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Lokalizace a redistribuce enzynt produkujicich oxid
uhelnaty béhem meiotického zrani praséich oocyti

Souhrn

Meiotické zrani je dlezitou ¢asti oogeneze. Tento procesizm podstoupit jen pin
dorostly, meioticky kompetentni oocyt, ktery se @ ve stadiu zarodeeho véku (GV).
Dochazi pi ném k prolomeni prvniho meiotického bloku a naslednépostupu z faze
diplotene profédze prvniho meiotickéhélehi az do metafdze druhého meiotickékiten,
kdy je meidza zastavena v druhém meiotickém bld&hem meiotického zrani dochazi
k rozpadu zarodméeho véku (GVBD), enzymatickym zgnam, rozdleni chromozom a
vydéleni prvniho polového¢liska. PInohodnotny fbéh meiotického zrani je Kovym
déjem predchézejicim vzniku oplozenischopného oocytu.

Meiotické zrani ovliviuje mnoho faktar a jednim z nich rize byt i oxid uhelnaty
(CO). CO pati mezi tzv. gasotransmitery, coZ jsou endogeenzymaticky syntetizované
plynné molekuly podilejici se v organizmu niggmosu signél CO je tvden katabolismem
hemu pomoci enzymu hemoxygendzy (HO). Jsou znamg @thnkéni izoenzymy
hemoxygenazy, tj. HO — 1 a HO — 2. Oba tyto izoemz\byly lokalizovany viiznych
castech reproduki soustavy samic, ale nebylo znamo, zda se ngthézeoocytech.
Z tohoto divodu byla stanovena hypotéza, Zze HO — 1 a HO 62 ysoocytech lokalizovany
a dochazi k jejich intracelularni redistribu¢hlem meiotického zrani praseh oocyfi. Cilem
této prace bylo tuto hypotézu dit.

Pro experimenty byly pouzity praseoocyty ziskané z odporazenych praski
nachazejicich se v neznamé fazi estralniho cykiskané oocyty byly podle délky kultivace
roz&kleny do ti stadii meiotického zrani, tj. do stadia GV, métaf prvniho meiotického
déleni (MI) a do metafaze druhého meiotickéhdedi (MIl). Izoenzymy HO — 1 a HO — 2
byly detekovany imunocytochemickou metodou.

Izoenzymy HO — 1 a HO — 2 byly lokalizovany ve Wetadiich meiotického zrani a
ve vSech hodnocenych oblastech obgcyf. v oblasti jadra, cytoplazmy a korové oblasti.
Vyhodnocenim redistribuce bylo zgéio, Ze v pipack HO — 1 nedochazi ke statisticky
vyznamnym zrmdndm Vv lokalizaci tohoto izoenzymu uuhitpraséiho oocyli be¢hem
meiotického zrani. U HO — 2 byl vyhodnocen statigtivyznamny pokles intenzity signélu

v pras€im oocytu Bhem meiotického zrani s nejvyssi hodnotou relatimgnzity signalu ve

e



Lokalizaci HO — 1 a HO — 2 v praseh oocytech &ghem meiotického zrani byla
védecka hypotéza potvrzena. iivptitomnosti izoenzyrin HO v oocytech Izeigdpokladat i
piitomnost gasotransmiteru CO a jeho zapojeni do abmginich &ja. Ze znény
v zastoupeni HO — 2 Ize uvaZovat o zapojeni CQGedalace meiotického zrani. Nicniétyto
piedpoklady je pdeba prowiit dalSim vyzkumem.

Kli¢ova slova hemoxygenaza, meiotické zrani, oocyt, oogenezkyubginaty.



Localization and redistribution of enzymes producimg
carbon monoxide during meiotic maturation of porcirne
oocytes

Summary

A meiotic maturation is an important part of an eogsis. This process may undergo
only within a fully grown, meiotic competent oocytehich is located at the stage of the
germinal vesicle (GV). It occurs during a breachadirst meiotic arrest and the subsequent
procedure of diplotene stage of the prophase dfitftemeiotic division into the metaphase of
the second meiotic division when meiosis is stoppetthe second meiotic arrest. During the
meiotic maturation the germinal vesicle breakdowsVBD), enzymatic changes, the
separation of chromosomes and division of the pdar body occur. Full-featured course of
meiotic maturation is a key factor of prior estabinent of fertilizable oocyte.

Meiotic maturation is influenced by many factorsddame of them migh be carbon
monoxide (CO). The CO belongs to the gasotransmjttevhich are endogenously
enzymatically synthesized gaseous molecules indolire a signal transduction in an
organism. The CO is formed by the heme catabolissdiated by heme oxygenase (HO).
There are two functional isoenzymes of heme oxygerkaown, i. e. HO — 1 and HO — 2.
Both these isoenzymes are localized in differemtspaf the female reproductive system, but
it was unknown whether they are also present irytesc For this reason, it was determined
hypothesis that HO — 1 and HO — 2 are localizedanytes and that they are intracellular
redistributed during meiotic maturation of porcioecytes. The aim of this study was to
verify this hypothesis.

Porcine oocytes obtained from slaughtered gilteinknown phase of estrous cycle
were used for the experiments. Obtained oocytes waibsequently cultured and grouped by
the three stages of meiotic maturation, i. e. @&V, metaphase of the first meiotic division
(MI) and metaphase of the second meiotic divisigii)( 1zoenzymes HO — 1 and HO — 2
were detection by imunocytochemical metod.

Isoenzymes HO — 1 and HO — 2 were located in afjest of meiotic maturation and in
all evaluated areas of oocytes, i. e. in the n;leytoplasm and cortical areas. By the
evaluation of redistribution, it was found that tH® — 1 does not statistically significanly
change in the localization of this isoenzyme dutimg meiotic maturation of porcine oocyte.

For HO — 2, statistically significant declining sifjnal intensity was evaluated during meiotic



maturation of porcine oocytes with the highesttre¢asignal intensity at the GV stage and
the lowest in the MII stage.

By localization of HO — 1 and HO — 2 in porcine gi@s during meiotic maturation,
the scientific hypothesis was confirmed. Due toghesence of HO isozymes in oocytes, the
presence of CO gasotransmitter and its involvenmesignaling processes could be expected.
From changes in the representation of HO — 2 cbaldonsidered the involvement of CO in
regulation of meiotic maturation. However, thessuasptions need to be investigated by

further research.

Key words:heme oxygenase, meiotic maturation, oocyte, oogemasbon monoxide.
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1. Uvod

Meiotické zrani je dlezZitou ¢ésti oogeneze, fpnémz dochézi k&uam, jejichz
vysledkem je vznik oplozenischopného oocytu. Dagsa meiotického zranithe vstoupit
v reakci na ufity stimul jen plré dorostly, meioticky kompetentni oocyt. Tento oo@tve
stadiu zarodamého véku (GV) a nachazi se v prvnim meiotickém bloku. @@ocpribéhu
meiotického zrani vystoupi z prvniho meiotickéhokil, doko®i prvni meiotické deni a
vstoupi do metafaze druhého meiotickélteni. Zde je meiotické deni ot zastaveno v
druhém meiotickém bloku a oocyt, ktery &S proSel meiotickym zranim a nachazi se
v tomto bodu, je fipraven na oplozeni spermii. Dikyldzitosti meiotického zrani pro vznik
oplozenischopnych oodyte poznani faktdr, které tento proces reguluji, povazovano jako
velmi dilezité. Oxid uhelnaty (CO), jenz jedlézitym gasotransmiterem, by faktorem
ovliviiujicim meiotické zrani mohl byt.

Gasotransmitery jsou endogeénprodukované plynné molekuly podilejici sehketna
pienosu signdl Za endogenni tvorbu CO je zodgdmy enzym hemoxygenaza, ktery se
v organizmu vyskytuje ve dvou futtkich izoenzymech, hemoxygenaza — 1 (HO - 1) a
hemoxygenaza — 2 (HO - 2)i®@mnost HO — 1 a HO — 2 byla prokazanaiznychcastech
samti reprodukni soustavy, nicménjeho lokalizace v oocytechébem meiotického zrani
byla neznama. Z tohotaidodu je cilem této prace lokalizovat HO — 1 a HQ w oocytech
béhem meiotického zrani.

Prokazani enzymu hemoxygenazy v oocyteéhel meiotického zrani by mohlo
nazndit dalSi sndr vyzkumu zabyvajicich se vyznamem tohoto enzymeha produki v
oocytech. Ziskané poznatky by mohly umoznit Iépenab tento proces a zargvby mohly
byt aplikovatelné do lidské asistované reprodukebonreproduéni biotechnologie zvat,
neba plnohodnotné meiotické zrani jé&ldzitou ¢ésti vzniku kvalitnich oplozenischopnych

oocCVyfti.



2. Védecka hypotéza a cile prace

Stanovili jsme hypotézu, Ze oxid uhelnaty, endogemprodukovany enzymy
hemoxygenazou — 1 a hemoxygenazou — 2, je zapgéizehi pibéhu meiotického zrani
prase€ich oocyt.

Cilem této diplomové préace bylo &it hypotézu prosednictvim lokalizace enzyin
hemoxygenazy — 1 a hemoxygenazy — 2 a sledovaiith jatracelularni redistribucechem

meiotického zrani pragieh oocyfi.
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3. Literarni reSerse

3.1. Oogeneze a folikulogeneze
U sava@ zaina oogeneze brzy¢hem prenatalniho vyvoje. Nejae dochazi ke vzniku

primordialnich zarodaych burk, ze kterych vzniknou oogonie a z nich nastedocyty.
Oogeneze je citl& fizeny proces, dhem rthoZz vznika velké mnoZstvi oodytjenz jsou
buikou, kterd ma po spojeni se spermii jedimmal schopnost umoznit vznik nového jedince
(Wassarman and Albertini, 1994).

Proces formovani ooadyt zahrnuje #kolik kroka. Je to vytvéeni primordialnich
zarodeénych burk (primordial germ cells, PGC), migrace PGC do laloch gonad,
kolonizace zékladu gonad PGC, diferenciace PGC gomwie, iniciace meidzy, zastaveni
meidzy ve fazi diplotene prvniho meiotickéh@eshi v tzv. prvnim meiotickém bloku.cBem
této faze probihaust oocyfi, ktery je nutny k ziskani meiotické kompetencam8kacni
faktory iniciuji obnoveni mei6zy a postup do metafadruhého meiotického élgni.

V metafazi druhého meiotickéhaldni je meiéza ofi zastavena v tzv. druhém meiotickém
bloku (Hurk and Zhao, 2004). Pokud ma mei6éza pakrat, musi oocyt dostat aktidra
stimul, ktery ginasi vin vivo podminkach spermie a toto spojeni spermie a zvadélytu je

z&kladem pro vznik nového jedince (Wassarman aberfihi, 1994).

3.1.1. Formovani a migrace primordialnich zarodénych bunék

V embryich vSech druhsavd@ jsou vrané fazi vyvoje Wenény urité buiky jako
progenitory pohlavnich bék (Alberts et al., 2007). émito progenitory jsou PGC, které se
mohou vyvinout v sandi i santi pohlavni buiky (Picton et al., 1998). U sa¥ge pohlavi
embrya geneticky determinovano v okamziku fertdez#Sadler, 2011).

PGC lze pomoci tiznych metod identifikovat (n&p dle velikosti, morfologie,
barvitelnosti jejich cytoplazmy) a diky tomu lzec¢irdobu, kdy dochazi k jejich vzniku a
zarovel je mozné sledovat jejichigsun do zakladu gonad. R@¥nje mozné uiit mnozstvi
téchto burtk (Wassarman and Albertini, 1994).

PGC vznikaji v epiblastu (ektoderm) a brzghbm vyvoje se i@souvaji k povrchu
Zloutkového véku, kde se nachézeji mezi entodermovymilami v blizkosti allantois.
Vyvoj PGC z&ina brzy po fertilizaci. U mnoha organiérinag. u ryb, Zab a bezobratlych)
obsahuje neoplo@ny oocyt specifické molekuly, které jsou lokalizayav ukitém regionu

cytoplazmy. Tyto molekuly determinuji jakéitky se stanou zarodeymi buikami. Kdyz je
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oocyt oplodin a z&ne se Bhem raného embryonalniho vyvoje opakavakilit, dochazi
k asymetrickému roztbvani £chto molekul do da@ych burgk. Buiky embrya, které tyto
molekuly ziskaji p déleni, se naslednstanou PGC. Naproti tomu u jinych Z&gnych
druhi (u savd) cytoplazma oocytu neobsahuje determinanty zé&road burtk a misto toho
signaly z okolnich butk uruji, které buky se stanou PGC. N#klad u mySi dochazi 6 dni
po fertilizaci oocytu v biikach na povrchu embrya k syntéze specifickych faktdyto
faktory slouzi jako signal, ktery vyvola @kolika burek v prilehlé ¢asti zneény. Tyto znény
zpusobi, Ze se zthto burk nasledd stanou prekurzory PGC (Alberts et al., 2007).
Parakrinni faktory dlezité pro vznik a vyvoj PGC jsou odvozené z extrambryonalniho
ektodermu a visceralniho entodermu. iPaem proteiny z tzv. rodiny transfortmich
rastovych faktod beta (transforming growth factors beta, TGFB); jako jsou kostni
morfogenetické faktory (bone morphogenetic proteiBSP), pesrji BMP4, BMP8b a
BMP2 (Sanchez and Smitz, 2012).

Prekurzory PGC se mitotickyell a nastartuji se v nich procesy, diky kterym s@ch
stanou PGC. Procesy rdgad zahrnuji vypnutfady geri uréujicich charakter somatickych
burgk a dale zapnuti génpodilejicich se na udrzeni specifického charakmodénych
burgk (Alberts et al., 2007).

V dalSim obdobi vyvoje zZaou PGC migrovat ameéboidnimi pohyby dorsalnim
mesenteriem zadnihoteva. Cilem jejich cesty je genitalni lista (Sadl2l1l). Bhem
migrace jsou PGC vnimavé radu signal pochazejicich z ostatnich PGC a z okolnich tkani
(Wylie, 1993). Schopnost PGC migrovaegnym srrem je dana souborem jejich vlastnosti.
Zahrnuji moznost aktivhse pohybovat a ro¥# reagovat na chemotaktické pétn(Picton
et al., 1998). Chemotaktické paiy jsou vylwovany gimo ze zakladu gonadd a mimo
navaégni PGC zarove ovliviuji jejich mitotickou aktivitu. Mezi latky s chemadktickym
acinkem mize patit TGF - B1, dale interakce kit receptoru a kit ligandu (kkit ligand) a
pusobeni aktivinu (Hurk and Zhao, 2004).

Na migraci PGC ma vliv kontakt se substratem, mwéch se pohybuji. Prépii tomto
kontaktu je dlezita interakce kit — kit ligand (Hurk and Zha®(02). Kit receptor j&lenem
rodiny tyrozinkinasovych recepibra jeho ligandem je faktor zarashych burk (stem cell
factor, popisovany jako kit ligand nebo i steelt@ay (Wassarman and Albertini, 1994).
U mysi se kit receptor vyskytuje vét8im mnozstvi v PGCdhem migrace. Vymizi, jakmile
u oogonii z&ne meidza a stane se ¢bpdetekovatelny v dah kdy oocyt vstupuje do
diplotenni faze meidzy. Zéna v mnozstvi kit receptoru tthe rovriez usnadovat vznik

primordialnich folikuti (Driancourt et al., 2000).
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Béhem migrace PGC dochéazi k jejich proliferaci. lakee kit - kit ligand stimuluje
proliferaci PGC. MnoZeni PGC déale owliyje fibroblastovy iistovy faktor - 2 (fibroblast
growth factor - 2, FGF - 2), interleukin 4, tumoeanosis factor o (TNF - o) a pituitary
adenylate cyclase activating peptide (PACAP) (Daddti al., 1993). Role aktivinu na
proliferaci PGC zalezi na Zigném druhu. U lidi fsobi proliferaci a zvySeni mnoZstvi
PGC (Martins da Silva et al., 2004), naproti tomonysi proliferaci inhibuje (Richards et al.,
1999).

Po usidleni v zakladu gonad ztraceji PGC schopmaisybovat se (Picton et al., 1998).
PGC vykazuji vysokou mitotickou aktivitu a diky tandochazi k z&Sovani poétu burek.
Po pgesunu do zakladu gonad dochazi ke snizovani nktotaktivity, ktera se nakonec
béhem vyvoje zastavi (Wassarman and Albertini, 1984C jsou dlezité nejen pro tvorbu
pohlavnich bu&k, nybrz i pro vyvin gonad. P absenci PGC v zakladu gonad nedochazi

k jejich vyvinu (Sadler, 2011).

3.1.2 Oogonie a vznik oocyi

Jakmile se PGC dostanou do zakladu gonad, podstomgvisliosti na chromozomalni
vybaw diferenciaci. Vzniknou z nich oogonie nebo spengahie, které oboje vykazuji
vysokou mitotickou aktivitu (Picton et al., 1998). saméiho pohlavi oogonie podstupuji
mitotickou proliferaci, se kterou je spojena ne@pleytokineze. Tento proces vede
k vytvoreni skupin buék, které jsou navzajem spojené pomoci cytoplaziyatic mistki.
Tyto skupiny jsou nazyvany ,germ cell cysts" nebgerm cell nests* (Pepling, 2006).
Pomoci cytoplazmatickych imstki dochazi k penosu @iznych molekul a organel mezi
jednotlivymi buikami (Pepling and Spradling, 1998). U drubuwosophila melanogaster
vznika z jedné zarodeé cysty pouze jeden oocyt a ostatnfikyuz této cysty se stanou
podpirnymi buikami. Zd4 se vSak, Ze u mySi k tomutji hedochézi a z jedné cysty vznika
po jejim rozpadu vice oocytu. Rozpad zatogeh cyst je popisovan jako tzv. cyst
breakdown (Pepling and Spradling, 2001kh&m tohoto procesu zanika z kazdé cysty
nékolik burék pomoci programované b&mé smrti (Buszczak and Cooley, 2000). Dle
pokugi autofi Greenfeld et al. (2007) se zda, Ze pro rozpadjeystogramovana smrt béin
nezbytna.

Jest pred formovanim folikulu je mitotické&keni zastaveno a oogonie zahaji meidzu
(Sanchez and Smitz, 2012). Zahajeni meidzy je EAwna msobeni retinové kyseliny a
STRAS8 (stimulated by retinoic acid gene 8 proteomiblog). STRAS8 je cytoplazmaticky

protein, ktery je tvien v oogoniich &né pied vstupem do profaze prvniho meiotického
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déleni jako odpowd’ na pisobeni retinové kyseliny. STRAS jéldzity pro posledni replikaci
DNA pted vstupem do meidzy a dale prgedprobihajici Bhem profaze meidzly(Bowles et

al., 2006, Zhou et al., 2008). V ovariich prasettoupi zarodé buiky do meiézy zhruba
47. den bezosti (Bielanska-Osuchowska, 2006). Po vstupu dmzy se z oogonii stanou

primarni oocyty (Alberts et al., 2007).

3.1.3. Vyvoj oocyfh

Pred vstupem do meidzy se kazdy chromozom oocytuwlgki& dvou chromatid, které
jsou pevid spojené pomoci proteinového komplexu kohiskro spravny pibéh prvniho
meiotického dleni je dilezité, aby doSlo ke sprAvnému parovani homologaicbmozoni a
naslednému vzniku tzv. bivalént(Alberts et al., 2007). &em dlouhé profaze prvniho
meiotického dleni oocyty projdou fazemi leptotene, zygotene hgtene a ve fazi diplotene
je vyvoj zastaven (prvni meioticky blok) (Hurk adthao, 2004). ProdlouZzena faze vyvoje
oocytu Ehem faze diplotene je rowh nazyvana jako dictyate (Hunt and Hassold, 2008).
Pred fazi leptotene je moznérfadit preleptotenni stadium, které je popisovana jiize po
poslednim mitotickémdeni oogonii (Wassarman and Albertini, 1994). Jedné zasadnich
déju, ktery @i profazi prvniho meiotického&keni probiha, je genetickd rekombinace mezi
homolognimi chromozomy (Alberts et al., 2007).

