001). Oxidace
probihd postupné, z L-argininu (L-arg) se syntetizuje N-hydroxy-L-arginin (NHA), tento
prvni  krok  potiebuje  dva  elektrony, kter¢  potiebuje = pro  NADPH
(nikotinamidadenindinukleotid fosfat). Poté nasleduje oxidace z N-hydroxy-L-argininu, kde
se syntetizuje L-citrulin a NO, zde jsou potieba tii elektrony, které doda molekula NADPH
(Stuehr et al., 1991).

3.6.3 Fyziologické ptisobeni NO

V hypotalamo-hypofyzarni ose ovliviiuje oxid dusnaty syntézu hormonti. NO muzZe
tlumit sekreci oxytocinu, luteinizaéniho hormonu, kortikotropin releasing hormont,
adrenokortikotropniho hormonu a riistového hormonu (Garthwaite a Boulton, 1995). V in
vitro podminkach ovliviiuje syntézu kortikotropin-releasing hormonu a releasing faktoru
luteinizaéniho hormonu. Ovliviiuje t¢Z GnRH (gonadotropin-releasing hormonu) (Okere a
Higuchi, 1996).

Oxid dusnaty ma svoji roli 1 v dilataci krevnich cév. Krevni cévy jsou vystlany
endotelidlnimi buiikami, které uvoliuji oxid dusnaty jako odpovéd’ na stimulaci nervovych
zakonceni (Alberts et al., 1998). M4 i funkci druhého posla v reakci vyvolané makrofagy.
Aktivita NOS v makrofdgach je zanormalnich podminkadch nizka, ale po stimulaci
lipopolysacharidy a y-interferonem dojde k radikalnimu zvySeni syntézy oxidu dusnatého
(Nathan a Hibbs, 1991). Pasobi i pfi vedeni nervovych vzruchl v tkanich nerva (Garthwaite,
1991). Ma také svoji ulohu jako neurotransmiter v tkanich mozku, a to po pridani inhibitort
NOS (N-metyl-agrinin/NMA nebo N®-nitro-arginin/NNA) blokuje zvySeni aktivity NOS a
hladinu cGMP. NO je zdrojem in vivo, kdy po vstupu do buiiky se ze SNAP uvoliiuje NO
pomoci endogennich enzymt po vstupu do bunky (Bredt a Snyder 1992, Garthwaite 1991).
Hraje také ulohu i ve stievech, kde jsou vyvolany elektrické stimulace nervovych pleteni a
tim dochazi k vylouceni latek, které ovliviiuji peristaltiku (Dawson ef al., 1991), erekci penisu

(Burnett et al., 1992) a diferenciaci bun¢k (Hattori ef al., 1996).



3.6.4 NOS a izoformy

NO syntaza je enzym katalizujici syntézu NO z L-argininu v tkanich savcd. Je to
homodimer, ktery vznikl ze spojeni dvou enzymi, cytochrom reduktdzy a cytochromu, ty
vyzaduji kofaktory a 3 kosubstraty (L-arginin, NADPH a O;) (Nathan a Xie, 1995). Kazdy
monomer obsahuje oxida¢ni doménu na amino-konci a redukéni doménu na karboxy-konci
(Groves a Wang, 2000).

NOS se vyskytuje ve tfech izoformach, které byly izolovany v roce 1991 az 1994.
Poprvé byly objeveny v cévnim endotelu, mozku a makrofazich (Dixit a Parvizi, 2001).

Prvni je nervovd NO-syntaza (zndma jako nNOS, typ I, NOS-I a NOS-1), druhd je
indukovatelnd NO-syntdza (znama jako iNOS, typ II, NOS-II, NOS-2) a posledni je
endotelialni NO-syntaza (znamé jako eNOS, typ III, NOS-III, NOS-3) (Lamas et al., 1992,
Xie et al., 1992). Izoformy se vyskytuji v Sirokém spektru bunécnych a tkanovych typt.
Odlisuji se subcelularni lokalizaci, kinetikou, zpsobem aktivace, funkci, potfebou riznych
kofaktort (Xie et al., 1992), riznou citlivosti k inhibitoriim, regulaci a katalytickymi a¢inky

(Alderton et al., 2001).

Nervova NO-syntaza

Isoenzym, ktery byl jako prvni izolovany z nervové tkané (Bredt et al, 1991). Ve
vysoké koncentraci se vyskytuje v neuronech CNS, ale i v periferni nervové soustaveé,
kosterni svaloving, v samicich pohlavnich organech, dieni nadledvin, ledvinovych nefronech,
hypofyze a dalsich tkdnich (Weiner ef al. 1994, Burnett et al. 1992, Dixit a Parvizi, 2001). Je
to konstituvni izoforma, ktera pro svou aktivitu potfebuje vapnik a kalmodulin a produkuje

pouze malé mnozstvi NO s kratkou dobou ptisobnosti (Lamas ef al. 1992, Nathan 1992).

Indukovatelna NO-syntaza

iINOS byla poprvé izolovana z makrofagl. Je pfevazné ve formé rozpustné a regulace
je na urovni transkripce fadou cytokininli a hormonti (Xie et al., 1992). Vyskytuje se napf.
v hepatocytech, v hladké svaloving, v builkkdch respiracniho epitelu, v builkach
Langerhansovych ostrivkt slinivky bfisni, ve fibroblastech a neutrofilnich granulocytt
(Nathan a Xie 1995, Davis et al. 2001). Tato izoforma ma pevné vazany kalmodulin, ktery je
spiSe podjednotkou, tudiz neni zavisla na vapniku. V imunitnich buiikach vyzaduje vyrobu
proteinll a tim syntetizuje velké mnozstvi NO s delSim uc¢inkem (Nathan 1992, Moncada et al.

1991).



Endotelialni NO-syntaza

Izolovéana z endotelovych bunék cév (Alderton ef al., 2001). Pfitomna naptiklad také v
hippocampu, neuronech, krevnich destickach, nadledvinach, ledvinach, plicich, v buiikach
ostrivkll pankreasu, v placent¢ a déloze (Jablonka-Shariff a Olson., 1997). Také byla
nalezena v Leydigovych, Sertoliho, endotelidlnich bunkach, ve spermatidach (Ambrosino et
al., 2003), v granuldéznich bunkach, bunkidch theca, stroma a na povrchu oocytu ve
vyvijejicim se folikulu (Jablonka-Shariff a Olson., 1997). Podobné jako nNOS se jedna o

konstitutivni typ a tudiz je zavisla na vapniku a kalmodinu (Lamas et al. 1992, Nathan 1992).

Inducibilni izoformy vytvaii jako odpovéd na stimul velké mnozstvi NO
s dlouhodobou produkci (Olson ef al. 1999, Lamas et al. 1992, Moncada et al. 1991).
Nepotiebuji vapnik ani kalmodulin, ty jsou pevné vazany v izoform¢ jako podjednotka
(Lowenstein ef al., 1992).

Kazdy monomer obsahuje oxida¢ni doménu na amino-konci a reduk¢éni doménu na
karboxy-konci (Groves a Wang, 2000). Oxidacni doména (N-doména) vaze pevné
tetrahydrobiopterin a thiolatové vazanou hem skupinu (reakéni centrum pro oxidaéni reakce),
kyslik a L-arginin. Redukéni doména (C-doména) obsahuje vazebnd mista pro redukéni
kofaktory NADPH, FMN, FAD. Obé tyto domény spojuje kalmodulin (McMillan et al.,
1992). NOS je katalyticky aktivni pouze ve formé dimeru. Na udrZeni dimeru se zlcastiiuje
BH, (tetrahydrobiopterin) a hemova skupina (Marletta, 2001). Na NOS se pfipojuje hemova
skupina prostfednictvim cysteinu a thiolové skupiny (Groves a Wang, 2000).

Regulace aktivity NOS neni dostatecné prostudovéna, ale je zndmo, Ze na jeho
regulaci se podili celd fada faktori. iNOS a nNOS mohou byt mimo jiné regulovany
alternativnim sestfihem jejich mRNA. Na regulaci se mohou podilet i dalsi faktory a to tfeba
protein kindzy. Ke sniZzeni produkce NO v mozkovych buiikach zptsobuje fosforylace nNOS
CaM-dependentni kinazou (Hayashi et al., 1999). Misto pro cAMP-dependentni fosforylaci
maji vSechny izoformy stejné. Protein kindza C vyrazné sniZuje aktivitu izoforem (Bredt a
Snyder, 1992).

