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Souhrn

Cilem diplomové prace bylo ovéreni hypotézy, podle které je oxid uhelnaty zapojen do
regulace procesu starnuti oocytu prasete.

Pro ovéfeni hypotézy byla sledovana exprese dvou izoforem hemoxygenazy v oocytu
prasete metodou Western blot a dale pak zmény v bunécné lokalizaci izoforem hemoxygenazy
béhem starnuti prasecich oocytti pomoci imunohistochemické analyzy. U starnoucich oocytt
byl rovnéz sledovan ucinek donort oxidu uhelnatého a inhibitori enzymi produkujicich oxid
uhelnaty.

Western blot prokazal v oocytech prasete pritomnost dvou izoforem enzymu
produkujiciho oxid uhelnaty, hemoxygenazy 1 (HO-1) a hemoxygenazy-2 (HO-2).

Imunohistochemicka analyza potvrdila, Ze béhem procesu starnuti oocytu prasete
dochazi ke zméndm v bunécné lokalizaci hemoxygenazy, enzym HO-1 se premistuje z
jaderné oblasti do cytoplazmy. Enzym HO-2 byl béhem starnuti lokalizovan pouze v
cytoplazmé a k jeho relokalizaci nedoSlo. Provedené experimenty ukazaly, Ze oxid uhelnaty
ovliviiuje Zivotaschopnost starnoucich oocyt prasete. Inhibice hemoxygendz pomoci
inhibitoru Zn-PP IX zpisobila zvySeni poméru apoptotickych oocytli. Pokud byly oocyty
béhem procesu starnuti vystaveny oxidu uhelnatému uvoliujiciho se z donoru oxidu
uhelnatého, CORM-2, doSlo ke sniZeni procenta apoptotickych oocytli, coz prokazalo

antiapoptoticky vliv oxidu uhelnatého na starnouci oocyty.

Klicova slova: prase, oocyt, starnuti, apoptéza, hemoxygenaza, oxid uhelnaty



Summary

The aim of the master's thesis was to verify the hypothesis according to carbon
monoxide is involved in the regulation of porcine oocyte aging process.

To verify this hypothesis, expression of two heme oxygenase isoforms was monitored in
porcine oocyte using the Western blot method, and also the changes in cell localization of
both heme oxygenase isoforms were observed during the aging process of porcine oocytes
using the immunohistochemical analysis. Also, the effect of carbon monoxide donors and
inhibitors of carbon monoxide producing enzymes was observed in aging porcine oocytes.

Western blot method showed a presence of both isoforms of carbon monoxide
producing enzymes in porcine oocytes: heme oxygenase 1 (HO-1) and heme oxygenase 2
(HO-2).

Immunohistochemical analysis confirmed changes in heme oxygenase cell localization
and relocalization of the HO-1 enzyme from nuclear area to cytoplasm during the porcine
oocyte aging process. In the course of porcine oocyte aging process, the HO-2 enzyme was
found exclusively in cytoplasm and its relocalization was not observed. This thesis confirmed
the carbon monoxide’s ability to affect the viability of aging of porcine oocytes. Heme
oxygenase inhibition per the Zn-PP IX inhibitor increased the ratio of apoptotic oocytes. As
long as the oocytes were exposed to carbon monoxide released from the CORM-2 carbon
monoxide donor during their aging process, the ratio of apoptotic oocytes decreased, which

proved the anti-apoptotic effect of carbon monoxide on porcine oocytes aging.

Key words: pig, oocyte, aging, apoptosis, heme oxygenase, carbon monoxide
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1. Uvod

Zrani oocytt je komplexni proces, kdy poovulac¢ni oocyt v MII fazi ziska schopnost byt
oplozen a poté zah4jit embryondlni vyvoj. Po ovulaci je vajicko schopné oplozeni jen po urcitou
dobu. Pokud k oplozeni nedojde, vajicko podléha procestim starnuti, na jehoz konci ho ceka
bunécna smrt. V biotechnologiich je vSak kvalitnich dozréalych oocyt nedostatek. Je jich tfeba
jak pro studium intraoocytarnich mechanizmd, tak pro vyuziti v IVF centrech. Proces starnuti
zavisi na mnoha mechanizmech, které jsou pomalu odkryvany. Lze se tedy zaméfit na zptsoby,
jak prodlouZit jejich Zivotaschopnost. V posledni dobé se uvaZzuje nad tim, zda by jednim z
téchto zptisobii nemohl byt vliv oxidu uhelnatého. Cilem této prace bylo zjistit, zda je oxid

uhelnaty zapojen do regulace procesu starnuti v prasecich oocytech.



2. Literarni reserse

2.1. Oogeneze

Oogeneze je proces, kdy vznikaji samiCi pohlavni buniky, oocyty (Reece, 2011). Kazdy
oocyt podstupuje dvé faze meiotického déleni, aby z néj vystoupil jako zralé vajicko s
haploidnim poc¢tem chromozomi a byl ve stddiu metafaze II ovulovan do vejcovodu, kde by
mohlo dojit k oplozeni (Jones et al., 2013). Oogeneze se rozdéluje do tii fazi: faze mnoZeni,
rastu a zrani.

Gamety vznikaji z prvopohlavnich bunék (primordial germ cells — PGC), které se
mitoticky déli. Vzniklé oocyty vstupuji do 1. meiotického bloku, kde ziistavaji mésice aZ roky,
coZ je druhové specifické. V té dobé oocyty doristaji do své tplné velikosti. Faze zrani trva od
znovu zahajeni meiosy v dobé ovulace do metafaze II (Miyano, 2005). Oocyt zastaveny v
metafazi I s vydélenym 1. p6lovym téliskem miZeme definovat jako zraly (Sun and Nagai,

2003).

2.1.1. Faze mnozeni

PGC se objevuji v epiblastu blizko tusti allantoidu a posouvaji se ke sténé Zloutkového
vacku. Z endodermu stény Zloutkového vacku embrya migruji k vyvijejicim se gonadam. Béhem
této cesty zacinaji PGC rozsahlé nuklearni preprogramovani (aktivaci genii pro pluripotenci a
epigenetické zmény genomu prostrednictvim DNA demethylace), aby ziskaly totipotenci a
obnovily genomicky imprinting. Po docestovani do gonad (gonadalnich list), jsou tyto procesy
dokonceny (Sadler, 1963; De Felici, 2013). Pozorovani Bielanske-Osuchowske (2006) ukazalo,
Ze u praseCich embryi ve véku 24 dni jsou ovaria plodu v podobé gonadalnich list, které
kolonizuji PGC a vyskytuji se mezi mezenchymatickymi buiikami. PGC mohou béhem migrace
do gonadalnich list reagovat na riizné atraktanty (De Felici, 2013).

Gonady jsou v prasec¢im embryu poprvé pozorované 24-26 dni po pareni, i kdyZ PGC jsou
zaznamenany jiZ 18 dni po pareni v oblasti zarodecného hibetu (Black and Erickson, 1968).
Morfologicka diferenciace ovarii pokracuje asi do 40. dne, jakmile prvopohlavni buiiky docestuji
do zakladu ovaria, diferencuji se v oogonie a prochazi fadou mitotickych déleni. Nékteré zastavi
své bunécné déleni v profazi meiosy I a méni se na primarni oocyty (Sadler, 1963). Prvni zmény

na ovarialnich folikulech (primordialni folikuly) byly pozorovany v nejhlubsi ¢asti kiiry 56. den
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vyvoje plodu. Ve stari 106, 112 a 113 dni jsou jiz oocyty kompletné obklopeny vrstvou plochych
granul6znich bunék a davaji tak vzniku primordialnim folikulim (Bielanska-Osuchowska,
2006).

Jak jiZ bylo uvedeno vySe, nékteré PGC po dosaZeni gonad vstupuji do meiosy I nezavisle

na pohlavi, mnoho jich v3ak podléha fizené bunécné smrti, apoptoze (Pesce et al., 1993).

V oogoniich se blizko jadra nachézi kratké profily endoplazmatického retikula (ER), volné
polyribosomy a mitochondrie. Volné polyribosomy byly nalezeny ve vSech stadiich oogeneze.
Oogonie jsou od stari 39 dnt propojeny mezibunéénymi spoji. Tyto spoje jsou charakterizovany
jako valcovité kanaly obklopené silnou membranou, ktera propojuje membrany oogonii
(Bielanska-Osuchowska, 2006) .

V cytoplazmé oocytti primordialnich folikuli se nachazi tizké cisterny ER v okoli jadra,
sporadicky pokryty ribosomy. Mitochodrie jiZ maji typickou konformaci a jsou v kontaktu s ER
jako u zralych prasecich oocyti. Desmozomy a mezerové spoje propojuji folikularni bunky s
oocytem. Oocyty starSich primordialnich folikult jsou 20x vétsi neZ oocyty oogonii. Tento nartst
objemu cytoplazmy je vyvolan zvySenim celkového objemu organel, naptiklad mitochondrii a
ER, a inkluzi jako jsou lipidové kapénky a kompartmenty (Bielanska-Osuchowska, 2006).

V cytoplazmé oogonii se snizuje mnoZstvi lipidovych inkluzi a glykogenovych granuli,
zatimco roste pocCet mitochondrii (Motta and Makabe, 1986). Bylo zjiSténo, Ze béhem migrace
PGC obsahuji méné nez 10 mitochondrii, zatimco 100 mitochondrii je v PGC, které dosahly
gonad a 200 v oogoniich (Motta et al., 2000). De Felici (2013) predpoklada, Ze PGC béhem
migrace prevaziné vyuZivaji anaerobni metabolismus, zatimco po dosaZeni gonadalnich liSt

prechazi na energeticky metabolismus.

Primordialni folikuly jsou kulovité utvary uloZené v kiife vajecniku o velikosti 30-50 pm.
KaZdy z nich se sklada z nezralého oocytu I. fadu a nékolika plochych granul6znich bunék, které
byvaji oznacovany jako buriky pregranulézni (Adhikari and Liu, 2013). Tyto folikuly se

T

et al., 1979), ale mohou vznikat i béhem Zivota samice (Johnson et al., 2004).

Oogeneze probiha asynchronné. To znamena, Ze se na ovariich plodu vyskytuji spolecné
mitoticky se délici oogonie, oocyty v meiose i primordialni folikuly (Bielanska-Osuchowska,

2006). Pres 90 % folikuli na vajecniku bylo pfisuzovano primordidlnim folikulim a
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predpokladalo se, Ze slouZi jako zdroj vyvijejicich se folikuli a oocyti az do konce Zenského
reprodukéniho obdobi (Eppig, 2001), pfiCemZ vyzkum Johnsona et al. (2004) potvrdil, Ze tyto
buriky mohou vznikat i postnatalné. Béhem této klidové faze se velikost folikuli s vékem samice
neméni (Adikari and Liu, 2013). Mala populace oocytt v primordialnich folikulech pak prochazi
dalSim vyvojem pres primarni, sekundarni a antralni folikuly (Miyano, 2003). MnoZstvi
primordiadlnich folikulti, které zahaji sviij vyvoj a mmnozstvi vajicek, které jsou nakonec
ovulovany, zcela zavisi na druhu zvirete (Vanderhyden, 2002). Kazdy primordalni folikul ma tfi
mozné cesty: zustat v klidovém stadiu, nebo se dal vyvijet a ovulovat, nebo podlehnout atrezii
(Greenwald, 1972; Hunter, 2000). Folikularni atrezie miiZe nastat v jakémkoliv stadiu vyvoje. Je
vzacna v raném preantralnim stadiu, ale je Castd v pozdnim preantrdlnim a antralnim stadiu
vyvoje (Peters, 1976).

Celkovy pocet ovulovanych vajicek béhem reprodukc¢niho obdobi je mnohem mensi, nez
pocet pavodnich primordialnich folikul (Hirao et al., 1994). Redukce primordiélnich folikult je
zavisla na stupni vyvoje folikulu, ale také na folikularnim prostredi kazdé buriky.

Oocyty v profazi prvniho meiotického déleni byly na ovariich nalezeny od 47. dne vyvoje
plodu (Bielanska-Osuchowska, 2006). Podle pozorovani Blacka and Ericksona (1968) meidza
zacina jiZz 40. den a asi 35 dni po narozeni se vSechny oogonie nachazi v profazi I (stadiu
zarodecného vacku). Podle Huntera (2000) jsou oogonie v profazi I zhruba 35 dni po narozeni a
maji v priméru 30 pm.

VSechny primarni oocyty dosdhnou pred porodem profdze meiosy I, poté vstupuji do
klidového obdobi, tzv. diplotene faze, kterou charakterizuje sitové usporadani chromatinu
(Sadler, 1963). Toto stadium nastdva po parovani chromozomi a po crossing-overu mezi
parentalnimi chromozomy (Verlhac and Terret, 2016). Nastup klidové faze prvniho meiotického
bloku je doprovazen zménami v cytoplazmé oocytu. Zaroven v tomto obdobi mnoho prasecich
oocytd degeneruje. Prvni znamkou degenerace folikulu je zvySeni poctu vakuol v cytoplazmé
oocytu (Bielanska-Osuchowska, 2006). Je také zdokumentovano, Ze primordialni folikuly s
poskozenou DNA snadno podléhaji apoptéze. Cim déle oocyty setrvavaji v meiotickém bloku,
tim je vySsi pravdépodobnost k akumulaci poSkozené DNA (Collins and Jones, 2016). Kromé
degradace DNA apoptézu charakterizuje také vysoka hladina tkanové transglutaminazy
(tTGazy), (Pesce et al., 1993). Redukci zarodecnych bunék zptisobuji i pro-apoptické faktory,
jakym je napfiklad Bax. Bax je gen, ktery zptisobuje zanik zarodecnych bunék béhem migrace a

v pozdnich fazich diferenciace (Stallock et al., 2003).



V profazi I zlistdvaji oocyty mésice, roky i desetileti, zavisle na Zivo¢iSném druhu a az v
obdobi tésné pred ovulaci dokoncuji své prvni meiotické déleni (Miyano, 2005; Hirshfield,
1991). Podle Sadlera (1963) toto zablokovani zptisobuje ,,inhibitor zrani oocytu®“ (OMI), coZ je
nizkomolekularni peptid produkovany folikularnimi butikami.