V dok pred pohlavni dosfosti nejspiSe neni dostaté endokrinni stimulace na
.prolomeni* prvniho meiotického bloku a tim na palovani meiézy (Wassarman and
Albertini, 1994). Pro ziskani meiotické kompetenuasi oocyt jest rist a mnohokréat zvysit
svij objem. Schopnost podstoupit meiotické zrani donedbocyt mnohem pozj béhem
vyvoje a ziskani této vlastnosti korelujgasem formovani antralniho folikulu (Picton et al.,
1998). Podle toho, o jaky ziwigny druh se jednajigtane oocyt v prvnim meiotickém bloku
nékolik dni az mnoho let (Alberts et al., 2007).

Béhem prvniho meiotického bloku, primarni oocyty oosta dochazi k syntézsony
pellucidya kortikalnich granul (Alberts et al., 2007)adR oocyh zatina @ed a pokréuje i po
formovani vlastniho folikulu (Hurk and Zhao, 200Bghem Kistu oocytu se ooplazma stava
zdsobarnou RNA, proteina dalSich latek. Dochézi i k vnitrobignym zmenam, které
poskytuji vyvojovou kompetenci (Picton et al., 139Biky ttmto skuténostem je oocyt ve
fazi prvniho meiotického blokuétsi nez-li oogonie, obsahuje vice cytoplazmatickyaianel
a dale, coz je nejdezit¢jSi, jeho DNA prosla rekombinaci mezi migieymi a otcovskymi

chromozomy (Picton et al., 1998).
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DalSi fazi oogeneze je meiotické zrani. Meiotickdnt znamena obnoveni meidzy
zastavené v prvnim meiotickém bloku. Nicraéneiotické zrani #Sinou neproéhne dive
nez v pohlavni dosyosti (Alberts et al., 2007).

V doke pohlavni dosglosti, kdy se z&naji vyskytovat zrany v hladinach pohlavnich
hormori, dochazi u meioticky kompetentnich odcyt dokoréeni prvniho meiotického
déleni. BEhem meidzyl dochazi k rozéleni chromozom a cytoplazmy. Cytoplazma je vSak
roz&lena asymetricky. Vzniknou évbunky: pélové Elisko, které neobsahuje skoro Zadnou
cytoplazmu a velky sekundarni oocyt (WassarmanAdhdrtini, 1994, Alberts et al., 2007).
Rozdleni chromozom je zprostedkovano dlicim aparatem. U oocytu se v cytoplasm
nachazi vice tzv. mikrotubuly organizujicich centgnicrotubule organizing centers,
MTOCSs), zatimco centrioly zmizi v rané fazi oogened zrajiciho oocytu MTOCs vytigi
Gtvary nazyvané astery. To je umeéda diky polymerizaci mikrotubtil Behem meiotického
zrani dochazi po rozpadu zarodého véku (GVBD) k gipojeni mikrotubul z astei
k chromozondim a zarova kK jejich vzajemnému propojeni. To nasleédmoziuje rozdleni
chromozoni (Eichenlaub — Ritter, 2012). Po Weni prvniho pdélovéhoéliska meidza
pokraiuje a oocyt vstoupi do druhého meiotickéhidedi. Postup meidzou je ale zastaven
v metafazill v druhém meiotickém bloku (Alberts et al., 200Y¥)tomto stadiu oocyty
zustavaji az do chvile, kdy dostanou akéwvastimul prostednictvim oplozeni spermii. DalSi
moznosti obnoveni meidzy je, Ze oocyt tédpartenogenetickou aktivaci. Dale mohou
oocyty podstoupit apoptdézu (Wassarman and Alberti@d4). V pipac oplozeni oocyt
zastavenych v metafalli dochazi naslednk vylou¢eni druhého poélovéheliska s haploidni
sestavou chromozai{Eichenlaub-Ritter, 2012).

3.1.4. Postnatéalni obnova oocyit

Podle teorie Zuckermana (1951) je mnoZstvi jednglwrorenych oocyi definitivni a
postnatald dochazi pouze ke snizovani jejichcpo Tato teorie fedpoklada, Ze v doslosti
u saméiho pohlavi neexistuji kmenove iiky, které by se podilely na obnbyohlavnich
burgk. Podle vypétu vyjadenych z miry degradace ootyre vypdaitat, Ze ke kompletnimu
vycerpani zasoby pohlavnich kiknby mohlo dojit velice brzy v dosjmsti (Hurk and Zhao,
2004). Prace autdrJohnson et al. (2004) vSak vnaSi do této teorahylmosti a fipousti
postnatalni obnovu oodytV préci Johnson et al. (2005) je jako zdroj zé&bogch burgk pro
obnovu oocyi povaZzovana kostniieh. Bukovski et al. (2004) popisuji, Zze ve vajé&ku

probihd obnova zarodieych burgk i folikula. Formovani novych folikul béhem
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reprodukniho obdobi mize kompenzovat atrésii velkého mnoZstvi pohlavbiattk a mize
zajistit zachovani relativnstalého mnozstvi folikilbéhem pohlavniho Zivota.

3.1.5. Rist oocytu

Jak je uvedeno vySe, oocyt musi rijd rist, aby se stal kompetentnim, tj. aby byl
schopen podstoupit jaderné zrani, oplozeni a ndélbdrgcné dleni (Hurk and Zhao, 2004).
Béhem fKstu oocytu probiha intenzivni syntéza #Hjgm molekul, které jsou v oocytu
skladovany. Tyto &e slouzi v zasaddvéma ciiim. Za prvé jsou @ené pro ist, vyvoj a
zrani oocyti samotnych. Za druhé slouzi jako zasoba informamiaterialu paebnych pro
prvni obdobi po oplodmi, kdy jeS¢ embryonalni genom neni aktivni (Picton et al., 899
Spolu s obrovskym naéstem syntézy RNA a protdin dochazi i k enormnimu 28ovani
mnoZstvi organel a k akumulaci mnoha membranovyéékiy glykogenovych granul,
proteint, lipidovych vaka a multivesikularnichdisek (Hurk and Zhao, 2004).

U rostoucich oocyit probihd intenzivni syntéza RNA.¢Bem této doby je vytwena
vétSina RNA, kterou zraly oocyt nakonec obsahuje @&eman and Albertini, 1994). V déb
dosaZeni pIné velikosti oocytu dochazi k prudkérollgsu miry transkripce (Picton et al.,
1998). Tvorba a uchovavani RNA famezi hlavni aktivity rostouciho oocytu. Oocyt
obsahuje 200 nasobrvice RNA a 1000 nasobrvice ribozond oproti typické somatickée
buiice. Pokud se jedna o objemové hodnoceni, koncenR&A a ribozom v oocytu neni
oproti somatické htce tolik rozdilnd (Wassarman and Albertini, 199#x0 regulaci
uchovavani mRNA jsoutdezité ctje zvané polyadenylace (prodluzovani poly — A konce
MRNA) a deadenylace (zkraceni poly — A konce mRNAgkteré transkripty jsou
syntetizovany pro okamzité pouziti, @kierych ale dochazi k deadenylaci. To vedd’ bu
k jejich odbourani, nebo &eni pro nasledné skladovani. Skladovani probihapleans
v ribonukleovych proteinech (ribonocleoproteins, BN Transkripty skladované v RNP se
nespojuji s ribozomy, naopak dochazi k asociaciaskovacimi faktory. Diky tomu
nedochazi k jejich okamzité translaci (EichenlautteRand Peschke, 2002).

Rostouci oocyt je velmi aktivni v syntéze proteiiznych funkci. Dale oocyt ziskava
velké mnozstvi proteinpomoci endocytézy. Po GVBD dochazi k poklesu synf#rotein
(Picton et al., 1998).

Mnoho organel mni svoji stavbu a bwnou lokalizaci. Dochazi kiflizovani
nékterych organel k WjSi membrad oocytu (Hurk and Zhao, 2004). Jadrshbm fstu
oocytu z¥tSuje svoji velikost. V porovnani seé&s$ovanim objemu cytoplazmy je vSalst

jadra pomalejSi. Vitsledku toho dochazi kvyrazné &mi v ponmeru cytoplasmy a
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nukleoplasmy. Dochazi ke 2Zm pontru ze zhruba 8 : 1 u malého oocytu k 64 : 1 & pin
dorostlého oocytu. Jadro obsahuje jedno velké kadéarcasto je&t jedno nebo d¥ mensi
jadérka. Bhem fistu oocytu dochazi ro¢na k ristu jadérka. Z#tSeni jadérka je spojeno
S progresivni zinou v samotné strukite jadérka. Zmna struktury ukazuje na intenzivni
tvorbu RNA. Jadérko podstoupfgehod z rozptylené, t&ivité struktury do husté, jednotné
hmoty (Wassarman and Albertini, 1994).

Rast oocytu je doprovazen nejen podstatnym zvySemittupmitochondrii, ale i z&nou
ve struktite samotnych mitochondrii. Malé oocyty obsahuji @intd mitochondrie &etnymi
piicnymi vybszky. Behem Kistu oocytu dochazi ke zvySovani mnozstvi mitochibkdtatého
a ovalného tvaru a u pindorostlého oocytu jiz mitochondrie tohoto tvardeyaZuji
(Wassarman and Albertini, 1994). Re¥rse néni buré¢na lokalizace mitochondrii (Picton et
al., 1998) a tvar mitochondrialnich krist (Wassammand Albertini, 1994). Rozdilna
lokalizace je zfisobena zvySenim mnozstvi mitochondrii nachazejiéchlizko plazmatické
membrany (Picton et al., 1998). Migledku &chto znén je stavba a rozmisti mitochondrii
u pir¢ dorostlého a nerostouciho oocytu vyraedliSna (Wassarman and Albertini, 1994).

Stejre jako v gipad mitochondrii, i Golgiho komplex prochazi vyraznyamgnami.
Tyto zmeény swd¢i o jeho rostouci metabolické&innosti. V malém oocytu se Golgiho
komplex nachazi v podébzploStlych stohi klenutych lamel. Bhem prvnich stadiitstu
oocytu se Golgiho komplex stava vice aktivni (jetiné lamely jsou od sebe vice vzdaleny).
Ve stedni az pozdni etapustu oocytu Golgiho komplex vykazuje zvySenifpoSirokych
lamel. Tyto zmény jsou v souladu se zvySenodaéti Golgiho komplexu ip zpracovani a
koncentraci sektmich produki a kortikalnich granul (Wassarman and Albertini94p0
Cisterny Golgiho komplexu jsou z velkéasti umisiny blizko plazmatické membrany, kde se
aktivné podileji na exportu glykoproteindo zony pellucidya formovani kortikalnich granul,
pottebnych pro zdarné oplozeni (Mehlmann et al., 1995).

Jednou z nejvyznandjsich znmén v pribéhu rnistové faze je prav sekrece
glykoproteinové membrangony pellucidy ktera tvai ochrannou vrstvu kolem oocytu a je
tvorena temi glykoproteiny, ZP1 az ZP3. Pro expresi glykepira zony pellucidyje
potrebny transkripni faktor Fig -a (Soyal et al., 2000)Zona pellucidaje relativré tenka
vrstva extracelularni hmoty, kterd obklopuje oodbjevuje se &hem istu oocytu, a jak
oocyt roste, z&tSuje svoji §ku. V ranych stadiichistu oocytu glykoproteingony pellucidy
vytvareji ostfivky jemnych vlaken nachézejicich se mezi oocytefolikularnimi buikami.
Jak st oocytu pokréuje, zona pellucidase stava sikjSi a tvdi ji hustSi si propojenych

vlaken, které plé obklopuji oocyt a odtluji ho od folikularnich buék. Zona pellucidavSak
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spojeni mezi oocytem a vhif vrstvou granul6znich bgk nebrani. Spojeni totiz poktaje

pies kontakty vzniklé mezi mikroklky oocytu a \Wiky folikularnich bukk, které pronikaji
pies zonu pellucidu Na tchto kontaktech probiha vzajemna komunikace pongap

junctions. Proist oocytu je mezibuigna komunikace s granuléznimitikami pomoci gap
junctions nezbytna (Wassarman and Albertini, 1994).

Na konci fistové faze aied meiotickym zranim ziskava jadro oocytu charédtieky
vzhled. Tento Utvar se nazyva zarémevaek (GV) (Picton et al., 1998). K ukéeni istu
oocytu dochazi u pohla¥rdosglych zvitat pred formovanim antra ve folikulu (Wassarman
and Albertini, 1994).

Rast oocytu je spojeny s proliferaci granuléznich durl) pohlavé dosglych zvirat
dochéazi &sné pred ovulaci k procesu, kdy oocyt znovu zahaji a dok@rvni meiotické
déleni. K obnoveni meiotického zranituge dojit po hormonalni stimulaci neboirv vitro
podminkdch pomoci kultivace oocytu ve specifickérmospedi. Meiotické zrani je
charakteristické rozpadem jaderné membrany oocgaklenim homolognich chromozam
vydélenim prvniho pélového éliska a zastavenim meidzy v metaféddi kdy jsou

chromozomy s@zeny v metafazni figa (Wassarman and Albertini, 1994).

3.1.6.1. Folikulogeneze

Pro zdarny pibéh oogeneze a folikulogeneze jsolleité signalni faktory vyiované
mezi oocytem a okolnimi granuléznimi itkami. Tyto faktory jsou d@lezité pro regulaci
vyvoje folikularnich bugk, jakoz i pro samotny vyvoj oocytu. Oocyt se pbdia rizeni
vyvoje folikulu, ktery zahrnuje proliferaci a difamciaci granuldéznich bgk. Diferenciace
probiha v biky, které jsou schopné produkovat adekvatni prgteinsteroidy. Zarove
dochéazi Bhem vyvoje ke zvySeni citlivosti granuléznich Bkma gonadotropni hormony.
Na druhé strahjsou samotné granulézni iky nezbytné proist oocytu a pro jaderné a
cytoplazmatické zrani. Ro¥h ovliviuji transkrigni aktivitu oocytu. Tyto vlastnosti spolu se
zZjisténim, Ze oocyt po dosazenicité velikosti potl&uje schopnost granuldznich takn
podporovat dalSitist oocytu ukazuje, Ze oocytcufe nejen st folikulu, ale nefimo i s\ij
vlastni (Hurk and Zhao, 2004).

Jak je uvedeno vySe, komunikace mezi oocytem autffanimi buikami pomoci gap
junction je velmi dlezitd. Tento zfisob spojeni se vSak nenachazi pouze mezi oocytem a
okolnimi granuléznimi btkami. Komunikace pomoci gap junctions probiha takeézi
granul6znimi bitkami navzéjem. Folikularni ky obklopujici oocyt nemaji funkci pouze

v produkci hormofi a ristovych faktoil, ale zprostedkovavaiji i fyzickou podporu, poskytuji
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Ziviny a metabolické prekurzory. Navidima komunikace mezi oocyty a granuléznimi
buikami usnaduje prenos inhibinich a stimuldnich meiotickych signél Normalni vyvoj
oocytu vin vivo podminkach neize probihat bez podpory somatickych &ufolikulu a na
druhou stranu odstrani oocytu z folikulu vede kipdtasné luteinizaci a nasledné sekreci
progesteronu ve folikularnich tikidch (Picton et al., 1998). Gap junctions jsou esh&Z

z proteiri znamych jako connexiny. Proteiny connexiny jsdiekité pro vyvoj folikuti,
neba u mysSi s knockoutovanym genem pro connexin doslofektilit¢ diky selhani
folikularniho fistu a porucham vyvoje reprodurich orgaf (Wright et al., 2001).

Pro procesy folikulogeneze a oogeneze zastava myzoa roli programovana b&ma
smrt neboli apoptéza. Apoptéza jailelitym procesem pro udrzovani fumk zasoby
primordialnich folikuti a pozdji béhem vyvoje hraje roli ve folikularni atresii. Nagréaci
burg¢cné smrti se podili mnoho antiapoptotickych a preapiickych proteid. Nagiklad,
pokud chybi Bcl - 2, antiapoptotickilen rodiny proteid B — cell lymfoma 2, dochazi ke
snizeni pétu oocyti a primordialnich folikul. Stejnou roli ma rowt Bcl - x (Rucker et al.,
2000). Naproti tomu bunou smrt podporuje proapoptoticky faktor BAX, ktgeyrovrez
¢lenem rodiny Bcl - 2. SniZeni exprese proteinu BAXtéle vede ke zvySeni ptu
zarodenych burk (Perez et al., 1999). Jako dalsieZita signalni draha, ktera se podili na
regulaci buscné smrti, je signalni draha kaspéz. Bylo prokdz&eodeficience kaspazy 2

vede ke zvySeni @tu primordialnich folikul (Bergeron et al., 1998).

3.1.6.2. Vznik primordialnich folikula

Béhem prvniho meiotického bloku &aaji tzv. pregranuldzni liky obalovat oocyty a
diky tomu se vytv primordialni folikuly. Z divodu formovani pregranul6znich hiknse
vytvéaii okolo oocytu jedna vrstva plochych R4n Pregranul6zni hiky pochazi
z epitelidlnich  buék vajeiniku a roveZz zburk odvozenych z mesonefros.
Z pregranuléznich bwk vznikaji kthem vyvoje buky granulozni (Sawyer et al., 2002).
K formovani primordialnich folikdl dochazi u lidi ged porodem &em druhého trimestru
fetalniho vyvoje. U mySi k tomutoéfil dochazi az po porodu (Pepling, 2006). U prasete
dochazi k formovéani folikul priblizn¢ v 56 dni Wezosti. U prasete, stgjrjako u dalSich
Zivocisnych druli, se prvni folikuly zanou tvdit v hlubSich vrstvach ovarialni tkén
(Bielanska-Osuchowska, 2006). Vznik granul6zniwyrge pro dalSi vyvoj oocytu nezbytny,
neba’ u neobalenych ooaytdojde k apoptéze (Pepling and Spradling, 2001).

Dulezitym faktorem pro p&teni vytvaeni primordialnich folikul se zda byt

transkrigni faktor Fig o. P¥i absenci tohoto faktoru dochazi k poruchati yytvareni
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folikult (Soyal et al., 2000). Formovani primordialnichikola dale ovliviuji neurotropiny
(Kerr et al., 2009).

Vraném stadiu vyvoje folikil somatické buky tvorici jejich s&ny nesyntetizuji
hormonalni latky, ani u nich nedochazi k expreseptoii pro folikuly stimulujici hormon
(FSH receptor). Dale nelze morfologicky rozliSitilkay théky, které se objevi az mnohem
pozcji ve vyvoji folikula. Jednotlivé folikuly astanou ve stadiu primordialniho folikulu az

do obdobi, kdy jsou rekrutovany do kohorty rostohdblikuli (Picton et al., 1998).

3.1.6.3. Vznik primarnich folikula

Primordialni folikuly ve vajénicich Zistavaji relativi v klidu az do faze recruitmentu
(Hirshfield, 1991a). Recruitment sélidna tzv. initial recruitment a cyclic recruitmenmitial
recruitment pedstavuje kontinudlni proces probihajicich aktivagmordialnich folikuti.
Cyklicky recruitment pedstavuje vybrani &kolika folikulia, které dosahnou preovidld
velikosti (McGee and Hsueh, 2000). Samotny recreitinznamena nabor primordialnich
folikulti do kohorty rostoucich folikil Osudem rostoucich folikiulje atrésie nebo ovulace
(Knox, 2005).

U prasete dochaziébhem reprodukniho obdobi k naboru primordiélnich folikuldo
kohorty rostoucich folikul kazdy den (Knox, 2005). Samotny proces &wbkonkrétnich
folikult do kohorty rostoucich folikal maze byt zaloZzen na padi, v jakém jsou jednotlivé
folikuly formovany (Hirshfield, 1991a). Folikul sextne nazyvat primarnim v dépkdyz se
ploché granulézni biky obklopujici v jedné vrstvoocyt stanou kubickymi (Hurk and Zhao,
2004). Remena primordialnich folikul v primarni se odehrava nezavisle na FSH (Meduri et
al., 2002).