Huo et al. (2004) uvadé&ji, ze do regulace NOS jsou zapojeny tii hlavni mechanizmy.
Draha zahrnujici proteazu kalpain, systém ubikvitin-proteazém a regulace Hsp90 chaperony.
Na enzym urceny k degradaci se kovalentné vaze proteaza kalpain a ubikvitin a rozpoznavani

je proteazénem (jen u eNOS a iNOS). nNOS izoformu degraduji Hsp90 chaperony.



3.6.4.1 Vyskyt izoforem NOS v reprodukéni soustavé samic a oocytech

Ve vajecniku superovulovanych potkani a mysi byly prokazany iNOS a eNOS ne
vSak nNOS (Jablonka-Shariff a Olson 1997, 1999). V krevnich cévach vajecniku, v buiikach
theca, granuloznich buiikach a na povrchu oocytl ve folikulech byla objevena eNOS. V theca
foliculi antralnich folikulti a v bunkéch zlutého téliska byla objevena iNOS. Ob¢ izoformy
byly pak nalezeny v ovoplazmé& oocytl a v theca foliculi. U velkych folikulti obklopenych
kumularnimi bunkami byla objevena pfitomnost iNOS, kterd byla pfitomna i cytoplazmé
granuldznich luteinizovanych bunék zlutého téliska (Tao et al., 2004).

Hattori (2000) a jeho tym se ve své praci zaméfili na sledovani exprese NOS
v praseCich oocytech, prokazali ze u folikulli 1 — 3 mm je exprese eNOS, ale v kumularnich
buiikach ji neprokdzali. Také sledovali vliv FSH na projev eNOS v souborech oocytl a
kumularnich bun¢k. Pomoci méfeni metabolitu NO se jim podaftilo zjistit, ze FSH vyvolava
v souboru pokles produkce NO. Takesue (2003) se svym tymem vysledovali expresi eNOS
v prib¢hu vyvoje prasecich folikuldi, zkoumali folikuly o velikosti < 2 mm a > 7 mm tedy
¢asné a pozdni antralni stadiu. Podaftilo se jim prokazat eNOS v obou typech oocytl. Folikuly
v ¢asném stadiu (< 2 mm) obsahovaly eNOS na periferii oocytu, vrchni vrstvé granuldznich a
kumulérnich bunc¢k. Na zoné pellucida a lipidovych granulech eNOS obsazena nebyla.
Folikuly v pozdnim stadiu (> 7 mm) obsahovaly eNOS ve vétSich koncentracich. Grasselli et
al. (2001) se zaméfili na sledovani folikuldi o velikosti < 3 mm. Zjistili pfitomnost eNOS

pouze v granuldznich bunkach a to u 48 hod kultivovanych oocytll v in vitro podminkach.

3.6.5 Regulace NOS

Regulace NOS aktivity, kterd je potfebnd pro oxid dusnaty je velmi slozita.
Transkripéni regulaci jsou regulovany izoformy NOS ztkdni a bunék. Regulace vSech tii
izoforem probihd interakcemi mezi proteiny.

iNOS regulace: vapnik a kalmodulin (CaM), kalirin

eNOS regulace: vapnik, kalmodulin (CaM), proteiny kalveolinu 1 a 3, Hsp90 (Heat-

shock proteinem 90)

nNOS regulace: vapnik, kalmodulin (CaM), PIN (proteinovy inhibitor NOS),
calveolin-1, Hsp90 (Heat-shock proteinem 90)



Kalirin brani vzniku dimeru. U vSech tfi izoforem ma kalmodulin funkci enzymatické
aktivity. Navazanim kalmodulinu se zrychluje elektronovy transfer (z NADPH do redukéni
domény a poté do hemového centra). Caveolin tlumi syntézu NOS, oproti tomu Hsp 90 (Heat-
shock proteinem 90) zvySuje aktivitu NOS. Regulace u eNOS a nNOS probiha pfes
kovalentni modifikace, jen fosforylaci je regulovano nNOS. Myristoylaci, palmitoylaci a

fosforylaci je regulovano eNOS (Alderton et al., 2001).

3.6.6 Inhibitory NOS

Inhibitory interaguji s NOS jakkoli a kdekoli, vzdy vSak v zavislosti na mechanismu

inhibice, substratu a Case. Jsou bud’ kompetitivni a akometitivni.

Kompetitivni inhibitory NOS jsou modifikované analogy L-argininu, kdy nahrazuji

jeho substrat a vaze se na vazebné misto argininu (Rees et al. 1989, Rees et al. 1990). Patii
sem L-NAME (N“-nitro-L-arginin methyl ester) jako nejéastéji pouzivany inhibitor, ale také
L-NMMA (NG-monomethyl-L-arginin) a L-NA (N®-nitro-L-arginin). Derivaty obsahuji
alkoholové, karboxylové nebo aminové skupiny, mohou pulsobit na fadu intracelularnich
systémd, které¢ obsahuji Zelezo, jejich vyhodou je ze obsahuji neucinny D-konformer. Slouzi
jako negativni kontrola pro ptisobeni vlastnich inhibitort (Peterson et al., 1992). L-NAME, L-
NNA maji vliv na oocyty pii meiotickém déleni a to takovy, ze zpozd'uji Cast vajicek ve
stadiu prvni meiotické metafdze a dosazeni druhé meiotické metafaze je vyrazn€ nizsi

(Voznesenskaya a Blashkiv, 2006).

Akompetitivni inhibitory NOS. Sem patii specificky inhibitor AG (aminoguanidin) a
acetamidové inhibitory L-NIO, L-NIL, GW273629. Tyto inhibitory vyZzaduji jako substrat

NADPH a aktivni enzym. Aminoguanidin, po vzniku komplexu NOS a inhibitor, zméni své
chemické vlastnosti a dojde ke kovalentni zméné enzymu (Bryk a Wolf 1998, Corbett et al.
1992). Aminoguanidin potfebuje pro inaktivaci NOS vépnik, kalmodulin, NADPH,
tetrahydrobiopterin a kyslik. Kvili této vlastnosti je pouzivan jako inaktivator zdkladniho
mechanismu NOS s upfednostiiovanim k iNOS (Wolff a Lubeskie, 1995). S pouzitim NO
donoru lze t¢inek aminoguanidinu zvratit (Yamauchi et al., 1997).

Inhibitory NOS maji nepfiznivy vliv na embryondalni vyvoj predev§im pak na pozdé¢;jsi
stadia, potlacuji formaci prvniho polového téliska a inhibuji rist blastocysty (Sengoku et al.,

2001).



3.6.7 Vliv NO na reproduk¢ni organy samic

NO ma vliv na fizeni reprodukce a to na uvolilovani gonadotropint, rast folikuld,
apoptoticky zanik folikularnich bunék, ovulaci, implantaci embrya v d€loze, vznik steroidnich
hormoni, vznik Zlutého téliska, meiotické zrani oocytli, aktivaci oocytii (Jablonka-Shariff et
al. 1999, Gregg 2003, Biswas et al. 1998) a ovliviiuje ochotu k pareni a fetalni vyvoj (Gregg,
2003). M4 1 svou roli v aktivaci guanylat cyklazy, kterd vede ke zvySeni cGMP, ma i1
dalezitou roli v preovulacni vin€ (Shukovski a Tsaftriri 1994, Olson et al. 1996, Moncada et al.
1991, Nathan 1992). Byla také prokazéna zavislost oxidu dusnatého na aktivaci prasecich
oocytli. Neni primdrnim podnétem k aktivaci oocytli, nebot’ hladina oxidu dusnatého se
zvySuje az nasledné po zvySeni hladiny intracelularnich iontd volného vépniku (Petr et al,
2005). Oxid dusnaty muze byt kli¢Covym faktorem pfi signalnich kaskadach, které kontroluji
prechod mezi metafdzemi prvniho a druhého meiotického dé€leni, stejné jako pii preruSovani
meidzy (Jablonka-Shariff a Olson, 1998). Aktivaci praseCich oocytl je schopna stimulovat
NO-dependentni signalni kaskada (Petr ef al., 2005). U mysi je oxid dusnaty schopen blokace
1 stimulace zrani oocytd. Negativni vliv ma oxid dusnaty pii vysoké koncentraci, nebot’
inhibuje vyvoj embrya v in vitro podminkach a implantaci v in vivo u mysi (Sengoku et al.,
2001). Pro zrani oocytt ptisobenim NO jsou potieba cGMP a cAMP kaskady, které zavisi na
urcitych podminkéch (Bu et al., 2003).