Zda se, Ze Anti-Miillerovy hormon (AMH) funguje také jako inhibitor a reguluje dynamiku
vzniku primarnich folikuli (Durlinger et al., 1999). Kromé toho miiZe regulovat rist malych
antralnich folikuld tak, Ze sniZuje jejich citlivost na FSH (Durlinger et al., 2002). Za pfitomnosti
AMH vsak ztstalo o 40-50 % vice folikulti v klidovém stadiu i na lidskych vajecnicich (Carlsson
et al., 2006).

Transkripcni faktor Foxo3a udrZuje primordialni folikuly v klidovém stadiu. Bylo zjisténo,
Ze se u mysi za jeho nepfitomnosti vyCerpa rezerva primordialnich folikuld béhem 2 tydnti po
narozeni (Castrillon et al., 2003). Tato intracelularni signalni molekula je exprimovana hlavné v
jadre oocytid primordidlnich folikuli a ranych stadiich primarnich folikuld, ale jeho exprese

dramaticky klesa v pozdéjSich vyvojovych stadiich (Liu et al., 2007).

Figla (také znamy jako Fig-a) je gen pro transkripcni faktor, ktery ridi expresi strukturnich
genti pro komponenty zony pellucidy. Exprese tohoto genu zacina jiz 13. den embryonalniho
vyvoje u mysi. Zda se, Ze tento gen reguluje v oocytech dvé diilezité drahy. Jedna z drah reguluje
produkci proteint zony pellucidy a druha ¥idi produkci jednoho nebo vice oocytarnich faktort
nezbytnych pro pocétecni usporadani primordialnich folikulG (Eppig, 2001). V preantralnim

stadiu zony pellucidy jsou znamy proteiny 1, 2 a 3 (Heikinheimo and Gibbons, 1998).

V roce 2004 padlo zakladni dogma reprodukéni biologie, které fikalo, Ze béhem fetdlniho
obdobi vznikne obrovské mnoZzstvi vajicek a z této konecné zasobarny uz se béhem Zivota jen
ubira. Vyzkum Johnsona et al. (2004) vsak potvrdil existenci proliferujicich zarode¢nych bunék,
které udrzuji produkci oocytd na vajecniku i v postnatalnim obdobi Zivota. Pozdéji dokonce
dokazal identifikovat kostni drefi jako zdroj bunék, které dokazi produkovat oocyty u dospélych
(Johnson et al., 2005b). To je v souladu s nezavislym vyzkumem, ktery tvrdi, Ze u mysSich i
bovinnich embryi byly pozorované PGC vstupujici nebo cirkulujici v krevnim fecisti. Vzhledem
k jejich vlastni pluripotenci se mohou za urcitych okolnosti ticastnit normalni diferenciace tkani,
nebo vstoupit do klidového stadia, aby pozdéji vyvolaly nadory (Wartenberg, 1983).

Predpokladana zasobarna kmenovych bunék, ktera podporuje postnatalné oogenezi, se nachazi v



kostni dreni, odtud se PGC uvoliuji do krevniho obéhu a putuji do vajecniku, kde davaji

vzniknout funk¢énim oocytiim (Johnson et al., 2005a).

2.1.2. Faze rustu a folikularni vyvoj

V dobé ristové faze oocyty zvétSuji sviij objem. U skotu a prasnic rostou z 30 pm na
120 pm. Délka obdobi ristu folikulu je u mysi kolem tfi tydnd a u skotu kolem 6 mésict od
primordialniho do preovulacniho folikulu. Prvnim znakem, Ze oocyt vstoupil do rtistové faze, je
morfologicka zména vrstvy granul6znich bunék, které se méni na kubické. V tomto bodé jsou
folikuly nazyvané jako primarni. Tyto primarni folikuly aktivné proliferuji granulézni buniky
(Miyano, 2005). Jednim z faktord, které hraji dileZitou roli pfi diferenciaci pregranul6znich
bunék na buriky granul6zni, je transkripcni faktor FoxI2. Za jeho nepfitomnosti tak nedochazi k

vzniku sekundarniho folikulu (Oktem and Urman, 2010).

Granul6zni buriky prisedaji na bazalni membranu a tvori theca folliculi. Oocyt spolu s
granul6znimi bunikami produkuji na povrch oocytu glykoproteinovou vrstvu a tvori tak vrstvu
zona pellucida. Béhem folikularniho rtstu se buriky theca folliculi organizuji do vnitfni vrstvy
sekrecnich bunék — theca folliculi interna a do vnéjSiho vazivového obalu — theca folliculi
externa. Poté folikularni buiiky zanotuji své vybézky pres vrstvu zona pellucida do plazmatické
membrany oocytu a zajistuji tak transport latek (Sadler, 1963). Thékalni burky jsou hlavnim
zdrojem syntézy androgenu a poskytuji tak steroidogenni prekurzory pro syntézu estrogenu v

granuléznich burikach (Oktem and Urman, 2010).

V pripadé, Ze je rostouci oocyt obklopen vice neZ jednou vrstvou granul6znich bunék,
vznik4 sekundarni folikul (Eppig, 2001), pficemz rychlost folikularniho réistu se pfimo vztahuje
k poctu granuldznich bunék, protoZe zvétSuji plochu oocytu (Herlands and Schultz, 1984).
Pozdéji vznika antrum jiZ tercialniho folikulu, coZ je dutinka naplnéna tekutinou (Miyano, 2005).
Zpocatku je antrum srpkovité a rozSiruje se. Buriky obklopujici oocyt vSak ztistavaji nedotcené a
vytvail cumulus oophorus (Sadler, 1963). Vznik antralniho folikulu je dale doprovazen dalsi
proliferaci granul6znich a thékalnich bunék a zvySenou vaskularizaci (Oktem and Urman, 2010).

Antrum je u prasat plné diferencované ve folikulech o priméru 0,4 — 0,8 mm (Motlik et al.,
1984). Praseci rané antralni folikuly (0,5 — 1 mm) obsahuji oocyty pfiblizné o priméru 100 pm s
limitujici kompetenci pro obnovu meiosy (Miyano, 2003). Pokud jsou oocyty o priméru 100 pm

nemiZze dojit ke kompletnimu rozpadu zéarodecného vacku, ale oocyty o priméru 115 pm v
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1,8 mm folikulech jsou plné dorostlé a vypada to, Ze jsou schopné dokoncit meiotické zrani
(Motlik et al., 1984). Prvni antralni folikuly jsou pozorovany cca 70 dni po narozeni (Oxender et
al., 1979). Béhem rtistového obdobi antralniho folikulu je zvétSovani priméru oocytu relativné
malé, naproti tomu je vSak vyznamné zvétSeni jeho objemu nebo hmotnosti (Eppig, 2001).
Oocyty skotu a prasete se rozviji aZz do pozdniho antralniho folikularniho stadia (Miyano, 2005).
Zaroven plati, Ze folikuly podobné velikosti vykazuji rozdily v koncentraci steroidt folikularni
tekutiny, poctu granul6znich bunék a LH receptorti (Hunter, 2000).

Béhem rtstové faze, kdy se formuje antrum v prasecich folikulech o priméru 0,5 mm,
oocyty intenzivné syntetizuji RNA (Motlik et al., 1984). Oocyty akumuluji specifické proteiny a
poZzadovanou RNA (hnRNA, mRNA, rRNA) pro obnoveni meiosy a nasledné zrani (Miyano,
2005; Tesfaye et al., 2018; Fulka et al., 1998; Motlik et al., 1984).

Granulozni bunky udrZuji kontakt s oocytem pres specializované mezerové spoje. Tyto
mezerové spoje Ucinné premistuji malé molekuly jako energetické substraty, nukleotidy a
aminokyseliny do oocytu (Miyano, 2003). Kompartmenty somatickych bunék kromé
premist'ovani nukleosidti, aminokyselin a fosfolipid, udrzuji iontovou rovnovahu a stabilitu
mRNA v rostoucim oocytu (Herlands and Schultz, 1984; Hunter, 2000). Vyznamné jsou spoje
popisované jako ,transzondlni projekce“ (TZP), coZ jsou mikrotubuly zajiStujici vyménu
signalnich molekul mezi oocyty a granuléznimi buinikami pres sténu zona pellucida. Bylo
zjiSténo, Ze tyto struktury vznikaji a udrZzuji se pod vlivem FSH s receptory na granul6znich
buiikach béhem folikularniho vyvoje (Albertini et al., 2001; Combelles et al., 2004), z toho
vyplyva, Ze jsou to velice dynamické struktury (Guglielmo and Albertini, 2013).

Albertini et al. (2001) popisuje zptisoby komunikace mezi oocytem a granul6znimi
bunikami pres vrstvu zona pellucida: 1.) Prijem oocytarnich faktori jako je GDF-9 pomoci
endocytozy pres mikrotubuly TZP do granul6zni buriky. 2.) Kontaktni mista mezi granulézni
vrstvou a vrstvou zona pellucida mohou hrat signalni roli pro oocyty a granul6zni buriky. Zmény
adheze mohou zptisobit zmény kompozice vrstvy zona pellucida. 3.) Mezerové spoje umoZznuji
primou komunikaci mezi oocytem a granul6zni burikou.

Zatimco oocyt byl dfive povaZovan pouze za pasivniho pfijemce signalt z granuléznich
bunék spojenych s oocyty, je nyni zfejmé, Ze komunikace mezi oocyty a granul6znimi burikami
je obousmérna. Komplexni souhra ristovych faktorti upravuje vyvoj obou typti bunék.

Zabezpecuje jak vyvoj oocytu a folikulu, tak folikularni diferenciaci a produkci kompetentnich



oocytd schopnych fertilizace a embryogeneze. Presto je ale oocyt pravdépodobné dominantnim

faktorem, ktery urCuje smér diferenciace a funkce granuléznich bunék (Eppig, 2001).

U savci je folikularni vyvoj a proces atrezie regulovan gonadotropiny a intraovarialnimi
regulatory, které spolupracuji, aby Fidily aktivaci primordialnich folikuld, proliferaci, selekci
folikulti a bunécnou diferenciaci (Guglielmo and Albertini, 2013).

Exprese ligandu c-kit (stem cell factor) produkovaného granul6znimi bunikami
primordialnich folikulti u mysi a ovci vede oocyty s c-kit receptory do riistové faze a podporuje
vznik primdrnich folikuld (Miyano, 2003; Vanderhyden, 2002; Eppig, 2001). Receptory kit
ligandu se nachazi na oocytech a thékalnich burikach (Nilsson and Skinner, 2004). Studie Packer
et al. (1994) ukazala, Ze receptor c-kit i jeho ligand jsou potfebni pro udrZeni rtistu oocytt in
vitro.

Existuje celd fada rtstovych faktorti, které mohou zlepsit aktivaci riistu primordialnich
folikuli: bFGF (basic fibroblast growth factor), KGF (keratinocyte growth factor), PDGF
(platelet-derived growth factor), GDNF (glial-derived neurotrophic factor), LIF (leukemia
inhibitory factor), BMP-7, BMP-4 (bone morphogenic protein) a GDF-9 (Adhikari and Liu,
2013).

Miyano (2003) uvadi, Ze ristové faktory GDF-9 a BMP-15, které jsou sekretovany oocyty
TGEFp rodiny, podporuji proliferaci (Otsuka et al., 2000) a diferenciaci granuléznich bunék
(Otsuka et al., 2001). Exprese téchto oocytarnich faktorti zacina jiz v primordidlnich nebo
primarnich folikulech na ovariich mysi, ovci a krav.

Konkrétné BMP-15 stimuluje mit6zu granuléznich bunék ve folikulech, jeSté nezavislych
na FSH v dobé casného folikularniho ristu (Oktem and Urman, 2010). Podle Otsuka et al.
(2000) mtize BMP-15 inhibovat expresi FSH receptort.

Proteiny typu GDF-9, jsou produkovany oocyty béhem velmi ranych stadii folikulogeneze,
podporuji rtst folikull a diferenciaci (Li et al., 2000), stejné jako FSH (Hayashi et al., 1999).
Bylo zjiSténo, Ze se jeho receptory nachazi na granul6znich bunikach a proto hraje multifunkcni
roli v komunikaci mezi oocytem a okolnimi burikami (Elvin et al., 1999). Tento protein je u
potkanti, mySi a ¢lovéka vysoce konzervativni (> 92 %) z hlediska sekvence aminokyselin
(Hayashi et al., 1999). Vyzkum Albertini et al. (1996) a Elvin et al. (1999) ukazal, Ze zvitatim s
absenci GDF-9 se zastavil vyvoj folikulti v primarnim stadiu s jednou vrstvou granul6znich
bunék. Knockout tohoto genu vede tfeba i k defektiim meiotické kompetence. Exprese proteinu

GDF-9 byla nalezena v primarnim, sekundarnim i antralnim stadiu, uz ale ne v primordialnim

8



folikulu. Zarover je jeho exprese znacné heterogenni u vétSich preantralnich folikuld, ne-li nizsi

(Hayashi et al., 1999).

V casnych stadiich primordidlnich folikulii se neexprimuji receptory pro FSH. Exprese
receptori FSH se spousti azZ po vstupu do rtstové faze, kdy se méni morfologie granul6znich
bunék (Oktay et al., 1997). Vzrist FSH udrzuje rist granul6znich bunék v casném antralnim
folikulu, ktery stimuluje produkci estrogenu (Peters, 1976). FSH také stimuluje expresi LH
receptori na granuléznich bufikdch (Mehlmann, 2013). Vyzkum Eppiga (2001) ukazal, Ze
prestoze vyvoj primarniho a sekundarniho folikulu probih4 za absence gonadotropind, in vitro
tyto folikuly na gonadotropiny reaguji. Vyvoj po raném antralnim folikulu je vSak na
gonadotropinech zcela zavisly. Studie Nilssona and Skinnera (2001) ukazala, Ze FSH a hCG
primo stimuluji expresi ligandu c-kit v granuléznich bunkach, tim zptsobem podporuji
folikularni rast in vivo. Vyzkum Wu et al. (2001) zjistil, Ze preantralni folikuly s optimalni
koncentraci FSH efektivné rostou in vitro, to naznacuje nezbytnost FSH v tomto obdobi vyvoje.
Receptory pro FSH jsou exprimovany na granuléznich burikach preantralnich a antralnich
folikulti a v thékalni vrstvé. FSH v téchto bunkach didajné stimuluje expresi rtstovych faktori a

aktivuje proliferaci granuléznich bunék.

