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Oogeneze savcu a jeji regulaéni mechanizmy

Souhrn

Proces oogeneze predstavuje tvorbu vajicek, které vznikaji z primordidlnich
zarode¢nych bunck (PGC) v kiife vajecnikii. Z PGC se procesem mnohonasobné mitdzy
nejprve tvofi oogonie, které se nasledné mitoticky mnozi. K oogoniim se ptikladaji v jedné
vrstve buiiky coelomového epitelu, pfi¢emz vznikaji tzv. primordialni folikuly. Asi u poloviny
oogonii se tato vrstva nevytvoii a buikky hynou fizenou bunécnou smrti, apoptdzou. Z oogonii
vznikaji mitotickym délenim primarni oocyty, které vstupuji do meiotického zrani, které se
poprvé zastavuje v profazi I, v diplotennim stadiu. Oocyty setrvavaji v meiotickém bloku az do
hormonadlni iniciace dal§iho zrani. Zrani jednotlivych folikuld pak pokracuje az po puberté
samice vlivem hormont. Stimulem k pokracovani prvého zraciho déleni je u nékterych druht,
jako jsou napiiklad obojzivelnici, progesteron, u jinych zména hladiny estrogenti a
progesteronu v priabehu estralniho cyklu. Prvnim meiotickym délenim vzniknou dvé haploidni
buiky, jeden sekundarni oocyt a jedna buiika rudimentarni s odpadem jaderného materialu, tzv.
polové telisko. Druhé meiotické déleni je iniciovano po ovulaci, ale ve druhé meiotické
metafazi (MII) je podruhé zastaveno v druhém meiotickém bloku a k jeho dokonceni dochazi
az po proniknuti spermie do vajicka, kdy ze sekundarniho oocytu vznika jedno vajicko a druhé
polové télisko. Zaroven prvni polové télisko prochéazi naslednou mitézou, déli se ve dveé a
vSechna 3 polova téliska zahy zaniknou procesem apoptdzy. V oocytu V pribéhu riistové faze
probihd syntéza mRNA, proteinll a riznych zasobnich latek, pficemz nékteré mRNA jsou
transportovany do cytoplazmy, kde jsou skladovany v inaktivni form¢ a aktivovany teprve po
procesu oplozeni oocytu. Dalsi zasobni latky, proteiny i RNA vSech typil jsou do vajicka
transportovany z okolnich kumularnich bunék ptfes vmezetené spoje, gap junctions.

Proces oogeneze fidi fada velmi sloZitych regulacnich mechanizmt, ve kterych plni
funkci naptiklad cyklické nukleotidy, vapenaté ionty, kinazy, fosfatazy ¢i plynné molekuly.
cAMP udrZuje oocyty v meiotickém bloku, pro znovuobnoveni meiotického zrani je nezbytné,
aby poklesla hladina cAMP, coz se déje tak, Ze dalsi molekuly cAMP nejsou vpustény do
oocytu z kumularnich bunék pies gap junctions. Vyznamnou mérou Se na regulaci procesu
meiotického zrani i oplozeni podileji vapenaté ionty, které mimo jiné ovliviiuji kortikalni reakci
a nasledny proces ztvrdnuti vrstvy zona pellucida, kterym se zabraiiuje polyspermii a meéni se
glykoproteinova struktura svétlolomné blanky oocytu. Meiotické zrani v oocytu je regulovano
také pomoci fosfataz, které¢ plni defosforylacni funkce a kindz, které maji naopak za tikol
fosforylovat bunétné proteiny. Vstup oocyti do metafize je zajistén MPF faktorem.
Vyznamnym zpiisobem ovliviiuji signalni drahy v pohlavnich bunkach také plynné molekuly
oznacované jako gasotramittery. Plyny s velmi rychlym biologickym polo¢asem rozpadu jako
je oxid dusnaty, oxid uhelnaty nebo sulfan reguluji naptiklad proces meiotického zrani ¢i
starnuti oocyt. Funkce gasotransmitterti je dana jejich koncentraci v burnikach. Bylo zjisténo,
ze oxid dusnaty pusobi na meiotické zrani oocytli v nizké koncentraci stimula¢né, zatimco
vysoké koncentrace NO meiotické zrani oocytil inhibuji. Pro spravny pribéh oogeneze je



nezbytné, aby vSechny regulaéni mechanizmy fungovaly v soucinnosti, jinak je buika
smérovana do apoptozy.

Klicova slova: oocyt; signdlni drahy; mnoZeni; riist; meiotické zrani



Regulatory mechanisms of mammalian oogenesis

Summary

The process of oogenesis is the formation of ova, which originate from primordial germ
cells (PGCs) in the ovarian cortex. The PGCs first form oogonia through a process of multiple
mitosis, which then proliferate mitotically. Coelomic epithelial cells attach to the oogonia in a
single layer, forming so-called primordial follicles. In about half of the oogonia, this layer does
not form and the cells die by controlled cell death, apoptosis. The oogonia give rise to primary
oocytes by mitotic division, which enter meiotic maturation, which first stops at prophase I, the
diplotene stage. Oocytes remain in meiotic block until hormonal initiation of further maturation.
Maturation of individual follicles then continues after puberty of the female under the influence
of hormones. The stimulus for the continuation of the first maturation division is progesterone
in some species, such as amphibians, and in others, a change in estrogen and progesterone levels
during the estrous cycle. The first meiotic division gives rise to two haploid cells, one secondary
oocyte and one rudimentary cell with nuclear waste, the so-called pole body. The second
meiotic division is initiated after ovulation, but is arrested for a second time in the second
meiotic metaphase (MII) and is completed after sperm penetration into the egg, when the
secondary oocyte gives rise to one egg and a second pole body. At the same time, the first polar
body undergoes subsequent mitosis, divides into two and all 3 polar bodies soon disappear by
the process of apoptosis. In the oocyte during the growth phase, mRNA, protein and various
storage substances are synthesized, with some mRNAs being transported to the cytoplasm
where they are stored in an inactive form and activated only after the fertilization process of the
oocyte. Other storage substances, proteins and RNAs of all types are transported into the egg
from the surrounding cumulus cells via gap junctions.

The process of oogenesis is controlled by a number of very complex regulatory
mechanisms in which cyclic nucleotides, calcium ions, kinases, phosphatases, and gaseous
molecules, for example, function. cCAMP maintains the oocyte in meiotic block; to resume
meiotic maturation, it is necessary for CAMP levels to fall, which happens so that additional
cAMP molecules are not allowed into the oocyte from the cumulus cells via gap junctions.
Calcium ions play an important role in the regulation of the meiotic maturation and fertilization
process, affecting, among other things, the cortical reaction and the subsequent hardening of
the zona pellucida layer, which prevents polyspermy and changes the glycoprotein structure of
the oocyte's light-sheet. Meiotic maturation in the oocyte is also regulated by phosphatases,
which have dephosphorylating functions, and kinases, which in turn are responsible for
phosphorylating cellular proteins. Oocyte entry into metaphase is mediated by MPF factor.
Gaseous molecules known as gasotramitters also significantly influence signaling pathways in
sex cells. Gases with very fast biological half-lives such as nitric oxide, carbon monoxide or
sulphane regulate, for example, the process of meiotic maturation or oocyte aging. The function
of gasotransmitters is determined by their concentration in cells. Nitric oxide has been found to
stimulate meiotic maturation of oocytes at low concentrations, whereas high concentrations of



NO inhibit meiotic maturation of oocytes. For proper oogenesis to proceed, it is essential that
all regulatory mechanisms work in concert, otherwise the cell is directed into apoptosis.

Keywords: oocyte; signaling pathways; proliferation; growth; meiotic maturation
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1 Uvod

V soucasné dob¢ prochazi reprodukcni biotechnologie rychlym rozvojem, ktery se
projevuje mimo jiné v chovu a Slechténi zvifat. Tento rozvoj se vSak u rtznych druht
pokroku reprodukénich biotechnologii patii regulace meiotického zrani oocytd. Oocyty jsou
pohlavni buiiky, které maji haploidni pocet chromozomi a po splynuti oocytu a spermie dochéazi
ke vzniku zygoty. Zralé oocyty zaujimaji nepostradatelné misto v reprodukénich procesech pro
fyziologicky prub¢h oplozeni, vyvoj embryi a dal§ich zékladnich pohlavnich procesech. Pro
uspésné provedeni reprodukénich biotechnologii je nezbytnd detailni znalost procest, které
reguluji jak meiotické zrani, tak i celou oogenezi.