NO je také vyznamny regulator sekrece GnRH. Neurony produkujici NO jsou tésné
vedle neuronii produkujicich GnRH (gonadotropin-releasing hormon) v hypotalamu, kde
dochazi ke stimulaci sekrece GnRH a aktivaci guanylat cyklazy (Dixit a Parvizi, 2001).
Rettori et al. (1993) ve své praci uvedl, Ze v podminkéch in vitro Ize po pfidani NO donoru
(nitroprusid sodny — SNP) navodit uvoliovani GnRH z hypotalamu potkana a tudiz
v nervovych bunkdach inhibitor cGMO-dependentni kinazy blokuje GnRH. U hemoglobinu,
ktery mize vyvazat NO, zjistili, Ze je schopen potlacit uvoliiovani GnRH z bunék hypotalamu.
Podle Pinilla et al. (1998) nejspi§ dochédzi v hypofyze prostiednictvim NO ke stimulaci
sekrece GnRH pomoci specifického kalcium-dependentniho a c¢GMP independentniho
mechanizmu. Jablonka-Shariff a Olson (1997) zjistovali pfitomnost eNOS a iNOS ve
vajecniku potkana. Pomoci vyblokovéni (genového knockoutu) dvou izoforem NOS (iNOS a
eNOS) zjistili, Ze se tyto formy vyskytuji ve vajeniku potkana v aktivni formé a produkuji
oxid dusnaty. V pribéhu celého pohlavniho cyklu se méni koncentrace a aktivita téchto
izoforem. V proestru, tedy v pocatcich pohlavniho cyklu roste mnozstvi mRNA pro iNOS,

v pozd¢j$im proestru se zvysuje koncentrace iNOS v zdvislosti na zvysujici se hladiné LH a



estradiolu. Pozdé&ji exprese iNOS proteint klesa (Srivastava et al., 1997). V pfedovulac¢ni fazi
byla nalezena eNOS ve vajecniku (Zackrisson et al., 1996). K vyvolani exprese eNOS
v bunikdch theca folikuli a granuldéznich bunikach potkana plisobi gonadotropin, tuto expresi
vSak v oocytech nezvysSuje, protoze exprese eNOS neni zavisld na gonadotropinu (Hattori et
al., 2001). Inhibi¢ni ucinek mize mit oxid dusnaty produkovany iNOS, na funkci
granul6znich a kumularnich bun¢k, na receptory hormont, ristovych faktori (Olson ef al.,
1996).

Oxid dusnaty mé i svoji roli v procesu ovulace (Jablonka-Shariff a Olson, 1998).
Systém NO/NOS ovliviiuje ve vajecniku dilataci cév, zvySeni produkce prostaglandini pti
procesu ovulace (Dixit a Parvizi, 2001). Oxid dusnaty kontroluje ovulaci pies plsobeni
prostaglandind. NO pisobi na produkci prostaglandinii pfimou aktivaci cyklooxygenaz
(Faletti et al., 1999). Délka estralniho cyklu je také nejspiS regulovana NO. Jablonka —
Shariff a Olson (1998) na toto téma vypracovali praci s pouzitim knockoutovanych samic
mysi. Zjistili, Zze po knockoutaci genu pro eNOS se zkratila délka cyklu. Zatimco po
knockoutace genu pro iNOS délku estralniho cyklu neovliviiuje. Regrese zlutého téliska podle
Dixit a Parvizi (2001) je zapfi¢inénd pozitivni zpétnou vazbou mezi oxidem dusnatym a

prostaglandinem Fy,,.

3.6.8 Uloha NO na regulaci meiotického zrani

Vysledky poukazuji na zastaveni meidzy a jeji znovuzahdjeni ve zplsobech zmény
mnozstvi cyklickych nukleotidii (cAMP) v oocytech (Tornell et al., 1991). Snizeni hladiny
cAMP miiZe dojit pomoci enzymu fosfodiesterazy. NO aktivuje guanylat cyklazu a ten Stépi
GTP na cGMP (Schmidt et al., 1993). ZvySovanim koncentrace cGMP dochazi k ristu
volnych vapnikovych iontil v cytoplazmé (Whalley et al., 1992). Tim se oteviou intracelularni
zasobarny vapnikovych iontd a dochazi k reakci s kalmodulinem a vytvaii se komplex
vapnik-kalmodulin (Ca/CaM). M¢éni se vazba molekuly vapnik-kalmodulin, ktera se stava
aktivni a podporuje interakci s vapennymi ionty a dependentni kindzou (Lorca et al., 1993).
Ca”"-dependentni kiniza zabrafiuje ptisobeni MPF a tim umozni dal§i vyvoj oocytii. Komplex
Ca/CaM (vépnik-kalmodulin) podporuje NOS izoformy a tak dochazi k produkci oxidu
dusnatého v oocytu (Masui, 1991).

Regulace meidzy probihd za nizké koncentrace oxidu dusnatého pies extracelularni
signaly do bunék. Za vysoké koncentrace svymi derivaty vSak znaéné poskozuje oocyt.

Prebytky oxidu dusnatého burka reguluje pomoci volnych radikalt, tim se ale produkuje vice



toxickych radikalu jako jsou peroxynitrity (ONOO-) (Espey et al., 2000). Degeneraci oocyta
s kumuldrnimi bunikami i bez nich mlze zplsobit L-arginin. Kultivaéni medium bez L-
argininu snizuje zivotaschopnost folikull a rtst (Bu ef al, 2003). Pomoci regulace syntazy
cyklickych nukleotidi se NO podili na zrani oocyti, NO reguluje syntizu cGMP
v kumularnich buiikach. Pfechod z metafaze prvniho meiotického déleni do metafaze druhého
meiotického déleni tedy umoziiuje, ze cGMP snizuje mnozstvi cAMP aktivaci cAMP-
fosfodiesterazy (Jablonka-Shariff a Olson, 2000). Opak tvrdi Tornell et al. (1991), ten uvadi
NO jako regulatora meidzy prostrednictvim cGMP, jenz ma za tkol udrzet meioticky blok
preovulacnich folikult a to 2 zptsoby:
e udrzovanim koncentrace cAMP inhibici cAMP- fosfodiesterazy

e aktivaci cGMP-dependentni protein kinazy (PKQG)

PKG se ucCastni kaskady podilejici se na uvoliiovani volnych vapnikovych
iontl intracelularnich zésob. Regulace oxidem dusnatym v oocytu miize probihat nezavisle na
cGMP. Aktivace molekul pomoci oxidu dusnatého probihd nitrosilaci. Oxid dusnaty je velmi
dalezita signalni molekula pro oocyt i pro komunikaci mezi oocytem a kumularnimi bunikami
(Lander et al., 1995).

NO ma velmi diilezitou roli v ovulaci a meiotickém zrani oocytt, jak v in vitro tak in
vivo. Rozdilny projev eNOS a iNOS v bunikach folikulu znac¢i rizné funkce eNOS-NO a
iNOS-NO. eNOS-NO ma dilezitou roli pfi ovulaci, iNOS zastavuje rust folikuld az ke
stimulaci gonadotropint, ktery tuto inhibici rusi (Olson ef al. 2000, Van Voohris ef al. 1995).
Z prace Jablonka-Shariff a Olson (2000) vyplyva, Ze NO je nezbytny pro organizaci
mikrotubuld a vznik dé€liciho vieténka. Bylo zjiSténo, ze mysi s knockoutovanym genem pro
izoformu NOS (eNOS-KO) nemohly syntetizovat NO, coz vedlo k naruseni zrani oocyti,
protoze méli vyskyt oocytd sneobvykle velkym polovym téliskem, coz muze vést
k abnormélnimu bunécéného déleni. Vyskytovaly se 1 oocyty s dvémi polovymi télisky, které
mohly vzniknout délenim nebo pifedcasnym vyloucenim. S timto naruSenym zranim mély v in
vitro 1 v in vivo snizeny pocet oocytll v druhé meiotické metafazi a zvySeny pocet oocyti
v prvni meiotické metafazi nebo atypické oocyty. Prace, které vyuzivaji eNOS-KO myS$i ma
jistou nevyhodu v knockoutu, ten naruSuje meidzu jiz pfi rGstu oocytid nebo folikuli ve
vajeCniku. Tudiz Jablonka-Shariff a Olson (2000) vydali vysledky pokust s inhibitory u mysi
a ty vedly k vliviim inhibice NOS na meiotické zrani. Z jejich vysledka vyplynulo, Zze NO
ovlivituje meiotické zrani nezavisle na vyvoji v ovariich. VSechny skupiny, jak kontrolni tak

s inhibitory NOS (L-NAME) nakonec dosly do stadia GVBD, ale potiebovaly mnohem delsi