Spravné formovani folikularni dutiny je zaloZeno na usporddani dvou skupin bunék:
kumularni buriky v kontaktu s oocytem a granulézni buiiky u folikuldrni stény (také nazyvané
jako periantralni), (Eppig, 2001). Kromé anatomickych rozdilti jsou buriky odlisné i funkc¢né.
Kumularni buriky (cumulus oophorus) hraji zasadni roli v normalnim riistu a vyvoji oocytu,
zatimco burnky granul6zni stény maji primarné funkci endokrinni a podporuji rist folikulu. Podle
Elvin et al. (1999) syntetizuji protedzy potiebné pro naruseni folikulu p¥i ovulaci. Po ovulaci tyto
granulézni bunky diferencuji na bunky lutealni (Li et al., 2000). Eppig (2001) dale uvadi, Ze
kumularni buniky napfiklad obsahuji velmi malo LH receptorti. Na rozdil od granuléznich bunék,
které tyto receptory maji a jejich nejvyssi exprese je pozorovana v blizkosti bazalni laminy. Peng
et al. (1991) upresiiuje, Ze LH receptory nejsou exprimovany ani na kumularnich burikach, ani na

oocytu.

Kone¢nym procesem diferenciace je luteinizace granuléznich bunék na periferii folikulu,
ke které dochazi béhem preovulacni periody (Eppig, 2001). Dochézi k ni u potkanti, kraliki i

prasat. Luteinizaci zpasobuji folikularni buniky produkci progesteronu. Béhem vlastniho vyvoje
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vSak oocyt vylucuje do folikularni tekutiny ,luteostaticky faktor, ktery inhibuje luteinizaci a
zabranuje tak pred¢asnému ukonceni diferenciace (Nekola a Nalbandov, 1971). BMP-6, BMP-15
a GDF-9 pisobi uvnitf folikulu a inhibuji predCasnou luteinizaci a omezuji biosyntézu
progesteronu indukovanou FSH (Otsuka et al., 2000), na zakladé mechanismu vytvoreni vazby

BMP-15 s folistatinem (Otsuka et al., 2001).

2.1.3. Meioticka kompetence

Meioticka kompetence je definovana jako schopnost oocytu podstoupit a dokoncit
meiotické zrani do metafaze II. Tuto schopnost oocyt ziskava béhem faze rastu (Kanatsu-
Shinohara et al., 2000; Wickramasinghe et al., 1991).

Meioticka kompetence je zpiisobena hlavné hypertrofii a ristem oocytd na témér tiplnou
velikost, kterd u hlodavct dosahuje v priméru 70 — 80 pm, zatimco u jinych druht, jako je
¢lovék, az 100 pm. Béhem preantralni rtstové faze, kdyz jesté nejsou granul6zni buiiky citlivé

na FSH, udrzuji spojeni pomoci struktur TZP (Combelles et al., 2004).

Pokud je oocyt jesté prili§ maly, zistava ve stadiu GV a je zcela meioticky nekompetentni
(Wickramasinghe et al., 1991). Béhem formovani antra jeSté oocyty neziskavaji meiotickou
kompetenci (Motlik et al., 1984). Oocyty, které podstoupi GVBD a a dosdhnou metafaze I, jsou
Castecné meioticky kompetentni (Mitra and Schultz, 1996). Meiotické kompetence oocyt
dosahne v pozdéjsi casti rastu, kdyz dojde do stadia metafaze II (Kanatsu-Shinohara et al., 2000;
Mitra and Schultz, 1996; Wickramasinghe et al., 1991).

Zadny z oocytli pod 90 pm neni schopen obnovit meiosu. Meiotické zrani bylo pozorovano
u oocytt vétSich nez 90 pm a stupeit GVBD se zvySoval s rostouci velikosti oocytu. Progrese do
MII byla pozorovéana u 40 % oocyti o velikosti nad 110 pm a oocyty o priméru
115 pm kompletné dozraly (Hirao et al., 1994).

Castecné meioticky kompetentni oocyty ve folikulu o velikosti 1 — 1,5 mm, podstupuji po
uvolnéni z folikulu rozpad zarodecného vacku (GVBD) a brzy na to vétSina z nich dokonc¢i MI
fazi. Poté oocyty prochazi pres anafazi I a telofazi I aZ dosahnou MII faze s vyclenénym 1.
polovym téliskem. Takovy oocyt je jiZ meioticky plné kompetentni (Ellederova et al., 2004;
Motlik et al., 1984). Podle Marchal et al. (2002) dosahnou plné meiotické kompetence oocyty ve
folikulech vétSich neZ 3 mm. Po dosazeni meiotické kompetence se chromatin v oocytech zda

byt kondenzovany (Sun et al., 2004).
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Rozdily mezi rostoucim a plné dorostlym a kompetentnim oocytem jsou zpisobeny
strukturalnimi a biochemickymi zménami v jadre i cytoplazmé. Strukturalni zmény jsou
popisovany jako mnoZeni a morfologickd zména mitochondrii, ultrastrukturdlni modifikace
Golgiho komplexu a akumulace ribosomii v cytoplazmé. Jadro se zvétSuje, retikularni
konfigurace kondenzuje a télo buriky tvori vyhradné fibrilarni material (Fulka et al., 1998).
Béhem rtstu je chromatin v jadie oocytu dekondenzovany a mikrotubuly se nachazi v interfazi.
Meioticky kompetentni oocyty maji kondenzovany chromatin a pocet mikrotubulovych
organizaCnich center (MTOC) v perinuklearni pozici se zvysSil na 1-5 (Albertini, 1992;

Wickramasinghe and Albertini, 1993; Wickramasinghe et al., 1991).

2.1.4. Faze zrani

PIné dorostlé folikuly reaguji na gonadotropni vinu a pokracuji meiosou z profaze I (GV)
do metafaze II, poté jsou ovulovany (Miyano, 2005; Tsafriri et al., 1982) a obvykle zlstavaji v
tzv. druhém meiotickém bloku, dokud nedojde k oplozeni (Mehlmann, 2013). PraseCi oocyty
dokoncuji prvni meiotické déleni asi 36-40 hodin po zvySeni hladiny gonadotropini (Hunter,
2000). Pro zrani je charakteristicky rozpad zarode¢ného vacku (GVBD) a pretvareni
mikrotubulové sité, poté nasleduje vytlaceni 1. pélového téliska a oocyty zistavaji v metafazi
druhého meiotického déleni. Jen oocyty, které projdou uplnym zranim jsou schopné podstoupit

oplozeni, vytvorit zygotu a projit dalSim vyvojem (Ellederova et al., 2004; Moor et al., 1998).

Zrani oocyt je proces, ktery zahrnuje morfologické, fyziologické a vyvojové zmény z
profaze I do metafaze II meiotickym délenim, remodelaci chromatinu a reorganizaci
cytoplazmatickych organel (Eppig, 1996). Pro zahajeni zrani je potfeba nékolika nezbytnych
procest. Za prvé, oocyt musi mit dokoncen rtst a oddéleny vSechny pozZadované molekuly pred
indukci zrani, protoZe transkripce je poté jiz potlacena. Za druhé, endokrinni a parakrinni signaly
musi byt vytvoreny ve vhodnou dobu a v dostatecnych koncentracich, aby mohly byt zahajeny
vSechny intracelularni zmény jaderného i cytoplazmatického zrani. Do tfetice musi byt zajiSténa

pritomnost vhodnych receptorti a intercelularni prenos (Moor et al., 1998).

a jaderné. Obé dvé jsou nezbytné pro vyvoj vajicka, aby bylo schopné oplozeni a nasledny vyvoj
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zivého potomstva (Eppig, 1996). PrestoZe jsou obé dvé formy na sobé nezavislé, vyvojova
kompetence je dokoncena jen tehdy, pokud jsou oba dva procesy tizce integrované (Moor et al.,
1998).

Cytoplazmatické zrani se vztahuje k procestim, které pripravuji vajicko na aktivaci a
predimplantaci (Eppig, 1996). Zahrnuje syntézu proteind, premisténi cytoplazmatickych organel
a zmény na membrané ovliviiujici transport v oocytu (Moor et al., 1998).

Jaderné dozravani zahrnuje procesy, které zvrati zastaveni oocytu v profazi I a ¥idi postup
meiosy do metafaze II (Eppig, 1996) a je charakteristické rozpadem jaderného obalu nebo
zarodecného vacku a vyvolava se signalnim vzestupem LH v poloviné cyklu (Heikinheimo and
Gibbons, 1998). V oocytu podstupujicim rozpad zarodecného vacku (GVBD) jadro jiZ neni
pozorovano a chromatin je kondenzovan do shluki (Sun et al., 2004). Kromé toho dochazi k
separaci homolognich chromozomii a vyclenéni prvniho pélového téliska (Schultz and
Wassarman, 1977). Vysledkem jaderného zrani je redukce na haploidni soubor DNA (Ueno et
al., 2005).

Poprvé byla pozorovana zména chromatinu v zarodecném vacku (GV) Motlikem a Fulkou
(1976), kteri popsali 4 konfigurace (GV1 — 4) zaloZené na zménach chromatinu, zaniku jadra a
jaderné membrany. Sun et al. (2004) klasifikoval chromatin prasecich oocytti béhem zrani do
péti fazi, kdyz pridal konfiguraci GVO.

GVO0O - jasné viditelné jadro s jadernou membranou, difuzni a fibrilarni charakter
chromatinu v celé jaderné oblasti. V této fazi byla nalezena vétSina oocytti, které se nachazely ve
folikulech menSich nez 1,9 mm. KdyZ ale folikuly dosahly velikosti 2-6 mm, oocyty ve stadiu
GVO jiz kompletné zmizely.

GV1 - jadernda membrana s jadrem jsou neporuSené, ale kondenzovany chromatin se
formuje kolem jadra do tvaru kruhu, nebo podkovy.

GV2 — méa podobny vzor jako GV1 s tim rozdilem, Ze miize byt detekovano nékolik shlukt
chromatinu, zejména v blizkosti jaderné membrany.

GV3 — chromatin se dale kondenzuje do shlukti nebo fetézci rozprostienych po celé
nukleoplazmé.

GV4 — chromatin je stale kondenzovany do shlukt nebo fetézcli, mizi membrana a jadro
jiz kompletné zmizelo. Vzory chromatinu GV3 a GV4 mély vyznamné vyssi zastoupeni ve

folikulech o velikosti 2-2,9 mm, neZ jinych kategorii (Sun et al., 2004).
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Béhem GVBD se vytvari centrozomy, ty se skladaji ze dvou centriol, které obklopuje
pericentriolovy material (PCM). Centrozomy jsou hlavnimi organiza¢nimi centry mikrotubult
(MTOC:sS). Slouzi k segregaci chromozom a prispivaji k sestaveni déliciho vieténka (Manandhar
et al., 2005; Verlhac and Terret, 2016). Vieténko musi zajistit spravnou segregaci homolognich
chromozomt a sesterskych chromatid ve dvou nésledujicich meiotickych délenich (Verlhac and
Breuer, 2013). Kvili abnormalnimu vytvoreni vieténka tak nemusi oocyt dojit do MII faze
(Ogawa et al., 2012). Délici vieteno je u oocytt in vivo delsi, neZ u oocytt v podminkach in vitro
(Ueno et al., 2005). Mikrotubuly cytoskeletu podléhaji béhem déleni dramatickym zménam a

jsou to velmi dynamické struktury (Verlhac and Breuer, 2013).

V profazi prvniho meiotického déleni dochazi po replikaci DNA ke kondenzaci
chromozomti, které se skladaji z bivalentti. Vné jadra se mezi dvéma centrozomy tvoii meiotické
vieténko.

Mezistupenn prometafaze I zahrnuje rozpad jaderné membrany a chromozomy se mohou
pres kinetochory napojit na mikrotubuly déliciho vreténka, které vychazi z MTOCs. Meiotické
vieteno pusobi na chromozomy riznymi silami v zavislosti na tom, kde se od vretene nachazi.
Prenos téchto sil na kinetochory je vSak nezbytny pro efektivni segregaci chromozomi (Alberts
et al., 1998; Shimamoto et al., 2011).

V metafazi I jsou chromozomy v podobé bivalenti sefazeny v ekvatorialni roviné mezi
poly vieténka.

Nasleduje anaféaze I, kde jsou homologni chromozomy kaZdého bivalentu od sebe oddéleny
a jsou taZzeny k opacnym polim vieténka. Mikrotubuly navazané na kinetochory se zkracuji a
zaroven se centrozomy pohybuji k okraji burky, coZ pfispiva k separaci chromozomd.

V pribéhu telofaze I dcefinné chromozomy jiZz doputovaly k pélim vreténka a tvori se
kolem nich jaderna membrana. Poté dochazi k vydéleni 1. pdlového téliska.

Ve druhém meiotickém déleni jiZ nedochazi k replikaci DNA (Alberts et al., 1998). Po
GVBD se MTOCs shromazd'uji v blizkosti kondenzovanych chromozom (Verlhac and Breuer,
2013). Zacne se sestavovat délici vieténko, coZ podporuje aktivnhi RanGTP a spousti faktory
(SAF) pro jeho tvorbu v blizkosti chromozomi (Kaléb et al., 2006). Formovani vieténka je v
meiose II rychlejsi, v porovnani s meiosou I (Verlhac and Breuer, 2013). Mikrotubuly se opét
pres kinetochory navazi na chromozomy, usporadaji je do ekvatorialni roviny a oocyty ztstavaji

v metafazi IT (Alberts et al., 1998). Po vniku spermie do oocytu nebo vlivem partenogenetického
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stimulu, oocyty znovu obnovi meiosu II a dokondi zrani s vydélenim druhého poélového téliska

(Sun and Nagai, 2003).