2 Cil prace

Cilem bakalaiské prace bylo popsat proces tvorby savéich oocytl a definovat
mechanizmy, které tvorbu samicich pohlavnich buné¢k fidi.

10



3 Literarni FeSerSe

3.1 Samici pohlavni tstroji

3.1.1 Anatomie samiciho pohlavniho ustroji
Embryondalni vyvoj

Na zacatku vyvoje jedince maji pohlavni orgény bisexualni potenci, vyvijeji se z
indiferentniho zakladu. Indiferentni zéklad tvoti dva pary Wolfovych a Miillerovych vyvodii.
Smér vyvoje se uruje gonadalnim pohlavim. Wolfovy a Miillerovy vyvody se vyskytuji u obou
pohlavi (Jelinek et al. 2003).

Gonady vznikaji z genitalni listy (plica genitalis), ktera se nachazi na dorzalni strané
btisni stény (Kudla¢ et al. 1987). Pohlavni liSta je pokryta zarodecnym epitelem, ktery
proliferuje a vchlipenim vytvafi pohlavni provazce. Poté dochdzi k diferenciaci, ktera u samcti
a samic probiha s odliSnou rychlosti, u samct diferenciace probiha rychleji za piisobeni aktivni
sekrece testosteronu fetalnimi varlaty. U samic proces probihd pomaleji, protoze v sami¢im
organizmu nejsou zadné fetalni organy, které by ovlivnily rychlost diferenciace pohlavi jako
Vv piipad¢ samcl. Béhem vyvoje jedince u samic dochazi k zaniku Wolfovych vyvodu, u samcii
naopak k zaniku Miillerovych vyvodl. U samic z Miillerovych vyvoda vznikaji vejcovody,
d¢€loha a pochva (Jelinek et al. 2003).

Pohlavni Zlazy

Pohlavni Zlazy u samic reprezentuji dva vajecniky, které se nachazi v kaudalni ¢asti
bfiSni dutiny hned za ledvinami. U fen a kocek se v pribéhu vyvoje vajecniky vyrazné
neposouvaji a zustavaji spise hned za ledvinami. U klisny se vajeéniky nachazi uprostied mezi
ledvinami a vstupem do dutiny panevni. U prasnic a krav se vajecniky nachazi v blizkosti
vstupu do dutiny panevni (Hyttel et al. 2010).

Vajecniky plni nékolik funkci, mezi které patii funkce germinativni a hormonalni.
Germinativni funkce vajecnikd spocivd v produkci samicich pohlavnich bun¢k, funkce
hormonalni zahrnuje schopnost vaje¢niku produkovat pohlavni hormony, mezi které patii
primarné estrogeny a progesteron (Jelinek et al. 2003). Forma a vzhled vajecnikti se lisi podle
druhu zvifete. Ve vétSing piipadl se vajecnik popisuje jako ovalny mirn¢ asymetricky tutvar.
Tvar je siln¢ proménlivy vlivem ristu folikuld na vajecniku (Najbrt 1982). Krava ma vaje¢nik
ovoidniho tvaru a pfipomina tvar Svestky, v primért méti 3-4,5 cm, vazi kolem 20 g. Ovce a
kozy maji vajecnik spiSe kulovity. Vajecnik prasnice vzhledové pfipomind malinu, protoZe
dochdzi k vétsi tvorbé folikuli nez u jinych hospodaiskych zvitat. Klisna ma specificky
vajeCnik, protoze na rozdil od ostatnich zvifat ma jen mens$i omezenou plochu nekrytou
pobfisnici, kde dochazi k ovulaci, u ostatnich zvifat tato plocha zaujima pfevazné cely povrch
vajeCniku (Marvan et al. 2017). Velikost a hmotnost vaje¢nikli kolisa podle véku zvitete.
Vajecniky nejsou stejné velké ani nemaji stejny pocet vytvarenych folikulii. U kravy je typicky
vetsi pravy vajecnik, u psti naopak levy (Marvan et al. 2017; Hyttel et al. 2010). Vaje¢niky jsou
zavéSené pomoci okruzi, konkrétné na zavésném vazu vajeCnikovém mesovariu, coz je
duplikatura peritonea, které odstupuje od bedernich svald a upina se na dorzalni okraj vajec¢niku
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(Kudlac¢ et al. 1987). Vajecnik se sklada z kiry (cortex) a dien¢ (medulla) a obklopuje ho
takzvany germinalni, neboli zarode¢ny epitel (Mescher et al. 2021). B&Zn¢ pouzivany termin
zarodecny epitel neni Upln€ spravny. Pouziva se z toho diivodu, Ze jsou od néj odvozené
folikularni buiiky béhem embryonalniho vyvoje vajeCniku (Kudla¢ et al. 1987). Forma
povrchového epitelu se méni postupné s veékem jedince. U mladého jedince je epitel
cylindricky, pozdé&ji kubicky a ke konci reprodukéniho Zivota dlazdicovy (Marvan et al. 2017).
Pod zarodeénym epitelem se nachazi bélavy obal tunica albuginea. Je to prihledna vrstva
kolagenniho vaziva, ktera obaluje cely vajecnik (Reece 2011). Pod bélavym obalem se nachazi
ktira vajecniku, ktera je tvorena velkym mnozstvim bunécného vaziva, stromou, kde se nachazi
folikuly v rzném stupni vyvoje. V kiife dochazi k produkci hormont (Kudlac et al. 1987;
Marvan et al. 2017). Dfeil je nepravidelné uspofadana fibroelastickéd pojivova tkan s velkym
zastoupenim nervi a krevnim zasobenim. Nervy a cévy se dostavaji do dfené a kury ptes hilus.
V ke jsou také obsazené cévy a nervy. V kiife vajecniku se nachdzi dozravajici folikuly. Podle
hormonalnich zmén v pribéhu estralniho cyklu se lisi krevni zdsobovani vaje¢niku a adaptace
organismu k ur¢itym hormonalnim zménam (Hafez & Hafez 2013).

3.1.2 Vejcovod (tuba uterina)

Vejcovod je parovy organ, ktery vznikd z proximalni ¢asti Miillerovych vyvodu (Briceag
et al. 2015). Na jednom konci navazuje na vajecnik, na druhém se napojuje na délozni roh.
Vejcovod se rozd€luje na nasledujici ¢asti: infundibulum se napojuje ptimo na vaje¢nik a tvofi
nalevku vejcovodu, je opatiena specialnimi vybézky (fimbriae). Nasleduje nejdelsi usek
vejcovodu ampulla, kde probiha fertilizace (oplozeni). Nejuzsi ¢ast vejcovodu je isthmus, ktery
muze métit pouze milimetr. Posledni ¢ast, ktera prochazi pies sténu délozniho rohu, je pars
uterina (Najbrt 1982; Biga et al. 2019; Mescher et al. 2021). Sténa vejcovodu je tvoiena
slizni¢ni vrstvou s fasinkovymi a sekre¢nimi buiikami, stfedni vrstvu tvoii svalovina a povrch
je kryt ser6zou (Jelinek et al. 2003). Sekrecni a fasinkové buniky jsou zastoupeny nejvice v
nalevce a vytvaii vhodné prostiedi jak pro vajicka, tak pro spermie. Smérem k déloze se epitel
snizuje. Je dileZité podotknout také to, Ze v pribchu cyklu dochazi ke zméné vysky epitelu
(Mescher et al. 2021; Reece 2011). Krevni zasobovani vejcovodu probiha jak ze strany délohy,
tak ze strany vajecniku (Briceag et al. 2015). Svalova vrstva vejcovodu spolu s fasinkovymi
bunikami napomaha posouvani oocytu smérem k déloznimu rohu. Svalovina je slozena z vnitini
kruhové a vnéjsi podélné vrstvy a smérem k dé€loze se zvétSuje (Najbrt 1982). Podle Huntera
(2005) bylo zjisténo, ze teplota v kaudalni ¢asti zazeného tseku je o 0,7°C niz$i neZ v ostatnich
¢astech vejcovodu, coZ mliZe ovliviiovat proces fertilizace.

3.2 Oogeneze a folikulogeneze

Samici gametogeneze je proces, kdy z diploidnich (2n) bun¢k vznikaji haploidni oocyty
(In) (Waters & Tadi 2022). Na vajec¢niku vznikaji mitézou primordialni zarodecné buiiky
(primordial germ cells — PGC), ze kterych se nasledné vyvijeji oocyty (Sanchez & Smitz 2012).
Pro pfeménu oogonie do dalSich stadii musi probéhnout meidza, kterd se vSak u vétSiny
zivo¢iSnych druhii dvakrat pozastavuje, nejprve v profazi I a nasledné¢ v metafazi II. Pro
zabezpeceni normalni fertility biologického organismu schopného pohlavniho rozmnoZovani
musi vZzdy spravné prob&hnout takové procesy, jako jsou samostatna oogeneze, meioticka
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rekombinace chromozomil a ovulace (Greenstein 2005). Oogeneze neboli ovogeneze se
rozdéluje na tfi stddia nebo obdobi.