¢as k znovuzahajeni meidzy. To vSak mutize ovlivnit jak kvalitu tak Zivotaschopnost oocytii
v dalSich fazich zrani. Naproti tomu Sengoku et al. (2001) zjistil, Ze po pfidani inhibitort
NOS, potlaci vyvoj zrani oocytid s kumularnimi buiikami, ale nezaznamenal degradované
oocyty. Mysi s eNOS-KO mély naruseny vyvoj vajeCniku, mély niz§i hmotnost, méné
kumulus-oocytovych komplext, vyssi hladinu estradiolu, progesteronu v plazmé, abnormality
v produkci steroidnich hormonti a prodlouzeny estralni cyklus s porovnanim kontrolni
skupiny. V dospélosti potom meéli vajeéniky s méné ovulaénimi folikuly v proestru a nizsi
pocet ovulovanych oocytl. Prace Jablonka-Shariff a Olson (1998, 2000) tvrdi, ze pravé
INOS-NO muze byt regulator meiotického zrani oocytli v pribéhu ovulace. iNOS inhibitor,
aminoguanidin, a hCG navozuji meiotické zrani oocytu oproti tomu NO donor, SNAP (S-
nitroso-N-acetylpenicillamin), zrani brani. Po aplikaci hCG zna¢né poklesla koncentrace
nitritd a nitrath v preovulacnich folikulech, tyto zmény vedou ke zméndm iNOS a to hraje
dualezitou roli v poklesu koncentrace NO ve folikulech. Tento pokles je dilezity pro zrani
oocytli. INOS-NO vede k inhibici meiotického zrani oocytii bez kumularnich bun¢k tak, ze
udrzuje koncentraci cGMP na vysoké trovni (Nakamura et al, 2002). Huo et al. (2005)
naopak zjistili, Ze oSetieni oocyti mysi AG (aminoguanidin) vede k zastaveni meiotického
zrani ve fazi anafaze 1. — telofaze 1. iNOS-NO je tedy nezbytny pro meiotické zrani mySich
oocytli pravé pro GVBD a prechod z meiotickych fazi (anafaze I. — telofaze 1.). To vede
k zavéram, ze GVBD, vydéleni L.pdlového téliska a fosforylace MAPK byly utlumeny AG i1
iNOS. V zarodecném vacku po GVBD byla pfitomna iNOS-NO v okoli kondenzovanych
chromozémt a v prvni 1 druhé meiotické metafazi byla pfitomna v misté d€liciho vieténka
okolo napojenych chromozomi. V prvni i1 druhé meiotické fazi anafidze nebyla iNOS
pfitomna, naopak tomu v meiotické fazi telofaze I. i II. byla objevena v misté rozchazejicich
se chromozému ¢i chromatid, coz vede k myslence, ze iNOS-NO mutze pomdhat pfi vyStépeni
polového téliska (Huo et al, 2005). Podle Bu et al. (2003), kteti uvedli, ze oxid dusnaty
v zavislosti na své koncentraci mize mit dvoji funkci na meiotické zrani, a to stimula¢ni nebo
inhibi¢ni. Pfi pouziti inhibitord NOS (L-NAME, L-NNA) inhibovaly vznik I.pélového téliska,
ale vliv na GVBD nebyl prok4zan. Za to ucinek AG (aminoguanidin) nemél zadny vliv na
zrani oocytl. Z toho plyne, ze eNOS-NO je produkci kumularnich bunék a je zde jejich
aktivni misto, toto potvrdil i Jablonka-Shariff a Olson (2000). Nizka hladina koncentrace NO
donoru vedla ke stimulaci zrani oocytt s kumularnimi butikami, bez nich ke stimulaci nedoslo
(Sengoku et al., 2001, Bu et al. 2003). Naproti tomu vysoka hladina koncentrace NO donoru

Mrwe

mrtvych oocytli nezdvisle na kumularnich bunikach. Zavislost NO donoru na cGMP pfi zrani



oocytli neni kompletni a tak jsou jiné cesty jak miize oxid dusnaty pusobit. K podobnym
vysledkiim dosli 1 Tao et al. (2005), kdy po pifidani NO donoru se zvySoval pocet oocytl
s kumularnimi buinkami, které zistaly ve fazi GV. Vysoké koncentrace NO donoru vedou
k degradaci oocytii a k uhynu nezavisle na kumularnich bunkach. Citlivéjsi jsou ty oocyty,
které¢ jsou bez kumularnich bunék. Naproti tomu nizka koncentrace NO donoru vede
k potlaceni expanzi kumulu a fragmentaci DNA kumularnich bun€k. U prasecich oocytl je
velka produkce eNOS-NO. Pokles NO je dilezity pro rist kumularnich bunék, jinak dochazi
k jejich inhibici. K poklesu dochazi na zakladé plsobeni FSH, ktery stimuluje proliferaci
kumulérnich bungk, ale eNOS se v oocytech neméni. Tento pokles NO mtize byt signdlem pro

diferenciaci kumuléarnich a granul6znich bunék (Hattori et al., 2000).

3.6.9 NO a aktivace prasecich oocytu

V meiotické fazi metafaze II. dozrald vajicka zastavuji svij vyvoj, a pro dalsi vyvoj
potiebuji aktivacni stimul, kterym je spermie (Yanagimachi, 1988). Ta vyvold ve vajicku
oscilaci intracelularnich hladin Ca, a tak se aktivace oocytli oznacuje jako kalcium-
dependentni proces (Homa et al. 1993, Swann a Ozil 1994). Proto se pfi aktivaci oocytl v in
vitro pouziva pravé této signalni soustavy (kalcium-dependentni). Pouziva se elektricky
impuls ke zvySeni intracelularni hladiny vapniku (Prochéazka et al. 1992, 1993) ionofory (Jilek
et al. 2000, 2001), alkohol (Yi a Park, 2005).

NO-dependentni signdlni soustava je ovlivnéna Ca a celou fadou mechanizmt. Aktiva
NO v bunkach vyzaduje aktivaci NOS kalmodulinem (Lamas et al., 1992). Oxid dusnaty
ovliviiuje hladinu intraceluldrniho Ca piijmem Ca z extraceluldrniho prostiedi pomoci
vapnikovych iontovych pump a kanali (Berridge ef al., 2000).

Partenogenetickou aktivaci prasecich oocytid zkoumal Petr et al. (2005) pomoci NO
donoru. Zjistili, Ze vznikla embrya se malo déli a za stddia 8 blastomer se piestanou vyvijet.
Pouzili donory SNP a SNAP, které v in vitro aktivovaly dozralé praseci oocyty v zavislosti na
své koncentraci. Pii donoru SNP bylo aktivovano malé mnozstvi oocytil a pii koncentraci
vétsi jak 1 mM dokonce nicil oocyty. Pfi donoru SNAP se ukazalo, Ze je pro aktivaci oocytl
vhodnéjsi pres NO-dependentni signalni kaskady. K aktivaci oocytii doslo po 10 hod. Tento
pomaly projev NO je nejspis§ ovlivnén penetraci NO-donoru do oocytu, nebo také dlouhodobé
pusobeni NO-donoru, které vede k znemoZnéni signalizace v bunice. Pro NO-dependentni
aktivaci oocytll prasat je potfeba aktivni NOS. Inhibitor NOS L-NMMA a L-NAME mohou

inhibovat aktivaci oocytd pomoci NO-donoru SNAP. Oxid dusnaty neptsobi jako prvotni



impuls k aktivaci oocytli, neni totiz schopny navodit exocytdzu kortikalnich granul. Dokéze
ovlivnit pocet volnych vapnikovych iontil v oplozeném oocytu a to diky regulaci vapnikovych
pump a kandll slouzicich k pfijmu a vydaji Ca bunikou (Petr ez al. 2005, Berridge et al. 2000).
K tomuto se ptidava 1 Hyslop et al. (2001), kteti zjistili, ze ke zvySeni NO nedochazi pfi
oplozeni oocytli mysi spermiemi, které spousti oscilaci vapennych iont. Dosli k zavéru, ze
oxid dusnaty neni nezbytny pro oplozeni a nevyvolava oscilaci vapennych iontd. Pti aktivaci
oocytli prasete NO-donorem SNAP je zavislost véapniku patrnd. K inhibici po chelaci
intracelularnich vapnikovych ionti chelatorem BAPTA-AM dochézi pii partenogenetické
aktivaci oocytli donorem SNAP. Ke snizeni poctu aktivovanych oocytl dochazi pii
zablokovani vapnikovych kanalii verapamilem a to vede k tomu, ze aktivace NO-donorem je
zavisla na vapennych iontech z extracelularniho prostfedi. L-typ kanal blokuje verapamil a
tento typ kandlu je dilezity pii aktivaci oocyti NO-donory. Aktivace oocytli prasat pomoci
NO-donort z ¢asti probiha pomoci aktivace sGC (solubilni guanylat cyklaza). Oxid dusnaty
neni potiebny pro aktivaci oocyti pomoci ionoforu. V oocytu je propojeni mezi Ca a NO
dependentnimi signalnimi kaskadami (Petr et al., 2005). Svoji roli ma i signalni kaskada
cGMP-dependentni, kterd je specificka pro partenogenetickou aktivaci oocyti NO-donory.
Partenogenetickou aktivaci oocytit NO-donory inhibuje zablokovéni ryanodinovych receptort.
Z toho plyne zavislost NO-dependentni aktivace praseCich oocyti na mobilizaci
intracelularnich  vapnikovych zisob pomoci ryanodinovych receptori (RyR). Na
inositoltrifosfatovych receptorech (IP3;R) nezavisi. IPsR jsou dilezité pro spravnou aktivaci
savc¢ich oocytl (Petr et al., 2005).