Asymetrie meiotickych déleni probihajicich v oocytu umoZiuje zachovani matefské
mRNA, proteint a Zivin v cytoplazmé, které byly béhem riistové fadze nahromadény (Verlhac and
Breuer, 2013). Na rozdil od mySich oocyti, je v prasecich nutna aktivni transkripce a translace,
aby probéhla kondenzace chromatinu a rozpad zarodecného vacku (Hunter, 2000). Béhem riistu
a vyvoje se oocyt zasobuje transkripty mRNA a proteiny, které jsou nezbytné pro dokonceni
meiosy, ziskani meiotické kompetence a rany vyvoj embrya (Moor et al., 1998; Tesfaye et al.,
2018). Transkripcni aktivita se v oocytu béhem zrani rychle sniZuje aZ tplné prestane, ale
translace nahromadéné mRNA pokracuje (Heikinheimo and Gibbons, 1998). Proto se
predpoklada, Ze pro plnou meiotickou a vyvojovou kompetenci oocytu je potfebné urcité
mnozstvi proteinti. PredevSim téch, které reguluji pribéh bunécného cyklu (Ellederova et al.,
2004; Fan and Sun, 2004).

Zralé mysi oocyty obsahuji asi 200x vice RNA a 50-60x vice bilkovin neZz primérna
somaticka burika. Vyznamny je také vyssi obsah mRNA v oocytu (15-20 %), na rozdil od
somatické buniky (2-3 %), (Heikinheimo and Gibbons, 1998). Hlavni zmény v syntéze bilkovin

probihaji po rozpadu zarode¢ného vacku (Schultz and Wassarman, 1977).

Gonadotropiny stimuluji folikularni vyvoj vyvolany zménami metabolismu oocytd s
neposkozenym folikulem pred normalnim zahdjenim zrani LH vinou. Pulsace LH se vyskytuje
béhem 24 hodin preovulacni periody a dosahuje vrcholu 6-8 hodin po zacatku estru. Tato LH
vlna zahajuje zrani oocytu, které je dokonceno 18-22 hodin poté (Moor et al., 1998). Vyzkum
Oussaid et al. (1997) prokazal, Ze pulsace LH béhem folikularni faze nema Zadny vliv na pocet
ovulaci zvitete, poCet oocytl, které dokoncily meiosu, ani na rychlost oplozeni. Nicméné jeji
absence podstatné zhorSuje dalsi folikularni vyvoj.

Vyzkum Sun et al. (2001) ukazal, Ze biologické faktory, jako jsou gonadotropiny,
pritomnost kumularnich bunék a velikost folikult, ovliviiuji nuklearni i cytoplazmatické zrani,
stejné jako vyvojovy potencial embrya. Gonadotropni LH vilna vede k eliminaci jedné nebo vice
inhibi¢nich latek, napfiklad inhibitor dozravani oocyti (OMI), coz vede k aktivaci cyklindg,
fosfataz a kindz, které jsou nutné pro dosazZeni jaderného zrani (Hunter, 2000). Inhibi¢ni efekt
OMI zavisi na poctu granuléznich bunék a jeho aktivita se ve folikularni tekutiné prasat s

vyvojem folikulu postupné snizuje (Tsafriri et al., 1982).
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Rozpad zarodecného vacku je vyvolan LH vilnou v poloviné cyklu a in vitro je tento proces
spojen se sniZenim intracelularnich koncentraci cAMP. Tento a dalSi kroky meiosy jsou Fizeny
faktorem podporujicim M-fazi (MPF). Zda se, Ze cAMP produkovany granul6znimi buiikami do
oocytu blokuje znovuobnoveni meiosy (Heikinheimo and Gibbons, 1998). Inhibi¢ni efekt cAMP
pfi meiotickém zrani in vitro potvrzuje Schultz and Wassarman (1977) i Tsafriri et al. (1982).

Také bylo prokazano, Ze schopnost oocytu podstoupit spontanni zrani in vitro ovliviiuje i
pritomnost FSH a zda se, Ze jeho ucinek je zprostfedkovan syntézou estradiolu. Z toho vyplyva,
Ze steroidy mohou hrat dilezZitou roli pfi navozeni meiosy a dosazeni metafaze II (Tsafriri et al.,

1982).

Béhem zrani je dilezita komunikace folikularnich bunék s oocytem. Oba dva typy bunék
jsou ve spojeni prostiednictvim mezerovych spojt, které umozZiuji prenos metaboliti a
regulacnich latek (Heikinheimo and Gibbons, 1998; Mehlmann, 2013). Folikularni butiky témito
spoji také ovliviiuji membranovy potencial oocytu. Zda se, Ze LH signal zptisobuje depolarizaci
membrany. V té jsou pritomny vapenaté kandly, které se v dusledku depolarizace aktivuji a
dochézi ke zvySeni intraceluldrniho Ca, coz méni funkci oocytu (Mattioli et al., 1990).

Proces zrani in vivo je ukoncen uvolnénim zralého oocytu v metafazi II z folikulu (Fulka et

al., 1998).

2.1.5. Starnuti oocytu

V pripadé, Ze nedojde k oplozeni oocytu v MII fazi, prochazi tyto oocyty procesem
degradace, ktery je oznacCovan jako postovulacni starnuti (Lord and Aitken, 2013). Dochazi k
uvoliiovani ligandu Fas (sFasL) z kumularnich bunék oocytu. Ten se navaZze na receptor Fas na
membrané oocytu a dochdzi ke stimulaci signalnich drah, které vedou ke zvySeni hladiny Ca*
prostrednictvim aktivace CaMKII a kaspazy-3, coZ usnadriuje starnuti oocytt (Zhu et al., 2016).
Kaspaza-3 zprostredkovava degradacni proces a je soucasti bunécné smrti (Zhang et al., 2003).
Signalni draha indukovana Fas aktivuje starnuti oocyt (Zhu et al., 2015), s tim je spojena i
vysoka hladina intracelularniho vapniku (Fissore et al., 2002). Zahajeni apoptézy pomoci Fas je
hlavni drahou v riznych burikach a tkanich béhem normalnich biologickych procest stejné jako

pri patologickych poruchach (Ju et al., 1995; Poulaki et al., 2001). Klinické disledky starnoucich

oocytd zahrnuji sniZenou pravdépodobnost oplozeni, horsi kvalitu oocyti i embryi, vyssi
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pravdépodobnost rané embryondlni mortality a vyskyt abnormalit u potomki (Lord and Aitken,

2013).

2.1.6. Faktory tcastnici se oogeneze

MPF (maturation/ M-phase promoting factor)

MPF je protein ucastnici se regulace progrese bunécného cyklu pri G»/M prechodu pri
meiose i pfi mitose (Fan and Sun, 2004; Hunter, 2000; Murray and Kirschner, 1989). Je nazyvan
také jako metafazi podporujici faktor (Trounson et al., 1998). MPF je serin — threoninova protein
kinaza, ktera je sloZena z regulacni podjednotky — cyklin B, a z katalytické podjednotky cyklin
dependentni kindzy — p34cdc2 (Hunter, 2000). Rostouci prase¢i oocyty v preantralnim folikulu
zacCinaji akumulovat p34cdc2 (Hirao et al., 2008). V neddvné dobé byla identifikovana
Greatwall kindaza (GWL) jako podstatna sloZka MPF (Hara et al., 2012), ktera se podili na
meiotickém zrani prasecich oocytt (Li et al., 2013).

Cyklin B je periodicky syntetizovan a zase degradovan. Jeho syntéza je potfeba pro vznik
komplexu MPF. Proto je nutny k fizeni zvySovani MPF aktivity po GVBD (Wu et al., 1997). Zda
se, Ze cyklin B je jediny druh mRNA podilejici se na prechodu G2/M (Murray and Kirschner,
1989). Inaktivace MPF je doprovazena poklesem hladiny cyklinu B1. Bylo zjiSténo, Ze suprese
tohoto cyklinu blokuje zrani. Vysledky experimentu ukazaly, Ze CB1 se exprimuje hlavné v MII
a syntéza alespon jednoho z cyklinii B1, nebo B2 je nezbytna pro spravné nacasovani GVBD
(Kuroda et al., 2004). Pti prechodu z metafaze do anafaze dochazi k degradaci cyklinu, coZ vede
k inaktivaci MPF. Na cykliny se napojuji ubiquitiny a nasledné dojde k jeho proteolyze v
proteazomu (Glotzer et al., 1991).

Aktivace MPF zavisi na tyrosinové defosforylaci p34cdc2 a syntéze cyklinu B (Sun and
Nagai, 2003). Po sestaveni cyklin-B-p34cdc2 kinazového komplexu se vytvorena MPF udrzuje v
neaktivnim stadiu fosforylaci specifickych aminokyselinovych zbytkt kindzy p34cdc2 (Gu et al.,
1992). K této inaktivaci dochazi v ranych antralnich folikulech (0,5 - 0,7 mm) pravdépodobné
Mytl kindzou (Kanayama et al., 2002). Cdc25-fosfatdza Fidi defosforylaci threoninovych a
tyrosinovych zbytkd, a tak aktivuje MPF (Gautier et al., 1991). Ve folikulech 1,0 - 1,5 mm jsou
oocyty v metafazi I schopny aktivovat cdc2 kinazu, ale nemohou aktivovat MAP kindzu kinazu
(MEK nebo MAPKK), ktera je soucasti signalni drahy MAP kinaz (Miyano, 2003). Ke konci
rastové faze ziskavaji praseci oocyty schopnost aktivovat cdc2 kindzu a poté i vyuzit signalni

drahu MAP kinaz pro ziskani plné meiotické kompetence (Kanayama et al., 2002).
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MPF v cytoplazmé stoupa kratce pred GVBD a indukuje pravé jiZz zminény rozpad
zarodecného vacku, kondenzaci chromozomii (Ford, 1985) a tvorbu déliciho vieténka (Hunter,
2000). MPF také pravdépodobné inhibuje RNA polymerazu II, coZz by vysvétlovalo inhibici
transkripce v poslednich fazich zrani oocytu (Heikinheimo and Gibbons, 1998).

Aktivita MPF roste aZ dosahne MI faze, poté béhem anafaze I a telofaze I klesa, dojde k
vydéleni 1. p6lového téliska a znovu roste v dobé metafaze II, kdy se vajicko nachazi v druhém
meiotickém bloku. SniZeni jeho aktivity je nezbytné pro vystup z tohoto bloku a dochazi k nému
kratce po proniknuti spermie do oocytu (Hunter, 2000; Kikuchi et al., 1995; Naito and Toyoda,
1991; Ogushi et al., 2005). Vystup z meiosy I je spojen s degradaci cyklinu B, coZ vede k
CasteCné inaktivaci MPF a docasnému sniZeni jeho aktivity (Tunquist and Maller, 2003).

MPF se také oznacCuje jako histon kinaza (Naito and Toyoda, 1991), protoZe jejim
substratem je histon H1. Mista na tomto histonu jsou specificky fosforylovana cdc2 kindzou a
tento proces fosforylace je dtileZitou soucasti pro vstup bunék do mitosy (Langan et al., 1989).
Histon H1 hraje také dileZitou roli v baleni nukleozomti. Pfedpoklada se, Ze fosforylace tohoto
histonu H1 ma vliv na kondenzaci chromozomii béhem bunécného déleni (Bradbury et al.,
1974).

Ke stabilizaci MPF béhem druhého meiotického bloku je potfeba exprese c-mos, ktery je
soucasti cytostatického faktoru (CSF), (Kubiak et al., 1993; Trounson et al., 1998). V mysSich
oocytech c-mos inhibuje degradaci cyklinu B, coZ vede k jeho akumulaci mezi meiosou I a II

(O’Keefe et al., 1991).

Obr. 3.1. Aktivita MPF a MAPK béhem bunécného cyklu (Fan and Sun, 2004)
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MAPK (mitogen-activated protein kinase)

MAP kinazy jsou signalni molekuly, které aktivuji kaskadu nejméné tfi protein kindz v
sérii, coZ zvySuje jejich aktivaci. Jsou hlavni soucésti v Fizeni embryogeneze, diferenciace a
proliferace bunék a bunécné smrti (Pearson et al., 2001). Protein kinazy zptsobujici fosforylaci a
fosfatazy, které zptisobuji defosforylaci prislusSného proteinu, hraji pfi meiose klicovou tlohu
(Fan and Sun, 2004).

Mitogen-activated protein (MAP) kinaza patfi do rodiny serin/threonin protein kinaz. Je
také nazyvana jako extracellular-regulated kinase (ERK). Pro plnou aktivitu MAPK je nutna
fosforylace threoninovych a tyrosinovych zbytkt (Fan and Sun, 2004; Inoue et al., 1995).

Mos, MAPKK a MAP kinaza jsou aktivovany stejné jako MPF béhem obdobi zrani oocytu
a inaktivovany kratce po oplozeni, nebo partenogenetické aktivaci (Fan and Sun, 2004; Kosako
et al., 1994). Aktivita MAP kinazy je ve stddiu GV oocytt nizka. K vlastni aktivaci dochazi az po
GVBD (Inoue et al., 1995). Hodnoty MAPK se postupné zvySuji, dokud builka nedosahne
metafaze II, poté jeji aktivita zlistava vysoka, i kdyz hladina MPF béhem anaféaze I a telofaze I
docasné poklesne. Na rozdil od MPF zlistivda MAP kinazova aktivita vysoka i pfi vydéleni
prviniho poélového téliska (Hunter, 2000). Inoue et al. (1995) pfi vydéleni 1. pélového téliska
zaznamenal nepatrny pokles aktivity MAP kinazy.