Recruitment je v podstainevratny proces, a proto jéldzité aby dochazelo k aktivaci
jen uckité skupiny folikuhi a ostatni @staly v klidovém stavu (Adhikari and Liu, 2009).
Aktivaci primordialnich folikuli fidi rovnovaha mezi inhibnimi a stimul&nimi faktory,
které jsou systémového a lokalnihovpdu. Dilezitou signalizani drahou vedouci k aktivaci
primordialnich folikufi je signalni drdha PTEN/PI3K (phosphatase and riehsimolog
deleted on chromosome 10/phosphatidylinositol 3as@). Tato signalni drdha je reé¥n
dulezita v regulaci bustneé diferenciace a bgéné smrti. Spughi PI3K signalizani drahy
vede k aktivaci serin/treonin kinazy AKT (proteinn&za B), ktera zvySuje b&nou
proliferaci a zarowve brani bugéné smrti (Sanchez and Smitz, 2012)al€zitymi Spousici
PI3K jsou kit ligand airstové faktory (Reddy et al., 2005)a®ovymi faktory jsou faktory
z rodiny fistovych faktoi TGF- 8 jako jsou BMP atstovy diferenciani faktor 9 (growth
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differentiation factor 9, GDF-9) (Lee et al., 20(i} ligand a jeho receptor jsou zapojené
v klicovych djich kontrolujicich iniciaci folikularnihotistu, podporuji formovani thékalnich
burgk a stimuluji proliferaci granul6znich b&k (Nilsson and Skinner, 2004). Ve stadiu
primordialnich folikuf, kit ligand produkovany granul6znimi fikami stimuluje @ist oocytu
pies kit receptor, ktery je vystaveny na membraacytu. Kit ligand je nejidve sekretovan
do extracelularniho pragtdi a poté se navaze najsieceptor (Montro and Bernstein, 1993).

V protikladu k aktivaci AKT, aktivni PTEN brani sgini PI3K a tim aktivaci AKT.
Aktivovana kindza AKT fosforyluje transkipi faktor FOX3 (forkhead box 3). FOX3 je
dulezity pro expresi proteinzabraujicich bugéné proliferaci (Sanchez and Smitz, 2012).
FOX3 je rovéz zapojen do represe aktivace primordialnich fotikpravdpodobré diky
inhibici exprese protein dalezitych pro folikulogenezi a oogenezi (Liu et aR006).
Fosforylaci FOX3 pomoci AKT dochazi k jeho inaktiva diky tomu je umozm vyvoj
folikulu. DalSim cilem aktivni kinazy AKT jsou preiny TSC (tuberous sclerosis), coz jsou
negativni regulatory serin/treonin  kinazy mTOR (mmaatian target of rapamycin).
Dusledkem aktivace mTOR signaléza drahy je pokréujici folikularni vyvoj. Synergickée
déje zprostedkované signalizaimi drahami PTEN/PI3K a TSC/mTOR jsouleFité pro
regulaci aktivace primordialnich folikn{Sanchez and Smitz, 2012).

Exprese anti — Mdullerian hormonu (AMH) v granul&dmibuikach je dlezitd pro
udrZeni rovnovahy mezi mnozstvim primordialnichikiali, které budou aktivovany a mezi
témi, které Aistanou neaktivni. Bylo totiz prokdzano, Ze u mystantnich v genu pramh
dochazelo k navy3eni recruitmentu (Durlinger et 80899). Efekt AMH na iniciacitstu
primordialnich folikuti byl rovrez prokazéan u lidskych folikal(Schmidt et al., 2005).

Jednim z dalSich faktbrovliviujicich aktivaci primordialnich folikul je aktivin. Risobi
jako intrafolikularni faktor a riwe kontrolovat aktivaci primordialnich folikiul Jeho dinek
je ovlivihovan dostupnosti folistatinu (aktivin vazajici @iol, ktery snizuje jeho aktivitu
(Hurk and Zhao, 2004).

3.1.6.4. Vznik sekundarnich folikufi

Sekundarnim folikulem se nazyva folikul, u kteréfib vznikly dvé a vice vrstev
granuléznich buk. V tomto stadiu oocyt vstupuje do rozsahistové faze, granuldzni
bunky proliferuji a z intersticialnich bk vajeiniku se vyvine vrstva théka, ktera je okolo
vrstvy granuléznich butk (Hurk and Zhao, 2004). Thékalnitky vznikaji z fibroblasim
podobnych bu¥k ovarialniho stromatu (Hirshfield, 1991b). Thék&l granuldézni biky

spole&né podporuji vyvoj oocytu a vytvadilezité hormony (Erickson et al., 1985).
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Vznik a paéateeni rast sekundarnich folikil je nezavisly na jsobeni FSH. K jejich
VyVOji totiz dochazi i g absenci hormain (Fortune and Eppig, 1979)idMena primarnich
folikult v sekundarni jéizena hlava intraovarialnimi parakrinnimi faktory (Kol and Asla,
1995). Ve fazi sekundarnich folikuke z&ne okolo oocytu vytv&@t zona pellucidaa rovréz
se v cytoplazr oocytu formuji kortikalni granula. Folikul se vihu této faze vyvoje stava
citivym na pisobeni gonadotropnich hormior{Fair, 2003). Ze zgtku ma luteinizéni
hormon (LH) \tSi vyznam nezli FSH. LH{sobi fes LH receptory, které lze prokazat v
thékalni vrst¢ potkanich ranych sekundarnich folikuLH spousti biosyntézu androgewe
vrstwé théky. Tyto androgeny jsou schopné stimulovat forédmi FSH receptoru
v granuléznich bikdch a proto rive LH zesilovat efekt FSH na granul6zninky
Podobnou roli jako LH ma i inzulin (Hurk and Zh&§04).

V sekundarnich folikulech se nenachazi enzym aréaraatpatebny pro penmgnu
androgef na estrogeny a diky tomu netivaestrogeny. Nicménvin vitro podminkach
pusobi estradiol synergicky s FSH na zvySeni prdalifer granuléznich bk ve velkych
sekundarnich folikulech (Hirao et al., 1994).

Mezi dilezité faktory, které ovliuji vyvoj sekundarnich folikdl, pati rastové faktory
GDF — 9 a BMP - 15. Tyto faktory hraji roli ve vyvdolikult jiz od prvnich stadii
folikulogeneze a jejich vliv poktaije az do doby ovulace. GDF — 9 j@deFity pro formovani
sekundarnich folikdi, protoze u GDF — 9 deficientnich mysi k jejich gjvnedochazi
(dochazi k zaniku granuléznich hikn po stadiu primordialnich folikd) (Nilsson and
Skinner, 2002). GDF — 9 dale kontroluje dostuprasivinu a inhibinu (Elvin et al., 1999a).
Jak je napsano vyse, dalfile¥itou latkou pro vyvoj sekundarnich folikuje BMP — 15.
Jeho vliv byl prokazan u ovci (Galloway et al., @00J mysSi je jeho vyznam mensi, nicrién
i zde ma na reproddki funkce vliv (Yan et al.,, 2001). GDF — 9 i BMP15 parakring
kontroluji tvorbu kit ligandu v granuléznich #tkéch folikulu. GDF — 9 fisobi jako inhibitor
a BMP — 15 jako aktivator exprese kit ligandu (®eswand Shimasaka, 2002). Kit ligand,
ktery je tvden v sekundarnich a antralnich folikulech, podporigt oocytu. Oocyt je diky
tomu stimulovan k dosazeni drukkowspecifické velikosti a po dosazeni této velikosti
produkuje GDF — 9, ktery potlaje expresi kit ligandu v granul6znichiiéch a diky tomu
nésled® dochazi ke zpomalovanistu oocytu (Matzuka et al., 2002).

S vyvojem, tistem a pezitim sekundarnich folikiljsou spojené dalStistové faktory:
epidermalni istovy faktor (epidermal growth factor, EGF), TGRzulinu podobnystovy
faktor (insulin — like growth factor, IGF) a FGF,iW vitro podminkach potkauji apoptozu
folikularnich burtk a podporuji proliferaci a diferenciaci granul&@nburék (McNatty et al.,

22



1999). EGF a TGF jsou si struktérrvelmi podobné a obaipobi ges EGF receptor
piedevSim na mitogenni aktivitu granuléznich &unTGF - 3 miaZe inhibovat st
folikularnich burk a usnaduje jejich diferenciaci. Je to inhibitor prolifegranuléznich
burgk u prasnic a krav, ale ne u potkardednim z faktdr syntetizovanych sekundarnim
folikulem, ktery je schopny stimulovat syntézu F8deptod, je IGF - 1. Diky syntéze FSH
receptoti stimulované IGF — 1 se folikul stdva vice sensitima gisobeni FSH (Zhou et al.,
1997).

DalSi faktory ovliviaujici rist folikulu jsou aktivin a AMH. AMH niZe modifikovat dést
pomoci shizovani schopnosti folikubdpovidat na signalizaci pomoci FSH (Hurk and Zhao
2004).

3.1.6.5. Vznik antralniho folikulu

Formovéani tekutinou vyptmé dutiny (antra) je charakteristické pro antréilikul
(Hurk and Zhao, 2004). Toto stadium je charaktedrm pokraujici proliferaci granul6znich
burgk a diferenciaci somatickych bekn obklopujicich folikul dotheca folliculi internaa
theca folliculi externa Dale dochazi kvlastni tvatbantraa odéleni kumularnich a
muralnich busk (Driancourt, 1991). Diferenciace muralnich a kignoich bugk je aktivre
podporovana samotnym oocytem (Sanchez and SmifiZ)2@&hem folikularniho vyvoje
dochéazi k vaskularizaci folikulu a zvySeni propuastn krevnich cév. Tyto &e vedou
ke zvySeni velikosti antralniho folikulu (Hurk a@tiao, 2004). Stefhjako v edchozi etap
vyvoje maji na pechod pre - antralniho folikuludasny, antralni folikul, vlivistové faktory
GDF — 9 a BMP - 15. Oba jsou syntetizovany oocygeovliviiuji proliferaci granul6znich
burgk (Otsuka et al., 2000).

Odhaduje se, Ze u prasete je délasoveho intervalu, ktery &Zma od naboru folikul az
do formovani antra, zhruba 84 dni (Morbeck et1892). U prasat folikuly velikosti pod 0,7
mm obsahuji oocyty neschopné podstoupit meiotickiniz Nekteré oocyty z folikul
velikosti 0,8 az 1,6 jsou schopné podstoupit mekatizrani vin vitro podminkach. U folikud
velikosti 1,7 mm je jiz schopnostin vivo podminkach podstoupit meiotické zratitpmna
u vétsiny oocyti (Hunter, 2000).

Tak jako v pedchozich etapach, oocyt aktiviidi funkce somatickych bgk i bechem
antralni faze. Oocyt poktgje ve formovani protein zony pellucidy Déale sekretuje
parakrinni faktory, které podporuji proliferaci dedenciaci granul6znich bgk. Odstragni
nebo ztrdta oocytu vyudsti wgikasnou luteinizaci a zvySeni produkce progesteronu
v granuléznich bitkach (Hurk and Zhao, 2004).
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3.1.6.6. Charakteristika folikularniho rastu

Vyvoj folikulu je klasicky charakterizovanékolika fazemi. Jsou to faze recruitment,
selekce a dominance (Hurk and Zhao, 2004).

U druhi s charakteristickymi folikularnimi vinami (jako jeag¥. skot) je popisovano, ze
na z&atku cyklického recruitmentuwehem estralniho cyklu dochazi ke zvySeni sérovérmjad
FSH. Folikuly, které maji schopnost odgdit na zvySujici se hladinu FSH, vstoupi do
kohorty rostoucich folikui (Fair, 2003). NeZ se antralni folikuly stanouieélna stimulaci
gonadotropnimy hormony, musi dosahnodinmiru piiblizné 1 mm (prasnice), 2 mm (ovce,
primati), 4 mm (krava) a 10 mm (klisna). MnozZstekrutovanych folikul se lisi dle
ZivociSného druhu i individualniho jedince (5 — 10 uwkra — 4 u ko# a pg'es 50 u prasete).
Béhem jednoho cyklu se vyskytujézny paet vin (2 — 3 krava, 3 — 4 ovce, 4 — 5 koza, 1 — 2
klisna) (Driancourt, 2001). U drihskot, kin), kde je piibéh folikularnich vin dobe popsan,
probihd néasledn selekce dominantniho folikulu. Patkolika dnech #stu folikuld, které
vstoupily do kohorty rostoucich folikiulbéhem cyklického recruitmentu, se jeden z nich
stane ¥tSi nez ostatni. Tento¢tdi folikul se stane dominantnim a ostatni menBkuty
podlehnou atrésii. U dominantniho folikulu doch&zyntéze estradiolu (Beg and Ginther,
2006).

U pohlavre dosglé prasnice maji vajaiky vzhled moruSe. Tohoto vzhledu je dosazeno
diky pritomnosti mnoha antralnich folikula Zlutych &lisek. Mimo znény behem folikularni
faze estralniho cyklu Ize na povrchu ikt prasnic nalézt stalou zasobu antralnich fotikul
o velikosti 1 — 6 mm v @méru. V ¢ase po ovulaci dochazi ke zvySeni hladiny FSH gkiiera
zhruba doctvrtého az patéeho dne estralniho cyklu. Tato zv§Seladina FSH umailije
malym (do 3 mm) a &dnim (3 az 6,9 mm) folikiim vyvoj a sniZuje procento folikil
podstupujicich atrésii (Knox et al., 2003). Po pathi estralniho cyklu dochazi ke snizeni
hladiny FSH. S tim je spojeno zvySeni atrésie tdliKGuthrie et al., 1995). V fibchu 14. a
15. dne estralniho cyklu dochazi k luteolyze. Dildglednému snizeni hladiny progesteronu
dochazi k druhému zvySeni mnozstvi FSH, coZijezité pro proces recruitmentu (Knox et
al., 2003). Bhem folikularni faze estralniho cyklu dochézi narpbu vajénika ke snizeni
poctu malych folikufi (do velikosti 6,5 mm) a objevuji se folikulgtéi nezli 6,5 mm. K této
zmeéné dochazi diky tomu, Ze z rekrutovanych folikgsou nasled® vybrany (selektovany)
pre - ovul&ni folikuly, jejichz cilem bude ovulace (Knox, 200®ro dalSi vyvoj folikui a
pro proces selekce jail@zitd znéna ve zfisobu sekrece LH. 8iem lutealni a na Zatku

folikularni faze estralniho cyklu je hladina LHag/n¢ stabilni (Knox et al., 2003). Fenomeén
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pulsativni sekrece LH je mozZné pozorovat &blidm pokraujici folikularni faze (Driancourt
et al.,, 1995). Zakladem procesu selekce je syntétaeceptoru u folikui, které budou
vybrany i procesu selekce. Pulsativni sekrece LH umg u folikuld, které vytvdili LH
receptory, pokr&vat ve vyvoji i gres snizujici se hladinu FSH, ke které dochaziubgbu
folikularni faze (Prunier et al., 1993). K selekcichazi rovaz i diky tomu, Ze malé aisdni
folikuly ztraceji receptory pro FSH (Lucy et al.Q0®). U folikuli, které nevytviely LH
receptory, dochazi diky snizeni hladiny FSH k @t(Bsunier et al., 1993).

LH receptory se zmou v granuldoznich kikach formovat po dosazenitpnéru priblizné
4 mm (ovce), 5 — 6 mm (prasnice), 8 mm (krava) r@honm (klisna). Diky zvysSeni citlivosti
na LH a FSH dochazichem pér dni k rapidnimu &geni selektovanych folikiul oproti
ostatnim. Tyto folikuly se nazyvaji dominantni asélonou maximalni velikosti 6 — 7 mm
(ovce), 8 — 10 mm (prasnice), 15 — 20 mm (kravdy a 50 mm (klisna) (Driancourt, 2001).

Indikatorem folikularni zralosti je aktivace enzywikého komplexu aromatazy
v granul6znich bitkach, coz umaiuje sekreci estradiolu. Ro¥h v dok aktivace aromatazy
dochazi i k syntéze inhibinu (Yen et al., 2005¢h&m lutealni faze je koncentracehto
hormoni stabilre nizka. Po luteolyze je pozorovano postupné zvybBéadiny estradiolu a
inhibinu, jejichZz zvySena hladina je detekovaneaol®dovulace, kdy dochézi k iniciaci LH
viny (Knox et al., 2003).

Hlavnim estrogenem syntetizovanym folikulem je aditvl. VySSi hladina estrogéne
totiz nezbytna pro dalSi vyvoj folikulu. Estrogemgukuji proliferaci granuléznich bgk a
zérova jejich diferenciaci v muralni nebo kumularnitiy. Estrogeny déle zvysuji citlivost
granuléznich butk na gonadotropiny (Findlay et al., 2000). Na regulproliferace a miry
apoptézy granuldznich beék se rovez podili androgeny, kteréupobi Fes receptor
androgefi (AR). U mysi sdeficitem AR dochazi ke sniZzeni @stei antralnich a
ovulovanych oocyt. Dale u &chto mySi dochazi ke zvySeni miry apoptézy gramitde
burgk (Hu et al., 2004).

V syntéze estrogén folikulem se uplatuje model dva druhy béh — dva druhy
gonadotropif. Thékalni biiky totiz produkuji pod vlivem LH androgeny. Tytodangeny
jsou nasled& pouzity granuldéznimi kikami jako substrat pro syntézu estrogeSyntéza
estroge granuléznimi biikami je pod vlivem FSH (Hillier et al., 1994).ridmnost
aromatazy umaiuje rekrutovanym folikulm produkovat z androgennich prekuizbormon
estradiol. LH stimulovana syntéza andragge oslabovana thékalnim EGF a aktivinem
z granuloznich buik. Naopak zesilovana je inhibinem r@npochazejicim z granuléznich

burék. Pro recruitment je kro#nadekvéatni koncentrace FSH v krvilekité také vyssi
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mnozstvi aktivinu nez inhibinu a daleé&sujici se koncentrace IGF - 1. FSH stimulovan&
piemgna androgein na estrogeny je zesilena lokalni produkci IGF altjvinu a proteifi
BMP. Tato produkce estrogéle naopak neutralizovana EGRig8beni éistovych faktod je
zavislé na jejich receptorech a biologicka dostgpriiwhto faktofi je ovliviéna vazebnymi
proteiny (BP). FSH sniZuje expresi vazebného pmot@iro IGF-1 (IGFBP - 2), coz vede ke
zvySeni dostupnosti aktivniho IGF - 1, ktery syiwkg s FSH zvySuje folikularni citlivost na
gonadotropiny a rowZ zvySuje aktivitu aromatazy. FSH dependentni iicBibGFBP - 2 je
tudiz dilezitym krokem v recruitmentu folikildo dalSihoistu (Hurk and Zhao, 2004).

Béhem fstu je rekrutovanymi folikuly produkovan ve vgtajicim mnozZstvi aktivin
vazajici protein folistatin. V selektovanych amiéh folikulech zgsobi znény v obsahu
folistatinu odchyleni od rovnovahy dostupnosti akii a inhibinu. Inhibin se diky tomu
stane dostupijsi. Behem selekce dochazi ke zvySovani intrafolikulaoridentrace IGF - 1 a
IGF - 2. ZvySeni dostupného mnoZzstvi inhibinu stifauspoléné s IGF sekreci androgén
To nasledd vede i ke zvySeni mnozZstvi estroehGF rovréz stimuluje formovéni LH
receptodi v granuléznich btkach a selektované folikuly se diky tomu stavajlivé na
pusobeni LH. U selektovanych folikuldochazi k indukci syntézy FSH receptoo jim
umozni reagovat na FSH igs jeho sniZzenou syntézu, kterd jésgbena vysokou produkci
estrogel a inhibinu (Driancourt, 2001). AMH #Ze v této dob pisobit jako inhibitor
selekce, neltbsnizuje schopnost folikulu odpovidat nesspbeni FSH (Durlinger et al., 2001).
Jednou z reakci naipobeni LH je tvorba angiogenniho faktoru VEGF (uéecendothelial
growth factor) v thékalnich kach. VEGF zvySuje v thékalni vrgtangiogenezi. Nasledn
zvySené krevni zasobeni folikulu poskytne vicergikysliku a stimulujicich faktér(Garrido
et al., 1993).

3.1.7.1. Meiotické zrani

Meiotické zrani zahrnuje ipmenu plre dorostlého oocytu ve zraly oocyt. Dochazi
k nému ®sné pred ovulaci jako odp@d’ na zngny v hladinach gonadotropnich horniion
Pouze oocyty, které u&fre prosly meiotickym zranim, jsou oplozenischopnéahou se po
oplozeni spermii zd&én vyvijet (Wassarman and Albertini, 1994). V rostooc a
dominantnim folikulu astava oocyt v diplotennim stadiu profaze prvniheotiekého dleni
v prvnim meiotickém bloku. Obnoveni meidzy je ioMAno preovukni LH vinou a
k obnoveni meibézy dochazi jen u @lndorostlych, vyvojo¥ kompetentnich oocft
z dominantnich, preovulaich folikuli. Béhem periody mezi LH vinou a ovulaci probih&
Vv jadre a cytoplazm oocyii série vyraznych zem (Hurk and Zhao, 2004). Ro¥h dochazi
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ke zmeénam genové exprese, jakoZ i k morfologickym a figgackym zménam nejen
v samotném oocytu, ale také v granul6znichikddch a biitkach théky (Silvestre et al., 2011).