Dosud nejsou objasnény procesy, ke kterym dochédzi v oocytech béhem rlstové
periody, kterou oocyty musi projit a béhem niz ziskévaji schopnost dokon¢it meiotické zrani.
Vyznamnou ulohu v nich mize sehravat signdlni molekula oxidu dusnatého produkovana
NO-syntazou. Je vysoce pravdépodobné, ze syntéza NO je zapojena krom¢ mitotického zrani
také do ristové faze oocytu. Nase prace si kladla za cil ovéfit hypotézu, podle které se enzym
NOS produkei oxidu dusnatého aktivné zapojuje do regulace rustové faze s ziskem meiotické

kompetence.



4.Material a metody

4.1 Ziskavani vajecnika a oocytu

Prasec¢i vajecniky byly ziskdvany zporazenych prasnic na jatkdch z Ptibrami
v neurCité fazi pohlavniho cyklu. Vaje¢niky byly transportovany do laboratofe katedry
veterinarnich disciplin ve vytemperovanych termoskéch, které byly naplnény fyziologickym
roztokem (0,9 % chlorid sodny) o teplot¢ 39°C. Vajecniky byly zpracovany do 2hodin.
Aspiraci z folikuli pomoci injek¢éni jehly, byla ziskédna folikularni tekutina. Poté pod
stereomikroskopem byly vybirdny sklenénou pipetou oocyty, které se premistovaly do kapek
media. Vybirany byly jen takové oocyty, které mély nenarusenou cytoplasmu s kompaktni

vrstvou kumularnich bunék.

4.1.1 Zisk rostoucich oocyti

Rostouci oocyty byly ziskavany z kliry vajecniku v podobé tenkych pruht z folikula
mensich jak 2 mm. Tyto pruhy byly umistény do Petriho misek 3,5 cm s modifikovanym
kultivacnim mediem M199 (Girco BRL, Life, Technologies, Paisley, Skotsko) obsahujici 7 %
roztok hydrogenuhli¢itanu sodného (0,039 ml), laktat vapenaty v koncentraci 0,6 mg/l,
pyruvat sodny 0,25 mg/ml, gentamicin-sulfat (gentamicin sulphate) 0,025 mg/ml, HEPES 1,5
mg/ml, 13,5 TU eCG : 6,6 IU hCG/ml (P.G. 600, Intervet Boxmeer, Holandsko) a 10% fetalni
teleci sérum (GibcoBRL, Life Technologies, Karlsruhe, Némecko). Uvolnéni oocytu se
provadélo jehlou 25G pres sténu folikulu. Vybrané oocyty byly pomoci mikroskopu
s okuldrovym mikrometrem vybirany podle velikosti vnitiniho priiméru, to je bez vrstvy zona

pellucida: 80-89 pm, 90-99 um a 100-110 pm.

4.1.2 Zisk oocyti s ukoncenym ristem

Byly ziskéany aspiraci velkych folikull (2-5 mm) za pomoci jehly 20G.



Pro dal$i experimenty byly pouzity oocyty s neposkozenou cytoplazmou a celistvou
vrstvou granuldznich nebo kumularnich bunék. Pfed zahdjenim kultivace byly vybrané oocyty
tiikrat proplachnuty v kultivaénim mediu M199. Kultivace probihala za teploty 39 °Cav 5 %
CO, v Petriho miskach. Misky byly naplnény 3 ml média M199.

Z vajeCnikl prasnic byly ziskany Ctyii velikostni skupiny oocytt s riiznou meiotickou
kompetenci. Do modifikovaného kultivaéniho média byl pfidan bud’ n€ktery z inhibitor nebo
donorit NOS, nebo byly oocyty kultivovany v Cistém médiu jako kontrola. Po uplynuti doby
kultivace bylo hodnoceno stadium jejich zrani a vliv NO donorti a inhibitorit NOS na
meiotickou kompetenci oocytu.

Pro hodnoceni meiotické kompetence zrani oocyti po kultivaci byly oocyty zbaveny
od okolnich buné¢k a to opakovanym nasavanim do tenké sklenéné pipetky. Pak byly umistény
na podlozni skli¢ka a fixovany octovou kyselinou a lihem (1 : 3) po dobu 24hodin. Poté se
nabarvily 1 % orceinem. Stddium meiotického zrani oocyti bylo vyhodnoceno podle
publikace Motlika a Fulky (1986). Hodnoceni probihalo za pomoci mikroskopu s fazovym
kontrastem. Hodnoceny byly oocyty s viditelnym vydélenym pdélovym téliskem a ve stadiu

pronuklearnim.

4.2 Experimentalni schéma

4.2.1 Ovéreni meiotické kompetence

Cilem bylo ovéfit meiotickou kompetenci v podminkach laboratofe katedry
veterinarnich disciplin.

Rostouci oocyty byly rozdéleny do tti skupin podle vnitiniho priméru a to na oocyty s
pramérem od 80 do 89 um, od 90 do 99 um a od 100 do 110 um. Posledni skupina oocyti
byla s ukon¢enym ristem o velikosti 120 um.

Po kultivaci, kterd trvala 48 hodin, v mediu M119 byly oocyty zbaveny okolnich

bungk, byly fixovany a bylo zhodnoceno stadium meiotického zrani.



4.2.2 Ovéreni ucinku inhibitori NOS

Timto experimentem jsme chtéli ovefit i€inek inhibitord NOS na rtstovou periodu a
nedostatek oxidu dusnatého.

Kultivace rostoucich oocytl s ¢astecnou meiotickou kompetenci (100 — 110 um) a
oocytll s ukon¢enym rastem (120 um) probihala 48 hodin v mediu M119 s pfidavkem iNOS
specifického inhibitoru aminoguanidinu (AG) nebo s nespecifickym NOS inhibitorem L-
NAME (N® -nitro-L-arginin methyl ester), ktery tlumi NOS izoformy, nejvice specificky je
k eNOS. Tyto inhibitory byly pouzivany s koncentraci 10 mM, 7,5 mM; 5SmM a 2,5 mM. Pro
kontrolu toxicity byl pouzit D — neG¢inny konformer (N -nitro-D-arginine methyl ester) z L-
NAME. Aminoguanin nema D — netc¢inny konformer, a proto byla provedena reverze pro
vylouceni toxického plisobeni inhibitori. Kultivace probihala 48 hodin s nejvyssi koncentraci
inhibitoru a pak 24 hodin v ¢istém mediu.

Déle bylo sledovano, zda nedostatek oxidu dusnatého zpisobeny NOS inhibitorem,
ovlivituje prechod mezi prvni a druhou meiotickou M-fazi u oocyti s ukonenym rustem.
Kultivace oocytli s ukoncenou ristovou periodou (120 um) probihala 24 hodin v ¢istém
mediu M199 a pak dalSich 24 hodin v mediu, ktery obsahoval ptidavek 10 mM
aminoguanidinu. Pro vylou€eni vlivu mechanického poskozeni byla kultivace kontrolniho
vzorku po 24 hodinach v ¢istém mediu pfenesena do nové Petriho misky s ¢istym mediem.

Po skonceni kultivace byly z oocytl odstranény okolni buiiky, byly fixovany a bylo
vyhodnoceno stadium meiotického zrani.

Inhibitor byl rozpustén v mediu 30 minut pfed samotnou kultivaci oocyti.

4.2.3 Ovéreni u¢inku NO donoru

Cilem tfetiho experimentu bylo ovéfit, jak ovliviluje NO dodany do kultivace externé
,ve form¢ donoru, na meiotickou kompetenci a rtist oocyta.