Vzrtst aktivity MAP kindzy nezavisi na jeji syntéze, ale na fosforylaci (Inoue et al., 1995).
MAP kinaza je aktivni pouze v pripadé, kdyZ jsou tyrosinové i threonino-serinové zbytky
fosforylované. Tuto fosforylaci miZe zabezpecCit aktivator MAP kinazy, coz je fosfoprotein o
velikosti 45 kDa a je proto dilezitym ¢lankem ve fosforylacni kaskadé. Kromé aktivatoru je pro
aktivaci MAP kinazy potfeba i ATP. Zpétnou defosforylaci a inaktivaci MAP kinazy iniciuje
protein fosfataza 2A (Kosako et al., 1992; Matsuda et al., 1992).

Aktivni MAP kinaza se podili na dozravani prasecCich oocytt, jak jiZz bylo uvedeno,
zejména v obdobi po GVBD (Inoue et al., 1995; Sun et al., 2002). Pfedcasna aktivace MAP
kinazy indukuje predcasny rozpad zérodecného vacku u meioticky nekompetentnich oocytt (Sun
et al., 2002). Bylo uvedeno, Ze MAP kinaza muiZe regulovat faktory zapojené do aktivace nebo
stabilizace MPF (Kosako et al., 1994). MAPK se také podili na regulaci organizace mikrotubuli
a sestavovani meiotického vreténka (Fan and Sun, 2004)

Clenem této MAP kinazové kaskady v prasec¢ich oocytech je i p90rsk. Tato ribosomalni S6
protein kinaza o velikosti 90 kDa je povaZzovana za nejznaméjsi substrat MAP kinazy (Fan et al.,
2003a). Signalni draha Mos/MEK/MAPK/p90rsk reguluje bunécny cyklus prostrednictvim

kaskadové fosforylace a je v kumularnich buifikdch nepostradatelnda pro obnovu meiosy
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indukovanou gonadotropiny. MAP kinaza a p90rsk jsou vysoce fosforylované mezi MI a MII
fazemi, coZ je obdobi kdy jsou mikrotubuly sestaveny do déliciho vieténka (Fan and Sun, 2004;
Sun et al., 2002). Jejich aktivita se soubézné zvySuje kratce po GVBD, kulminuje v MI fazi a
udrZuje vysokou aktivitu v metafazi II (Fan et al.,, 2003a; Sugiura et al., 2002). P90rsk je
aktivovana pomoci ERK1 a 2, které ji fosforyluji na mistech Ser369 a Thr577 v in vivo i in vitro
podminkach (Dalby et al., 1998). MEK neboli MAP kinaza kinaza je téZ aktivovana fosforylaci a
jejim aktivatorem v oocytech obratlovci je Mos, coZ je produkt proto-onkogenu c-mos.
(Tunquist and Maller, 2003). C-mos mRNA se uchovava v rostoucich oocytech a je prekladana
na protein Mos, ktery stimuluje MAPK kaskadovou fosforylaci béhem zrani oocytu (Gebauer
and Richter, 1997).

Bylo zjiSténo, Ze MAP kinazy interaguji s MPF v Fizeni progrese bunécného cyklu (Fan
and Sun, 2004). Nahromadény Mos aktivuje drahu MAPK, pravdépodobné pres aktivaci p90rsk.
Aktivni p90rsk inaktivuje Myt1l a podpofi tak aktivaci komplexu MPF a vstup do meiosy I (Fan
et al., 2002).

CSF (cytostaticky faktor)

Béhem zrani se objevuji cytoplazmatické faktory, které podporuji syntézu DNA a zastavuji
bunécny cyklus v metafazi (Ford, 1985). Exprese c-mos, ktery je soucasti cytostatického faktoru
(CSF), je potreba ke stabilizaci MPF béhem druhého meiotického bloku (Kubiak et al., 1993;
Trounson et al., 1998). CSF je definovan jako aktivita, kterd je schopna inhibovat prechod z
metafaze II do anafaze II (Fan and Sun, 2004).

Zda se, Ze CSF je soucasti signalni drahy Mos/MEK/MAPK/p90rsk (Fan and Sun, 2004).
Podle studie Kosako et al. (1994) je v signalni draze indukujici expresi Mos vyuZita i MAPKK
(MEK).

Je zajimavé, Ze prestoZe aktivni CSF udrZuje oocyty v MII fazi druhého meiotického
bloku, neni potfebna inaktivace CSF nebo MAPK pro z ného vystoupeni po oplozeni. Za
fyziologickych podminek je uvolnéni z MII zprostiedkovano Ca?*/kalmodulin-dependentni
kinazou IT (CaMKII), ktera spousti degradaci cyklini M-faze a segregaci sesterskych chromatid
(Fan et al., 2003b). Zaroveri se aktivita MPF v pritomnosti Ca®*, které se uvolfiuji pfi oplozeni,
extrémné rychle ztraci (Ford, 1985).

Po oplozeni nasleduje rychly pokles aktivity MPF, zatimco CSF je pritomen jeSté
30 — 45 minut po oplozeni, neZ také klesne (Tunquist and Maller, 2003). Inaktivace MAPK
zptisobuje uvolnéni oocytu z MII faze (Tatemoto and Muto, 2001). MEK inhibitor U0126

19



partenogeneticky aktivuje mySi oocyty. V médiu s praseCimi oocyty tento inhibitor znatelné
snizil aktivitu MAPK i MPF a asi polovina oocytli vstoupila do interfaze (Fan et al., 2003a).
Podle téchto vysledki je jasné, Ze aktivita MAPK je nezbytna pro udrzeni MPF aktivity a pro
udrZeni oocytu v MII fazi (Fan and Sun, 2004). Ztrata aktivity CSF po oplozeni mtzZe byt
zptisobena degradaci Mos a inaktivaci MEK a MAP kinazy (Kosako et al., 1994).

Predpoklada se, Ze Mos je dileZitou soucasti pri procesu uvolnéni z profaze prvniho
meiotického bloku a pfi vyvolani druhého meiotického bloku v metafazi II (Kosako et al., 1994).
V mysich oocytech c-mos inhibuje degradaci cyklinu B, coZ vede k jeho akumulaci mezi
meiosou I a IT (O"Keefe et al., 1991).

Bylo zjiSténo, Ze endogenni produkct c-mos, konkrétné pp39mos, pozitivné ovliviiuje
iniciaci MPF a tim i meiotické dozravani oocytti u rodu Xenopus. Je jednim ze spoustécii pro
prechod G2/M (Sagata et al., 1989). Stejnych zavért bylo dosazZeno i u mysi, kde byl produkt
c-mos, pp39mos, detekovan v oocytech s vydélenym polovym téliskem, béhem GVBD, v

metafazi I, anafazi I i v ovulovanych vajickach (Paules et al., 1989).

Cyklické nukleotidy

Cyklické nukleotidy jsou klicové molekuly pro regulaci meiosy u savcich oocytt. Patfi
sem cyclic adenosine 3", 5"- monophosphate (cAMP) a cyclic guanosine 3", 5"- monophosphate
(cGMP), (Gilchrist et al., 2016; Hubbard and Price, 1988).

Cyklicky AMP je syntetizovan z ATP aktivni adenylyl cyklazou (AC) pfimo v oocytech
hlodavct (Horner et al.,, 2003). Nicméné hlavnim zdrojem cAMP jsou somatické buriky
obklopujici oocyt, pricemz se cAMP do néj pak prenasi pomoci mezerovych spoji (Bornslaeger
and Schultz, 1985; Conti et al., 2012; Salustri et al., 1985). Vyssi hladina cAMP, ktery v oocytu
hraje roli sekundarniho posla, zabrafuje rozpadu zarodecného vacku a podili se tak na udrZovani
oocytu v meiotickém bloku (Gilchrist et al., 2016; Cho et al., 1974). Takova hladina cAMP
aktivuje cAMP dependentni protein kinazu A (PKA), ktera zabranuje aktivaci MPF a udrZuje
oocyt v M-fazi. MPF se inaktivuje fosforylaci dvou vysoce konzervativnich zbytkt podjednotky
Cdc2, Thr14 a Tyrl5. Tento proces je katalyzovan Weel kindzami, zatimco defosforylace téchto
zbytkl zavisi na na fosfatazach Cdc25 (Conti et al., 2012). Nékteré studie ukazuji, Ze PKA
reguluje primo aktivitu Cdc25 fosfataz a Weel kinaz (Oh et al., 2010; Pirino et al., 2009).

Bylo také zjisténo, Ze cAMP se mize podilet na regulaci aktivity faktord, které upravuji
prubéh transkripce a remodelaci chromatinu v dorostlych oocytech kratce pred obnovenim

meiosy (Gilchrist et al., 2016).
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Molekuly cGMP pronikaji pfes mezerové spoje z granuloznich bunék do oocytu, kde
inhibuji enzym PDE3A a zabrafuji tak hydrolyze cAMP (Norris et al., 2009; Vaccari et al.,
2009). Aktivni PDE jsou fosfodiesterazy cyklickych nukleotidd, které jsou pfitomny v oocytu a
inaktivuji cAMP. V oocytech mysi se nachazi PDE3 a v granul6znich buiikach PDE4 (Conti et
al., 2002). Timto zptisobem cGMP udrzuje dostatecnou hladinu cAMP v oocytu a podporuje tak
setrvani oocytu v meiotickém bloku (Gilchrist et al., 2016).

LH zpisobuje akutni kratkodobé zvySeni cAMP v somatickych burikach preovula¢niho
folikulu. Dochdazi k nému bezprostfedné pred GVBD a je proto potfebné pro iniciaci meiotického
zrani. Zminéné jednorazové zvySeni hladiny je vyznamné, protoZe je aZz 80-200x vySsi
(Yoshimura et al., 1992). To vede k aktivaci MAPK kaskady, ktera zavie mezerové spoje mezi
granul6znimi bunkami a oocytem (Sela-Abramovich et al., 2006). LH zaroven sniZuje mnoZstvi
c¢GMP v granuldznich burikach, které miize vychazet z inhibice guanylyl cyklazy, nebo stimulace
cGMP fosfodiesteraz. ProtoZe molekuly jiZ nemaji kudy prochazet, sniZi se koncentrace cGMP i
v oocytu (Patwardhan and Lanthier, 1984; Vaccari et al., 2009). Vysledkem je pak aktivace
PDE3A, sniZeni hladiny cAMP a oocyt prochazi meiotickou progresi (Norris et al., 2009).

Vapnik

Vépnik je dileZitou intracelularni signalni molekulou. B&Zna hladina Ca** v burice je asi
100 nM, coz je 20 000x nizZSi koncentrace, neZ jsou 2 mM v extracelularnim prostiedi. Prilis
vysoka hladina Ca** v intraceluldrnim prostfedi vede k bunécné smrti (Clapham, 1995).

Vapenaté ionty hraji zasadni roli v regulaci mnoha bunéénych procesti — kontrakci hladké
svaloviny, smyslovém vnimani, neurohumoralni signalizaci (Berridge, 1993) a v neposledni fadé
také regulaci meiosy savcCich oocytt a fertilizaci (Petr et al., 2001).

Vapnik je uskladnén v intracelularnich zasobarnach, jako jsou mitochondrie a
endoplazmatické retikulum (ER), které je nejvétSi. V ER jsou vapenaté ionty navazany na
specializovanych proteinech, jako je calsequestrin. Hlavni depozita prasecich oocytt se nachazi
ve vakuolach, v mitochondriich, na povrchu lipidovych granul, ale rovnéZ v karyoplazmé a
cytoplazmé kumularnich bunék. (Petr et al., 2001).

Uvolfiovani Ca** do cytosolu je zprostfedkovano dvéma signalnimi kaskddami. Jedna
draha vyuZziva inositol (1,4,5) — trifosfat (IP3;) a druha draha je zprostfedkovana ryanodinovymi
receptory (RyR), (Clapham, 1995; Wilding and Dale, 1997). Z cytoplazmy do ER jsou Ca*
aktivné premistovany pomoci SERCA pump zanofenych v membrané retikula, za vyuziti ATP

(Clapham, 1995; Schuster et al., 2002).
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Pro uvolnéni Ca®" na zdkladé signalizace pomoci IP; je zdsadni protein fosfolipdza C
(PLC). Rtizné izoformy PLC jsou aktivovany prostfednictvim hormonalnich receptort ve spojeni
s G-proteiny (PLC[), které se nachazi na povrchu oocytu, nebo protein kindzami (PLCy), nebo
vapnikem (PLCJS), (Rebecchi and Pentyala, 2000). Fosfolipdza C rozklada fosfatidyl inositol
4,5-bisfosfat (PIP,) na IP; a diacylglycerol (DAG). Molekula IP; se navaZe na vlastni receptor
(IP;R), ktery se nachazi na endoplazmatickém retikulu a z néj se poté kanalky uvolni vapenaté
ionty do cytosolu (Schuster et al., 2002). Luteiniza¢ni hormon (LH) ma pozitivni vliv na syntézu
PLC a stimuluje vySe uvedenou kaskadu (Davis et al., 1986).

Dalsi mechanismus pro uvolnéni Ca** z ER je vyznamné vyuZivan ve svalovych burikach a
neuronech. Jde o ryanodinové receptory (RyR) umisténé na membrané zasobarny vapniku,
jejichZ aktivatorem je cyklicka ADP riboza (Schuster et al., 2002), nebo zvySena hladina vapniku
v cytosolu (Clapham, 1995). Cyklicka ADP rib6za je z nikotinamid adenin difosfatu (NAD+)
preménéna ADP ribosyl cyklazou nebo NAD+ glykohydrolazou. Zarovei je potfeba pritomnost
kalmodulinu v burice, (Jacobson et al., 1995; Lee et al., 1995).

Kalmodulin (CaM) je protein, na ktery jsou schopny se navéazat Ca**. Je pfitomny ve viech
eukaryotnich buiikach, reguluje koncentraci Ca** v intracelularnich podminkach a je souddasti
raznych signalnich drah (Chin and Means, 2000).