Pro ziskani vyvojové kompetence je nutné, aby obgytschopny podstoupit jaderné
zrani a roviiz je potebna jeho cytoplazmaticka zralost. Oocyt ziskavigeost podstoupit
jaderné zrani v dabh kdy je jes¥ vyvojove nekompetentni. Diky tomu musi byt udrzovan ve
stavu zarodého véku az do doby, kdy dosahne plné kompetence (SanshézSmitz,
2012). Ziskani meiotické kompetence na kontu oocytu je v korelaci se syntézou a
akumulaci cyklin dependentni kinazy 1 (CDK1, talzhaovana jako cdc2 nebo p3%) a
proteinu cyklinu B (Chesnel and Eppig, 1995).

Jak bylo napsano vySe, pro iniciaci meiotickéhonkrg dilezitd LH vina. Inhibice
sekrece LH nebo inaktivace LH recepitarede k zabrami zrani oocytu a selhani ovulace.
Nicmére pfimo v oocytu nebyly detekovany zadné LH receptprgto signal, ktery vede ke
zrani oocytu po LH vl& pochazi z okolnich bgk (Peng et al.,, 1991). LH se vaZe na
receptory, které se nachazi na kumularnich i migialbuikach folikulu (Amsterdam et al.,
1975). Folikul odpovida na LH vinu zmou steroidni produkce v granul6znichnkach
z estrogefh na progesteron. Reakce dale zahrnuje syntézu rbyaiou granuléznimi
bunkami. To pozdji vede k mucifikaci a expanzi kumularnich kn Tento & se podili
na poruseni kumulo — oocytarniho spojeni pomocijgagtions (Picton et al., 1998).

Jak je napsano vysSe, LHigpbi ges LH receptory, coZ jsou receptory spojené s G
proteiny. V LH receptorech se vyskytujékolik typt G proteirti (Gs, G a Gy11) (Lee et al.,
2002). Aktivace fes typ G vede k produkci cAMP v granul6znich itkéch. Pokud dojde
k aktivaci fes G nebo G11, dochazi k aktivaci fosfolipazy C, coz vede nasteke zvySeni
nitroburééné hladiny ioni vapniku. Oba tyto &e odehravajici se v granuléznichnkach
mohou nasledhvést u oocytu k rozpadu zar@édého véku (germinal vesicle breakdown,
GVBD). GVBD je vSak naproti §am v granuldéznich hikach dosahnuto diky snizeni
hladiny cAMP v oocytu (Hsieh et al., 2007). Aktieafosfolipazy C v granul6znich tik&ch
vede k hydrolyze fosfatidylinositolu a produkci siltrifosfatu a diacylglycerolu.
Signalizaci fosfolipdzy C stimulovana intraceluiamobilizace C& je rovrsZ spojena s
influxem C&* z extracelularniho prastdi. Ke zvySeni hladiny av oocytu po LH vig
miZe dojit pomoci Pmého transportu Gaz kumulérnich bukk. Ke zvySeni mize rovréz
dochazet pomoci transportu inositoltrifosfatu, ktedsleds v oocytu indukuje uvokni
cd*. ZvySeni intracelularni hladiny vapniku jéleFitym faktorem, ktery se podili ri&eni

meiotického dleni. C&" dale ovliviuje aktivitu protedz, které mohou odbouravat protei
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daleZité pro buny cyklus (Homa, 1995). Gapiisobi fres kalcium/kalmodulin dependentni
protein kinazul (CaMKIl). Tato kinaza ma roliiptizeni aktivity MPF (Lorca et al., 1993).

Jaderné zrani trva asi 24 hodin u krdvy a ovcehatfin u prasete a 36 hodin u klisny.
Sklada se zd&kolika kroki a dochazi i ném k dokoreni meidzyl a naslednému zahajeni
meidzyll (Hurk and Zhao, 2004). Jaderné zrariiza mirnym zvignim jaderné membrany.
Nasled® vymizi jaderné pory a posléze dochazi k rozpadierjg@ membrany, neboli
k rozpadu zarodmého véku GVBD (Wassarman and Albertini, 1994). DalSirideditym
déjem jsou zminy v mikrotubuly organizujicich centrech. Tyto &my jsou dilezité pro
rozc&leni chromozom (Schuh and Ellenberg, 2007). Zahajeni GVBD jeiav&no aktivaci
CDK1 (Voronina and Wessel, 2003). Po GVBD dochardzdleni bivalenti. Dulezitym
znakem meiotického é&kni je, Ze kinetochory obou chromozbnv kazdém bivalentu
vytvareji jednu funkni jednotku. Krond toho, Ze se kinetochory stanou vazebnym mistem
pro mikrotubuly, vytvéi rovreéz zaklad pro dlezitou regulani kaskadu nazyvanou spindle
assembly checkpoint (SAC). SAGeplstavuje velkou skupinu proté@iiMps1, Bubl, BubR1,
MAD1, MAD2 a kindza Aurora) (Holt et al., 2013) aale dileZitou roli v kontrole, zda je
delici aparat sestaven sprévibokud nejsou chromozdmy spr&vnapojeny, proteiny SAC
oddaluji postup meidzou do anafaze (Hoyt, 2001kt&eeni postupu meidézoutde byt
zpisobeno vazbou &itych proteini (nag. MAD2) na protein CDC20 (cell division cycle
protein 20), ktery je koaktivatorem enzymového ktemp nazyvaného anafaze podporujici
komplex/cyclosome (anaphase promoting complex/egetee, APC/C). Zablokovanim
CDC20 je nasledn zabragno aktivaci APC/C, kteryidi postup meiézou (Eichenlaub —
Ritter, 2012). Pro vazbu sesterskych chromatidvalbntech jsou pé¢bné proteiny nazyvané
kohesiny (Buonomo et al., 2000). Natatku anafaze jsou kohesiny odstiiay diky Stpeni
enzymem separazou. Odstankohesir je pro segregaci chromozdnmezbytné (Kudo et
al., 2009).

Vylouc¢enim prvniho polovéhceliska je ukokena meidzd. K oddleni homolognich
chromozonid dochazi spolaé s asymetrickym rozdenim cytoplazmy oocytu. Kroén
chromozonid obsahuje polovéélisko malé mnoZstvi organel (mitochondrie, ribozpmy
Plasmaticka membrana pokryvajici misto &gdi polového dliska je relative hladka,
zatimco zbytek plazmatické membrany oocytu obsahmj&roklky (Wassarman and
Albertini, 1994).

Cytoplazmatické zrani je nutné rtéglad pro ziskani podminek branicich polyspermii,
dale je nutné po oplozeni pro dekondenzaci permtédgpermie a tvorbu prvojader. Zahrnuje
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redistribuci bug¢nych organel, migraci mitochondrii do perinukledpolohy a akumulaci
kortikalnich granul podél oolemy (Hurk and Zhao0Q2))

3.1.7.2. Prvni meioticky blok a obnoveni meiotické&hzrani

Pro udrZeni prvni meiotického bloku jéleZitad gitomnost granuléznich bgk. Pokusy
s odstrasnim samotného oocytu nebo komplexu kumulus — oacyfolikulu vedly
k obnoveni meidzy. Tyto vysledky nazo@, Ze zdrojem meiotickych inhitmich faktofi
jsou spiSe murdlni ky nezli kumularni (Edwards, 1965). Préepos inhibinich signai a
diky tomu udrzeni prvniho meiotického bloku jsolledita spojeni pomoci gap junctions
mezi muralnimi, kumularnimi lkkami a oocytem (Sela-Abramovich et al., 2006).

Hlavni vnitni faktor, ktery udrZuje oocyt v prvnim meiotickéboku, je cyklicky
adenosinmonofosfat (CAMP). Adenylatcyklaza je eneym syntetizujicim cAMP
z adenosintrifosfatu (ATP) (Downs et al., 1989)oa&tytu se nachazejici CAMPue byt
dvojiho pivodu. Prvnim je tvorba cAMP ve folikularnichikach a jeho nasledny transport
pies gap junctions do oocytu (Sela-Abramovich etZ4lQ6). Druhym a prawgodobrjSim
zpisobem je endogenni tvorba cAMP v oocytu pomocivaké receptdr spojenych s G
proteiny 3 a 12 (GPR3, GPR12). Signalizace poméchtd receptar vede k aktivaci
adenylatcyklazy, ktera tvb cAMP p@imo v oocytu (Vaccari et al., 2008).ul@zitou roli
v regulaci prvniho meiotického bloku zaujima cykficguanosinmonofosfat (cGMP). Je
tvofen v kumularnich hikach a po transportu do oocytu pomoci gap junctadsraiuje
aktivaci enzymu cAMP fosfodiesterazy (PDE3A). EnzRDE3A se nachazi v oocytu a je
zodpowdny za rozloZzeni cAMP na 5" adenosin monofsfat-(BMP) a tim jeho degradaci
(Norris et al.,, 2009). cGMP je vytign enzymem guanylylcyklazou (GUCY nebo GC).
Existuji dw formy tohoto enzymu, rozpustna GUCY a transmenminanGUCY (Sela-
Abramovich et al., 2008). Podle prace Zhang e{2010) je za tvorbu cGMP zodp&ny
membranovy receptor natriuretického peptidu 2 (NPRZnSZ nazyvaného gaunylylcyklaza
B, GC — B). Diky inhibici PDE3A pomoci cGMP je zab¥no snizeni cAMP a tim prolomeni
prvniho meiotického bloku (Norris et al., 2009).

Oocyt se sdm podili na udrZzeni svého meiotickébkublOocyt totiz podporuje expresi
NPR2 v kumularnich hikach. NPR2 je aktivovan jeho ligandem, prekurzorem
natriuretického peptidu typu C (NPPC), ktery jedakovan v muralnich kikach. Aktivace
NRP2 pomoci NPPC vede k tvértGMP, ktery po fesunu do oocytu inhibuje PDE3A
(Zhang et al., 2010).
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Jak bylo uvedeno vySefiézitou roli Ehem meiotického zrani oocytu ma cAMP. Elén
zvySeni hladiny cAMP v oocytu vede k zablokovaniigmg. Diky tomu néiZou k tomuto
acelu slouzit inhibitory PDE3A (Hurk and Zhao, 2004hembranou propustné analogy
CAMP a latky zvySujici aktivitu adenylatcyklazy (@sarman and Albertini, 1994). Vysoka
koncentrace cAMP udrzuje prvni meioticky blok ptedhictvim drahy cAMP dependentni
proteinkinazy A (PKA) (Richard et al., 2001). V gt se vyskytuji d¥ formy PKA. Jsou to
PKA1l a PKA2 (Newhall et al., 2006). RibonukleotidMP udrZzuje meioticky blok diky
tomu, Ze aktivuje PKA, ktera naslediosforyluje proteiny kontrolujici aktivitu CDK1 (@vo
et al., 2006). Dlezitym enzymem, ktery kontroluje aktivitu CDK1, jesfatdza CDC25.
Fosforylace CDC25 pomoci PKA vede kinhibici jegfasforyl&ni aktivity. Diky tomu
CDC25 potom nerize odstranit inhildini fosfaty z CDK1 a tim je zabré&mo jeji funkci
(Zhang et al., 2008). PKA inhibuje aktivitu CDK1jee prostednictvim CDC25, ale také
pomoci aktivace WeelB kindzy inhibujici CDK1 (HamdaConti, 2006).

Kromé signaliz&ni drdhy PKA se na regulaci meiotického bloku podfirotein kinaza
C (PKC) (Downs et al., 2001). Pokud jenvvitro podminkach aplikovan diacylglycerol,
ktery je aktivatorem PKC, dochazi k inhibici spomtého zahajeni zrani oocytu. K této
inhibici dochazi i p snizené hladi&ncAMP. Aktivatory PKC inhibuji zrény v metabolismu
fosfoproteirii, které jsou spojené se spontanni aktivaci (Wassaand Albertini, 1994).

DalSim vnitnim faktorem, ktery zabtiaje meiotickému zrani, je tzv. inhibitor zrani
oocytu (oocyte maturation inhibitor, OMI), ktery peodukovan granuléznimi kkami. OMI
je polypeptid o molekularni hmotnosti okolo 1 - P& ktery byl objeven ve folikularni
tekutint mnoha drub savd@, a vin vitro podminkdch zabtmje spontdnnimu zahajeni
meiotického zrani. OMI uplatje s\ij inhibicni (Cinek gres kumularni biky, protoze brani
meiotickému zrani u oocytu s kumularniminkami, ale nezasahuje do meiotického zrani
u oocytu kumularnich bik zbavenych (denudovanych). Mgdedku toho je pravgbodobne,
Ze OMI je dostatné maly na to, aby mohl projit pomoci gap junctiorlsumularnich bugk
do oocytu. Winek OMI na inhibici meiotického zraniiie byt nejspiSe potencovan cAMP
(Wassarman and Albertini, 1994).

Meiotické zrani je obnoveno po LH ¥nktera vede v oocytu k aktivaci PDE3A, coz
zpasobi drastické sniZeni hladiny cAMP (Richard et a001). Pro obnoveni meidzy je
dulezith omezena dike cGMP z murélnich b&k do oocytu a zarowesnizené tvorba cGMP
v murélnich biikdch. Tuto skut@nost podporuje fakt, Ze po LH \dndochazi ke snizeni
syntézy NPPC. Diky snizené tvéroGMP ve folikularnich bitkach a nasledneho omezené

difazi do oocytu je umozma aktivace PDE3A a tim degradace cAMP (Kawamural.et
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2011). Navic uzavirani gap junctions po LH&btiky fosforylaci connexinu 43dsobenim
mitogenem aktivované proteinkindzy (MAPK) k tomyicocesu fispiva. K uzavirani gap
junctions dochazi u vSech hiknfolikulu (Sela-Abramovich et al., 2005). DalSimleZitym
déjem pi aktivaci PDE3A je aktivéni fosforylace pomoci protein kinazy B (PKB). Ke
zvySeni aktivity PKB dojde po LH vtn(Han et al., 2006).

3.1.7.3. Vyznam EGF v meiotickém zrani

Pro obnoveni meiotického zrani po LH &lje dilezity prenos aktivéniho signalu
z vrgjSich burénych vrstev folikulu do vnithich. Syntéza a uvaini ligandu EGF receptor
muze byt latkou, ktera tento signdlemasi (Kawamura et al., 2009). EGF receptory skazic
na povrchu muralnich i kumularnich n Nenachazi se ale na oocytu. Brzy po LHévIn
dochazi k fosforylaci EGF receptoa jejich aktivaci (Panigone et al., 2008). Bylkénano,
Ze po aplikaci ligandu EGF recepiato antralniho folikulu dochazi k obnoveni meid2wark
et al., 2004).

Jako ligandy EGF recepftor které zpisobi po LH vig jejich aktivaci, se zdaji byt
epiregulin, amphiregulin g3 - cellulin. Jsou to polypeptidy, které jsou produéiny
v granuléznich bitkach. Tyto parakrinni faktory ro¥a hraji roli v kumuléarni expanzi. Jsou
syntetizovany jako neaktivni integralni membrangrékurzory. Z&chto membranovych
prekurzofi jsou uvohovany do mezibutného prosedi pomoci proteolytického &ieni
jejich vrgjSi domeény, vystavené na &&im povrchu biiky (Silvestre et al., 2011).
Proteolytické Stpeni je provagho pomoci enzymatické aktivity metalloendoprotedazy
vyznam tohoto enzymu lze prokézat pouZziti inhibitoru metalloendoproteazy galardinu,
ktery zabrani obnoveni meidzy po LH &l(Ashkenazi et al., 2005). Jednimi#deFitych dju
po aktivaci EGF receptdrje spustni signaliz&ni drahy MAPK v biikach folikulu. MAPK
muze byt aktivovana i nezavisle na EGF (Panigonel.et2808). Jak bylo uvedeno vyse,
aktivace MAPK vede k uzavirani gap junctions (Seteamovich et al., 2005). DalSingjém
zpusobenym aktivaci EGF receptoru po LH&maze byt snizeni hladiny cGMP (Vaccari et
al., 2009). Tohoto snizeni tthe byt dosaZzeno pomocikolika mechanisi a to bul
snizenim aktivity GUCY, a nebo zvySenim aktivityMB fosfodiesterazy. Ro¥#s mohou
oba mechanismy probihat sasré (Silvestre et al., 2011).

3.1.7.4. Vyznam MPF

Dulezitou roli v obno¥ meiézy zaujima faktor nazyvany maturation prongtfactor

(nebo téz mitosis promoting factor, MPF). MPF jeriabex sloZzeny z regutai a katalytické
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podjednotky. Cyklin B je regutmi podjednotka a kinaza CDK1 je katalytickou
podjednotkou. Aktivni MPF je schopny fosforylovabfeiny, které tvéi jaderny obal a podili
se na kondenzaci chromatinu a organizaci cytoské@ordo et al., 2001).

U savda je intracelularni mnozstvi CDK1 a cyklinu B jednirdilezitych faktofi, ktery
udrZzuje oocyty v profazi prvniho meiotickéh@lehi. U malych nerostoucich folikulje
dostupnost obou podjednotek MPF nizka a proto moi k jejich syntéze i ristu oocytu
(Holt et al., 2013). Pkdorostly oocyt nasle@¢nobsahuje zasobugdgripravenych komplek
cyklinu B a CDK1. Tento komplex je v neaktivni fo¥fra nazyva se pre — MPF (Gordo et al.,
2001). U plr dorostlych oocyt s dostaténym mnozstvim pre — MPF se na udrzeni prvniho
meiotického bloku podili hlawrpisobeni cAMP (Holt et al., 2013).

Hladina cyklinu B je dsledrg kontrolovana. B poruSe v regulaci jeho mnozstviaze
dojit k predcasnému meiotickému zrani. Proto je u oocyiileZity poner mezi syntézou a
degradaci cyklinu B viznych fazich meiotickéhoéténi. Regulace hladiny cyklinu B je
dulezitym prostedkemiizeni aktivity CDK1 khem meiotického &eni (Holt et al., 2013).
Degradace cyklinu B je zprdstlkovana APC/C ve spojeni s koaktivatorem FZR1zyfiz
related protein homolog, téZz nazyvany CDH1, nelsalilherinl) (Peters, 2006). Vyznam
APC/C bude popséan dale.

Pre - MPF je v neaktivni fortnudrZzovana pomoci inhiti fosforylace CDK1 na dvou
mistech (Tyrl5 a Thrl4)iekryvajicich ATP vazebna mista (Ferrell et al., )9Mhibicni
fosforylaci mohou zajivat d¥ kindzy: Wee a Mytl (Mueller et al., 1995). Oocissahuje
jedingnou izoformu Wee kinazy, ktera se nazyva WeelB dn&z Wee2). WeelB je
positivne regulovana fosforylaci pomoci PKA. Positivni fastace nasledh zpasobi
autofosforylaci WeelB (Han et al., 2005). Zda s=Mytl a WeelB {sobi synergicky na
zabrarni v postupu meiozou (Oh et al., 2010).

Defosforylace a aktivace CDK1 vyzZaduje fosfatazuG2b (Lincoln et al., 2002). Pro
aktivaci CDK1 je roviz potebna aktivani fosforylace. Tato fosforylace probiha na jinych
mistech CDKZ1, neZli inhibni fosforylace. Aktivaéni fosforylace je katalyzovana CDK1
aktivatni kinazou (CAK) (Poon et al., 1993). Nicnéemato fosforylace se na MPF vyskytuje
jiz v dobs neaktivni pre — MPF. Diky tomwbem signalizéni drahy vedouci k aktivaci pre -
MPF na aktivni MPF aktivani fosforylace nehraje velky vyznam (De Smedt £t24102).