Kultivace rostoucich oocytti (80 — 89 pum, 90 — 99 um, 100 — 110 pm) a oocytd
s ukon¢enym rlstem (120 pm), probihala 48 hodin v mediu M199 s donorem NO SNAP (S-
nitroso-N-acetylpenicillamine) v koncentraci 2, 0,1 a 0,03 mM.

Tticet minut pied zacatkem kultivace se nechal rozpustit donor NO.

Po dokonceni kultivace byly z oocytl odstranény okolni bunky, byly fixovany a bylo

vyhodnoceno stadium meiotického zrani.



4.2.4 Kombinovany uéinek inhibitori NOS a donori NO na oocyty

V tomto experimentu bylo cilem ovéfit zda Ize nedostatek NO zpisobeny inhibitory
NOS zvratit dodanim NO donoru do kultivace.

Kultivace rostoucich oocytti (80 — 89 pm, 90 — 99 um, 100 — 110 um) a oocytd
s ukon¢enym rtistem (120 pm) probihala 48 hodin v mediu M199 s ptidavkem nejnizsi u¢inné
davky aminoguanidinu (5 mM) spolu s riiznou koncentraci NO donoru SNAP (2 mM, 1 mM,
0,5 mM, 0,03 mM a 0,1 mM). Takto zvoleno pro hledéni u¢inné¢ koncentrace donoru pro
zvréaceni ucinku inhibitoru.

Tticet minut pfed zacatkem kultivace se nechaly rozpustit inhibitor i donor.

Po dokonceni kultivace byly z oocytll odstranény okolni buriky, byly fixovany a yblo

vyhodnoceno stadium meiotického zrani.

4.2.5 Statisticka analyza

Kazdd pokusnd skupina obsahovala 120 oocytd. Experimenty byly Cctyfikrat
opakovany. Ziskana data byla vyhodnocena pomoci analyzy rozptylu za vyuZiti programu
Statistica verze 6.0.

Pomoci Tukeyho HSD testu se stanovily podrobnéjsi rozdily mezi skupinami oocytu.

Za statisticky vyznamné byly povazovany hodnoty P < 0,05.



5. Vvsledky

5.1 Ovéreni meiotické kompetence oocyti v naSich laboratornich

podminkach

Cilem bylo ovéfit meiotickou kompetenci v podminkdch laboratofe katedry
veterinarnich disciplin (KVD).

Nase vysledky ukdzaly (podrobné&ji viz tabulka 1), Ze oocyty zafazené do skupiny
s vnitinim primérem 80 — 89 um a 90 — 99 um jsou zcela meioticky nekompetentni. Zatimco
skupina 100 — 110 um obsahovala oocyty s ¢asteCnou meiotickou kompetenci. Skupina
s oocyty s primerem 120 um byly zcela meioticky kompetentni a po 48 hodinach kultivace
dosahuji stadia druhé meiotické metafaze.

Tento experiment potvrdil schopnost oocytl ziskavat kompetenci kontinualné¢ béhem

rustove periody a je tedy patrny vztah mezi meiotickou kompetenci a velikosti oocytu.

Tabulka 1: Ovéreni meiotické kompetence

Stadium meiotického zrani (%)
GV MI MII
80 - 89 um 978+22" 1,5+1,0% 0,7+0,74
90 - 99 um 88,5+ 6,04 9,9+474 L,6+124
100 - 110 um 128+54% | 872+54°" 0,0+0,04
120 pum 62+6,15 6,9+48% 86,9+5,7"
Statisticky vyznamny rozdil P <0,05 v fadcich (mezi stadiem GV, MI a MII) je vyjadfen odlisnymi pismeny (A,B)

Velikost oocyti

5.2 Ovéreni u¢inku inhibitora NOS

V tomto experimentu se zjiStovalo jak plsobi nedostatek NO vyvolany pomoci
inhibitori NOS (aminoguanin, L-NAME) na oocyty s ¢astecnou a plnou meiotickou
kompetenci.

Inhibitory s koncentraci 10, 7,5 a 5 mM narusovaly meiotické zrani rostoucich oocyti
(100 — 110 um) i s ukoncenym rastem (120 pum). Po 48 hod kultivace velka ¢ast oocytl
zustala ve fazi zadrode¢ného vacku. Na meiotické zrani obou typti oocytl (s ¢aste¢nou i plné
vyvinutou meiotickou kompetenci) neméla vliv koncentrace 2,5 mM, ale Ccastecné

kompetentni oocyty dosahovaly prvni meiotické metafaze a pln¢ vyvinuté druhé meiotické



metafaze (Tabulka 2, 3, 4, 5). Bez jakéhokoli u¢inku byly oocyty bez meiotické kompetence
(80 — 89 um a 90 - 99 um) pfi pasobeni koncentraci 10, 7,5, 5 a 2,5 mM.

Bylo zjistovano, zda aminoguanidin neni toxicky pro oocyty, jelikoz nemé neucinny
konformer jako L-NAME. Po reverzi aminoguanidinu m¢ly obnovenou schopnost pokracovat
po prvnim meiotickém bloku oocyty s ¢aste¢nou meiotickou kompetenci (Tabulka 6), ale u
oocyt splné vyvinutou meiotickou kompetenci meéla reverze za nasledek narGst
partenogeneticky aktivovanych embryi (26%) oproti kontrolni skupiné (3%) (Tabulka 7).

Dale bylo zjistovano zda inhibitor ptisobi na pfechod mezi prvni a druhou meiotickou
metafazi. Po pfidani aminogunanidinu doslo u oocytil k zastaveni v prvni meiotické metafazi.
U pIné kompetentnich melo pfidani aminogunanidinu za nasledek, ze oocyty nebyly schopny

prolomit meioticky blok a dosahnout tak druhé meiotické metataze (Tabulka 8).

Tabulka 2: Ucinek aminoguanidinu na meiotické zrani oocyti s ¢astecnou

meiotickou kompetenci 100 — 110 pm

Mnozstvi Stadium meiotického zrani (%)
aminoguanidinu GV MI MII
kontrola 0 mM AG 11,0+ 1,0* 87,7+5,14 1,3+1,1%
2,5mM AG 72+£204 91,5+4,74 1,3+03%
5mM AG 89,8 +2,9"° 92+398 1,0+08%
7,5 mM AG 90,0 +2,7" 9.4+32" 0,6+0,1%
10 mM AG 92,3+5,18 74+12°8 03+0,1%

Statisticky vyznamny rozdil P <0,05 v fadcich (mezi stadiem GV, MI a MII) je vyjadfen odliSnymi pismeny (A,B)

Tabulka 3: U¢inek aminoguanidinu na meiotické zrani oocyti s plné vyvinutou

meiotickou kompetenci 120 pm

MnoZstvi Stadium meiotického zrani (%)

aminoguanidinu
GV MI MII

kontrola 0 mM AG 2,8+£2,0% 7,8+2,1% 89.4+5,14

2,5mM AG 23+294 5,8+2,44 91,9+4,14

5mM AG 90,2 +4,98 59+26" 3,9+338

7,5 mM AG 95,1+4,18 3,3+2,74 1,6+2,1°8

10 mM AG 92,6+5,18 3,0+£3,14° 44+35°

Statisticky vyznamny rozdil P <0,05 v fadcich (mezi stddiem GV, MI a MII) je vyjadien odlisSnymi pismeny (A,B)



Tabulka 4: U¢inek L-NAME a D-NAME na meiotické zrani oocytii s ¢aste¢nou

meiotickou kompetenci 100 — 110 pm

Mnozstvi

Stadium meiotického zrani (%)

GV MI MII

; kontrola 0 mM 8,01 +7,1% 90,4+ 1,04 1,6 0,24
<Zf 2,5mM 6,1+3,04 93.4+3,14 0,6 +0,4%
- 5mM 91,6 2,65 84+26" 0,0+0,0*
7,5 mM 91,5+2,08 85+208 0,0+0,0"

10 mM 94,7 +3,58 53+058 0,0+0,0"

L Stadium meiotického zrani (%)
MnozZstvi GV M M

= kontrola 0 mM 8,01 +0,7% 90,4 + 1,04 1.6+2,0"
<Zf 2,5 mM 7,7+1,7% 923+0,7% 0,0+0,0*
a 5 mM 8.4+18"% 91,6+ 1,8" 0,0+0,0*
7,5 mM 82+1,74 90,9 +2,6* 0,9+0,14

10 mM 6,5+2,84 935+2.8% 0,0+0,04

Statisticky vyznamny rozdil P <0,05 v fadcich (mezi stadiem GV, MI a MII) je vyjadfen odlisnymi pismeny (A,B)