Ca’"/kalmodulin dependentni protein kindza II (CaMKII) je serin-threoninova protein
kinaza, ktera je aktivovana vapenatymi ionty nebo kalmodulinem (Hama et al., 1995). BéZné€ je
udrZzovana v inaktivnhim stavu, ale v pritomnosti vapniku nebo kalmodulinu se enzym
autofosforyluje na threoninu 286 a stane se aktivnim. CaMKII se podili na regulaci vzniku MPF
a MAPK kaskady, proto je dileZitym regulatorem meiotického cyklu, tvorby déliciho vieténka a
aktivaci prasecich oocytt (Fan et al., 2003b).

Je znamé, Ze oplozeni spousti oscilacni vlnu intracelularniho vapniku (Wilding and Dale,
1997). Uvolnény Ca** vede k aktivaci proteolytickych enzymd, které degraduji c-mos a cyklin B,
coZ ma za nasledek inaktivaci MPF a tim i dokonceni meiosy II (Lorca et al., 1994). Cyklin B je
degradovan pres CaMKII (Fan et al., 2003b) a c-mos ubikvitinaci v proteazomu (Ishida et al.,

1993).

Gasotransmittery
Gasotransmittery jsou malé plynné molekuly, mezi které patfi oxid dusnaty (NO),
sirovodik (H.S) a oxid uhelnaty (CO), (Sen and Snyder, 2010). Plynové molekuly se nedaji

skladovat ve vackovitych strukturach, ale musi byt opétovné enzymaticky resyntetizovany podle
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aktualni potfeby. Jako signalni molekuly difunduji pfimo do bun€k a interaguji s cili (Mustafa et
al., 2009), jsou po uvolnéni rychle degradovany a vzajemné se mezi sebou ovliviiuji (Pae et al.,

2009).

Oxid dusnaty (NO) byl prvnim popsanym gasotransmitterem (Pae et al., 2009). Vzhledem
k tomu, Ze ma jeden neparovy elektron v poslednim orbitalu, je to volny radikal a jako takovy je
vysoce reaktivni (Chung et al., 2001). Jeho syntéza proto musi byt prisné regulovana a presné
urcovana jeho signalizace (Bredt, 2003).

NO se ucastni dilatace krevnich cév, je neurotransmitterem v centralni i periferni nervové
soustavé a podili se na nespecifické imunitni odpovédi (Choi et al.,, 2002). Ovliviiuje
posttranslacni modifikace proteini pfimo (nitrosylace, nitrace) i neprimo (methylace, ribosylace)
a aktivitu guanylat cyklazy (Schmidt, 1992). Dale prispiva k aktivaci apoptotické signalni drahy
v pripadé jeho dlouhodobé nadprodukce. Prahova hodnota NO, ktera spousti apoptozu se v3ak v
burikach lisi. Nicméné nizka nebo fyziologicka koncentrace NO apoptéze zabranuje (Choi et al.,
2002). VSechny izoformy NO syntéaz, které jsou niZe detailn€ji popsany, reguluji vznik NO a
ovliviuji tak zisk meiotické kompetence v prasecich oocytech (Chmelikova et al., 2009).

Biosynteticky enzym NO syntaza (NOS), ktery vyrabi oxid dusnaty, vyuZiva jako substraty
L-arginin, NADPH a O, za vzniku produkti NADP a citrulinu (Alderton et al., 2001). Existuji 3
izoformy NOS: nervova NOS (nNOS), indukovatelnd NOS (iNOS) a endotelidlni NOS (eNOS),
(Pae et al., 2009). NO syntazy jsou bidoménové struktury. N-oxygenazova doména ma vazebna
mista pro hem, BH, a L-arginin a C-reduktaizova doména se sklada z vazebnych mist pro
kofaktory FAD, FMN a NADPH (Ghosh and Stuehr, 1995). Oxidac¢ni funkce uvedenych
izoforem jsou zprosttedkovany FAD (flavin adenin dinukleotidem), FMN (flavin
mononukleotidem) a BH, (tetrahydrobiopterinem) a jsou fosforylovany serin kindzami (Mustafa
et al., 2009).

Nervova NOS také znama jako NOS-1 (Bredt, 2003) se nachazi v cytoplazmé oocytu a v
zarodecném vacku (Chmelikova et al., 2010). Forma nNOS je pritomna pouze v oocytu, nikoliv
v granuléznich ani kumularnich burikach (Chmelikova et al., 2009). NO produkovany nNOS je
dilezity pro uvolfiovani neurotransmitteru zavislého na receptoru N-methyl-D-aspartatu
(NMDA), pro neurotoxicitu a zvySeni hladiny cGMP. Nosny protein Capon interaguje s nNOS
doménou PDZ prostiednictvim C-konce a vede molekulu k cilovym proteinim. Doména PDZ je
charakterizovana jako soucast nNOS o velikosti 20-100 aminokyselin, na kterou se vaZe protein

Capon (Jaffrey et al., 1998).
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Indukovatelna NOS neboli NOS-2 je na nezavisla na vapniku (Alderton et al., 2001) a je
dispergovana v cytoplazmé oocytu (Chmelikova et al., 2010). NO z iNOS inhibuje meiotické
zrani tim, Ze zvySuje koncentrace cGMP v preovulacnich folikulech (Nakamura et al., 2002).
Byla potvrzena pritomnost iNOS v jadie meioticky nekompetentnich oocyti, ve kterych jesté
probiha syntéza RNA potfebnd pro jeho dalsi vyvoj. V jadrech oocytli s dokonfenym ristem
vsak jiz iNOS nebyla nalezena. Proto je pravdépodobné, Ze iNOS mtze byt dileZita pro syntézu
RNA béhem riistové periody oocytu (Chmelikova et al., 2009).

Endotelialni NOS neboli NOS-3 (Bredt, 2003) je pritomna v cytoplazmé, zarodecném
vacku a je asociovana s meiotickym vieténkem (Chmelikova et al., 2010). eNOS je stejné jako
nNOS Ca**- CaM dependentni a obé produkuji malé mnoZstvi NO po kratkou dobu (Lamas et
al., 1992). Stimulace vapnikem zajiSt'uje rychlou aktivaci téchto izoforem (Mustafa et al., 2009),
protoZe vazebné misto CaM zvySuje rychlost pfenosu elektronii z NADPH (Alderton et al.,
2001).

V oocytu jsou pritomny vSechny izoformy NOS. V granuléznich a kumularnich burikach se
vSak nachazi pouze iNOS a eNOS (Chmelikova et al., 2009). Bylo zjiSténo, Ze NOS a NO se
ucastni meiotického zrani, oplozeni a pre-implantacniho embryonalniho vyvoje (Petr et al.,
2007). Je ddlezité v jaké koncentraci NO piisobi. Nizké intracelularni koncentrace oocytu ve
stadiu GV podporuji produkci progesteronu v granuléznich burkach, indukuji GVBD a
dozravani oocytd. Na druhou stranu, pfili§ vysokd mnozstvi udrZuji oocyty v meiotickém bloku a
zpusobuji apoptézu (Nakamura et al., 2002; Thaler and Epel, 2003). Vysledky studie Nakamury
et al. (2002) ukazaly, Ze donor NO inhibuje zrani oocytu in vitro skrze inhibici MAPK aktivaci

tyrosin kinaz.

Sirovodik (H-S) neboli sulfan je charakterizovan jako bezbarvy plyn, ktery silné zapacha
(Wang, 2002).

Je prokazano, Ze je sirovodik fyziologicky syntetizovan enzymy cystationin [3-syntazou
(CBS) a cystathion y-lyazou (CSE), které vyuZivaji metabolismus cysteinu. DalSim enzymem je
3-mercaptopyruvat sulfurtransferaza (3-MPST), ktera za pritomnosti vhodnych substratti reaguje
s cystein aminotransferazou (CAT) a produkuje H.,S (Wang, 2010). In vivo k syntéze sulfanu
dochazi oxidaci v mitochondriich nebo methylaci v cytosolu (Yang et al., 2008; Wang, 2002).

H,S se ucastni riznych fyziologickych procest relaxace hladké svaloviny, neuralni
vzruSivosti (Wang, 2002), vCetné jeho vlivu na reprodukcni funkce (Nevoral et al., 2015a). Dale

funguje jako regulator krevniho tlaku a fyziologicky vazodilatator (Zhao et al., 2001). Také

24



ovliviiuje tvorbu cyklickych nukleotidi tim, Ze inhibuje fosfodiesterazy (PDEs), (Cao et al.,
2017).

Ve zrajicich prasecich oocytech byla detekovana mRNA enzym syntetizujicich H,S: CBS,
CSE a 3-MPST. Inhibice téchto enzymu zptisobuje zpomaleni meiotického zrani. Predpoklada
se, Ze je HoS nutny k regulaci MPF a MAPK v obdobi zrani oocytu (Nevoral et al., 2015a,
2015b).

2.2. Oxid uhelnaty (CO)

Oxid uhelnaty je bezbarvy plyn bez zdapachu a ve vysokém mnoZstvi toxicky. Je
fyziologicky produkovany burikami savci béhem degradace hemu a tcastni se regulace
metabolismu (Motterlini and Foresti, 2017; Racek, 2012). Ma dvouatomovou molekulu, ktera se
sklada z jednoho atomu uhliku kovalentné vazaného na jeden atom kysliku (Pae et al., 2009).

V porovnani s ostatnimi gasotransmittery CO neni reaktivni molekula a od jeji produkce v
burikach az po jeji vyloucCeni dychanim se priliS neméni. To ma vliv na jeji signalizacni aktivitu,
coZ znamen4, Ze priliS nereaguje s okolnimi molekulami a je tedy potencionalné odolnéjsi viici

vlastni pfeméné a jeji ucinnost trva delSi dobu (Motterlini and Foresti, 2017).

2.2.1. Obecné vlastnosti a toxicita CO

Bod tani CO je -205 °C a bod varu -192 °C. Ma lipofilni charakter, minimalné se rozpousti
ve vodé a snadno prostupuje membranami (Racek, 2012).

CO funguje jako signalni molekula ve velmi nizkych koncentracich. Interaguje pouze s
nékterymi proteiny obsahujici kov, vCetné bilkovin zavislych na hemu (hemoglobin, myoglobin,
peroxidazy, NOS, cytochrom P.s) a nékterymi plyny (NO, H,S), (Kajimura et al., 2012). CO je
oproti ostatnim gasotransmitterim velice specificky a vysoce selektivni. Vaze se pouze na
Zeleznaty hem (Fe®"), (Motterlini and Foresti, 2017) a ma schopnost zabranit jeho oxidaci (Sher
et al., 2012). Ve vysoké koncentraci je vSak cytotoxicky, protoZe inhibuje respiracni aktivitu v
mitochondriich (Long et al., 2014).

Oxid uhelnaty v prfirodé vznika pfi nedokonalém spalovani uhlikatych latek. Je obsaZen ve
vyfukovych plynech ze spalovacich motorti, v kamnech, v tabakovém koufi. Jeho vazba na hem

je 200x silnéjsi neZz vazba kysliku, vznikly karboxyhemoglobin (COHb) proto neni schopen
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vazat kyslik a prenaset ho do tkani (Racek, 2012). V disledku toho dochazi k hypoxii tkani a

otravé oxidem uhelnatym (Kourti et al., 2017).

2.2.2. Syntéza CO v Zivych organismech

Hemoxygenazy degraduji hem, ktery opousSti starnouci Cervené krvinky, za tcelem
uvolnéni oxidu uhelnatého (CO), Zeleznatého iontu (Fe®") a biliverdinu. Biliverdin je
tetrapyrrolovy pigment, ktery se pak redukuje na bilirubin pomoci biliverdin reduktazy (BVR),
(Ayer et al., 2016; Untereiner et al., 2012). Bilirubin je povaZovan za fyziologicky antioxidacni
cytoprotektant srovnatelny s glutathionem (Sedlak and Snyder, 2006).

K odbourdvani hemu dochazi za spoluptisobeni kysliku a redukované formy koenzymu

NADPH. Reakci lze vyjadrit sumarni rovnici:

Hem + NADPH + H* + 3 O, — biliverdin + Fe** + CO + NADP* + H,0

CO se tvori v riznych tkanich, nejvice vSak ve sleziné, protoZe k degradaci hemu dochazi pravée
tam (Racek, 2012).

Zjisténi hladiny karboxyhemoglobinu (COHb) v krvi je béZnym parametrem pro in vivo
stanoveni mnoZstvi CO po podani plynného CO, molekul podporujicich CO (CO-RMs) a pro
odhaleni zvySené endogenni produkce CO v patologickych stavech (Melley et al., 2007).

2.2.3. Izoformy biosyntetickych enzymu CO

Hlavnim endogennim zdrojem CO jsou enzymy hemoxygenazy. Existuji v indukcni
(HO-1) a konstitutivni (HO-2 a HO-3) izoformé (Lu et al., 2016; Motterlini et al., 2002a). HO-1
a HO-2 jsou produkty dvou riznych genti: HMOX1 a HMOX2. U lidi a potkanti jsou tyto geny
paralogy, které si jsou sekvencné podobné asi ze 43 % aminokyselinovych sekvenci (Cruse and
Maines, 1988). Jejich genové produkty jsou odliSné v primarni strukture, regulaci i distribuci v
tkanich. Oba vSak katalyzuji oxidaci hemu na biologicky aktivni molekuly (Ayer et al., 2016;
Maines, 1997).

Hemoxygenazy jsou evolu¢né vysoce konzervativni enzymy a byly identifikovany i v
jednobunécnych organismech jako jsou nékteré bakterie (Zhu et al., 2000) nebo druhy kvasinek

(Kim et al., 2006).
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Hemoxygenaza 1 (HO-1)

Aktivita této indukovatelné formy je fizena zvySenym oxidacnim stresem (Abraham and
Kappas, 2008; Maines, 1997).