Aktivace pre - MPF probiha wholika krocich. Nejtive doch&zi v reakci na aktisra
stimul k aktivaci gkolika pre - MPF na MPF. Aktivované MPF jsou naskedchopny posilit

aktivaci CDC25 a zaroweinaktivovat WeelB. Diky tomu vznikne pozitivni &pa vazba
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nazyvajici se autoamplifikace MPHeRena pre - MPF na MPF je aktigrtizena samotnou
MPF (Palmer et al., 1998).

Studie zabyvajici se dynamikou cyklinu B naang ze dochazi k neustalémiepunu
komplexu CDK1 — cyklin B mezi jadrem a cytoplasm@arangos and Carroll, 2004).
V oocytu ve stadiu zarodeého véku prevaZzuje cytoplazmaticka lokalizace tohoto
komplexu. Je to pravgodobrg zpisobeno diky jaderné lokalizaci APC/C (ve spojeni
s FZR1) a kinazy WeelB (Oh et al.,, 2010). KratdedpGVBD dochazi ke z&mam
v burg¢né lokalizaci faktak podilejicich se na regulaci CDK1 - cyklin B. Dozha
k vyraznému zvySeni komplexu CDK1 - cyklin B vijadqMarangos and Carroll, 2004). Toto
zvySeni jaderné lokalizace cyklinu Begond inhibéni aktivitu APC/C (ve spojeni s FZR1),
coz umozni naslednou aktivaci CDK1. Dale diky snizéladiny cAMP v pitbéhu
meiotického zrani a tim #&pobené sniZeni aktivity PKA vede ke ztraktivity WeelB a
zarove i k presunu této kindzy z jadra oocytu do cytoplazmyZ&mi aktivity PKA rovigz
zvysi dostupnost CDC25 (Oh et al., 2010).

V prabéhu postupu do druhého meiotickéhélemhi je potebna zmina v aktivie MPF
(Picard et al., 1985). Vystup z meidkwyZaduje sniZzeni aktivity CDK1, ale v porovnani
s mitotickym alenim neni toto snizeni CDK1 kompletni. Diky toneuymozgno vstoupit
oocytu gimo do druhého meiotickéhaldni (Holt et al., 2013). Po sniZeni aktivity MRF |
v druhém meiotickém blokufftomna ot vysoka aktivita MPF. Vysoka aktivita MPF je

dulezita pro udrzeni druhého meiotického bloku (hal &ashiwazaki, 2012).

3.1.7.5. Vyznam MAPK

Dulezitym signalizanim d&jem, vedoucim po LH vk k meiotickému zrani, je aktivace
MAPK. V sawim oocytu hraji dlezitou roli ERK1 (p44) a ERK2 (p42) (Hurk and Zhao
2004). Dalezitym proteinem, ktery se na aktivaci MAPK podik serin/threonin protein
kinaza mos. U oocytu nachazejiciho se v prvnim tioki&m bloku je kinaza mos
nedetekovatelna. Jeji syntéza ze zasoby mRN#heza dols aktivace MPF (Sagata et al.,
1989a). Kindza mos aktivuje mitogenem aktivovanimaxu kinazy (MAPKK, neboli MEK).
MEK aktivuje MAPK, ktera naslednaktivuje kindzu p9® (Nebreda and Hunt, 1993).
Kinaza p96* fosforyluje regulani doménu Mytl, co? Zmobi sniZzeni jeji aktivity. Jak bylo
napsano vyse, Mytl inhi¢ fosforyluje CDK1 (Palmer et al., 1998). ditou inhibi¢ni roli
na Mytl ma pimo i samotna mos (Peter et al., 2002). MAPK seilpod uzavirani gap
junctions diky fosforylaci connexin(Norris et al., 2008). Na rozdil od MPF s&asovani
aktivace MAPK IBhem zréni oocytu liSi uiznych druli. MAPK ma mnoho molekularnich
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cila, které se nachazeji iwv jade, nebo v cytoplazin Bechem meiotického zrani je aktivita
MAPK potiebn& pro zabezpeni ¢innosti MPF, a dale pro formovanélitiho eténka a i
pro udrzeni druhého meiotického bloku (Hurk and@004). Bhem druhého meiotického
bloku je pitomna vysoka aktivita MAPK, ktera potlge degradaci cyklinu B.
Prostednictvim toho je udrZena vysoka aktivita MPF. Bdopeni oocytu spermii dochazi
k inaktivaci MAPK (Ito and Kashiwazaki, 2012).

3.1.7.6. Vyznam APC/C a cytostatického faktoru

Degradace proteinbéhem mitotickeho fechodu z metafaze do anafaze a &viehem
G1 faze a S faze jeéizena APC/C. Tento komplex ma ranvelky vyznam v pibéhu
meidzy. APC/C je multipodjednotkova E3 lighza zodfsma za zn&ni proteinovych
substrai ubiquitinem. Takto ozr@né proteiny jsou nasledinuréené k degradaci
v proteasomu (Peters, 2006). APC/QGiz@ provadt ubiquitinaci substrat pouze s pomoci
dalSich dvou enzym Jsou to E1 (ubiquitin aktivujici enzym) a E2 @uoiin konjuguijici
enzym) (Castro et al., 2005). APC/C imfituje pro svoji aktivitu navazani koaktivator
Ktomuto ®&elu slouzi CDC20 nebo FZR1. Dikg¢nito koaktivatoim je uken stupé
substratové specificity. Aktivni APC/C umage postup anaféazi diky degradaci cyklinu B a
securinu (Peters, 2006). U ootyha na regulaci APC/Cét8i vyznam protein FZR1 (Jones,
2011). Protein FZR1 je regulovan pomoci CDC14b i{pos regulator) a Emil (negativni
regulator) (Holt et al., 2013). FZR1uxe efektivié asociovat s APC/C pouze tehdy, kdyz
jsou rekteré ze subjednotek APC/C fosforylovany pomoci Mi&Bo polo — like — kinase 1
(PLK1) (Kramer et al., 2000).

Securin je maly protein, ktery slouzi jako chaperanzarové i jako inhibitor
proteolytického enzymu separdzy. Aktivni separdzai $proteiny kohesiny a diky tomu
dochazi k rozruSeni spojeni mezi chromozomy v bivaich. Pokud je algfipomen securin,
nemize ke Stpeni kohesifi pomoci separazy dochazet (Nasmyth, 2001).

Jak je uvedeno vySeglem prvniho meiotického bloku je hladina cyklinui2ena
APC/C ve spojeni s FZR1. Kratce po GVBD dochazsk&eni mnozstvi FZR1. K tomuto
snizeni dochéazi diky tomu, Ze FZR1 je negdtikantrolovan aktivitou CDK1. Na druhou
stranu aktivita CDK1 &hem GVBD podporuje CDC20, ktery se naskedstane
koaktivatorem APC/C. Spojeni APC/C a CDC20 ma #ivma Ukol degradaci cyklinu B a
securinu (Reis et al., 2007). Timtouspbem a diky kontrole proteiny SAC je um&in
vystup z prvniho meiotickéhockbni (Holt et al., 2013). Dochazi totiz ke snizovaftadiny
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cyklinu B a nasledni k poklesu aktivity CDK1. Row¥ je diky S¢peni securinu aktivovana
separaza (Holt et al., 2013).

Béhem meiotického zrani dochazi ke zvySeni syntékjimy B. Diky zvySené syntéze
dochazi i pes aktivitu APC/C pouze ¢ast€neému snizeni mnozstvi cyklinu Bhieem anafaze
I. Toto snizeni ale zabrani vstupu do S fazeédngho cyklu (lwabuchi et al., 2000).
V metafazi Il dochazi k stabilizaci vysoké aktivity MPF diky ibikeci APC/C pomoci
cytostatického faktoru (CSF).

CSF brani postupu meiotickymeldnim kEhem metafazdl. Byly navrzeny i razné
cesty, jakymi CSF inhibuje APC/C. Me to byt Emil (early mitotic inhibitor 1)
zprostedkovana draha (Reimann and Jackson, 2002), dale sindle — checkpoint
zprostedkovana draha (Tunquist and Maller, 2003), nebpl HEmil — related protein,
rovnéz nazyvany Emi2) zprostdkovana draha (Schmidt et al., 2006).

Bylo navrzeno #&kolik kandidafi, ktefi by ve skuténosti mohli byt CSF. Prvnim je
kinAza mos (Sagata et al., 1989b), ktera, jak gpdemo vyse, sobi prostednictvim drahy
mos/MEK/MAPK/p90™ (Lorca and Castro, 2010). Jako dalsi kandidatopigmvan Emil,
coz je inhibitor APC/C (Raimann and Jackson, 2002)jezitym kandidatem je Erpl, ktery
rovneéZ inhibuje APC/C. Inhibice je Zisobena fimou vazbou Erpl k APC/C a inhélpii
aktivita Erpl je positivéi iizena fosforylaci pomoci p80(Inoue et al., 2007). Diky tomu je
vysoka aktivita CDK1 &hem druhého meiotického bloku udrZzovana pesbtictvim
signaliza&ni drahy mos/MEK/MAPK/p9®¢ ktera aktivuje a udrzi Erpl zpréstkovanou
inhibici APC (Lorca and Castro, 2010).

SnizZeni aktivity CSF a s tim spojeny vystup z dhahéneiotického bloku je spojen se
snizenim aktivity CDK1 k&li degradaci cyklinu B pomoci APC/C. Tentaj¢robiha po
oplozeni a jako reakce na oplozeni dochazi v ookgtizvySeni hladiny Ga a nasledné
aktivaci C&*/kalmodulin dependentni protein kinaty(CaMKIl). Na modelovém organizmu
Xenopus laevidylo prokazéno, Ze aktivni CaMKfosforyluje Erpl a tato fosforylaceigobi
jako tzv. priming, ktery umozni naslednou fosfocylrpl pomoci PIx1Xenopugoolo — like
kinase 1). Timto zisobem fosforylovany Erpl je rozpoznan ubiquitiddigu Skpl — Cullin
— Fbox -Btrcp (SCE™P) a to vede k degradaci Erpl. Spoke s degradaci Erpl rowh
dochazi k degradaci kindzy mos a tim inaktivachaiigasni drahy mos/MEK/MAPK/p96*
(Lorca and Castro, 2010). Podébbylo prokdzano i u mysi, Ze pro udrZzeni druhého
meiotického bloku jsou pf#bna kinaza mos i Erpl, nicmépiesny mechanismusigpobeni

neni znam (Nishiyama et al., 2010).
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Jako dalSi mechanismus, ktery je zapojen dm &pojenych s vystupem z druhého
meiotického bloku, je aktivace fosfatazy kalcinauripomoci C& (Mochida and Hunt,
2007). CaMHI rovrez zpisobi aktivaci WeelB, ktera ithe nasled# inaktivovat MPF
(Eichenlaub-Ritter, 2012).

3.1.7.7. Vyznam kumularni expanze

Jednim z &u vedoucich k obnav meidzy po LH vig je mucifikace a expanze
kumularniho obalu oocytu. Tentoéjd je zpisobeny produkci hyaluronové kyseliny
kumularnimi buikami jako reakce naugobeni gonadotropin (Ashkenazi et al., 2005).
Kumularni expanze je zavisla na produkci tzv. Lhhdukovatelnych — EGF — podobnych
peptidi (LH — induced — EGF - like peptides) v muralniahikach, ke které dojde po LH
ving. Témito peptidy mohou byt epiregulin, amphiregulin (& - cellulin a jejich
prostednictvim je signal zisobeny LH vinou fenesen ke kumularnim tkam (Park et al.,
2004). V kumularnich hikach zpisobi aktivaci gein a zvySeni syntézy latek zapojenych do
kumularni expanze (Ashkenazi et al., 2005). Mezdpkovanymi latkami jsou zejména
pentraxin — 2, hyaluroran syntdza — 2, prostagtaretidoperoxid syntasa — 2 (nebo téz
cyklooxygenaza - 2, COX2) a tumor necrosis faatta induceed protein 6 (Richards, 2005).
RovnéZz dochézi k potkgeni syntézy urokindzoveho typu aktivatoru plazmerag(urokinase
— type plasminogen activator, uPA) (Elvin et al99db). COX2 je pdebna pro syntézu
prostaglandinu E2 (PGE2) (Richards et al., 200@EP vyvola dalSi navySeni produkce EGF
podobnych peptiilv granuléznich bitkach, coz nasledreesiluje odpo#d’ na LH vinu (Ben-
Ami et al., 2006). COX2 je naviaikbzitym enzymem produkujicim prostaglandiny zapéjen
do procesu ovulace (Lim et al., 1997). Kumularnpamze niZe byt ale vyvolana i jinym
zpisobem. Mohou ji vyvolavat oocytem produkované faktatzv. kumularni expanzi
umozujici faktory (CEEF, cumulus expansion enablingtdes) (Dragovic et al., 2007).
Tento fakt je prokadzan m vitro podminkach nap u mysi, kde vyjmuti oocytu z folikulu
zabrani kumulérni expanzi (Buccione et al., 1990)jinych Zivatichi (nag. prase) vsak
kumularni expanzi vyjmuti oocytu z folikulu nebr§Rrochézka et al., 1991).

Presna modifikace extracelularniho presli je roviz potebna pro usfnou ovulaci.
Tato modifikace zahrnuje kumularni expanzi. Dikypdgukci kyseliny hyaluronové vznika
mukézo — elastickd extracelularni matrix sloZzengrateini pochazejicich ze samotného
folikulu, ale i z krevniho séra. Struktura matre dilezita @i vytlaéeni oocytu z folikulu a
pro zachyceni pomoci fimbrii vejcovodu. Dalaize fungovat jako selektivni bariérdi p

praniku spermii (Talbot et al., 2003).
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3.2. Oxid uhelnaty a hemoxygenaza

3.2.1. Gasotransmitery

Prvnim dilezitym objevem ukazujicim vyznam plynnych molekyienosu signal bylo
poznani, Ze endotelialnimi tkeami syntetizovany faktor, tzv. endothelium derivetaxing
factor (EDRF), ktery zfisobuje relaxaci hladkého svalstva vétch cév, je ve skutrosti
molekula plynu, pesrgji oxid dusnaty (NO) (Furchgott and Zawadzski, 1p8Tento
poznatek vedl ke zkoumani, zda nemohou miityuffyziologicky €inek na organismus i
oxid uhelnaty (CO) a sulfan ¢8). Tento pedpoklad se potvrdil a tyto endogenni plynné
molekuly byly ozn&eny jako gasotransmitery (Untereiner et al., 20Ggsotransmitery jsou
tedy skupinou endogennich plynnych molekul, kteréhoau v buikach vyvolat witou
signaliz&ni kaskadu (Wu and Wang, 2005).

Dle praci Wu and Wang (2005) a Wang (2002) je dltarstika gasotransmiteru
nasledovna. Jsou to malé plynné molekuly jako CO, &NHS (respektive molekuly plyn
s malou molarni hmotnosti). Mohou veélmprochazet bufthou membranou. Nepetuji
Zadné receptory, které by zprestkovaly jejich pohyb z jSiho prostedi do biiky. Nejsou
skladovany ve w&ich uvnit burgk, diky cemuz musi jejich syntéza probihat rychle v reakci
na stimul&ni signdl. Jejich syntéza probiha endogeanenzymaticky a je kontrolovana
fyziologickymi stimuly. Biologicky efekt gasotranst@ru miZe byt napodoben exogenni
aplikaci stejného druhu molekuly. Gasotransmiterysim mit specifické bugné a
molekularni cile. inek gasotransmitéma buiky maze, ale nemusi, byt zprostikovan tzv.
druhym poslem.

Jednim ze zajimavych tygyasotransmitérje unikatni mechanismus jejich signalizace.
Na rozdil od klasickych signalnich molekul, kterésgbi nap. prostednictvim aktivace
receptoi spojenych s G proteiny nebo tyrozin kinazovycheptoi, gasotransmitery
chemicky modifikuji svoje vnitrobusné cile (Untereiner et al., 2012).

RovreZz je snaha prokazat, zda by mimo CO, NO z Hhemohli jako endogenni
mediatory fisobit i jiné plyny. Mezi tyto plyny pét acetaldehyd (C§CHO), oxid skicity
(SO, oxid dusny (MO) a amoniak (Nk) (Untereiner et al., 2012).

3.2.2. Oxid uhelnaty

CO je molekula sloZzena ze dvou atondsou to atomy uhliku a kyslikutiReplotach
vySSich nez —19C se jedna o bezbarvy plyn bez zapachustndardni tepléta tlaku je

hustota CO 1,25 g/l. Chemicky je to stabilni molekyejiz rozpustnost ve véde nizka a
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vznikd [ nedokonalém spalovani materidlu obsahujicim uhkZe vznikat pirodnimi
procesy (nap produkci rostlinami neborpodnimi pozary) &innosticlovéka (nap. topenim

v kamnech s nedosté&teym spalovanim), a dale jgifpmen v automobilovych vyfukovych
plynech a tabakovém k&u Intoxikace CO je zfisobena nahlym vystavenim vysoké
koncentraci CO nebo déle trvajici chronické intaxik(\\Wu and Wang, 2005). Inhalovany CO
rychle prostupuje i@s alveolarni a kapilarniéstu a vytvdi t¢snou vazbu s hemoglobinem.
Timto zpisobem vznika tzv. karboxyhemoglobin (COHb). CO ntilggne 200 az 250
nasobi vyssSi afinitu k hemoglobinu nez kyslik. Diky ton@O castén¢ obsadi vazebna
mista hemoglobinu pro kyslik atgobi inhibici uvohovani kysliku ze zbyvajicich hemovych
skupin hemoglobinu. To vede ke snizeni kapacitg ko dopravu kysliku a nasledwznika
hypoxie tkani (Von Burg, 1999). Vazba CO na hembigige reverzibilni a inhalace kysliku
v negitomnosti zdroje CO iiZe vést k navraceni hemoglobinu do/@dniho stavu. Bazalni
hladina COHb wlovéka se pohybuje od 0, 1 % do 1 %. V relaci ngdinzdroje CO mze
dochazet ke zvySeni této hladiny (Rudra et al.020ZvySeni hladiny COHb na vice nez 20
% je spojeno se vznikentipnaki akutni toxicity (jako je dusSnost, zawad bolest hlavy).
Chronické expozice CO mohou vést k neurotokjdibgnitivnim porucham a zhorseni zraku.
Smrtelnd koncentrace COHb je v rozsahu 50 % az 8@\&oli hemoglobin pedstavuje
hlavni cil pro vazbu CO, dochazi raémnpi zvySené expozici CO k vagbi na jiné
hemoproteiny (nap myoglobin, cytochrom ¢ oxidaza a cytochrom p48Bprman et al.,
2003).

V biologickych systémech CO typicky reaguje s kowynetaloproteinech, coz jsou
proteiny, které obsahuji jako kofaktor molekuly kofPiantadosi, 2002). Fyziologickéiaky
CO jsou zjisobeny jeho vazbou na hemovou skupinu v hemopeatkirfRochette et al.,
2013). Endogenni produkce CO jakeéirpdniho produktu degradace hemoglobinu, byla
uznana od poloviny dvacatého stoleti (Sjostrand52)19 V letech 1968 a 1969 byl
hemoxygenazovy (HO) enzymaticky systém, kteryiispbuje degradaci hemoglobinu,
charakterizovan jako hlavni endogenni zdroj C@les (Tenhunen et al., 1968, Tenhunen et
al., 1969). Indukovatelna forma HO, neboli HO —ylalidentifikovana jako stresovy protein
reagujici na stres #pobeny xenobiotiky (Keyse and Tyrrell, 1989) d@zm byt rovez
ozna&ovana jako protein tepelného Soku 32 (heat shoatejpr 32, hsp32) (Li et al., 2013).
DalSim cilem bylo poznani fyziologické funkce eneog produkovaného CO, jakoz i
vyswétleni cytoprotektivnich vliastnosti HO — 1. Postéipglo ueno, ze CO hraje roli kadk
biologickych proces. Jsou to regulace tonu cév, &an neurotransmise, proliferace ln

programované budné smrti, tvorby mitochondrii a jejich autofagiey(® and Choi, 2013).
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VétSina endogennprodukovaného CO (zhruba 85 %) vznikéd piirozené degradaci
hemovych skupin, kteréé&tdinou pochézi ze systémového obratu hemoglobirahoon ale
pochazet i zjinych buinych hemoprotein (Ryter and Choi, 2013). HO katalyzuji
oxidativni $&peni hemu za vzniku biliverdinu - 8 dvojmocného Zeleza (F¢ a CO. HO
vyzaduje 3 molekuly kysliku na kazdou molekulu herkigrou oxiduje. Dale HO vyZaduje
nikotinamid adenin dinukleotid fosfat (NADPH) a eghrom P450 reduktdzu jako donory
elektroni (Tenhunen et al., 1969). Vznikly biliverdin - dXe redukovan na bilirubin - X
pomoci enzymu NADPH dependentni biliverdin redukt@®nhunen et al., 1970). Produkty
degradace hemu, Fe, CO a bilirubin, majiedité burcné funkce (Levytska et al., 2013).
Bilirubin je dilezity antioxidant a ma cytoprotektivnéiaky (Mustafa et al., 2009).