Tabulka 5: Ufinek L-NAME a D-NAME na meiotické zrani oocytii s pIné

vyvinutou meiotickou kompetenci 100 — 110 pm

Stadium meiotického zrani (%)

Mnozstvi
GV MI MII
; kontrola 0 mM 3,0+£03% 48+1,5" 922+6,1°
<Zt 2,5mM 45+03% 54+25" 902 +2,14
- 5mM 91,0+2,28 6,7+12"% 24+02"
7,5 mM 90,8 £2,58 4,7 +02" 47+0.2°
10 mM 92,7+4,9" 4,4+1,8% 2,9+0,9°
Muo#stvi Stadium meiotického zrani (%)
GV MI MII
; kontrola 0 mM 3,0£03% 48+0,5% 922+6,14
<Zt 2,5mM 3,0£03" 46+03% 93,7 +2,84
A 5mM 39+0,1% 43+04" 91,8+1,7*
7,5 mM 2,3+0,3% 49+24" 92,9+3,14
10 mM 48+1,0" 2,9+08" 925+1,6%

Statisticky vyznamny rozdil P <0,05 v fadcich (mezi stadiem GV, MI a MII) je vyjadfen odlisnymi pismeny (A,B)




Tabulka 6: 24-hodinova reverze oocyti s ¢astenou meiotickou kompetenci po

kultivaci s aminoguanidinem (10 mM)

%

Stadium meiotického zrani

GV MI MII
kontrola 72 hod 40+02% 96,0 £5,14 0,0£0,0"
10mMAG +24hod | 535, 54 71,7+ 15,14 0,0+0,0"
reverze

Statisticky vyznamny rozdil P <0,05 v fadcich (mezi stadiem GV, MI a MII) je vyjadien odlisnymi pismeny (A,B)

Tabulka 7: 24-hodinova reverze oocyti s plnou meiotickou kompetenci po

kultivaci s aminoguanidinem (10 mM)

%

Stadium meiotického zrani

GV MI MII aktivovanych
kontrola 72 hod 6,1+1,0% 6,1+£50% 84,7+7,2% 3,1+2,1%
10 mM AG 92,6+2.1° 29+0,54 45+4,08 0,0+0,04
10mMAGa8hod + | 109, 358 | 4504628 | 13142,1P 260+ 62"
reverze 24 hod

Statisticky vyznamny rozdil P <0,05 v fadcich mezi skupinou 10 mM AG a kontrolni skupinou jsou vyjadfeny odliSnymi

pismeny (A,B)

Tabulka 8: Utinek aminoguanidinu na piechod

meiotické metafaze

oocytii z prvni do druhé

Stadium meiotického zrani

% .
GV MI MII atypickych
kontrola 0,0+ 0,0A 143+2,1 A 85,7+ 6,1 A 0,0+ 0,0 A
24 hod médium + 24 A B s R
hod 10 mM AG 0,5£0,1 46,9+ 11,9 43,4+68 92+1,5

Statisticky vyznamny rozdil P <0,05 v fadcich (mezi stadiem GV, MI a MII) je vyjadien odlisnymi pismeny (A,B)




5.3 Ovéreni uinku NO donoru

Cilem tohoto experimentu bylo zjistit jak rastovou fazi a meiotickou kompetenci
oocytl ovlivituje oxid dusnaty, ktery je dodan do in vitro systému z externiho zdroje formou
NO donoru.

Ve stadiu prvni a druhé meiotické metafaze, béhem 48 hod kultivace s NO donorem,
doslo ke snizeni poc¢tu oocytu s CasteCnou a plnou meiotickou kompetenci (Tabulka 9, 10).
Oocyty po 24hodinové reverzi v Cistétm mediu jiz nepokraovaly v procesu zrani.
Koncentrace NO, kterou se pouzila narusSila zivotaschopnost oocytl. Za aktivaci v druhé
meiotické metafazi (68%) mize koncentrace 2 mM a ImM SNAP, proto byla koncentrace
snizena na 0,1 a 0,3 mM SNAP, ktera jiz neméla inhibi¢ni u¢inek na oocyty. V této
koncentraci oocyty s ukoncenym ristem zraly do druhé meiotické metafaze po 48 hodinové

kultivaci v médiu s NO donorem.

Tabulka 9: Vliv donoru NO SNAP na meiotické zrani oocyti s ¢asteCnou

meiotickou kompetenci 100 — 110 pm

" SNAP
GV GVBD LD MI MII

Kontrola 8,1 +8,34% 0,0+0,04 0,0+0,0" 91,9+83" 0,0+0,04

0,03 mM 10,7+ 2,84 0,0+ 0,04 36,1 £2,6¢ 46,7+8,7¢ 49+0,54

0,1 mM 82+1,94 0,0+0,0" 63,6+ 8,6° 23,3+3,28 49+3,6%

2 mM 83+ 14,4% 0,0+0,0" 79,2 £36,0° 125+1,78 0,0+0,0%

Statisticky vyznamny rozdil P <0,05 v fadcich (mezi jednotlivymi koncentracemi donoru NO SNAP) a sloupcich (dané

stadium meiotického zrani) je vyjadfen odliSnymi pismeny (A,B,C)

Tabulka 10: Vliv donoru NO SNAP na meiotické zrani oocytii s plnou meiotickou

kompetenci 120 pm

SNAP
%
GV LD MI MII Atyp
Kontrola 23+1,5% 0,0+0,0% 47 +4,0% 92,96 + 634 0,0+0,0%
0,03 mM 1,3+£0,5% 67,9+ 10,6° 11,5+2,6% 141+1,58 51+4,0°
0,1 mM 250+238 75,0+9,0° 0,0+0,0% 0,0+0,08 0,0+0,0%
2 mM 25,0+238 75,0 £20,258 0,0+0,0% 0,0+0,08 0,0+0,0%

Statisticky vyznamny rozdil P <0,05 v tadcich (mezi jednotlivymi koncentracemi donoru NO SNAP) a sloupcich (dané

stadium meiotického zrani) je vyjadien odliSnymi pismeny (A,B)




5.4 Kombinovany uc¢inek inhibitoria NOS a donoru NO na oocyty

Cilem tohoto experimentu bylo sledovat zvraceni ti¢inku inhibitorat NOS dodanim NO
donorem do in vitro kultivaéniho prostfedi a vliv koncentrace donori a inhibitorii na
meiotickou kompetenci oocytii.

U oocytl s plnou 1 s ¢astecnou meiotickou kompetenci bylo zjiSténo, ze pridani NO
donoru dokéze zvratit u¢inek inhibitorat NOS. Ale oba typy oocyti (100 — 110 um a 120 um)
dokéazi dosdhnout pouze prvni meiotické metafdze. Plné meioticky kompetentni oocyty

nebyly schopny dosdhnout dozrani do druhé meiotické metafaze (Tabulka 11, 12).

Tabulka 11: Vliv kombinace inhibitoru NOS a donoru NO na oocyty s ¢aste¢né

vyvinutou meiotickou kompetenci 100 - 110 pm

5mM AG + SNAP SNAP (%)
GV GVBD PD MI MII
Kontrola 6,86 +5,14 0,0+0,0% 404 +5,14 80,77+ 11,04 7,88 £9.84
0 mM 89.0+2,1" 0,0+0,0* 82+2,6% 0,0+0,08 0,0+0,0%
0,1 mM 13,8124 19,0+ 5,08 15,7+ 6,64 472+175°¢ 43+1,0"
0,03 mM 26,7+3,0¢ 0,0+0,0* 43,3+13,0° 0,0+0,08 0,0+0,0*
0,5 mM 7,1+£10,14 0,0+0,0* 79,5+ 11,3¢ 13,4+1,38 0,0+0,0*
1 mM 28,6 +15,4¢ 0,0+0,0* 59,3 +35,9" 9,1 +15,7"8 3,0+£0,0"
2 mM 558+1,8" 0,0+0,0" 39,6 +4,6° 45+04"° 0,0+0,0"

Statisticky vyznamny rozdil P <0,05 v fadcich (mezi jednotlivymi koncentracemi donoru NO a inhibitoru NOS) a sloupcich

(dané stadium meiotického zrani) je vyjadfen odliSnymi pismeny (A,B,C)