HO-1 je antioxida¢ni enzym, ktery funguje jako obranny systém tkani proti stresovym
stimultim, vCetné oxidac¢niho stresu, UV zareni, karcinogenti, hypoxie, hormony, endotoxiny a
dalSich stavti, které jsou charakterizovany produkci volnych radikali odvozenych od kysliku.
HO-1 koreluje s ochranou organt a tkani po zranéni (Maines, 1997; Motterlini and Foresti,
2016). Mezi tyto latky patfi i NO, ktery stimuluje expresi HO-1 a ta poté zvysi produkci
endogenniho CO (Motterlini et al., 2002b). Je tvorena v jatrech, sleziné, ledvinach a kostni dfeni

(Racek, 2012).

Hemoxygenaza 2 (HO-2)

HO-2 je prednostné exprimovana ve varlatech, mozku a endotelu (Maines, 1997). Je
zodpovédna hlavné za neurotransmisi a dilataci cév (Kourti et al., 2017; Zakhary et al., 1996).

Oxid uhelnaty funguje jako plynovy neurotransmitter, neni vSak skladovan ve vaccich, ale
musi byt opakované dynamicky syntetizovan. Jeho biosynteticky enzym HO-2 je béhem neuralni
stimulace fosforylovan a aktivovan kasein kinazou 2 (CK2), (Boehning et al., 2003). HO-2 je
také velice rychle stimulovana komplexem Ca**-CaM, stejné jako eNOS a nNOS. Nebyl zjistén

zadny vliv vapenatého komplexu na aktivaci enzymu CK2 (Boehning et al., 2004).

Hemoxygenaza 3 (HO-3)
HO-3 je ziejmé transkriptem genu pro izoformu HO-2, je s ni totiz v 90 % homologii.

NejspiSe nema vyznam pro degradaci hemu (Racek, 2012).

2.2.4. Vyznam CO

Oxid uhelnaty je jako signalni molekula detekovana v mozku, jatrech a endotelu Zivocichd.
Reguluje cévni tonus, bunécnou proliferaci, bakterialni infekci, dcastni se signalizac¢nich drah
proti zanétu, kdyz inhibuje tvorbu prozanétlivych cytokinti v makrofazich, ma antiapoptoticky a
antikoagulacni efekt (Ayer et al., 2016; Brouard et al., 2000; Desmard et al., 2012; Motterlini et
al., 1998; Untereiner et al., 2012; Zakhary et al., 1996). Funguje jako neurotransmitter (Verma et
al., 1993) a dilatator krevnich cév, stejné jako NO (Motterlini et al., 2002a).
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CO napfiklad zvySuje citlivost vapnikem aktivovanych K* kanalt (BKc) k Ca*
(Untereiner et al., 2012). Otevieni téchto kanalG vede k hyperpolarizaci, ktera zavird napétim
fizené kanaly Ca*, sniZuje intraceluldrni koncentrace Ca** a dochazi k uvolnéni cév (André et
al., 2011). Oxid uhelnaty ovliviiuje i aktivaci MAPK, tim je zprostfedkovan jeho antiapoptoticky
ti¢inek (Untereiner et al., 2012; Zhang et al., 2003). U¢inky CO a NO se navzajem ovliviiuji. CO
také aktivuje syntdzu oxidu dusnatého (NOS) a vznikly NO pak aktivuje solubilni
guanylatcyklazu (sGC) a zvySuje se hladina cGMP (Acevedo and Ahmed, 1998; Untereiner et
al., 2012), ktera naptiklad blokuje zrani oocytu (Schwarz et al., 2014; Tichovska et al., 2011).

Antiapoptoticky ucinek CO

Apoptdza je forma programované bunécné smrti, ktera fyziologicky a Fizené ovliviiuje
vyvojovy program builky (Wang et al., 2011) a slouZi k odstranéni prebytecnych, poskozenych
nebo infikovanych bunék. Je regulovana aktivovanymi proteazami (kaspazami) a nukleazami.
Jsou znamé dvé apoptotické drahy: vnitini, kterd je zavisld na mitochondriich a vnéjsi, ktera
zavisi na receptoru smrti (Huang and Strasser, 2000). Vnitini apoptoticka draha zahrnuje aktivaci
a mitochondridlni translokaci clent proapoptotické rodiny Bcl-2, kam patii napriklad Bax.
Dochazi k mitochondridlni dysfunkci a uvolfiovani proapoptotickych mediatorti, jako je
cytochrom ¢ (Wang et al., 2011). K mitochondrialni dysfunkci, ktera spousti apoptotické procesy,
dochézi i kvili naruSeni vnéjsi membrany mitochondrie, nebo pisobenim kyslikovych radikali
(ROS), (Fissore et al., 2002; Lord and Aitken, 2013). VnéjSi apoptézu vyvolava asimilace
signalniho komplexu (DISC), ktera se sklada z komponent Fas, FADD a kaspazy 8. Pfitomnost
aktivacni protilatky Jo2 a fosforylace FADD jsou dtilezZité pro sestaveni komplexu DISC, ktery je
schopen aktivovat kaspazy a indukovat bunécnou smrt. Transmembranové receptory, receptory
smrti, pifimo prekladaji apoptotické signaly (Wang et al., 2011).

Cetné studie prokazuji, Ze nizké koncentrace CO zabrafiuji spusténi apoptézy v
endotelidlnich burikdch (Brouard et al.,, 2000; Wang et al., 2007), hepatocytech (Choi et al.,
2004) a kardiomyocytech (Clark et al., 2003). Nizké koncentrace CO (10-100 pm) mohou
zabranit poSkozeni mitochondrialni membrany, zatimco vysoké koncentrace CO (250-500 pm)
vyvolavaji jeji poskozeni a spousti uvoliiovani proapoptotickych faktorid do cytosolu (Queiroga
et al., 2011). Vysledky Wanga et al. (2011) ukazaly, ze CO mtzZe zabrafovat apoptoze
prostifednictvim inhibice obou zminénych signalizacnich drah. Brouard et al. (2000) a Zhang et
al. (2003) uvadi, Ze antiapoptoticky ucinek CO zavisi na aktivaci p38 MAP kinazové signalni

drahy. Hlavnim faktorem zodpovédnym za vyskyt negativnich znamek starnuti béhem starnuti
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oocytd je pravdépodobné vysoka hladina ROS. S rostouci hladinou ROS se zvySuje i exprese

HO-1 (Lord and Aitken, 2013).

Vyznam CO v reprodukci

Hemoxygenazy se nachazi ve vajecnicich (Alexandreanu and Lawson, 2003), déloze a
placenté (Kreiser et al., 2003). Bylo zjiSténo, Ze exprese HO-1 pozitivné ovliviiuje ovulaci,
implantaci, placentaci, vyvoj plodu a imunitni toleranci (Zenclussen et al., 2011). Hormonalni
hladiny béhem estralniho cyklu také ovliviiuji expresi délozni HO-1. Béhem estru mysi se
exprese HO-1 zvySuje (Cella et al., 2006; Zenclussen et al., 2014). Endogenni CO stimuluje
steroidogenezi (Alexandreanu and Lawson, 2003). Na zadkladé experimentu Zenclussen et al.
(2012) zjistili, Ze se u mysi s deficienci HO-1 zvySuje apoptdéza bunék a sniZuje produkce
oocytu.

Jak jiz bylo uvedeno donor CO interaguje se signalni drahou NO. Aktivuje
iNOS/NO/cGC/cGMP a ovliviiuje meiotické zrani oocytu. ZvySend hladina NO inhibuje
meiotické zrani a MAPK kaskadu (Nakamura et al., 2002; Schwarz et al., 2014).

Bylo prokazano, Ze oxidacni stres zputisobuje poruchy reprodukce. Podminky in vitro s
sebou vySe uvedena rizika nesou a kvalita gamet a embryi je proto horsi neZ v podminkach in
vivo. Systém HO/CO se podili na signalizacnich drahach, které buriky pted témito procesy chrani
(Némecek et al., 2017). Bylo prokazano, Ze se produkce CO podili na regulaci mitochondrialnich
zmeén vedoucich k produkci ROS a s tim souvisejicim oxida¢nim stresem v kardiomyocytech
(André et al., 2011; Ayer et al., 2016). Jak jiz bylo popsano, pravé oxidacni stres zptsobuje
zvySenou expresi enzymu HO-1, ktery produkuje oxid uhelnaty. Stejné tak je oxidacni stres

zodpovédny za znamky starnuti oocytu (Abraham and Kappas, 2008; Lord and Aitken, 2013).
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3. Hypotéza a cil prace

Cilem prace je ovéfeni hypotézy, podle které je oxid uhelnaty zapojen do regulace procesu
starnuti oocytu prasete.

Pro ovéreni hypotézy bude sledovana exprese izoforem hemoxygendzy v oocytu prasete
metodou Western blot a zmény v bunécné lokalizaci izoforem hemoxygenazy béhem starnuti
oocytu prasete pomoci imunohistochemické analyzy. Déle bude sledovan tcinek donorii oxidu

uhelnatého a inhibitor enzymt produkujicich oxid uhelnaty na proces starnuti oocytu prasete.
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4. Material a metody

4.1. Zisk a kultivace oocytii

Z jatek byly odebrany vajecniky prasnic v rtznych fazich estralniho cyklu. Oocyty byly
ziskany aspiraci folikularni tekutiny z folikuld o velikosti 2-5 mm. Pro experimenty byly
vybrany pouze oocyty s neposSkozenou cytoplazmou a kompaktnim obalem kumularnich bunék.

Oocyty byly kultivovany v modifikovaném médiu M199 (Gibco-BRL, Life Technologies,
Paisley, Skotsko), které obsahovalo hydrogenuhlicitan sodny (32,5 mM), kalcium laktat (2,75
mM), gentamicin (0,1 mM), HEPES (6,3 mM), 13,5 IU eCG: 6,6 IU hCG/ml (P.G.600; Intervet,
Boxmeer, Holandsko) a 10 % fetalniho teleciho séra (GibcoBRL). Oocyty byly kultivovany ve 4-
jamkovych Petriho miskach 48 hodin do stadia druhé meiotické metafaze v 1 ml kultivacniho
média, pfi 39 °C a 5 % CO,. Oocyty ve druhé meiotické metafazi byly zbaveny kumularnich
bunék opakovanym pipetovanim skrz tenkou sklenénou pipetu. Poté byly oocyty pouZity pro in
vitro starnuti po dobu 24, 48 a 72 hodin za stejnych podminek v kultiva¢nim médiu bez ptidavku

hormont.

4.2. Vyhodnoceni starnuti oocyti

Po dokonceni starnuti in vitro byly oocyty fixovany ve smési ethanolu a kyseliny octové
(3:1) po dobu 48 hodin. Fixované oocyty byly barveny za pouZiti 1 % orceinu. Poté byly
rozdéleny do ctyrech skupin podle morfologickych znaki starnuti na (I) neposkozené oocyty ve
stadiich metafaze II, anafaze II nebo telofaze II, (II) partenogeneticky aktivované oocyty
(embrya a oocyty obsahujici prvojadra), (III) oocyty podléhajici apoptoze (obsahujici
apoptotické vacky pod vrstvou zona pellucida) a (IV) lyzované oocyty (oocyty, které ztratily

integritu a maji poSkozenou cytoplazmatickou membranu).

4.3. Imunohistochemicka detekce HO

Po dokonceni kultivace oocytli byla odstranéna vrstva zona pellucida (0,1 % pronaza).
Nasledné byla provedena fixace oocytli v 2,5 % paraformaldehydu ve fosfatovém pufru (PBS).
Membrana oocytu byla permeabilizovéana v 0,5 % roztoku Triton X v PBS s ptidavkem 0,01 %

BSA. Po oplachnuti v roztoku PBS s 0,1 % Tween 20 nasledovala inkubace s primarni
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protilatkou anti-hemoxygenazou 1 nebo anti-hemoxygenazou 2 (Abnova Corporation, Taipei,
Taiwan; 1:200). Inkubace trvala 14-16 hodin pfi 4 °C v 0,1 % BSA a 0,01 % Tween 20 v PBS.
Po inkubaci byly oocyty oplachnuty v 0,1 % Tween 20 v PBS a kultivovany se sekundarni mysi
protiladtkou IgG konjugovanou s fluorescein-5-isothiocyanatem (FITC, Sigma-Aldrich Gmbh,
Munich, Némecko; 1:100) nebo s krali¢i IgG konjugovanou s FITC (ThermoFisher scientific,
Rockford, USA; 1:500). Inkubace se sekundarni protilatkou byla provedena pfi laboratorni
teploté v 0,1 % BSA a 0,01 % Tween 20 v PBS po dobu jedné hodiny za nepritomnosti svétla. Po
této inkubaci byly oocyty oplachnuty v roztoku 0,1 % Tween 20 v PBS.

Chromatin byl barven pomoci 4°,6-diamidino-2-fenylyndolu (DAPI, Sigma-Aldrich Gmbh,
Munich, Némecko). Pro vylouceni nespecifické vazby sekundarnich protilatek byly oocyty v
kontrolni skupiné oSetfeny stejnym zptisobem jako experimentélni skupina s tim rozdilem, Ze
nebyla provedena inkubace primarni protilatky. Oocyty poté byly umistény na sklicka a
fotografie pofizeny za pouZiti konfokalniho skenovaciho mikroskopu (Zeiss, Némecko).
Fotografie byly analyzovany pomoci programu pro analyzu obrazu NIS Elements AR software
(NIKON, Japonsko). Byla sledovana intenzita fluorescen¢niho signalu FITC, ktera byla sniZena
o bazalni signalni intenzitu. KaZzdy experiment byl zopakovan nejméné tfikrat, kdy bylo pouZito

minimalné 15 oocytl v kazdé experimentalni skupiné.

4.4. Western blot

Western blot byl proveden kvili ovéfeni specificnosti protilatek podle Ttimové et al.
(2013). Oocyty byly lyzovany v MII fazi a separovany pomoci SDS-PAGE. Po blotingu byly
membrany inkubovany s primarnimi protilatkami: anti-hemoxygenazou 1, anti-hemoxygenazou
2. Poté byly inkubovany se sekundarnimi protilatkami: mysi IgG nebo kralici IgG. Proteiny byly
detekovany pomoci kitu ECL Advanced Western blotting (Amersham GE Healthcare, Life

Sciences, Velka Britanie). KaZdy Western blot byl opakovan nejméné tfikrat s minimalné 200

oocCyty.