HO predstavuje hlavni zdroj CO. V organismu se vSak aaejh dalSi, minoritni zdroje
endogenniho CO, kde neslouZzi jako substrat hemaygira. CO niZze vznikat jako produkt
oxidace lipidi nebo jako produkt metabolismu xenobiotik pomodbcliromu p450 (Ryter
and Choi, 2013).

HO se vyskytuje ve dvou hlavnich izoenzymech (HQ a HO - 2) a kazdy je
syntetizovan podle specifického genu (Maines, 19D3@)e se vyskytuje HO — 3, &mz se
soudi, Ze je to neaktivni izoforma #egstavuje pseudogen vznikly z transkriptu HO - 2
(Hayashi et al., 2004). Konstitutivni izoenzym HO2 je exprimovan v mnoha tkanich,
piicemz nejvySe zastoupen je ve varlatech a mozkun@4ail997). Aktivace HO — 2irke
byt zpisobena &nkem kalmodulinu - C& (Boehning et al., 2004) a dale pomoci kasien
kinazy 2 (Boehning et al., 2003)a@Zitou lokalizaci HO — 2 je endotelialni vrstvasc&de
se podili natizeni napti hladkého svalstva krevnich cév (Untereiner et ap12).
Predpoklada se, Ze HO — 2 zaujiméeditou roli ve vyvoji epidermalnich a zarauéch
burék a podili se na signalizaci v nervové tkani (Alrmhand Kappas, 2008). HO — 1
piedstavuje indukovatelny izoenzym a podili se naowdti burgk a tkani na fisobeni
stresofi. Ucelem této odpaidi je udrzeni homeostazy. Exprese HO — 1 reagujeimaho
rozdilnych chemickych a fyzikalnich stinfu{nag. oxidativni stres, zat a expoziced&kym
kovam). Hlavnim transkrignim regulatorem exprese genu pro HO — 1 je pradteid (Ryter
and Choi, 2013).

| kdyZ se HO vyskytuje ve vSech dosud zkoumanydmitth, nejvyssSi exprese tohoto
enzymu je dosahovano v mozku (hlawO — 2), jatrech (HO — 2 i HO — 1), slezi(HO —
1), vaskularnich endotelialnich ifkkach a bikach hladké svaloviny (HO — 1 i HO — 2)
(Abraham and Kappas, 2008).
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Na rozdil od NO a b5, neni CO metabolizovan &lé savé (Motterlini and Otterbein,
2010). Eliminace CO z organismu probih& vyt pomoci respiréniho systému vydechem
aniz by doslo k biochemické modifikaci CO (Kreckatt, 2001). CO je v porovnani s NO a
H.S biologicky nejstabilgSi, diky tomu niZe pisobit v organismu delStas a na &sSi
vzdalenost (Untereiner et al., 2012).

Je zkoumano terapeutické vyuZiti CO v inbalaterapii zagtlivych onemocsini.
Inhalace p vysoké koncentraci COfiedstavuje riziko, nelhose projevuji jeho toxické
acinky. Protektivni dinky CO jsou zfisobené &kolika mechanismy, zahrnujicimi regulaci
zaretu, imunitni reakce a apoptdzy. Dale oviliyi mikrocirkulaci a rovnovadhu b@tného
redox systému (Ryter and Choi, 2013).

3.2.3. Fyziologickeé dinky oxidu uhelnatého

Fyziologicky &inek CO se projevuje hlagndiky regulaci iznych signalizénich drah.
CO mize aktivovat rozpustnou formu guanylyl cyklazy (goe GC, sGC) a kinazu MAPK
nebo AKT. Dale mze zpisobit oteveni BKc, kanali (draselné kanaly). Zigob a regulace
téchto signalizanich drah zavisi na typburek a dalSich faktorech (Untereiner et al., 2012).

Dulezitou roli CO je regulace n&p cév. CO zjsobuje relaxaci hladké svaloviny a
vasodilataci prosédnictvim rkolika signalizénich kaskad (Untereiner et al., 2012). CO se
v endotelialnich bitkdch vaze na hemovou skupinu sGC a to naslednle ke zvySeni
intracelularni hladiny cGMP. Paigsunu cGMP do hladkosvalovych Blkrstny cév dojde
k aktivaci cGMP dependentnich protein kindz. Cikkohto kinaz je myozin a dalSi proteiny
regulujici svalovou kontrakci (Mustafa et al., 2p0@azodilatace riwze byt dale zfisobena
otewenim BKc, kanah (Li et al., 2008). Oteteni BKc, kanali vede k hyperpolarizaci, coz
zpasobi uzateni nagtim fizenych C4&" kanaki. Uzaweni tchto C&* kanal vede ke snizenf
intracelularni koncentrace €aVysledkem &chto dju je vazodilatace (André et al., 2011).
Na druhou stranu, tize v dolé oxidativni stresu, COtusobit i jako vazokonstriktor (Lamon
et al., 2009).

DalSi roli CO je regulace apoptdézy. CQispbi jako antiapoptoticky faktor niap
v endotelialnich btkach (Brouard et al.,, 2000), hepatocytech (Kim & a007) a
kardiomyocytech (Clark et al., 2003). CGie potl&it produkci proapoptotickych mediator
(nap. kaspaza) a indukovat tvorbu antiapoptotickychddak (nag. Bcl — x, Bcl — 2) (Li et
al., 2013). Diky tomu 1ii#e chranit bitky a tkark pred posSkozenim. Antiapoptoticky efekt
CO mize byt zfisoben diky aktivaci p38 signalni drdhy nebo AKTaay CO fisobi jako
ochranny faktor proti apoptéze indukované TNF (Bwoluet al., 2000) a dale proti kigné
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smrti zpisobené stresem endoplazmatického retikula (Kiml.e2807). V hepatocytech se
ochranny vliv CO projevuje prasidnictvim aktivace transkdpich faktofi NF - kB.

K aktivaci NF - kB dochazi prosednictvim produkce reaktivnich forem kysliku (réaet
oxygen species, ROS) a signalni drahy AKT (Kimlgt2908a). Vin vitro podminkach nizké
koncentrace CO snizuji propustnost mitochondriaimémbrany a diky tomu dochazi
k zabragni uvohovani proapoptotickych faktdr(Queiroga et al., 2011). Protein p38 je
¢lenem rodiny MAPK a je obeércitlivy na tizné formy stresu, mezi které fatoxidativni
stres. V pipadt pisobeni stresérdojde ke zvySeni jeho aktivity (Untereiner et a012). CO
ovliviiuje p38 prav prostednictvim indukce f@chodného zvyseni ROS (Bilban et al., 2006)
a rovrez miaze p38 regulovat diky signaliga draze cGMP tvi@ného GC (Wang et al.,
2001).

Nizka koncentrace ROSigobi jako dlezity druhy posel, ktery moduluje intracelularni
signélni drahy (Untereiner et al., 2012). Pokudviak gitomno vysoké mnoZstvi ROS,
dochazi k poSkozeni b&ik Negativni fisobeni ROS iize byt jednou ziin poskozeni
oocyti béhem prvniho meiotického bloku (Eichenlaub-Ritte®12). CO niZze modulovat
tvorbu ROS, jako je superoxidovy anion(a hydrogen peroxid (#®,). Tvorba &chto ROS
muZe probihat z cytosolovych a mitochondrialnich pd(ntereiner et al., 2012).

RovreZz bylo prokazano, Zze COirbe pisobit i jako proapoptoticky faktor. Tento efekt
byl prokazan nap u burgk hladké svaloviny (Peyton et al., 2002) a fibrafilaPisobeni CO
na fibroblasty ve specifickych podminkach snizujgurjejich proliferace. Dochazi u nich
k zastaveni buftného cyklu ve fazi GO/G1 a ke Zmam v expresi proteinbuns¢ného cyklu
(zvySeni exprese inhibitoru CDK a sniZzeni expregdiru A a D) (Zhou et al., 2005).
RovreZz u burk hladké svaloviny riize CO snizovat miru proliferace, coz ma dopad na
prevenci aterosklerozy (Mustafa et al., 2009). Bdazejmé, Ze signalni draha CO/HO je
dulezitym prostednikem v regulaci bitiného geziti (Untereiner et al., 2012).

DalSim z efeki CO je mozZnost zabréni agregace krevnich desk a tim zachovani
krevniho ptitoku v mistech poskozeni cév.ivvitro podminkach dochazi v kulel cévnich
burgk vystavenych stresovému faktoru k syntéze CO pomd@c— 1. Uvolgny CO nasledd
v krevnich destikach zvysi hladinu cGMP a ten bréani jejich akti@¢agner et al., 1997).

Fyziologicky mize CO v organismu mit protiz&tivy efekt. Je to zfisobeno bd
piimym pisobenim CO, nebo préstnictvim aktivacetznych signalnich drah. Vysledkem
je potlaeni aktivace pro — zétlivych enzymi (jako je inducibilni syntaza oxidu dusnatého

(INOS) nebo cyklooxygenasa 2) stejako transkrigniho faktoru za&tu NF -kB. CO mize
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dale inhibovat produkci pro - z&tivych cytokini. RovreZz dokaze u leukocitsnizovat tzv.
rolling a u neutrofii migraci do mista z&tu (Untereiner et al., 2012).

Oba izoenzymy HO (HO — 1 a HO - 2) jsotitemny jak v centralni, tak v periferni
nervové soustav(CNS a PNS). CO produkovany v CNS hraje roli v haismu sluchu,
¢ichu a dale v hypotalamo — hypofyzo — adrenalni @@ pisobi jako inhibitor uvaiovani
kortikotropniho uvatovaciho hormonu (corticotropin releasing hormomzopresinu a dale
jako inhibitor sekrece oxytocinu (Wu and Wang, 200Baopak efekt CO in vitro
podminkach na uvabvani gonadotropniho uv@vaciho hormonu (gonadotropin releasing
hormon) je pozitivni (Lamar et al., 1996).

Enzym HO — 1 rov& hraje roli v metabolismu. Bylo prokazano, Ze ciicka indukce
HO — 1 zfisobuje sniZzeniklesné hmotnosti a upravuje hyperglykémii spodese zvySenou
hladinou inzulinu. Dochazi i k pozorovatelnym &am adipocyt. P chronicky zvySené
hladine HO — 1 se réni velké, cytokiny produkujici adipocyty v maléiaahectin vyrabjici
adipocyty (Rochette et al., 2013).

3.2.4. Vyznam CO v reproduknim systému

Vyznam systému HO/CO na reprodok funkce se zda nezbytny. Vztah enzyMO
k ¢cinnosti reproduk&niho traktu potvrzuje jejich ffomnost v reproduinich organech a
nervové soustav CO ma vyznam v saiiii santi reprodukni soustay. Ve varlatech je
detekovatelnd vysoké& aktivita HO (Abdel Aziz et @008) a aktivita HO ve varlatech Uzce
souvisi s regulaci steroidogeneze a zatavé vliv na spermiogenezi (Maines and Ewing,
1996). Ve varlatech je HO — 1 exprimovana hkavnntersticialnich makrofazich a Sertoliho
bunkach a v mensim mnozstvi je exprimovana v zanoglsh a Leydigovych hikach. HO —
2 se vyskytuje hlavhv populaci zralych zarodaych burk. V reakci na stres se aktivita a
distribuce HO mini. Dochazi k vyraznému zvySeni HO — 1 v Leydigdwviacinikach, zatimco
u HO — 2 dojde ke snizeni. Snizeni HO — 2 jeislebku stresorem apobeného snizeni
poétu zarodénych burk. Diky tmto zménam se zda, Ze Leydigovy iy funguji ve
varlatech jako detektor stresu a dale reguluji &pnp zarodénych burk prostednictvim
pusobeni CO (Ozawa et al.,, 2002). ZvySena aktivita H@ze zpisobit snizeni
steroidogeneze. Stejny efekt byl prokazan tipgt steroidogeneze v nadledvinach
(Piotrkowski et al., 2009).

Také HO — 1 exprimovand v Sertolihondch ma vliv na podporu zaranhg/ch burk a
zérovae jejich ochranu fed nepiznivymi podminkami (Maines and Ewing, 1996). Btma

lokalizace HO — 1 v Sertoliho bkach je v adluminalnim b@aném kompartmentu, zatimco
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sGC, ktera je cilem CO produkovaného HO — 1, sédmcvyhradd v bazalnicasti. Toto
zjisteni ukazuje na subcelularni separaci mista prodakgéenku CO. ZvySeni hladiny cGMP
muze ovlivnit zakladni sektai aktivitu Sertoliho bugk (Middendorff et al., 2000).

CO tvaeny v Sertoliho bikach pomoci HO — 1¢sobi jako ochranny faktor. U mysi,
kde byl v Sertoliho btkdch proveden pomoci RNA interference knockdown @ — 1,
byla detekovateln& zvySené mira apotdzy Sertolimglo(Li et al., 2013).

RovreZz v semenné plazinse vyskytuje vysoka aktivita HO. Hladina aktivityO
v semenné plazénpozitivreé koreluje s koncentraci spermii a jejich motilit@e snizenym
mnozstvim spermii je spojena i snizena aktivita IN@k4& aktivita HO je row¥ spojena se
zvySenym vyskytem abnormdlni morfologie spermii d@bAziz et al., 2008). Tezity
vyznam HO v semenné plaZm ve varlatech je ochran#éed volnymi radikaly (Maines and
Ewing, 1996).

Jak je uvedeno vy3e, HO se nachazi v centralniifepa nervové soustav Diky tomu,
Ze CO je schopenupobit jako neurotransmiter a vazodilatatoGzen se podilet i v procesu
erekce penisu. Exprese HO — 2 probihaanych ¢astech reprodukiho traktu, wetns
hladkého svalstva kavernéznih&lesa penisu. Bylo prokazano, Ze relaxace kaverhoOzni
télesa je ovliviovanid HO — 2, nelbau potkar, kterym byl aplikovan inhibitor HO, dochazelo
k inhibici relaxace. Diky tomuto zji&ti Ize gedpokladat, Z€innost HO — 2 a produkovany
CO hraji roli v erekci penisu. Jejich vliv je aleudow specificky (Ushiyama et al., 2004).
HO — 2 ma roviZz vyznam pro kopulai reflexy a dale pro reflexni aktivitu suatapojenych
do ejakulace. U mysi knockoutovanych pro HO — 2hdaelo k opozghé ejakulaci (Burnett
et al., 1998).

Je znamo &kolik dilezitych funkci systému HO/CO v ramci sa&mireprodukni
soustavy. V ovariich Ize detekovat éokxoformy HO (HO — 1 i HO — 2). HO - 2 je
detekovatelnd ve vSeatastech ovarii, zatimco HO — 1 vykazuje variabiMuistribuci.
Nachazi se hlawnv thekélnich a granuléznich itkach a ve Zlutémelisku (CL). Naproti
tomu ve stromatu ovarii se nachazi pouze v malérazsini (Alexandreanu and Lawson,
2003).

Je prokazan vliv HO na normalnigpeh estralniho cyklu a laktaci. Bylo prokazano, ze
aplikace heminu (substrat pro HO) potkanim samieigde k naruSeni estralniho cyklu,
predevsim estralni faze. Efekt inhibice HEhbm laktace je rowZ negativni (Alexandreanu
and Lawson, 2002)

Nekolik katalytickych kroki v biosyntéze pohlavnich steréidje zprostedkovano

¢innosti cytochromu p450. Diky tomu, Ze cytochronb@4bsahuje hemovou skupinu, Ize
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piedpokladat, Zze se HOtxe podilet n&izeni steroidogeneze. Mezi drahou steroidogeneze a
metabolismem hemu existuje vzdjemna zavislost. @d&tiz dojde ke zrn¢ v biosyntéze
nebo degradace hemu, odrazi se to na koncentramahecgmu p450. Zda se, Ze endogenn
tvoreny CO je pozitivnim regulatorem steroidogenezevaricch. Po aplikaci heminu
potkanim samicim dochazi ke zvySeni syntézy anelmdginu a estradiolu, ale mira produkce
progesteronu istava nezrnéna. Po aplikaci inhibitoru HO potkanim samicim dihke
shizeni syntézy progesteronu a androstendionumibt@iipact se nemini hladina estradiolu
(Alexandreanu and Lawson, 2003).

V praci autot Zenclussen et al. (2011a) je popisovan vyznam HO pro ovulaci a
tvorbu CL. Bylo prokdzano, ze u mysi deficientnfpto HO — 1 dochazi po hormonalni
stimulaci ke snizeni gtu ovulovanych folikuk a kvili tomu i menSimu zisku ooayt S nizsi
mirou ovulovanych folikul souvisi i nasledny nizsi pet CL.

V CL mySi s normalni expresi HO — 1 se vyskytujsokad mira exprese HO — 1. Diky
tomuto zjiSéni Ize gedpokladat, Ze HO — 1 jeil@zita pro formovani a udrzeni CL. To
potvrzuje i fakt, Ze u mysi deficientnich pro HOL-dochazelo ve zvySené imik burkcné
smrti. Apoptoza fedstavuje tllezity proces v regulaci Zivotnosti CL a z§i8a zvySena mira
apoptézy nize zmsobovat Spatné reprodird vysledky. Dale bylo prokazano, ze u HO - 1
deficientnich mysi dochazi ke snizeni miry oploz&nije zgisobeno horsi kvalitou oodyt
(Zenclussen et al., 2011a).

HO — 1 vykazuje &hem ovulace cytoprotektivni efekt. Ovulace je vgia#l zaretlivy
proces. Dochaziipni k hemolyze a hromadi volného hemu, ktery m& cytotoxickyidek.
Volny hem niize zvySovat citlivost butk k zahdjeni apoptdzy (Zenclussen et al., 2011a).
Autofi Zenclussen et al. (2011ayeglpokladaji, Zeip nedostatku HO — 1 ve vdjeicich
dochéazi k zaniku zralych folikal diky tomu, protoZze nejsou chefny pred vyraznym
zaretlivym procesem a diky tomu nemohou ovulovat.

Vliv HO na miru apoptdzy granuldéznich knbyl zkouman u prasete. i vitro
podminkach bylo prokadzano, Ze HO ma vliv na mirapafizy granuldéznich bgk. Exprese
HO — 1 v granuloznich kikach ziskanych z kvalitnich folikiulvykazuje nizké hodnoty.
Naproti tomu u granuléznich bé ziskanych z atretickych folikal Ize detekovat vysoke
mnozstvi HO — 1. Vijpadt izoenzymu HO — 2 je detekovana exprese v granighzn
buinkach z kvalitnich folikul a v granul6znich hik&ch z atretickych folikul dochézi ke
shizeni. Bylo zji&no, Ze vin vitro podminkach dochazi po aplikaci heminu ke zvySeité m
apoptozy u uiité skupiny granuléznich bgk prasete. Pokud je stasré s aplikaci heminu

pouzit inhibitor HO, poté ke zvySeni miry apoptomgdochazi. Tento efekt trhe byt
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zpasoben diky tomu, Ze HO ma schopnost zvysit prodbksi ligandu (Harada et al., 2004).
Vazba Fas ligandu k Fas receptoru zahajuje tz¢jSvmrahu apoptozy. Tato signalze
draha se podili na apoptéze granul6zniché¢bum hraje dlezitou roli viizeni folikularni
atrésie (Kim et al., 1999).