Prvnim je obdobi rozmnozovani, ve kterém dochazi k déleni oogonii, ze kterych
vznikaji oocyty prvniho fadu a po obklopeni epitelovych bun¢k se vytvaii primarni folikuly.
Nasleduje obdobi rastu, které probihd po dosazeni pohlavni dospé€losti samice, se vyznacuje
zvySenou tvorbou cytoplazmy a navySenim poctu folikularnich bun€k. Obdobi zrani je
poslednim stddiem oogeneze, ve kterém probihaji redukéni déleni a pii vSech probihajicich
procesech na konci vznika ovocyt II fadu a polové télisko. Pokud nedojde k oplozeni ovocytu,
buiika zanika (Jelinek et al. 2003).

Meiotické déleni Ize rozdé€lit na dvé faze — Meioza 1 a Meioza II. Tyto faze se déli na
dalsi primarni faze, a sice na Profazi, Metafazi, Anafazi a Telofazi I a II podle faze meidzy.
Mezi meidzou I a Il probiha interfaze, kdy dochazi k syntéze DNA (Baker & Franchi 1967).
Nez zacne profaze, v organismu samice je vyjimecné velky pocet oogonii, miize jich byt i
nékolik miliont, avSak po proliferaci nasleduje proces zaniku vétsiny bunék (apoptoza), a tak
do faze meidzy vstoupi podstatné méné pocetna skupina bunck (Hyttel et al. 2010). Meioticka
profaze se rozdéluje na preleptoten, leptoten, zygoten, pachyten a diploten, v pozdni fazi
diplotenu dochdzi k pozastaveni vyvoje oocytl. Jakmile oocyt dosahne faze diplotenu, bude jiz
obklopen tenkou vrstvou pregranuloznich plochych bun¢k a neporusenou bazalni laminou, coz
znamena, ze je to jiz primordidlni folikul. Vrstva, ktera obklopuje oocyt, ho v podstaté oddéli
od ostatnich oocytt, které jsou kolem. Je dilezité zdiraznit nekteré prekurzory, které ovliviiuji
spravnou strukturu primordialnich folikulii. Patii mezi n€ c-kit a jeho ligand (proteiny, které se
na néj vazou), coz je receptor, ktery zaujiméa velmi vyznamné postaveni pii fizeni migrace a
preziti kmenovych bunc¢k v embryondlnim vyvoji. Na zacatku meidzy klesa mnozstvi proteinu
c-kit a ve fazi diplotenu uzZ je jeho mnoZstvi zvySené. Bylo potvrzeno, Ze c-kit napomaha
vytvafeni primordidlnich folikuli. Pfi tvorbé primordialnich folikuld ma také dilezitou roli
transformujici ristovy faktor  (TGEp) ¢i protoonkogen Bcel-2 (Fair 2003). Pozdéji se bunky
obklopujici oocyt za¢nou transformovat z plochych bun€k na bunky kubické, ¢imZ vznikne
primarni folikul (Eppig 2001). Pot¢ se folikularni buniky za¢nou aktivné délit a vytvoti tak dalsi
vrstvu kolem oocytu, coz z néj udéla sekundarni folikul, zaroven se vytvoii svétlolomna blanka
oocytu, zona pellucida, objevi se thekalni buriky, ze kterych se pozdéji vytvoti theca folliculi
interna a theca folliculi externa (Ebrahimi 2024). Ve folikulu dochazi ke vzniku dutiny
obsahujici tekutinu. Formuje se folikularni antrum a folikul se v tuto chvili oznacuje jako
tercialni, také oznacovany, jako Graaftv folikul (Reece 2011).

V sekundarnich a tercidlnich folikulech zac¢inaji hrat vétsi roli FSH a LH, coZ jsou
hormony produkované hypofyzou. FSH hormon ovliviiuje expresi genu Cyp19al a produkci
estradiolu. LH se podili na tvorbé androgent, které se pomoci aromatazy, jejiz syntézu fidi gen
Cypl9al, pfeméni na estrogeny (Richards 2018).

3.3 Estralni cyklus

Estralni cyklus je fyziologicky proces, kdy dochazi k pozorovatelnym zménam v
chovéani u v§ech samic a fyziologickym zménam. Jako jakykoliv cyklus, probihé estralni cyklus
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s intervaly v zavislosti na druhu zvitete. Jeden interval cyklu je mozné definovat jako cas od
zacatku jednoho cyklu do zacatku cyklu nésledujiciho (Reece 2011).

Podle frekvence vyskytu cykli v prabéhu roku se zvitata rozdéluji na monoestricka,
diestricka, anebo polyestrickd, coz znamena, Ze cyklus probéhne za jeden rok bud’ jednou,
dvakrat, anebo vicekrat. Cyklus né€kterych druhi zvifat je vyznamné ovlivnén fotoperiodou.
Fotoperioda je proces, kdy svételnd délka dne ovlivituje fadu procesti v organismu, vcetné

Mre:

na podzim (Jelinek et al. 2003).

Estralni cyklus se rozd€luje na nékolik fazi, které se nazyvaji: Proestrus, Estrus,
Metestrus, Diestrus, Anestrus (Schatten & Constantinescu 2007).

Proestrus je faze predchazejici samotné fiji, estru. Proestrus nastava hned po zaniku
zlutého teliska, gonadoliberiny stimuluji produkei folikulostimulaéniho hormonu (FSH), ktery
ovliviiuje rist a zrani folikuli (Schatten & Constantinescu 2007). Zluté télisko zanika pod
vlivem prostaglandinu F2a (PGF2a) (Jelinek et al. 2003). ZvySuje se produkce estrogend,
zvlasté estradiolu a probiha rust folikuld (Schatten & Constantinescu 2007).

V nésledujici fazi, estru, jsou samice svolné k pafeni a probihad ovulace. Je tomu tak
skoro u vSech druhti hospodaiskych zvifat s vyjimkou skotu, u kterého dochazi k ovulaci
s uréitym zpozdénim (Hyttel et al. 2010).

Metestrus je stadium, kdy se zac€ind vytvaret nové nebo nova Zlut téliska a nasledné
dochazi k produkci progesteronu zlutym téliskem (corpus luteum - CL). Postupné se snizuje
epitel délozni sliznice a pohlavni organy se vraci ke stavu pied fiji. Dochazi tak k odtoku krve
Z pohlavnich organt a snizeni tonusu délohy (Jelinek et al. 2003).

Diestrus je nejdéle trvajici stadium estralniho cyklu, kdy bud’ dale pokracuje produkce
progesteronu zlutym téliskem, protoZe samice zabiezla, anebo pokud k zabtfeznuti samice
nedoslo, zanika vlivem prostaglandinu F2a zluté télisko (Hyttel et al. 2010). Na misté zaniku
Zlutého téliska vznika corpus albicans (Schatten & Constantinescu 2007). Na rozdil od vétsiny
domaécich a hospodaiskych savcii dochazi u feny k prodlouzenému diestru a to z toho divodu,
ze se na vajecniku zluté télisko vyskytuje delsi Cas, 1 kdyz fena nezabtezla (Hyttel et al. 2010).

Anestrus je obdobi mezi koncem posledniho a zacatkem nového cyklu. Je to
prodlouzené klidové obdobi v reprodukénim cyklu. Délka se 1isi podle druhu (Hyttel et al.
2010).