4.5. Kultivace starnoucich oocytii s donorem CO a inhibitorem HO

Oocyty bez kumularnich bunék byly kultivovany v kultivacnim médiu s donorem oxidu

uhelnatého CORM-2 (trikarbonyl dichlororuthenium (II) dimer; Sigma-Aldrich Gmbh, Munich,
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Némecko) v koncentracich 5, 25, 50 a 100 pM, rozpusSténém v dimethyl sulfoxidu (DMSO) po
stanovenou dobu. CORM-2 rychle uvoliiuje CO.

DalSi skupina oocyti byla kultivovana v kultivatnim médiu s inhibitorem HO
Zn-protoporfyrinem IX (Zn-PP IX; Sigma-Aldrich Gmbh, Munich, Némecko) v koncentracich
2,5; 5 a 25 pM rozpusténé v DMSO po stanovenou dobu. Kontrolni skupina byla kultivovana
pouze v kultivacnim médiu DMSO. Po dokonceni kultivace byly oocyty morfologicky
ohodnoceny a byl sledovan vliv donoru nebo inhibitoru na proces starnuti oocytt. Kazdy
experiment byl opakovan nejméné tiikrat a bylo pouZito nejméné 80 oocyti pro kaZzdou

experimentalni skupinu.

4.6. Statisticka analyza

Data ze vSech experimentli byla podrobena statistické analyze. VSechny experimenty byly
zopakovany nejméné tfikrat. Pro statistickou analyzu byl pouzZit SAS 9.0 software (SAS Institute

Inc., USA). Vyznamné rozdily mezi skupinami byly stanoveny analyzou rozptylu (ANOVA) a

naslednou Scheffovou metodou. P-hodnota mensi nez 0,05 byla povaZovana za vyznamnou.
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5. Vysledky

5.1. HO izoformy jsou pritomny v prasecich oocytech béhem starnuti in vitro

Obr. 5.1. Detekce izoforem HO-1 a HO-2 pomoci metody Western blot ve zralych

prasecich oocytech

HO-2 HO-1
' -

37 kDa (g

>

25kDa (D >

Pritkaz exprese izoforem HO v oocytech prasete ve stddiu druhé meiotické metafaze.
Proteiny byly separovany pomoci SDS-PAGE, preneseny na nitrocelulézovou membrdnu a poté
inkubovany se specifickymi protildtkami HO (anti-HO-1 a anti-HO-2) v poméru 1:1000. Jeden

vzorek obsahoval proteiny z 200 oocyttl.
Obr. 5.1.: Pomoci metody Western blot byla specifickymi protilatkami prokazana
pfitomnost izoforem HO-1 a HO-2. Sipky oznacuji odpovidajici pasma molekularni hmotnosti

kazdého proteinu HO. Molekularni hmotnost obou proteinti se pohybuje mezi 25 a 37 kDa.

Obr. 5.2. Lokalizace HO-1 v meioticky zralych oocytech (MII) béhem starnuti in vitro
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Obr. 5.3. Lokalizace HO-2 v meioticky zralych oocytech (MII) béhem starnuti in vitro

Lokalizace HO-1 a HO-2 v meioticky zralém (MII) oocytu (A), ktery podléha starnuti po
dobu 24 (B), 48 (C) a 72 (D) hodin. HO-1 a HO-2 jsou obarveny zelené (FITC), zvétseni 400x.

Obr. 5.2. a 5.3.: Byla prokéazana pritomnost izoforem HO v prasecich oocytech. Podle
intenzity signalu se jejich exprese s postupujicim starnutim zvySovala. V pripadé HO-1 byla
zaznamenana exprese v jadre a perichromozomalni oblasti. Exprese HO-2 byla zaznamenana v

cytoplazmeé.
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5.2. Inhibice HO zvySuje stupen apoptézy v prasecich oocytech béhem starnuti in
vitro

Graf 5.1. U¢inek HO inhibitoru Zn-protoporfyrinu IX na praseéi oocyty béhem in
vitro starnuti ve 24 (A), 48 (B) a 72 (C) hodinach.
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Kontrolni skupina byla kultivovdna pouze v médiu obsahujicim DMSO. Experimentdlni
skupiny byly kultivované ve stejném médiu obsahujicim Zn-PP IX v koncentracich 2,5; 5 a
25 uM. Podle morfologickych znakil byly stdarnouci oocyty rozdéleny do ndsledujicich stadii:
neposkozené (MII), lyzované (L), partenogeneticky aktivované (PA) a oocyty podléhajici
apoptoze (A).
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Graf 5.1.: Experiment

Zn-protoporfyrinem IX (Zn-PP IX) béhem starnuti oocytt in vitro. Vysledky ve skupiné, kde
oocyty zistaly po dobu 24 hodin, ukazaly vyznamny rozdil pouze za pouZiti nejvyssi
koncentrace Zn-PP IX (25 pM). MnozZstvi nepoSkozenych oocyti v porovnani s kontrolni
skupinou vyrazné kleslo. Po 48 hodinach starnuti byl rozdil znatelny ve vSech koncentracich
Zn-PP IX. Kleslo mnozstvi neposkozenych oocytl a zvysilo se mnozstvi apoptotickych oocyti.

Nejvyraznéjsi znaky starnuti vykazovaly nejstarsi oocyty (72 hod). Nicméné vliv inhibitoru HO

na starnuti oocytt in vitro nebyl vyznamny.

se zaméfil na vliv

inhibice enzymu HO

inhibitorem

5.3. Donor CO potlacuje apoptozu v prasecich oocytech béhem starnuti in vitro

Graf. 5.2. U¢inek donoru CORM-2 na prase¢i oocyty béhem in vitro starnuti po dobu

24 (A), 48 (B) a 72 (C) hodin.
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Kontrolni skupina byla kultivovdna v médiu obsahujicim 100 puM neaktivni formy CO
donoru (iCORM-2). Experimentdlni skupina byla kultivovdna v médiu obsahujicim CORM-2 v
koncentracich 5, 25, 50 a 100 uM. Podle morfologickych znakii byly stdrnouci oocyty rozdéleny
do ndasledujicich stadii: neposkozené (MII), lyzované (L), partenogeneticky aktivované (PA) a
oocyty podléhajici apoptoze (A).

Graf 5.2.: Cilem experimentu bylo sledovat vliv oxidu uhelnatého na starnuti prasecich
oocytd. Po vystaveni donoru oxidu uhelnatého byly starnouci oocyty morfologicky hodnoceny.
Pridani CO v podobé donoru oxidu uhelnatého CORM-2 vyvolalo pokles oocytt, které vstoupily
do apoptézy. U¢inek CORM-2 byl oproti kontrolni skupiné vyznamny ve viech koncentracich.
SniZil pomér apoptotickych oocytl o 6,7-9,9 % a soucasné zvysil pomér neposkozenych oocyt

0 8,6-13,5 %. Jeho ucinky v riznych koncentracich se vSak vyznamné neliSily.
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6. Diskuze

Starnuti je proces, kterym oocyt po ovulaci prochazi, pokud neni oplozen. Béhem starnuti
se zhorSuje kvalita oocytu a v oocytu jsou aktivovany signalni kaskady, které jej vedou do
procesu fizené bunécné smrti, apoptdzy. Proces apoptozy probiha jak v podminkach in vivo, tak
také v kultivacnim prosttedi in vitro (Lord and Aitken, 2013). Na proces apoptézy miZe mit vliv
enzym hemoxygenaza. Hemoxygenazy (HO) jsou cytoprotektivni enzymy, které zabrafuji
poskozeni buriky produkci dtlezité signalni molekuly, oxidu uhelnatého (CO), (Zhang et al.,
2003). CO spolu se sirovodikem (H-S) a oxidem dusnatym (NO) patii mezi gasotransmittery, coz
jsou endogenné produkované plynné signalni molekuly (Wang, 2010). Role H,S a NO v
praseCich oocytech jiZ byla prozkoumana (Chmelikova et al., 2009; Nakamura et al., 2002;
Nevoral et al., 2015b; Tichovska et al, 2011), ale znalosti o vyznamu systému HO/CO na oocyty
jsou zatim nedostatecné (Némecek et al., 2017). V této praci byla prokazana pritomnost obou
izoforem HO v prasecich oocytech a byl charakterizovan ucinek donoru CO na jejich starnuti.

Metodou Western blot bylo zjiSténo, Ze se v prasecich oocytech nachazi obé izoformy
enzymu HO (HO-1 a HO-2) a spolu s postupujicim starnutim in vitro se zvysuje jejich exprese.
HO-1 je antioxidacni enzym, jehoZ aktivita je stimulovana zvySenym oxidaCnim stresem
(Maines, 1997). Za zvySenou expresi HO-1 v praseCich oocytech béhem starnuti in vitro je
pravdépodobné zodpovédna zvysujici se hladina kyslikovych radikal (ROS). Vysoka hladina
ROS je hlavnim faktorem zodpovédnym za vyskyt negativnich znamek starnuti béhem starnuti
oocytt (Lord and Aitken, 2013). V experimentu byla prokazana i exprese enzymu HO-2. HO-2
produkuje CO kontinualné, nezavisle na stresovych faktorech. Spolupodili se hlavné na
vazodilataci a neurotransmisi (Zakhary et al., 1996). Vysledky experimentu ukazaly, Ze jsou obé
izoformy HO-1 i HO-2 schopny potlacit starnuti prasecich oocyt.

Provedené experimenty zaloZené na imunohistochemické detekci prokazaly, Ze se HO-1
nachazi v meioticky zralych i ve starnoucich prasecich oocytech prevazné v oblasti
chromozomti. Proces starnuti in vitro zvysil expresi tohoto enzymu hlavné v cytoplazmé oocytu.
Izoforma HO-2 byla lokalizovana v cytoplazmé. Obé izoformy se nachdzi na membrané
endoplazmatického retikula (Ma et al., 2004). HO-1 je lokalizovana také v mikrosomech, coZ
jsou fragmenty endoplazmatického retikula a na vnitini membrané mitochondrii, kde se ucastni
regulace dychani a s tim souvisejici regulace produkce ROS (Converso et al., 2006).

Pomoci provedenych experimentl bylo prokazano, Ze systém HO/CO prispiva k udrZeni

Zivotaschopnosti a ma vliv na regulaci apoptdézy u prasecich oocytti. Inhibice HO pomoci Zn-PP
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IX vedla ke zvySeni poméru apoptotickych oocytl. V oocytech starych 24 hodin byla znatelna
inhibice ve skupiné kultivované s nejvyssi koncentraci inhibitoru (25 pM). V oocytech starych
48 hodin, byl zna¢ny vliv inhibitoru ve vSech testovanych koncentracich. Je pravdépodobné, zZe
podani vysokych koncentraci inhibitoru Zn-PP IX, miZe navic inhibovat syntazu oxidu
dusnatého (NOS) a guanylat cyklazu (sGC), (Luo and Vincent, 1994). PrestoZe inhibice sGC
vede k vysSimu vyskytu znakt starnuti (Goud et al., 2005), inhibice NOS naopak sniZuje pomér
apoptotickych oocytii prostfednictvim snizeni oxidacniho stresu (Barroso et al., 1998). Je mozné,
Ze i kdyZ inhibitor Zn-PP IX potlacuje cytoprotektivni ucinky systému HO/CO, zaroven
podnécuje sniZeni oxidacniho stresu prostfednictvim inhibice NOS.

Provedené experimenty potvrdily cytoprotektivni a antiapoptoticky ti¢inek CO na starnuti
oocytti prasete. Jako donor oxidu uhelnatého byl pouzit komer¢ni donor CORM-2. CORM-2
vykazuje postupné uvoliiovani CO. Po pridani donoru CO CORM-2 doslo ke zvySeni procenta
neposkozenych oocytli a zaroven k poklesu poctu oocyti vykazujici znamky Fizené bunécné
smrti, apoptézy. Antiapoptoticky vliv CO byl poprvé popsan na fibroblastech a endotelialnich
bunikach (Wang et al., 2011), naSe experimenty potvrdily antiapoptoticky potencial oxidu
uhelnatého také pro oocyty prasete. Antiapoptoticky vliv oxidu uhelnatého mtze byt zptisoben
aktivaci MAPK (Zhang et al., 2003), ale presny mechanizmus ucinku neni znam. Navozeni
apoptézy koreluje se zvySenim hladiny Ca** pres aktivaci CaMKII nebo kaspdzy-3, ¢imz
usnadiiuje degradaci a starnuti oocytti (Zhu et al., 2016). Je rovnéZz mozné, Ze je najednou

aktivovano nekolik signalnich drah (Wang et al., 2007).
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7. Zaver

Pomoci provedenych experimentd byl prokazan vliv oxidu uhelnatého na proces starnuti
prasecich oocytd. Pomoci metody Western blot byly detekovany izoformy hemoxygenaz (HO-1
a HO-2) v oocytu prasete. Na zakladé imunohistochemické detekce byla sledovana exprese
téchto izoforem béhem starnuti oocytu. Vysledky ukézaly, Ze se jejich exprese s postupujicim
starnutim zvySuje. HO-1 vykazovala expresi v oblasti chromozomti a v cytoplazmé. HO-2 byla
lokalizovana pouze v cytoplazmeé.

Pomoci provedenych experimentl bylo prokazéano, ze systém HO/CO prispiva k udrZeni
Zivotaschopnosti a ma vliv na regulaci apoptdézy u prasecich oocytti. Inhibice HO pomoci Zn-PP
IX vedla ke zvySeni poméru apoptotickych oocyt.

Provedené experimenty také potvrdily cytoprotektivni a antiapoptoticky ucinek CO na
starnuti oocyti prasete. Po pridani donoru uvoliiujiciho oxid uhelnaty CORM-2 doslo ke zvySeni

procenta neposkozenych oocytii a soucasné poklesl pocet oocytti v apoptdze.
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