Pro zdarny pibéh gravidity je dilezité, aby doSlo k hemodynamickym a imunitnim
zménam. Dochazi ke zvy3eni sttého vydeje a krevniho objemu a cileschto znén je
zajiseni potebnych latek protist a vyvoj plodu. \fizeni gchto znén je dilezita rovnovaha
mezi proangiogennimi a antiangiogennimi faktory.kiRb nastane nerovnovahachto
faktori, miZze dochazet ke komplikacimeéhem gravidity. Gasotransmiterytgobici
vazodilat&né zaujimaji dlezitou roli v regulaci kardiovaskularnich #ma sniZeni jejich
produkce se iive podilet na maternalnich vaskularnich dysfunkaiblgpertenzi (Levytska et
al., 2013). Bylo prokazano, zZe indukce HO — d#Zzediky tvorls CO zmirnit nerovnovahu
proangiogennich a antiangiogennich faktposunutou ve progph antiangiogennich faktor
pomoci snizeni hladiny antiangiogennich fakt@@udmore et al., 2007). DalSintldZitym
efektem CO Bhem gravidity je snizeni kontraktility myometriagZcje pro udrzeni gravidity
nezbytné (Acevedo and Ahmed, 1998).

Exprese HO — 1 a HO — 2 byla prokdzana v plactdt a hlodavé (Levytska et al.,
2013). Na miru exprese HO mohouspbit fizné faktory, picemz u lidi je progesteron
popisovan jako faktor, ktery positi¥rzvysuje expresi HO — 1 (Acevedo and Ahmed, 1998).
Naopak u potkainjsou jako positivni regulatory exprese HO — 1 wddestrogeny (Cella et
al., 2006). Lidska placenta obsahujeré bugéné typy a lokalizace izoforem HO je odliSna
v jednotlivych typech. HO - 1 se nachazi ve velkémnoZstvi ve vrstvach
syncytiotrofoblastu. Naopak v cytotrofoblastu se HO1 vyskytuje v menSim mnozZstvi.
Izoenzym HO — 2 je exprimovaniqvazrié v hladkosvalovych a endotelialnich ach
délohy. V lidské placerdt rovreéz dochazi Bhem gravidity kiasovym zminam v expresi
jednotlivych izoforem HO. V lidské placentse mira exprese HO — 1éHem gravidity
nentni, naproti tomu exprese HO — 2 se zvySuje ke kgnavidity (Yoshiki et al., 2000).
V déloze krezich potkanich samic probihaji @amy v expresi HO — 1, ifemz tyto zngny
koreluji s hladinou estrogénK vyraznému zvyseni mnozstvi HO — 1 doch&hidm 19 a 22
dne l¥fezosti a pray v tuto dobu je moZné sdasré zaznamenat zvySeni hladiny estragen
V piipace HO — 2 nedochézi wtbze gravidnich potkanich samic ke &mém v expresi.
(Cella et al., 2006). Pokud dojde v plageke snizeni exprese HO oproti fyziologickym
hodnotam, tento nedostatelkibe veést k porucham funkce placenty a tim ohroZesiidjty
(Levytska et al., 2013).
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Na mySim modelu bylo prokazano, ze &y hemodynamickych paramétibeéhem
gravidity jsou spojeny s vysSi endogenni produk€@ @& zvySenou hladinou bilirubinu
v krevni plazng. Vyznam HO Bhem gravidity byl prokazan u mysi deficientnich pto — 1,

u kterych dochéazi krestrikci intrauterinnih@stu plodi, abortim a zménam v placer#t

v disledku zvySené miry apoptdzy. ZvySena mira apopwoaysSi deficientnich pro HO — 1
ukazuje na antiapoptoticky efekt HO — 1 v plagefZhao et al., 2009). Zgmy ve
fetomaternalnim spojeni pozorovatelné u mysSi dafittiich pro HO — 1 ukazuji sniZzeni
objemu kapilar a zaroviejejich dezorganizaci (Zhao et al., 2011). PokudHe — 1
deficientnim mySim exogetinaplikuje CO v dob implantace embryi, dochazi ke snizeni
embryonalni mortality (Zenclussen et al., 2011b)ddébreé jako v gipade HO — 1 bylo
prokazano i u izoenzymu HO — 2, Ze jeho sniZzen&esepv placestsouvisi se zvysenim
rizika abortu (Zenclussen et al., 2005). R&vrbylo prokdzano, Ze u blastocyst mysi
s normalni expresi HO — 1 dochazi k#v&Simu gipojeni k endometriu oproti mySim
deficientnich pro HO — 1. Enzym HO — 1 je daldedity pro diferenciaci trofoblastickych
kmenovych bugk, coz je nezbytné pro spravny vyvoj placenty (dessen et al., 2011b).

| pies poznatky tykajici se vyznamnosti systéemu HO/Q@pvodukni sousta¥, nebyl
prozatim hodnocen jeho vyznam v oocytech. Z tolifitadu je cilem této prace zjistit, zda
se v oocytech HO — 1 a HO — 2 nachéazi a zda do&eézitndm v jejich distribuci &hem

meiotického zrani.
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4. Material a metodika

4.1. Ziskavani a vy oocyti pro experimentalni dely

Praseéi vajeniky, ze kterych byla provéda aspirace oodyt byly ziskavany
z odporazenych prasmk. Prasriky se nachazely v neznamé fazi estralniho cykleb@ahé
vajetniky byly ihned transportovany do labor@oKVD vtermo lahvich napémych
fyziologickym roztokem (0,9 % chlorid sodny) o tegl 39 °C. Po pevozu byly jednotlivé
vajeiniky povrcho¥ desinfikovany ethanolem a naslédiyla provedena aspirace folikularni
tekutiny spoléné s oocyty pomoci injelni stikacky (10 ml, Lauer solo, B. Braun) s jehlou
20G (Sterican, Braun Melsungen, Germany). Aspiravimtikularni tekutina byla z injeki
stiikacky vypusSena do Petriho misky (Nunc, Roskilde, Denmark). Baabkularni lupou
byly z folikularni tekutiny skleénou pipetou vybirany oocyty. Nasledprobihala selekce
oocyti dle neporusenosti cytoplazmy a kompaktnosti kumiitté obalu.

4.2. Postup kultivace ooyt

Pred samotnou kultivaci byly vybrané oocytiiktat promyvany v modifikovaném
kultivacnim médiu M199 (GibcoBRL, Life Technologies, Paysi8cotland). Toto kultiveni
médium obsahuje hydrogen ufifan sodny (0,039 ml 7 % roztoku na 1 ml médiaktda
vapenaty (0,6 mg/ml), pyruvat sodny (0,25 mg/méntamicin (0,025 mg/ml), HEPES (1,5
mg/ml), 10 % fetélniho teleciho séra (GibcoBRL,eLifechnologies, Germany, Lot No.
40F2190F) a 13, 5 IU eCG: 6,6 hCG/ml (P.G. 600eriregt, Boxmeer, Holand). Nasledna
kultivace probihala v Petriho miskach ve 3 ml kiatniho média M199. Kultivace probihala
po dobu 24 a 48 hodintipteplot 3°C a 5 % obsahu CQOr prostedi. Po kultivaci byly

oocyty pomoci sklemé kapilary zbaveny kumularnich kitkn

4.3. Lokalizace enzydprodukujicich oxid uhelnaty

Pro detekci enzymu hemoxygenazy byly pouZity opes fech stadiich meiotického
zrani. Rozdleni do tchto skupin proéhlo dle délky kultivace v médiu M199 a podminkach
uvedenych vySe. Timto #pobem byly ziskanyitskupiny, rozdlené dle stadia meiotického
zrani. Pokud kultivace neprobihala, byly k expenimeziskany oocyty ve stadiu zarédého
vaku (GV). Fi 24 hodinové kultivaci byly ziskany oocyty v meiafl (Ml). Oocyty, jez
byly kultivovany 48 hodin se nachazely v metal&zMlil).
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Pred vlastni lokalizaci HO — 1 a HO — 2 bylatwddu umozZgini penetrace specifickych
protilatek proti Emto enzynim do cytoplazmy oocytodstragnazona pellucidaOdstragni
bylo provedeno pomoci 0,1% pronazy v mediu M19%td aSetené oocyty byly oplachnuty
ve tech kapkach 0,1% BSA v PBSi paboratorni teplat Oplachnuti trvalo 1 — 2 minuty.
Poté byly oocyty fixovany v 2,5 % roztoku parafotdehnydu v PBS. Fixace probihaldi p
laboratorni teplat a trvala jednu hodinu s tim, Ze po uplynuti 30 unibyl fixaéni roztok
vymeénén.

Fixované oocyty byly dale vystavenyiiku média o slozeni: 10 ml PBS, 0,5 ml 10 %
Triton X — 100 a 0,2 ml 5 % BSA. Roztokigpbil po dobu dvou hodin s tim, Ze byl po
prvnich 5 minutach a po uplynuti jedné hodiny ¥mem. Ucinkem tohoto roztoku na oocyty
je permeabilizace plazmatické membrany.

Po uplynuti 2 hodin byly oocyty kratce oplachnutynediu o sloZzeni: 10 ml PBS a 0,1 %
Tween 20. Posléze probihala prvni inkubace s monaékhi protilatkou anti — HO — 1 nebo
anti — HO — 2 (Sigma-Aldrich). Protilatky byly featny v pongru 1 : 100. Inkubace
probihala v médiu o slozeni: 0,1% BSA, 0,01% Tw2érv PBS a sifislusnou protilatkou.
Tato inkubace probihalags noc (asi 14 — 16 hodin) ve vihkém pifedt o teplat 4 °C. Po
této dok byly nenavazané protilatky odstegry promyvanim oocyt v roztoku o slozeni:
0,1% Tweenu 20 v PBS. Proplach g gokojové teplot trikrdt opakoval, ficemz délka
jednotlivého omyttinila 10 minut.

Z davodu zviditeléni navazané primarni protilatky (anti — HO — 1,iantHO — 2)
posléze probihalaiplaboratorni tepldt a v zateméném prostedi inkubace se sekundarni
protilatkou anti — mouse IgG konjugovanou s fluocssné znaenym izothiokyanatem
(FITC) (Sigma — Aldrich). Protilatka bylaredna v pond¢ru 1 : 1000. Inkubace probihala
v roztoku 0,1% BSA a 0,01% Tween 20 v PBS a tryadimu hodinu. Po inkubaci probihalo
opét promyvani v roztoku 0,1% Tweenu 20 v PBB laboratorni teplat Promyvani se
tiikrat opakovalo a kazdy cyklus trval 10 minut.

Nasledr byly oocyty po dobu 15 minut ponechany v 0,1% okat BSA v PBS. Poté
bylo provedeno zr@ni chromatinu oocyt pomoci barviva Hoechst 33258 (Sigma —
Aldrich). Znaeni chromatinu trvalo 10 minut a probihalo v 0,18@toku BSA v PBS
s danym barvivem. Po uplynuti doby barveni chromuatbyl ot proveden oplach 0,1%
roztoku BSA v PBS. Néslednbyly oocyty oplachnuty v ekvilibtamim pufru a v kapce
glycerolu v PBS feneseny na podlozni sib, na které bylo ifjpevreno kryci sklgéko.

Pripravené preparaty byly hodnoceny pomoci konfokeédrgskenovaciho mikroskopu (Leica
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SPE, Germany). Intenzita signalu bylafema pomoci analyzy obrazu v programu NIS

Elements.

4 .4. Statistické hodnoceni

Veskeré experimenty byly minimantikrat opakovany. Ziskana data byla statisticky
zpracovadna a vyhodnocena v programu STATISTICA 2. Bro vyhodnoceni statisticky
vyznamnych rozdil byla pouzita statisticka metoda ANOVA. Hodnocendabrelativni
intenzita signalu v jednotlivych stadiich meiotibkézrani, tj. v GV, M a MIl. Relativni
intenzity signalu byly hodnoceny zvta®ro HO — 1 a HO — 2. Relativni hodnoty byly
porovnavany k hodnotam ziskanym z GV, které bylangr za 100 %. Za statisticky

vyznamny rozdil byla povaZzovana hodnota na hiadyznamnosto (HO) < 0,05.

4.5. Experimentalni schéma

K jednotlivym experimeriim byla vzdy provedena kontrolathu meiotického
zrani oocyi. Pro hodnoceni byly pouzity pouze ty experimenty,kterych vice nez 85 %
oocyti dosahlo po 48 hodinach kultivace metafaze drulmékiotického dleni.

Experiment ¢. 1. Lokalizace a redistribuce enzymu hemoxygenaza 1 béhem
meiotického zrani pras€ich oocyfti.

Prvni experiment byl zatben na zji&ni intracelularni lokalizace a sledovani
redistribuce enzymu hemoxygenaza —¢&hdm meiotického zrani praseh oocyt, tj. ve
stadiu GV, M a MIl. Vlastni lokalizace a redistribuce hemoxygenazy byla provedena
imunocytochemickou metodou (viz. Material a metadik 3.). Fipravené preparaty byly
snimany pomoci konfokalniho skenovaciho mikroskdpeica SPE, Germany). Ziskané
snimky byly nasledhvyhodnocovany analyzou obrazu v programu NIS ErgmeRelativni
intenzita signalu byla hodnocena v oblasti jadrapifpact GV oblast zarodmého véku a
v Ml a Ml v metafazni figie), cytoplazmy a korové oblasti. Ziskané hodnotgtieni
intenzity signalu z danych oblasti a v jednotlivigtAdiich meiotického zrani byly mezi sebou
porovnavany statistickou metodou ANOVA.

K experimentu byla provedena negativni kontrolay kdntrolni skupina oocytbyla
inkubovana pouze se sekundarni protilatkou Zalein vyloweni nespecifické vazby v
oocytech. Pro hodnoceni byly pouZzity pouze ty expenty, kde nebyl v negativni kontrole

detekovan zadny signal.
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Experiment ¢. 2: Lokalizace a redistribuce enzymu hemoxygenaza 2 béhem
meiotického zrani pras€ich oocyfti.

Druhy experiment byl za#fien na zji&ni intracelularni lokalizace a sledovani
redistribuce enzymu hemoxygenaza — &hdm meiotického zrani praseh oocyt, tj. ve
staddiu GV, M a MIl. Stejre jako v @gipadd hemoxygenazy — 1, byla i lokalizace a
redistribuce hemoxygenazy — 2 provedena imunocgimotkou metodou (viz. Material a
metodika 4.3.). Rpravené preparaty byly snimany pomoci konfokalnglenovaciho
mikroskopu (Leica SPE, Germany). Ziskané snimky bgsleds vyhodnocovany analyzou
obrazu v programu NIS Elements. Relativni intengigmalu byla hodnocena v oblasti jadra,
cytoplazmy a korové oblasti. Ziskané hodnoty retatintenzity signalu z danych oblasti a
v jednotlivych stadiich meiotického zrani byly mesbou zhodnoceny statistickou metodou
ANOVA.

K experimentu byla provedena negativni kontrolay kdntrolni skupina oocytbyla
inkubovana pouze se sekundarni protilatkou zZalein vyloweni nespecifické vazby v
oocytech. Pro hodnoceni byly pouZity pouze ty expenty, kde nebyl v negativni kontrole
detekovan zZadny signal.
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5. Vysledky

Experiment ¢. 1. Lokalizace a redistribuce enzymu hemoxygenaza 1 béhem
meiotického zrani pras€ich oocyii.

Ke kazdému experimentu byla provedena negativnir&tzn kdy v kontrolni skupih
byly oocyty inkubovany pouze se specifickou sekuntddrotiladtkou anti — mouse IgG
konjugovanou s fluorescé&m zna&enym izothiokyanatem (FITC). Tato kontrola slouZzila
k vylouceni nespecifické vazby sekundarni protilatky v eecly. Do koné&ného hodnoceni
byly zahrnuty jen ty experimentalni skupiny odgyu jejichZz negativni kontroly nebyl

detekovan zadny signaliiRlad negativni kontroly je uvedeny na oérl (Ml).

Obr. ¢. 1. Negativni kontrola: Oocyt ve stadiu metafazgnimo meiotického deni,
inkubovany se sekundarni protilatkou anti - mousgugovanou s FITC, chromatin zfem
mod-e (Hoechst 33258), snimano na konfokalnim mikraskiopica SPE), 2¢Seno 400x.

Detekce a intracelularni lokalizace hemoxygenazy Bhem meiotického zrani

praseich oocyf.

Ve vSech stadiich meiotického zrani a ve vSech doeimych oblastech byl enzym HO
— 1 detekovan. Analyzou intenzity signalu bylo wvghoceno, Ze intracelularni lokalizace
pieviada v korové oblasti oodytVysledky detekce a lokalizace HO — 1 jsou uvedesybr.
¢. 2.—-5.
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Obr. ¢. 2. Detekce a lokalizace hemoxygenazy — 1 u ooeytstadiu zarod®ého vaku,
enzym HO — 1 zwen zeled (FITC), chromatin znéen mode (Hoechst 33258), snimano na

konfokalnim mikroskopu (Leica SPE)tEeno 400x.

Obr. ¢. 3. Detekce a lokalizace hemoxygenazy — 1 u ooeytstadiu zarod®ého vaku,
enzym HO — 1 zwen zeled (FITC), chromatin znéen mode (Hoechst 33258), snimano na

konfokalnim mikroskopu (Leica SPE)téeno 400x.
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Obr. ¢. 4. Detekce a lokalizace hemoxygenazy — 1 u oosytstadiu metafaze prvniho
meiotického deni, enzym HO — 1 ztien zeled (FITC), chromatin znéen mode (Hoechst
33258), snimano na konfokélnim mikroskopu (Leidga)SBstSeno 400x.

Obr. ¢. 5. Detekce a lokalizace hemoxygenazy — 1 u oogytgtadiu metafaze druhého
meiotického deni, enzym HO — 1 zoeen zeled (FITC), chromatin znéen mode (Hoechst
33258), snimano na konfokélnim mikroskopu (Leida)SRstSeno 400x.
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Statistické vyhodnoceni lokalizace a redistribud® H 1 Ehem meiotického zrani

praseich oocyf.

V Zzadné z hodnocenych oblasti nebyly ulighu meiotického zrani zji&by statistické

vyznamné rozdily v relativni intenzisignalu (grat. 1 — 3).

Graf ¢. 1: Relativni intenzita signalu HO — 1 v oblastilja oocy#i behem meiotického zréni
prase’ich oocyf, vztazena k intenzitsignalu v oblasti jadra u skupiny oogw GV stadiu.
aRozdilnymsuperskripty jsou oz@any statisticky vyznamné rozdily mezi jednotlivstadii

meiotického zrani.

Relativni intenzita signalu v oblasti jadra oocyt G v pribéhu
meiotického zrani prase €ich oocyt U
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Graf ¢. 2: Relativni intenzita signadlu HO — 1 v oblasttaplazmy oocyit behem meiotického
zrani praséich oocyi, vztazend k intenzitsignalu HO — 1 v oblasti cytoplazmy u skupiny
oocyi v GV stadiu.**Rozdilnymi superskripty jsou oziemy statisticky vyznamné rozdily

mezi jednotlivymi stadii meiotického zrani.

Relativni intenzita signalu v oblasti cytoplazmy oo cytl v prabéhu
meiotického zrani prase ¢éich oocyt U
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Graf ¢. 3: Relativni intenzita signalu HO — 1 v korovéasit oocyti behem meiotického zréni
prase‘ich oocyf;, vztaZzena k intenzisignalu HO — 1 v korové oblasti u skupiny odoyGV
stadiu. ®°Rozdilnymi superskripty jsou ozeay statisticky vyznamné rozdily mezi

jednotlivymi stadii meiotického zrani.

Relativni intenzita signalu v korové oblast oocyt G v prabéhu
meiotického zrani prase €ich oocyt G
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Pfi hodnoceni celkové relativni intenzity signalu pd©D — 1 v oocytech dhem
meiotického zrani byl patrny trend ve sniZzeni refatintenzity signalu, nicmeénzmeny

nejsou statisticky vaznamné ( gta#).

Graf ¢. 4: Porovnani relativni intenzity signalu HO — Jadie, cytoplazm@, korové oblasti a
v oocytech celkemébem meiotického zrani praseh oocyfi. Hodnocené relativni hodnoty

jsou vztazeny k pmerné relativni intenzit signalu HO — 1 u oocytve stadiu GV.

Porovnani relativni intenzity signdlu HO -1 b éhem meiotického
zrani prase €ich oocyt G
160
140 -
% 120 /\ — ] 5010
2 i ,
g 100 ’ m— Cytoplazma
¥ g0 o )
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= 60 —
2 Primeérné celkova intenzita v
S 40 oocytech
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GV Mi Mil
Stadium meiotického zrani

Experiment ¢. 2: Lokalizace a redistribuce enzymu hemoxygenaza 2 béhem
meiotického zrani pras€ich oocyii.