3.4 Regula¢ni mechanizmy oogeneze
3.4.1 Cyklické nukleotidy

Cyklické molekuly jako je cyklicky adenosinmonofosfat (cAMP) a cyklicky
guanosinmonofosfat (CGMP) vyznamnou mérou reguluji meiotické zrani. Cho et al. (1974)
zjistili, Zze dibutyryl cAMP (dbcAMP) udrZzuje meioticky blok oocytli po jejich vyjmuti
z folikularniho prostfedi in vitro. Pochopeni tlohy cAMP komplikovalo zjisténi, ze vysoka
hladina cAMP v oocytech zpusobuje meioticky blok, ale béhem ovulace vysoka hladina cAMP
v oocytech vyvold znovuzahdjeni meiodzy (Dekel et al. 1988).
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Cyklicky adenosinmonofosfat je produkovan z ATP pomoci enzymu adenylatcyklazy
(AC). V oocytech hlodavcl byla prokazana ptitomnost AC3 (Horner et al. 2003). Produkce
cAMP v oocytech probiha po aktivaci receptoru GPR3 (G-protein coupled receptor 3)
(Olsiewski & Beers 1983; Mehlmann et al. 2002). Protein kinaza A (PKA), ktera je aktivovana
cAMP, udrzuje oocyt v M-fazi, coz napomaha cAMP udrzet meioticky blok (Downs 2010;
Conti et al. 2012). cGMP inhibuje zrani oocytu (Hubbard & Terranova 1982). Dostava se do
oocytu pres gap junction a inhibuje enzym fosfodiesterazu PDE3A (Phosphodiesterase 3).
c¢GMP napomahd udrzovat hladinu cAMP a tim i meioticky blok (Norris et al. 2009; Vaccari et
al. 2009).

LH zptsobuje az 200nasobné zvyseni hladiny cAMP. Nejvyssi trovné cAMP dosahuje
pted procesem rozpadu zarode¢ného vacku GVBD (Germinal vesicle breakdown), hned po tom
dochazi k razantnimu poklesu jeho mnozstvi. Zmény Grovné hladiny cAMP hraji v oocytech
dualezitou regulacni roli (Tsafriri et al. 1976; Yoshimura et al. 1992; Mattioli et al. 1994; Norris
et al. 2009). Aktivace PDE3A a nasledny pokles hladiny intraoocytarniho cAMP vyvola
defosforylaci PKA, aktivaci MPF (Maturation promoting factor) a obnoveni meiozy (Hubbard
& Terranova 1982). Na znovuzahajeni meiozy se podili i cGMP (Shuhaibar et al. 2015). Je
mozné, ze ke snizeni hladiny cAMP dochézi v dusledkti pisobeni cGMP na PDE3A (Vaccari
et al. 2009).

Diulezitym regulatorem meidzy jsou i natriuretické peptidy. Rodina natriuretickych
peptidi ma tfi hlavni typy, jsou to atridlni natriureticky peptid (ANP), mozkovy natriureticky
peptid (BNP) a natriureticky peptid typu C (CNP). Granuldzni buiiky produkuji CNP a bunky
kumularni tvofi receptor natriuretického peptidu 2 (NPR2). Po navazani CNP na receptor
NPR2, dochazi ke zvySeni hladiny cGMP a nastava meioticky blok (Zhang et al. 2010).

Aktivace CNP NPR2 guanylatcyklazy je hlavnim zdrojem pro cGMP ve folikulech
(Zhang et al. 2010). LH zplsobuje sniZeni exprese CNP a také mnoZstvi proteinu CNP ve
folikularni tekutiné (Kawamura et al. 2011). LH snizuje aktivitu NPR2 guanyléatcyklazy, coz je
zpisobeno defosforylaci a deaktivaci NPR2 v granuldznich bunikéach (Robinson et al. 2012).
Lze ftici, ze LH snizuje hladinu cAMP, CNP a ¢cGMP, prob&hlé¢ zmény vyvolavaji aktivaci
PDE3A a MPF, ktery vyvol4 obnoveni meidzy (Gilchrist et al. 2016).

Vysok4 hladina cAMP v murdlnich bunkéach spousti fadu procesi, které aktivuji
signalni drahu receptort epidermalniho ristového hormonu (EGFR) a extraceluldrnim signalem
regulovanych kindz ERK1/2. Pfi produkci cAMP pod vlivem LH dochazi k narGstu mnozstvi
EGF — like peptidi (EGF-p), mezi které patii amphiregulin, epiregulin a betacellulin, které
indikuji signaliza¢ni drahu ERK1/2 receptoru a vyvolaji tak zrani a ovulaci oocytt (Park et al.
2004; Shimada et al. 2006; Fan et al. 2009).

Standardni metody in vitro zrani (IVM) vyuzivaji spontanni meiotické zrani vyvolané
izolaci COC (komplexy kumulédrnich oocytit) z folikulu (Pincus & Enzmann 1935; Edwards
1965). Po izolaci oocytu dochazi k hydrolyze cAMP, poklesu jeho hladin a deaktivaci PKA,
coz vede k rozpadu zarode¢ného vacku GVBD (Norris et al. 2009; Li et al. 2012).

Dvoufazové systémy in vitro maturace vyuzivaji vyssi koncentraci inhibitoru PDE, aby
se pfedeslo spontannimu rozpadu zarodecného vacku (GVBD) oocyti po jejich vyjmuti z
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folikulu (Nogueira et al. 2003; Nogueira et al. 2006; Kawashima et al. 2008). Nejbézné&ji
vyuzivané PDE inhibitory jsou Org9935, milirinone, CNP, cilostamide, IBMX. Po poklesu
hladiny inhibitori PDE klesd mnozstvi cAMP a dochazi k deaktivaci PKA coz spusti meiotické
zrani oocytl (Gilchrist et al. 2016; Albuz et al. 2010; Luciano et al. 2011; Li et al. 2012).
Metody IVM vyuzivajici pfimé manipulace a ovliviiovani hladin cAMP umoziiuji zlepsit
vysledky meiotického zrani oocytti (Gilchrist et al. 2016).

Farmakologické latky jako dbcAMP ucinn€ zvySuji hladinu cAMP v COC prasat
(Funahashi et al. 1997). Obdobné¢ puisobi i forskolin a invazivni adenylatcyklaza (Luciano et al.
1999; Shu et al. 2008). Forskolin napiiklad mize vyvolavat zvySeni hladiny intraoocytarniho
cAMP az k hodnotam, které se vyskytuji in vivo pod vlivem LH (Bernal-Ulloa et al. 2016).
Tyto latky jsou obecné ucinnéjsi nez FSH (Albuz et al. 2010).

3.4.2 Vapenaté ionty (Ca?")

Vapnik je vSudypfitomnou signalni molekulou. Hraje dileZitou roli pfi oplozeni oocytl
a zahajeni embryonélniho vyvoje mnoha zvifecich druht, a dokonce i n¢kolika druhii rostlin
(Kashir et al. 2013; Dresselhaus et al. 2016; Stein et al. 2020).

Ca?" se do buné&k dostava z extracelularniho prostiedi, kde jeho koncentrace dosahuje
nasobn¢ vysSich hodnot v porovnani s prostifedim intracelularnim. Extracelularni véapnik
vstupuje do bunck prostfednictvim kandli, které se nachazeji na plazmatické membrané
(Venkatachalam et al. 2007; Catterall 2000). Takzvany store-operated calcium entry neboli
SOCE je bun&¢ny mechanizmus, ktery dopliiuje vapnikové zasoby z extracelularniho prostiedi.
Pokud dojde k vycerpani vapenatych iontli z endoplazmatického retikula (ER), aktivuji se
STIM (stromal interaction molecule) proteiny, které prostfednictvim ORAI (calcium release-
activated calcium channel protein) vapenatych kanala vyvolaji pfesun Ca?* z vnéjsiho prostiedi
do buiiky a vyrovnani jeho intracelularni hladiny (Smyth et al. 2006).

Pievazna vétina intraceluldarniho Ca®" je obsaZena v ER, jeho zasoby se viak také
nachézeji v mitochondriich a endolysosomech (Phillips et al. 2016). Ca?* se vylucuje z ER
prostfednictvim dvou iontovych kanald, prvni tvoii inositol-1,4,5-trisfosfatovy receptor (IP3R)
a druhym je ryanodinovy receptor (RyR) (Soboloff et al. 2007).

Béhem zrani oocytu dochazi k postupnému zvySovani sensitivity IP3 receptoru, coz
bylo poprvé popsano u moiské hvézdice a pozdéji také u hlodaveii (Mehlmann et al. 1994).
IP3R1 interaguje s fadou kindz, jako je napiiklad polo-like kinaza 1 (Plk1), MAPK (Mitogen-
activated protein kinase), CDK1 (Cyclin — dependent kinase 1), PKA (protein kinase A) a PKC
(protein kinase C) (Lee et al. 2006). U savcl byly objeveny tfi formy IP3 receptorti (IP3R1,
IP3R2, IP3R3) s odli$nou afinitou viici IP3 (Taylor et al. 1999). Kromé¢ IP3R se na regulaci
hladin vapniku podili i proteiny regulujici aktivitu G proteinti jako je RGS2 (Regulator of G
protein signaling) (Bernhardt et al. 2015).