Tabulka 12: Vliv kombinace inhibitoru NOS a donoru NO na oocyty s plné

vyvinutou meiotickou kompetenci 120 pm

5 mM AG + SNAP SNAP (%)
GV PD MI MII Atyp
Kontrola 0,0 +£0,0% 0,0+0,0" 6,3+03" 937+4,5% 0,0 +£0,0%
0 mM 90,15+5,7¢ 0,0 +0,0% 5,88 +1,3% 3,98+ 0,55 0,0+0,04
0,03 mM 0,0 +£0,0% 21,1+63° 36,8 +8,7¢ 10,5+ 1,78 31,6 +12,8"°
0,5 mM 43+0,5% 0,0+0,0" 26,1+62° 348+7,8¢ 34,8+ 12,58
0,1 mM 13,8+ 1,24 3,6+03% 574+628 11,4+2,38 13,8 +2,94
2 mM 26,7+2,1% | 733+1358 0,0+0,0" 0,0+0,0° 0,0+0,0%

Statisticky vyznamny rozdil P <0,05 v fadcich (mezi jednotlivymi koncentracemi donoru NO a inhibitoru NOS) a sloupcich

(dané stadium meiotického zrani) je vyjadien odliSnymi pismeny (A,B,C)




6. Diskuse

V této praci jsme zjistovali roli oxidu dusnatého béhem riistové periody a procesu
nabyvani meiotické kompetence u oocytu prasete pomoci inhibitori NOS a donori NO.
Inhibitory, aminoguanidin a L-NAME blokovaly meiotické zrani oocyti s ¢asteCnou
meiotickou kompetenci, oocyty plné meioticky kompetentni i s ukonéenym riistem. Uginek
inhibitorti byl zavisly na koncentraci a byl vratny. Po pfidani inhibitor bylo naruSeno GVDB
oocytli. To mlze vést k myslence, ze NO je nezbytny pro samotny pocatek meiotického zrani.
Pro meiotické zrani oocytl prasete je dilezitd regulace pres iNOS izoformy, protoze po jejim
vyblokovani je naruSen proces zrdni, stejn¢ jako po ptidani inhibitord (L-NAME), blokujicich
vSechny NOS soucasné. U pln¢ kompetentnich oocytli, inhibice NOS zabranuje oocytim
dosahnout druhé meiotické metafaze, stejné tak u oocytti s plnou meiotickou kompetenci, kdy
tento vliv inhibitortt NOS je patrny pokud dojde k zastaveni az ve stddiu metafaze I. Inhibice
aminoguanidinem byla pro zrani oocytd u€innéj$i a to po piidani k oocytim jiz ve stadiu
zarodecného vacku. V dobé pfechodu mezi metafazemi, praseci oocyty jiz nepotiebuji tolik
mnozstvi NO jako oocyty ve stadiu zarode¢né¢ho vacku, nebo piestavaji byt vnimavé na jeho
ucinek, ¢i jsou regulovany jinym NO neZ indukovatelné izoformy NOS. U oocytll mysi byl
pozorovan blok meiotického zrani po inhibici NOS, a to meioticky kompetentni oocyty
prochazely rozpadem zarode¢ného vacku a jejich meiotické zrani bylo zablokovano az mezi
prvni a druhou metafazi (Bu et al., 2003). Zmény, které jsme pozorovali v meiotickém zrani
oocytli po aplikaci inhibitort NOS, ke kterym podle literatury dochazi pii kultivaci oocyti
ziskanych od zvifat s vyblokovanym genem pro né€kterou z izoforem NOS (Jablonka-Shariff a
Olson, 1997). Zjistili jsme, Ze pouzitd koncentrace inhibitortt NOS neni pro oocyty toxicka.
Jelikoz po kultivaci a reverzi s neuCinnym kofaktorem jsou oocyty schopny pokracovat ve
svém zrani. Po zvraceni ucinku (24 hod) oocyty s ukonCenym rastem v ¢istém médiu dosly
k vysokému nartstu podilu partenogeneticky aktivovanych embryi.

Dale jsme sledovali u¢inek NO donoru na oocyty s riznym stupném meiotické
kompetence. Z experimentl, ktery provedli Petr et al. (2008) na pracovisti KVD byla zndma
koncentrace SNAP, a to pokud se piida 2 mM SNAP k oocytiim v metafazi II, dochazi ze 71
% béhem 10 hod k jejich partenogenetické aktivaci. Proto jsme pouzili tuto koncentraci
donoru jako vychozi pro kultivaci oocyti s ¢astecnou meiotickou kompetenci, tak i plnou
meiotickou kompetenci a dokoncenou rtistovou periodou. SNAP patii mezi stabilni analogy

endogennich S-nitrosothiolt. Po vstupu do bunky se ze SNAP uvoliiuje NO pomoci



endogennich enzymt a NO je tak zdrojem in vivo (Bredt a Snyder 1992, Garthwaite 1991).
Kvuli t¢émto vlastnostem jsme ho zvolili. Koncentrace NO donoru SNAP, kterou jsme pouzili
(2 — 0,05 mM) narusovala Zzivotnost oocytl, po 24 hod reverzi v Cistém mediu oocyty
nepokracovaly ve svém zrani. Je jisté, ze vykoké koncentrace NO vedou v somatickych
bunkach ke vzniku toxickych reak¢nich produktt (Bu ef al., 2003), a k tomu dochazi nejspis i
u prasecich oocytl. Na zrani oocytii mysi, v nizké koncentraci dodané SNP donorem, plsobi
stimulacné, ale naproti tomu vysoké koncentrace NO donoru vedou k inhibici zrani. My jsme
zjistili, ze u praseCich oocyti NO donor v nizké koncentraci nedokaze ovlivnit meiotickou
kompetenci oocytli, oocyty s ¢aste€nou meiotickou kompetenci nebyly v ptitomnosti donoru
NO schopny prolomit blok metafaze I. Experimenty vypracované Petrem et al. (2008)
ukézaly, Ze SNAP v I mM koncentraci aktivuje oocyty prasete po jejich oSetfeni ve druhé
meiotické metafazi ze 68%. Na oocyty s casteCnou meiotickou kompetenci a plnou
meiotickou kompetenci tato koncentrace domoru ptlisobi toxicky. Coz mlze vést k myslence,
Ze oocyty jsou ziejmée na pocatku své oogeneze k ptisobeni NO mnohem vice citlivé nezli
oocyty na konci svého meiotického zréni, ve stddiu metafaze II. Ale také to muize vést i
k vysvétlni, Ze oocyty na pocatku svého riistu obsahuji uz dostatek mnozstvi NOS produkujici
NO a tudiz NO dodany z externiho zdroje je pro oocyty nadbyte¢ny a Skodlivy.

Déle jsme prokazali u oocytu prasete, ze 1ze pouzitim NO donoru zvratit ucinek, a to
kdyz inhibi¢ni ptisobeni latek vyvolava v oocytech nedostatek NO. Je zapotiebi zvolit donor o
velmi malé koncentraci. Donor vSak nedokazal posunout vétSinu oocytii za stadium metafaze
I. Do stadia metafaze II dospélo maximalné 34.8% oocytia (0.05 mM SNAP). Koncentrace
NO 0.1 mM dodana z externiho zdroje staila pro oocyty s plnou i ¢asteCnou meiotickou
kompetenci, na posun zablokovanych oocytli do stadia metafaze I.

V burikach se NO vaze na hemovou skupinu rozpustné guanylat cyklazy (sGC) a tim
zvySuje produkci cyklického cGMP (Groves a Wang, 2000). Je mozné, Ze cGMP snizuje
hladinu cAMP a ovliviiuje meiotické zrani aktivaci cAMP-fosfodiesterazy. Oproti tomu jsou i
dikazy, ze NO miize vyvolavat fadu biologickych efekti mimo ¢cGMP signdlni kaskadu,
naptiklad vazbou na hemovou skupinu jinych proteinli nez ¢cGMP nebo nitrosylaci fady
proteind typu Ras, ktery je soucasti MAPK drahy v oocytu, ¢i tyrosinu (Moretto et al., 1993;
Retlori et al., 1993).

V naSich experimentech jsme prokazali zapojeni NO do regulace riistové periody a
procesu zisku meiotické kompetence. Otazka je, jakym zptisobem NO v oocytech ptisobi a

jaky mechanizmus ucinku je u oocytl rostoucich ¢i s ukonéenym rtstem.



7. Zavér

Nase experimenty prokazaly, ze oxid dusnaty a také jeho producent, syntdza oxidu
dusnatého, jsou dulezité pro ristovou periodu oocytu prasete a proces zisku meiotické

kompetence, k jejiz nabyvani béhem ristové faze oogeneze kontinudlné dochazi.
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Obrazek 1. Meiéza v pribéhu zrani vajicek
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Obrazek 2. Praseci oocyty izolovany z vajeéniku z jatek — aspiraci 2-5 mm velkych

folikula
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