Stejre jako v @gipadt prvniho experimentu, byla rovh provedena negativni kontrola,
kdy v kontrolni skupia byly oocyty inkubovany pouze se specifickou seléundprotilatkou
anti — mouse IgG konjugovanou s fluoresagnznaienym izothiokyanatem (FITC). Cilem
negativni kontroly bylo vylokeni nespecifické vazby sekundarni protilatky v ¢ecly. Do
koneiného hodnoceni byly zahrnuty jen ty experimentskuipiny oocyli, u jejichZ negativni
kontroly nebyl detekovan Zadny signékikPad negativni kontroly je uvedeny na obr.6
(MI1).
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Obr. ¢. 6. Negativni kontrola: Oocyt ve stadiu metafazehdho meiotického eteni,
inkubovany se sekundarni protilatkou anti - mousgjugovanou s FITC, chromatin zfen
mod-e (Hoechst 33258), snimano na konfokalnim mikraskiopica SPE), 2¢Seno 400x.

Detekce a intracelularni lokalizace hemoxygendz® Bhem meiotického zrani

praseich oocyf.

Enzym hemoxygenaza — 2 byl lokalizovan ve vSecHiista meiotického zrani a ve
vSech hodnocenych oblastech. V porovnani s HO byl pro HO — 2 detekovan vyragn
silngjSi signdl. Vyhodnocenim intracelularni lokalizdng ziskan nejsil§Si signal v korové
oblasti. Vysledky detekce a lokalizace HO — 2 jagadeny na obr. 7. — 11.
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Obr. ¢. 7 Detekce a lokalizace hemoxygenazy — 2 u oo@ytstadiu zarod@ého vaku,
enzym HO — 2 zi@an zeles (FITC), chromatin znéen mode (Hoechst 33258), snimano na
konfokalnim mikroskopu (Leica SPE)t&eno 400x.

Obr. ¢. 8 Detekce a lokalizace hemoxygenazy — 2 u oomytstadiu zarod@ého vaku,
enzym HO — 2 zw@en zeled (FITC), chromatin znéen mode (Hoechst 33258), snimano na
konfokalnim mikroskopu (Leica SPE)tEeno 400x.

58



Obr. ¢. 9 Detekce a lokalizace hemoxygendzy — 2 u oogytstadiu metafdze prvniho
meiotického deni, enzym HO — 2 zoen zeled (FITC), chromatin znéen mode (Hoechst
33258), snimano na konfokalnim mikroskopu (Leida)SBetSeno 400x.

Obr. ¢. 10 Detekce a lokalizace hemoxygenazy — 2 u ooeytatadiu metafaze prvniho
meiotického deni, enzym HO — 2 zoeen zeled (FITC), chromatin znéen mode (Hoechst
33258), snimano na konfokalnim mikroskopu (Leida)SBetSeno 400x.
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Obr. ¢. 11. Detekce a lokalizace hemoxygenazy — 2 u woeytstadiu metafaze druhého
meiotického deni, enzym HO — 2 zoeen zeled (FITC), chromatin znéen mode (Hoechst
33258), snimano na konfokalnim mikroskopu (Leida)SBetSeno 400x.

Statistické vyhodnoceni lokalizace a redistribud® H 2 Ehem meiotického zrani

praseich oocyf.

Vyhodnocenim relativni intenzity signalu v oblagidra Ehem meiotického zrani
bylo zjiS€no statisticky vyznamné snizZeni relativni intenatgnalu pi prechodu ze stadia
Ml do Mil. Zm¢na v relativni intenzé signalu enzymu HO -2 mezi GV alMebyla
statisticky vyznamna (graf 5).

V cytoplazng bylo zjiS€no statisticky vyznamné sniZeni v relativni intéhzignalu
enzymu HO - 2 i) pfechodu ze staddia GV do IMMezi MI a Mil nebyl vyhodnocen
statisticky vyznamny rozdil (gr&f 6).

V korové oblasti bylo vyhodnoceno statisticky vyameé snizeni v relativni intengit
signalu enzymu HO — 2 ve vSech stadiich meiotickétémi @i piechodu ze stadia GV do
stadia M i MII (graf¢. 7).

Pfi vyhodnoceni celkové relativni intenzity signaloecytech Bhem meiotického

zrani bylo zji&no statisticky vyznamné snizZeni intenzity signalayenu HO — 2 (grat. 8).
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Graf ¢. 5: Relativni intenzita signalu HO — 2 v oblasitilja oocyf behem meiotického
zrani praseich oocyt, vztazena k intenzitsignalu v oblasti jadra u skupiny oogyw GV
stadiu. ®°Rozdilnymi superskripty jsou ozeay statisticky vyznamné rozdily mezi

jednotlivymi stadii meiotického zrani.

Relativni intenzita signalu v oblasti jadra oocyt G béhem
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Graf ¢. 6: Relativni intenzita signdlu HO — 2 v oblastitaplazmy oocyit behem
meiotického zrani pras&h oocyf, vztazena kintenzitsignalu v oblasti cytoplazmy u
skupiny oocyt v GV stadiu’Rozdilnymi superskripty jsou ozieay statisticky vyznamné

rozdily mezi jednotlivymi stadii meiotického zrani.
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Graf ¢. 7. Relativni intenzita signdlu HO — 2 v korovélast oocyti behem
meiotického zrani pras&h oocyt, vztazena k intenzitsignalu v korové oblasti u skupiny
oocyti v GV stadiu?*Rozdilnymi superskripty jsou ozieay statisticky vyznamné rozdily

mezi jednotlivymi stadii meiotického zrani.
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Graf ¢. 8: Porovnani relativni intenzity signalu HO — 2&dre, cytoplaz®, korove
oblasti a v oocytech celkenghiem meiotického zrani praseh oocyt. Hodnocené relativni

hodnoty jsou vztaZzeny kionerné relativni intenzit signalu HO — 2 u oocytve stadiu GV.
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6. Diskuze

Systéem HO/CO hrajedtezitou roli v reproduéni soustay samd@ a samic. Podili se
na regulaci spermatogeneze a steroidogeneze \adear] kde zarovepiasobi jako ochranny
faktor pred pisobenim stresovych fakto(Maines and Ewing, 1996, Ozawa et al., 2002, Li et
al., 2013). Tento systtm ma ra&nvyznam v semenné plazmkde hladina HO pozitivh
koreluje s koncentraci spermii a jejich motilitosbflel Aziz et al., 2008). Jakoukbzity
fyziologicky proces, kde sa@dpoklada efekt HO, je erekce penisu (Ushiyam&,e2@04).

V samii reprodukni sousta¥ je prokdzan vliv systému HO/CO na fyziologicky
pribéh estralniho cyklu a laktace (Alexandreanu and loaw<002). Stejh jako v sandi
reprodukni soustay se gedpoklada, ze systéem HO/CO owlije steroidogenezi i v satii
reprodukni soustay (Alexandreanu and Lawson, 2003)ul€zitym efektem je ovlivéni
miry ovulace, Zivotnosti Zlutéhciliska a oplozenischopnosti ootyf{Zenclussen et al,
2011a). Systém HO/CO je takélezitym regulatorem butné smrti (Untereiner et al., 2012)
a tento efekt se projevuje i v reprodok soustay samic (Harada et al., 2004). Vyznam
systému HO/CO v obdobi gravidity je nesporny. Pamatdrzovat tezost a podili se na
fyziologickych funkcich placenty (Levytska et aRP13), a pokud je naruSen, dochazi
k restrikci intrauterinnihoiistu plodi, abortim a znénam v placeritv disledku zvySené miry
apoptozy (Zhao et al., 2009).

Cilem této prace bylo prokazatifpmnost enzyrin HO — 1 a HO — 2 produkujicich
CO pimo v ocytech v pibéu meiotického zrani. Vyhodnocenim pokugangienych na
lokalizaci a redistribuci HO — 1 a HO — 2 bylo #i$o, Ze oba izoenzymy se nachéazeji
v oocytech v pibéhu meiotického zrani, a to ve vSech hodnocenychsbéth, tj. v oblasti
jadra, cytoplazmy a korové oblasti. Yipact HO — 1 byla ziskana nizSi relativni intenzita
signalu v porovnani s HO — 2. BNV tomu je moznéici, Zze izoenzym HO — 1 je v oocytech
v pribéhu meiotického zrani zastoupen v nizs§im mnoZzstudtoplO — 2. Buk¢na lokalizace
HO — 1 grevazovala v korové oblasti. Vysledkem zhodnocedistebuce HO - 1 je, Ze
béhem meiotického zrani nedochazi k Zadnynéream v redistribuci HO — 1 v oocytech.

Podobr jako v gipadt HO — 1 bylo zji&no i u HO — 2, Ze butna lokalizace
pireviada v korové oblasti. Na rozdil od HO — 1 byl®l® — 2 vyhodnoceno, Ze dochazi ke
zmeénam v redistribuci hem meiotického zrani. Ve vSech hodnocenych oldasiechazelo
ke snizovani relativni intenzity signalu HO — 2.

Z vysledku lokalizace izoenzyimHO — 1 a HO — 2 v oocytech Izéegdpokladat, Ze se

v oocytech nachazeji i produkty enzymatickeénosti HO. Z tohoto évodu je mozné CO
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povazovat jako dalSi gasotransmiter nachazejiviamytech. V oocytech jiz byla prokazana
piitomnost NOS, produkujiciho NO (Takesue et al.,3}ejr¢ jako enzyni produkujicich
H.S, cystathionine y - lyase (CSE) a 3 - mercaptopyruvate sulfurtranasfe (3MPST)
(Smelcovéa and Tichovska, 2011). U NO bylo prokaz&ecse podili na signalizaci viphu
meiotického zrani. Aui® Bu et al. (2003) zkoumali vliv NO na meiotickéami mySich
oocyti. Pouzitim éiznych koncentraci inhibitéra substrdt pro NOS zjistili, Ze efekt NO na
inhibici ¢i stimulaci meiotického zrani zévisi na jeho kortcari. Nizké koncentrace NO
stimulovaly a byly pro meiotické zrani nezbytnéppak vysoké koncentrace meiotické zrani
inhibovaly a zarove oocyt poSkozovaly ki vzniku toxickych radikab.

Rovrez v piipadt H,S bylo prokdzano, Ze ma vliv na meiotické zranpr&ci autoé
Liang et al. (2007) bylo zji8ho, Ze inhibice enzymu produkujiciha$ cystathionin f —
syntdzy (CBS) v granuldoznich iikAch nasledh vede u mySich oooyt k zabragni
meiotickému zrani.

S ohledem na NO aZ8 je nutno zdraznit provazanostdinki NO a CO, jakoz i bB.
NO zvySuje expresi HO —1 a tim ustage vznik CO (Motterlini et al., 2002). Na druhou
stranu CO vazbou na hemovou skupinu iINOS oslalajjeaktivitu (Kim et al., 2008b). V
piipadt H,S bylo prokazano, ze )8 stimuluje expresi HO — 1 (Qingyou et al., 2004) a
zarovei inhibuje produkci NO (Oh et al., 2006). &hto praci je &jmé, Ze i v oocytech bude
dochazet k vzajemnym interakcim meantto gasotransmitery.

Kvili lokalizaci izoenzyndh HO — 1 a HO — 2 v oocytech je mozn@dgpokladat, Ze je
CO zapojen do signalizaich &ji v oocytech. Nicméhzpisob jakym CO v oocytechipobi
je neznamy.

lzoenzymy HO se nachazeji #znych c¢astech sandi reprodukni soustavy.
V ovériich je mozné detekovat HO ve stromatu oyarigranul6znich a thékalnich ikéch
folikult, jakoZz i v CL (Alexandreanu and Lawson, 2003). @kalizaci HO v oocytech
doposud nebyla publikovana zadn#&decka prace. Diky tomuto faktu neni znama funkce a
piesny vyznam HO v oocytech. Doklad o vyznamnosti HQ® v oocytech, jakoz i celkeév
v ovariich, uvadi autdo Zenclussen et al. (2011a). Adtprokézali, Ze u mysi deficientnich
pro HO — 1 dochazelo ke snizeni¢po ovulovanych oocyt pricemz mnozstvi folikul
nachazejicich se v ovariich bylo srovnatelné &g folikuli u mysi s fyziologickym
mnozstvim HO — 1. Auto dale prokazali horSi kvalitu oodytve smyslu snizené
oplozenischopnosti oodyziskanych od HO — 1 deficientnich mysi. Nicthé@eni jasné, zda

tato sniZzena kvalita oodyje zpisobena fimo nedostatkem HO — 1 v oocytech nebo zda je

v
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oplozenischopnost oodytbyl rovnéz zkouman autory Loredana et al. (2014). Auto
zkoumali vyuziti miry exprese enzyniNOS a HO — 1 jako biomarkeru kompetence lidskych
oocyti k podstoupeni fertilizace a naslednému zdarnémbrgmalnimu vyvoji. Autéi
zjistovali miru exprese a zastoupeni proieiOS a HO — 1 v kumularnich bkach oocyi.
Vysledkem jejich prace je zji&ti, Ze zvySeni exprese iINOS a HO — 1 negatikworeluje

s oplozenischopnosti oodytTato skut&nost miZze byt zfisobena zapojenim iNOS a HO - 1
v regulaci oxidativniho stresuifiPzvySené syntéze NO ike dochazet ke vzniku toxickych
radikali, které mohou poskozovat #ky (Kroncke et al.,, 1991). HO - 1aZe byt
oxidativnim stresem indukovana (Ryter and Choi,@L.miZe pisobit jako ochranny faktor
(Untereiner et al., 2012). ZaraveNO zvySuje expresi HO — 1 (Motterlini et al., 2002
Nicmérg, pokud by se uvazoval proapoptoticky efekt HO (Beyet al., 2002, Zhou et al.,
2005, Mustafa et al., 2009, Untereiner et al., 20pdtom by i samotny enzym HO mohl
pusobit jako faktor, ktery by mohl sniZovat kvalitoaytu. Poznani skutaého vyznamu HO
by meélo byt cilem dalSich vyzkutn

Z prace autar Loredana et al. (2014) a Zenclussen et al. (20fELlajozné soudit, Ze
exprese HO — 1 v oocytech, podéhako v jinych typech butk (Applegate et al., 1991),
reaguje na fsobeni stresovych faktipa pokud je exprese snizena, dochazistatlku jejich
pusobeni ke sniZeni kvality ooéytk tomuto sniZzeni kvality by mohlo dojit visledku ztraty
ochranné funkce HO (Untereiner et al., 2012).

V praci autoi Harada et al. (2004) je uveden vztah mezi mirqwese HO — 1 a
kvalitou folikulu. Autai porovnavali vliv izoenzymda HO — 1 a HO — 2 na apoptézu
granuléznich bugk folikult prasete. V fipac granuldznich buk ziskanych z atretickych
folikult prasete byla pozorovana vysoka mira exprese wpard s granuléznimi kilkami
ziskanymi z kvalitnich folikul. Ve spoijitosti s vysledky autibioredana et al. (2014) Ize i
Z prace autdr Harada et al. (2004) soudit, Ze by oplozenischsipoocyti pochazejicich
z folikula se zvySenu mirou exprese HO — 1 mohla byt sniadictére primy efekt zngny
exprese HO — 1ifmo v oocytu jeieba teprve zjistit.

V porovnani s HO — 1 je praci zabyvajicich se vizea HO — 2 v reproduki
sousta¥ mere. Predpoklada se, ze HO — 2 zaujimaleditou roli ve vyvoji zarodénych
burék (Abraham and Kappas, 2008). V praci atitBwing and Maines (1995) jsou popsany
zmeény v mRNA pro HO — 2 a proteirHO — 2 v pfibéhu spermatogeneze. Atitpopisuiji, Zze
HO — 2 se nenachazi ve spermatogoniich, ale v matémoZstvi je detekovatelna
ve spermatocytech a spermatidach. Naproti tomu mRMAHO — 2 je detekovana nejen ve

spermatocytech a spermatidach, nybrz i v spermatmjo Rozdil v zastoupeni mRNA a
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proteini souvisi s rozdilnou mirou translace mMRNA pro H® wv-riznych bugcnych stéadiich
spermatogeneze. Translace mRNA pro HO — 2 je spojgwojem sargich pohlavnich
burgk. Z prace autdr Ewing and Maines (1995) vyplyva fakt, Zze se HO miZe podilet na
vyvoji santich pohlavnich butk. Zda se HO — 2 podili i na vyvoji safitih pohlavnich
burgk prozatim neni znamo.

Autori Harada et al. (2004) prokazali nejen ¢y v zastoupeni HO — 1 u
granuléznich buk z kvalitnich a atretickych folikil prasete, nybrz i zémy v zastoupeni
HO — 2. V porovnani s HO — 1 je trend @mHO — 2 opény. V granul6znich htkach
pochazejicich z kvalitnich folikiil Ize detekovat HO — 2 a Vipad atretickych folikut
dochazi ke sniZeni v zastoupeni HO — 2 v granutbzmiiikach.

Z vysledka zmen v relativni intenzit signalu pro HO — 2dhem meiotického zrani je
pozorovano snizovani relativni intenzity signalutodoto divodu lze tvrdit, Ze &hem
meiotického zrani dochazi ke snizovani mnozstvénizgmu HO — 2 v pragieh oocytech.
Zarovei je mozné uvazovat, ze HO — 2 j&€itym zpisobem zapojen do procesu meiotického
zrani. Tuto Gvahu je nutné potvrdit dalSim vyzkumefarove je poteba uéit piipadny
mechanismusdinku HO — 2 Bhem meiotického zrani.

Zhodnocenim vysledkrelativni intenzity signél HO — 1 Ehem meiotického zrani
nebylo pozorovéano, Ze by dochazelo k statistickgnamnym zrmndm. Diky gitomnosti
tohoto izoenzymu v oocytech i viihu meiotickeho zrani lze¢ekavat, ze HO — 1 tie
mit uritou roli v regulaci tohoto wezitého procesu. iesnou roli HO — 1 v f@behu
meiotického zrani je nutné zjistit dalSim vyzkumeap. inhibici HO — 1 Bhem meiotického

zrani.
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7. Zaver

Meiotické zrani je kbHovym djem ve vzniku oplozenischopnych oadcyta
z vyhodnoceni redistribuce enzymu hemoxygen&heim meiotického zrani Ize usuzovat na
moznost jeho zapojeni do tohoto procesu. HemoxygeildO) je enzymem Kkatalizujicim
rozpad hemu na biliverdin, Fea oxid uhelnaty (CO). CO jeitkZitym gasotransmiterem,
ktery ma vliv i na reproduli soustavu samic. Vyznam CGimpo v oocytech je dosud
neznamy. Proto prvnim krokem kéeni jeho mozného vyznamu je zist, zda se enzym
hemoxygenéza v oocytech nachézi. Z toh@teodu bylo cilem této prace aeni lokalizace a
redistribuce izoenzyftnhemoxygenézydhem meiotického zrani praseh oocyft.

V experimentu byla sledovana lokalizace a redistiéizoenzyma HO — 1 a HO — 2
ve trech stadiich meiotického zrani, tj. ve stadiu GM, aMMil. Hodnoceny bylyit oblasti
oocyti, tj. oblast jadra, cytoplazmy a koroveé oblastikypvysledkim experimentu se potio
potvrdit wdeckou hypotézu, nebaba izoenzymy byly v oocytech lokalizovany ve Vsec
stadiich meiotického zrani. Vyhodnocenim éanrelativni intenzity signalu pro HO bylo
zZjisteno, Ze v pipact HO — 1 nedochaziehem meiotického zrani ke statisticky vyznamnym
zmeénam Vv redistribuci tohoto izoenzymu. Posouzenim-HO kthem meiotického zrani byl
Zjisteén statisticky vyznamny pokles relativni intenzitgrealu HO — 2 s nejvysSi hodnotou ve

Diky vysledkim této prace lze usuzovat n@tpmnost CO v oocytech jakoZz i na
mozné zapojeni HO — 2 a HO — 1 do procesu meidimk&ani. Nicmé# vyznam obou
izoenzynii v oocytech jefeba prokazat dalSim vyzkumem.

Zjisteni vyznamu HO v oocytech by mohlo pomoci lépe ppihproces regulace
vzniku oplozenischopnych ooéytRovreéz by tyto poznatky mohly byt aplikovatelné do
lidské asistované reprodukce a do repr@dibiotechnologie zvat.
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