V pribéhu zrani oocytu dochazi ke zméné stavby a lokalizace organel zapojenych do
regulace hladin vapenatych ionti jako je ER, Golgiho aparat ¢i mitochondrie, které se podileji
na udrzeni oscilaci vapenatych iontd po oplozeni (Shiraishi et al. 1995; Mann et al. 2010;
Mehlmann et al. 1995; FitzHarris et al. 2007; Wang et al. 2019; Stein et al. 2020).
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Inositoltrifosfit (IP3) je hlavnim mobilizaénim signalem pro Ca?* IP3 vznika prostfednictvim
fosfolipazy C (PLC) z fosfatidylinositol-4,5-bisfosfatu (PIP2) Po navazani IP3 na IP3 receptor
dojde k vyplaveni vapniku z ER. Pfevazna vétSina IP3 receptorti se nachdzi v cytoplazmé a ast
V lumen ER (Paknejad et al. 2018). Pi nizkych hladinach cytoplazmatického vapniku dochazi
k otevieni kanali a naopak vysoké koncentrace vapniku vyvolaji jejich uzavieni. Mezi
vyznamné regulatory IP3 receptorti patii ATP, NADH, reaktivni formy kysliku a na vapnik
vazané proteiny jako je tfeba kalmodulin. Mezi dalsi procesy, které ovliviiuji funkce IP3
receptord, patii fosforylace, defosforylace a ubikvitinace (Dupont et al. 2004; Vanderheyden et
al. 2009).

Béhem zrani oocytl dochazi ke zméné mnozstvi a ulozeni IP3 receptort a probihajici
zmény mohou ovliviiovat hladiny Ca?*. (Boulware et al. 2005). P¥i zablokovani IP3 receptorti
v oocytech, nedochézi po oplozeni k fyziologickému vyplaveni v Ca?* (Miyazaki et al. 1992;
Xu et al. 1994).

Dulezitou ulohu pfi regulaci hladin vapniku hraje i sarko/endoplazmaticka retikularni
Ca?*-ATPaza (SERCA), ktera se nachazi na membrané ER a napomaha pfi transportu Ca?* proti
koncentra¢nimu gradientu. U savcl byly popsany tfi geny Atp2al-3, které se podileji na tvorbé
tiech izoforem SERCA1-3 s odlisnou expresi (Brini et al. 2009; Chen et al. 2020).

Na regulaci hladin véapniku se podili i kalciovd ATPé4za plazmatické membrany
(PMCA), ktera napomaha vyplavovani vapniku z buiiky ven a podili se tak na udrzovani
homeostdzy. Pii zvySenych hladinich intracelularniho vapniku je PMCA inaktivovéana
prostiednictvim kalmodulinu (Brini et al. 2009; Chen et al.2020; Missiaen et al. 1989).

Zvyseni hladin vapenatych iontd se vyuziva k partenogenetické aktivaci oocytd pfi
asistované reprodukci u lidi. Pro aktivaci vaji¢ek se nejcastéji pouzivaji ionofory jako jsou
ionomycin a kalcimycin, které usnadiuji transport vapniku ptes membranu (Kline & Kline.
1992) a nasledné spousti bunéény cyklus a vyvoj embrya (Stein et al. 2020). K aktivaci oocyti
mize byt také pouzit 7% ethanol, ktery zptisobuje uvolfiovani intracelularniho Ca?*
prostfednictvim IP3 (Rickords et al. 1993; Nakada & Mizuno 1998). Vyzkumy ukazuji, ze
aktivace zralych oocytl ethanolem funguje dobie u mysi (Rickords et al. 1993), skotu (Nakada
& Mizuno 1998) a prasat (Ruddock et al. 2001), ale naptiklad u lidi aktivaci nevyvola (Balakier
& Casper 1993).

Oscilace hladin vapniku jsou G€inngjSim aktivatorem oocytil, neZ jednorazové zvysSeni
hladiny (Ducibella et al. 2002). Latky jako stroncium vyvolavaji dlouhodobou oscilaci Ca?* a
aktivaci oocytll prostfednictvim IP3, coz bylo prokazano u hlodavcii, skotu, prasat a koni
(Fraser 1987; Yamazaki et al. 2005; Che et al. 2007). U lidi se stroncium k aktivaci oocytl
nepouziva, jelikoz nespousti oscilaci Ca?* (Lu et al. 2018). Dalsi slou¢eninou, které je schopna
vyvolavat dlouhodobou oscilaci Ca?*, je thimerosal (Swann 1991). Thimerosal vyvolava
mnohonésobné oscilace, které se podobaji fyziologickému pilisobeni spermii, ale k aktivaci
oocytl se nevyuziva s ohledem na jeho negativni uc¢inky (Cheek et al. 1993; Alexandre et al.

2003).
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3.4.3 Kinazy a fosfatiazy
Zrani podporujici faktor (Maturation/M-phase promoting factor, MPF)

MPF neboli faktor podporujici zrani je univerzalnim regulacnim faktorem meiozy a
mitozy a sklada se z kindzy cdc2 (Cell Division Cycle) a regulacni podjednotky cyklinu B a
Greatwall kinazy. Spojenim cyklinu B a cdc2 vznika pre-MPF. Fosforylace, ktera je pfimo ¢i
nepiimo katalyzovanad MPF, plisobi na strukturu buiiky a umoziiuje vytvoteni déliciho vieténka.
Inaktivace MPF vede k ukonéeni mitdzy. Aktivitu MPF ovliviiuji posttranslaéni mechanizmy,
jako je fosforylace cdc2, ktera je zajisténa komplexem kinaz Weel/Mytl a fosfatazou Cdc25
(Norbury & Nurse 1992; Hoffmann & Karsenti 1994; Morgan 1997; Beckhelling & Ford 1998;
Alberts et al. 1998). Cdc2 a cyklin B Ize lokalizovat v oblasti centrozomu anebo v perinuklearni
oblasti (Bailly et al. 1989, 1992). Bylo prokdzano, ze akumulace cyklinu B je zavisla na
mikrotubulech (Raff et al. 1990).

Poprvé byl MPF popsan u obojzivelnikti v prub&hu zrani oocyti (Masui & Market
1971). Na aktivaci komplexu cyklinu B a cdc2 se podili fosfatdza cdc25 a polo-like kinazy
(Hoffmann et al. 1993; Abrieu et al. 1998). Prvni vyzkumy prokazaly, Ze v pribcéhu zrani
oocytu je MPF nejprve aktivovan na animalnim polu vajicka a nasledné nastava aktivace MPF
na vegetativnim polu (Masui 1972). Na vegetativnim p6lu se hromadi cyklin B, ale nedochazi
tam k aktivaci MPF, z ¢ehoz mize vyplyvat, ze aktivacni mechanizmy MPF se musi nachazet
na animalnim polu. Aktivace MPF béhem mitdzy, stejné jako béhem zrani vajicka, probiha
prostfednictvim mechanizmu, ktery zahrnuje cdc25 fosfatazu. Rozlozeni MPF a cdc25
na animalnim a vegetativnim polu oocytu se 1isi (Beckhelling et al. 2000). MPF ovliviiuje velké
mnozstvi procest a je nezbytny pro fyziologicky pribéh zrani oocytii. Aktivace MPF umoziiuje
obnoveni meiotického cyklu, vyvolava fosforylaci a depolymerizaci lamint a zah4jeni GVBD.

Mitogeny aktivovana protein kindza (MAPK)

MAPK patii do rodiny serin/threonin protein kinaz. Podle substratii se daji rozd¢lit do
¢tyfech podrodin: ERK1/2, p38MAPK, JNK a ERKS. ERK1/2 byla objevena jako jedna
Z prvnich a je nejvice prozkoumana. U savcil byla poprvé objevend ERK1 neboli MAPK3 ktera
Casto pusobi se svym homologem ERK2 neboli MAPKI1, a proto se oznacuji jako celek
ERK1/2. Mezi funkce, které plni, patfi fosforylace substratovych proteinil, coz nasledné
reguluje fadu fyziologickych procest, jako je buné¢na diferenciace a rist (Fan & Sun 2004).

Béhem zrani oocytu je MAPK aktivovéana prostiednictvim protein kindzy S6 p90RSK,
ktera se navaze na MYT1 a podporuje tak zrani (Bhatt & Ferrell 1999). MAPK se také podili
na regulaci translace proteind tim, Ze aktivuje CPE, neboli cytoplazmaticky polyadenylacni
element (Frodin et al. 1999).

Jak jiz bylo zminéno vySe, velmi dalezitou roli v pribéhit mitdzy a meidzy zaujima
MPF. Bylo prokazéano, Ze interakce mezi MPF a MAPK na zdklad¢ pozitivni zpétné vazby
umoziuji ptechod mezi fazemi bunééného cyklu (Abrieu et al. 2001; Kishimoto 2018). MPF je
aktivovan tésn€é pred GVBD, coz je typickym znakem znovuzahdjeni bunétného cyklu.
Vyzkumy u riznych druhti savel prokazaly, Ze k aktivaci MAPK dochézi zhruba 2 hodiny poté,
co probéhne GVBD (Sun et al. 1999). U mysi s knockoutem c-Mos, ktery je regulatorem
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signalni drahy MAPK, jsou oocyty schopné podstoupit GVBD, i kdyz maji abnormalné
vytvorené delici vieténko (Araki et al. 1996). Aktivace MAPK zac¢ind béhem ptrechodu G2/M
faze bunééného cyklu a nejvyssi intenzity dosahuje v MI. Jelikoz GVBD probih4, i kdyz MAPK
neni aktivovana, je pravdépodobné, ze MAPK nehraje pti GVBD zésadni roli (Zernicka-Goetz
et al. 1997). Po GVBD dochéazi diky aktivit¢ MAPK k reorganizaci mikrotubulll a vytvaii se
delici vieténko (Gotoh et al. 1991; Verlhac et al. 1994). Proteiny ERK1/2 se nachazi na dé€licim
vieténku a mikrotubuly organizujicich centrech (MTOC) (Verlhac et al. 1993). MAPK se vaze
na MTOC a spolupodili se tak na organizaci mikrotubulti. Pokud je aktivita MAPK inhibovana,
meiotické vieténko se netvoii a dochazi k inhibici segregace chromozoma v MII (Lee et al.
2000). Bylo prokézano, ze ERK1/2 muze aktivovat RNA proteinu CPEB1 (Cytoplasmic
Polyadenylation Element Binding Protein 1) v cytoplazmé, ktery podporuje vznik proteint
Dazl, Tpx2 a Tpx2. Tpx2 je lokalizovan v mikrotubulech a podili se na aktivaci proteinové
kindzy aurory A, ktera je nedilnou soucésti mikrotubull a vieténka (Sha et al. 2017).

Bylo prokazano, ze pro spontanni obnoveni meidzy in vitro neni ERK1/2 v oocytech
nezbytnd, jako je tomu v pfipad¢ znovuzahdjeni meidzy vyvolané gonadotropiny (Fan et al.
2009). LH a FSH jsou zasadni pro fyziologicky prab¢h ristu a zrani oocyti a folikuld. MAPK
Vv granuloznich buitkach napomaha fyziologickému ptsobeni LH pfi ovulaci, atrézii a vzniku
Zlutého téliska. U mysi s knockoutem ERK1/2 v granuldznich bunikach nedochazi k obnové
meidzy, ovulaci ani vzniku zlutého téliska (Fan et al. 2009).

ERK1/2 je nezbytna pro reaktivaci MPF béhem interfaze (Cui et al. 2012). U vétSiny
savcu dochazi k meiotickému bloku, a pravé diky vysoké aktivité MPF a MAPK. K aktivaci
MPF je nutny cyklin B. Cyklin B se v pribéhu bunééného cyklu akumuluje a degraduje
Vv proteazomu, pokud je na ném navazan ubikvitin. Nejvyssi hladiny MPF dosahuje v MII, kde
je MPF nutny pro udrzovani meiotického bloku (Kishimoto 2018). V sav¢ich oocytech aktivace
komplexu podporujiciho anafazi (APC) vyvolava degradaci cyklinu B, coz nasledné snizi
aktivitu MPF (Dupre et al. 2011). Cytostaticky faktor CSF je jednim z dalezitych faktort, ktery
se podili na udrzovéni bloku v MII, po oplozeni dojde k rychlému poklesu CSF (Verlhac et al.
1994). Cytostaticky faktor pod vlivem kindz MOS, MEK a MAPK udrZuje vysokou aktivitu
MPF (Kubiak et al. 1993). Aktivita ERK1/2 je zasadni pro udrzeni bloku v MIl (Zhang et al.
2015). Bylo prokazano, Ze u starnoucich oocytit dochazi k degeneraci organel a poklesu MPF
a syntézy MOS, coz vede k inaktivaci MAPK (Kikuchi et al. 1995). Takeé bylo zjisténo, ze u
prasecich oocytl pii pouziti MEK inhibitoru U0126 dochazi k inaktivaci MAPK a p90RSK,
coz nasledné vyvola poruseni meiotického bloku. Z toho vyplyva, Ze aktivita MAPK je pro
udrzeni meiotického bloku v MII zasadni (Tatemoto & Muto 2001).

Po oplozeni oocytu dochézi k poklesu MPF a néasledné po nékolika hodinach dojde
k inaktivaci MAPK (Petrunewich et al. 2009). Inaktivace MAPK probiha béhem oscilaci
vapniku nezavisle na MOS (Gonzalez-Garcia et al. 2014).

Protein kinaza A

cAMP je dulezitym regulatorem zrani oocytl, cAMP umoziiuje otevieni iontovych
kanalt a aktivaci faktort jako je Epacl a Epac2 (Exchange protein directly activated by cAMP)
(Dremier et al. 2003). Hlavnim efektorem cAMP je protein kindza A (PKA). PKA je
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holoenzym, ktery se sklada ze dvou regulacnich a dvou katalytickych jednotek. K aktivaci PKA
dochazi po zvyseni hladiny cAMP (Wong & Scott 2004). Vysoké hladina cAMP a aktivace
PKA Vv oocytech zptsobuje meioticky blok. PKA mize inhibovat MPF, jelikoz fosforyluje
WeelB kinazu patfici do rodiny kinaz, které inhibuji cyklin-dependentni kinazu Cdk (Cyclin-
dependent kinase) (Han et al. 2005). Prostiednictvim Gs receptori na povrchu oocytu dochazi
k poklesu hladiny cAMP, poklesu aktivity PKA a nasledn¢ se znovuzahajuje meioza
(Mehlmann et al. 2004).

Interakce PKA a AKAP (A-Kinase anchoring protein) hraje dulezitou roli nejen v
oocytech. Inhibice PKA/AKAP v oocytech vyvolava zrani i pfi vysokych hladinach cAMP. To
naznacuje, ze PKA udrzuje meioticky blok (Newhall et al. 2006).

3.4.4 Gasotransmitery
Oxid dusnaty

Oxid dusnaty (NO) je velmi nestabilni latka, u které pifi kontaktu s kyslikem rychle
dochazi k oxidaci a nésledné preméné NO na NO2 (oxid dusicity). NO patii mezi reaktivni
formy dusiku (RNS) (Sikka 2012). NO funguje jako molekularni posel a difunduje dovnit
bun¢k skrz membranu (Francis et al. 2010). NO je nepostradatelnou soucasti fyziologicky
probihajicich procest v oocytech. Jeho mnozstvi se zvysSuje béhem folikulogeneze v souvislosti
se zvySovanim koncentrace estrogentl (Rosselli et al. 1997). Ptitomnost NO byla prokazana
Vv thekalnich a granuloznich bunikach béhem folikularniho vyvoje, ovulace a béhem tvorby
Zlutého téliska u potkand (Jablonka-Shariff & Olson 1997), prasat (Takesue et al. 2003) a mysi
(Jablonka-Shariff & Olson 1998). Oxid dusnaty produkovany endotelidlni NO syntazou
(eNOS) zvysSuje pratok krve k vajeénikim (Van Voorhis et al. 1995). Bylo zjisténo, Ze
inhibitorem eNOS je L-nitro arginin methyl ester (L-NAME) (Shukovski & Tsafriri 1994).
Bylo prokazano, ze izoformy NO syntazy iNOS (indukovatelnda NO syntdza) a eNOS jsou
nezbytné pro expanzi kumularnich bunék. iNOS ma ptimy vliv na fyziologické zrani oocytii a
eNOS ma vliv na interakci gamet (Romero-Aguirregomezcorta et al. 2014).

Oxid dusnaty plni také roli regulatoru. Béhem zrani oocytu podnécuje vnitrobunééné
signaly, které jsou nutné k aktivaci oocytii a zpomaluje tak starnuti bun¢k (Kuo et al. 2000;
Goud et al. 2005). Zpomalovani starnuti je velmi dilezité z hlediska polyspermie, ke které
dochazi Castéji u starnoucich oocytt (Miao et al. 2009). Bylo prokazano, ze existuje urcita
korelace obsahu NO s vékem zvitat, u mladych jedinct je obsah NO podstatné vyssi, nez u
jedincu starSich (Goud et al. 2014). Podle Goud et al. (2005) se NO podili nejen na zrani oocytd,
ale i na procesu oplozeni.

Vyzkumy in vitro prokazaly, ze NO ovliviiuje oogenezi v zavislosti na koncentraci (Lee
etal. 2013). Bylo zjisténo, zZe nizkd koncentrace NO chrani pted oxidativnim stresem, stimuluje
meiotické zrani a vytvaii optimalni podminky pro oplozeni a vyvoj jedince (Bu et al. 2003; Tao
etal. 2005; Goud et al. 2008). Vysoké koncentrace NO vSak v sav€ich oocytech meiotické zrani
potlacuji, vyvolavaji apoptodzu a oxidativni stres (Tichovska et al. 2011). Inhibice produkce NO
zpusobuje meioticky blok (Tao et al. 2005).
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Pfi in vitro zrani oocyti stejné jako in vivo dochazi k produkei reaktivnich forem kysliku
(ROS) a reaktivnich forem dusiku (RNS), které ovliviiuji reprodukéni pochody, jejichz
vysledky se projevi az po dokonceni zrani (Pandey et al. 2010; Tang et al. 2013).

Sulfan

O sirovodiku (H2S) neboli sulfanu je v souvislosti s oogenezi znamo méné nez o NO. V
prasecich oocytech byly nalezeny tfi enzymy, které jsou zapojeny do syntézy H.S: CBS
(Cystathionin-p-syntaza), CSE (Cystathionin-gamma-lyaza) a 3-MPST (3-merkaptopyruvat
sulfurtransferaza). Bylo prokazano, ze H2S se podili na folikulogenezi a zrani oocytt (Nevoral
et al. 2015) Sulfan ma stejn¢ jako NO pozitivni vliv na zpomalovani starnuti bun¢k a ma také
vliv na fyziologicky prib¢h embryonalniho vyvoje (Liang et al. 2006; Nevoral et al. 2014).

Relativné velké mnozstvi studii se zamétuje na sam¢i pohlavni systém. HoS byl objeven
ve varlatech potkanti, kde bylo CBS nalezeno v Leydigovych bunikach a CSE pak v Sertoliho
buiikéch (Sugiura et al. 2005; Oi et al. 2001). Ukazalo se, Ze se H2S podili na fungovani erektilni
tkané (Srilatha et al. 2006). V organismu samic byl H>S povazovan za pii¢inu potratl
(Hemminki & Niemi 1982). Pozdgji bylo zjisténo, ze CBS, na rozdil od CSE, je pro plodnost
samic naprosto nezbytnd (Liang et al. 2006; Yang et al. 2008). Po genovém knockoutu CBS
doslo k vyraznému poklesu poctu folikuld a potlaceni procesu zrani oocytti (Guzman et al.
2006). CBS byl nalezen v oocytech prasat, kde se podili na znovuzahajeni meidzy (Nevoral et
al. 2015), ale naptiklad u mysi (Liang et al. 2006) nalezen nebyl.

Oxid uhelnaty

Oxid uhelnaty (CO) je znam svym toxickym pisobenim na organismus u vétSiny
zivoc¢isSnych druhti. M4 ale také vlastnosti, které za urcitych okolnosti vytvaii vhodné podminky
pro fyziologické procesy v bunkach, jako je naptiklad jejich ochrana pfed bunénym stresem.
CO ovlivityje prubeh oogeneze, oplozeni i biezosti (Némecek et al. 2017).

K produkci CO v organismu dochazi po rozpadu hemu, ktery katalyzuje enzym
hemoxygendza (HO) (Tenhunen 1969). Pivodné se predpokladalo, Ze je CO jen odpadnim
produktem rozpadu. Po objeveni vlivu NO na velké mnozstvi pochodl v organismu se zacala
pusobeni CO vénovat vétsi pozornost (Stewart 1975). Naptiklad byla objevena jeho role
Vv synaptickém pienosu (Verma et al. 1993).

Nizké koncentrace gasotransmiteru CO maji velky vyznam pro fyziologicky prub¢h
velkého mnozstvi procesti v organismu, kde se CO podili na ochrané¢ bunék pied jejich
poskozenim oxidativnim stresem a nedostatek CO zpiisobuje poruchy reprodukce (Wu & Wang
2005).

Jsou znamy tfi izoformy hemoxygenazy, a to HO-1, HO-2 a HO-3. VV mnoha ohledech
jsou si zminéné izoformy podobné, li§i se pouze enzymovou kinetikou, termostabilitou a
imunitni reaktivitou (Maines 1997; Maines et al. 1986). HO-1 se nachazi na membrané
endoplazmatického retikula (ER), ale pii pusobeni stresu se jeho lokalizace mize ménit
(Yoshida et al. 1978). Nejcasteji 1ze HO-1 najit ve slezin€ a kostni dieni. V ostatnich typech
tkédni, kde nedochazi k rozkladu erytrocytt, je hladina HO-1 pomérné nizka, i kdyz se mize
z dtivodu rtizného typu stresu zvySovat (Ryter & Choi 2016). Mezi faktory, které ovliviuji

21



expresi HO-1, patii MAPK a jaderny faktor — kappa B (Kim et al. 2011). Bylo prokazano, ze
inaktivni forma HO-1 je schopna potlacovat oxidativni stres (Dennery 2014).

Exprese HO-2 hemoxygenazy je nejvyssi v mozku a varlatech. Stejné¢ jako HO-1 se
nachazi na membrané ER (Maines 1997; Ma et al. 2004). Pisobenim HO-2 dochazi k aktivaci
glukokortikoidii (Liu et al. 2000). HO-2 je zodpovédna za tvorbu CO a podobné jako HO-1
chrani bunky ptfed oxidacnim stresem (Turkseven et al. 2007). Ptestoze je HO-3 popsanou
izoformou, s nejvétsi pravdépodobnosti in vivo nevznika (Hayashi et al. 2004).

Pisobeni gasotransmitert je provazano. CO se vaze na hemovou skupinu a ovliviiuje
iINOS, coz nasledné snizuje tvorbu NO a dochazi ke snizeni oxidac¢niho stresu (Kim et al. 2008).
Na druhou stranu NO ovliviiuje produkci HO, ktera je nezbytna pro vznik CO (Motterlini et al.
2002).

Mezi dalsi funkce oxidu uhelnatého patti produkce reaktivnich forem kysliku. ROS
ovliviiuyji fadu procest v organismu (Taill¢ et al. 2005). Mimo jiné stimuluji proliferaci bunék
a biogenezi mitochondrii (Suliman et al. 2007). Zatim nebylo prokazéno piimé piisobeni ROS
na reprodukéni systém, ale vSe nasvédCuje tomu, Ze tomu tak je. ROS se podili na procesech,
které indukuji tvorbu antioxidacnich procest, podili se na meiotickém cyklu a podporuji zrani
(Finkel 1998; Combelles et al. 2009).

Pritomnost HO-1 a HO-2 hemoxygenazy byla potvrzena ve vaje¢nicich (Alexandreanu
2003), v déloze (Kreiser et al. 2003) a v placenté (Odrcich et al. 1998). Ob¢ izoformy byly
lokalizovany ve Zlutém télisku a ve folikularnich bufikdch. V ovaridlnim stroma byla
detekovana ptitomnost pouze izoformy HO-2 (Murphy et al. 1991; Harada et al. 2004).

Vyzkumy prokazuji, ze vliv stresu na buiiky vede ke zvyseni hladiny HO-1. Hladina
HO koreluje s hladinou pohlavnich hormont, a proto se méni béhem ovarialniho cyklu
(Murphy et al. 1991). Exprese HO-1 koreluje s produkci estrogenu a progesteronu, exprese HO-
2 je spjatd pouze s progesteronem (Cella et al. 2006; Acevedo et al. 1998).

Inhibitorem HO-1 je chromium mesoporfyrin (CrMP). Jeho pusobenim se béhem
ovarialniho cyklu razantné snizuje ptisobeni HO-1 a dochézi ke snizeni ¢etnosti pravidelnych
fijovych cykli (Alexandreanu et al. 2002). V d€loze dochazi ke zvySeni hladiny HO-1 a ke
snizeni hladiny volného hemu. Lze tedy pfedpokladat, Ze ke zvySeni mnozstvi HO v déloze
dochazi z diivodu ochrany plodu pted skodlivym pisobenim hemu.

U mysi, které netvoii HO-1, dochazi ke snizovani produkce oocytt. V prubéhu ovulace
muze dochéazet ke spousténi zanétlivych procest, jejichz plisobenim se provokuje tvorba
volného hemu, ktery potlacuje rlst a vyvoj oocytli. Nasledné¢ dochdzi k opétovnému zvySeni
hladiny HO-1, ktera deaktivuje hem, chrani oocyty a tim pozitivné ovliviiuje prabéh fijového
cyklu (Zenclussen et al. 2014; Vinatier et al. 1995).

Bylo prokazéano, ze zvyseni exprese HO vede k nartistu koncentrace CO, ktery se podili
na ochrané bunék pied stresory. Pokud dochézi ke sniZzeni hladiny HO, klesa mnozstvi CO a
zvySuje se pravdépodobnost apoptozy bunék, protoze nejsou chranény pomoci oxidu
uhelnatého (Vreman et al. 1999; Brouard et al. 2000). Pokles hladin HO snizuje schopnost

22



fertilizace oocytd in vitro a zvysuje pravdépodobnost apoptoézy kumularnich bunek (Zenclussen
etal. 2012).

Zajimava je korelace mnozstvi HO-1 a HO-2 v granuldznich bunkach. Vyzkumy
prokazuji, Ze u zdravych folikulll je hladina HO-1 nizk4, zatimco hladina HO-2 vysoka. Ve
folikulech, které se schyluji k atrézii, je tomu naopak. Zvysena hladina HO-1 zvySuje produkci
CO a chrani tak bunky proti oxida¢nimu stresu (Harada et al. 2004). Proto 1ze HO pouzit jako
marker Uspé$ného oplozeni oocytt, jelikoz pti vysoké hladiné HO-1 dochdzi k oxida¢nimu
stresu, ktery posSkozuje buniky a zhorsuje fertilizaci (Berandi et al. 2014).

Aktivatorem HO je organicka sloucenina hemin. Jeho aktivace zvySuje u mysi syntézu
estradiolu. Piisobeni inhibitoru HO snizuje syntézu progesteronu a vede ke zkracovani délky
tijového cyklu (Alexandreanu et al. 2003).

3.4.5 Kostni morfogeneticky protein (BMP)

BMP patii do rodiny TGF-B ristovych faktor. Jedna se o skupinu proteind, jejichz
vyskyt byl poprvé popsan v kostni dieni. Pozdéji byl protein BMP lokalizovan v savcich
vajecnicich a bylo prokézano, ze ma velky regula¢ni vyznam v oogenezi a folikulogenezi (Rossi
et al. 2015).

Kostni morfogeneticky protein se vyskytuje v nékolika formach, oznatovanych BMP-1
az BMP-15 (Ducy & Karsenty 2000). Bylo prokazano, Ze nékteré z téchto proteinii jsou
zodpovédné za vyvoj primordidlnich zdrodecnych bunék, jiné zas za regulaci primarnich
folikul, jejich aktivaci a zivotaschopnost (Dudley et al. 2010; Celestino et al. 2011). BMP také
ovlivityje rist a vyvoj sekundarnich a terciarnich folikulti (Shimasaki et al. 2004).

BMP patii do TGF- superrodiny proteind, jejichZ struktura obsahuje sedm molekul
cysteini, které dohromady vytvafri strukturu nazyvanou cysteinovy uzel (cystin knot) (Vitt et
al. 2001).

Signaly, které vytvaii TGF-B, jsou regulovany na nékolika Urovnich, a to vcetné
vnitrobunéénych interakci a ligandii (Bragdon et al. 2011). Skupina proteini BMP funguje
pomoci serine threonine kindzovych receptord, které patii mezi glykoproteiny. Podle
strukturnich a funkénich rozdilt se BMP receptory rozdéluji do dvou podskupin, konkrétné na
Typ I a Typ II. Unikatni charakteristikou Typu I je sekvence 30 aminokyselin s velkym
zastoupenim glycinu a serinu (Wrana et al. 1994).

Exprese BMP receptorii ve vajecnicich

Kostni morfogeneticky protein plsobi na intraovarialni faktory (Artini et al. 2007).
Expresi mRNA BMP receptori byla zjiSténa v sekundarnich a tercidlnich folikulech
prezvykavci, s nejvyssi expresi mRNA BMPRII (BMP receptor 2) ve folikulech o velikosti 0,5
mm (Costa et al. 2012). Vysoké exprese mRNA BMP-15 a GDF-9 v tercialnim folikulu miZze
naznacovat jejich potencialni interakci (Edwards et al. 2008). Exprese mRNA BMPRIB (BMP
receptor 1B) byla zaznamenéana v oocytech, v thekalnich buiikdch a ve vSech fazich vyvoje
folikuld u mysi a koz (Erickson & Shimasaki 2003).
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Ve vajecnicich ovci byl BMP-1 immunohistochemicky lokalizovan ve folikularnich
bunikach. BMP-1 patii mezi metaloproteazy a je schopny ovliviiovat formaci extracelularniho
matrix béhem folikulogeneze (Canty-Laird et al. 2010). Extracelularni matrix ovliviiuje vyvoj
a atrézii ovarialnich folikult (Berkholtz et al. 2006).

Exprese mMRNA BMP-2 byla prokazana ve folikulech mysi a také v thekalnich bunikach
u skotu (Fatehi et al. 2005). U mysi BMP-2 spolupracuje s BMP-4 a ovliviiuje tvorbu
primordialnich bun¢k (Ying & Zhao 2001).BMP-2 zvysuje produkci estrogenu a inhibinu-A po
stimulaci FSH. Pusobenim BMP-2 v8ak dochazi k potladeni produkce estradiolu a
androstendiolu (Brankin et al. 2005).

BMP-4 mRNA byla detekovana v thekalnich a folikularnich bunkach a v oocytech
zarode¢nych bun¢k (PGC) je BMP-4 (Saitou & Yamaji 2010). BMP-4 se ucastni regula¢nich
procest v gametogenezi béhem vyvoje gonad (Childs et al. 2010). Bylo prokazano, Ze BMP-4
zahajuje rist primordialnich folikull a potlacuje apoptézu ve folikularnich bunikéch (Ding et
al. 2013).

BMP-4 prostiednictvim FSH zvySuje syntézu estradiolu a sniZuje syntézu progesteronu
(Mulsant et al. 2001). BMP-4 interaguje s aktivinem a GnRH, a vyvolava tak sekreci FSH v
pohlavnich bunkéch (Lee et al. 2007) a zvysuje tak mnozstvi estradiolu v granuléznich buiikach
u potkana. BMP-4 prostfednictvim FSH snizuje mnozstvi progesteronu. V potkanich
folikularnich bunikach a oocytech BMP-2 a BMP-4 stimuluji syntézu p38-mitogeny-aktivované
proteinkinazy (p38MAPK) (Inagaki et al. 2009).

BMP-5 mRNA se vyskytuje ve folikularnich buiikdch v ranych fazich vyvoje i v
tercidlnich folikulech (Pierre et al. 2005). BMP-5 se ucastni vyvoje sekundarnich, ale ne
primarnich folikuldi (Shimizu et al. 2004). U mySi BMP-5 zvySuje proliferaci folikuldrnich
bungk v antralnich folikulech (Pierre et al. 2005).

BMP-6 byl detekovan ve folikulech mysi (Erickson & Shimasaki 2003), ovce (Juengel
et al. 2006), skotu (Glister et al. 2004) a kozy (Frota et al. 2013). V primarnich a sekundéarnich
folikulech je Groven mRNA BMP-6 vyrazné€ vyssi, nez v primordialnich folikulech. V
sekundarnich folikulech BMP-6 spole¢né s FSH vyvolava zvétSeni priméru folikuli a antra
(Frota et al. 2013). BMP-6 ovliviiuje granulézni buiiky tim, Ze zvySuje jejich proliferaci,
zivotaschopnost a zvySuje produkci inhibinu-A a aktivinu-A (Glister et al. 2004). BMP-6 také
snizuje expresi LH receptorli a syntézu progesteronu. BMP-6 zrychluje rist folikull, ale
zpomaluje jejich diferenciaci (Shimasaki et al. 2004). V dob& ovulace akumuluje neutrofily v
ovulyjicim folikulu, a tak sniZuje inhibi¢ni vlivy proteazy (Akiyama et al. 2014).

BMP-7 produku;ji thekalni bunky sekundérnich a tercidlnich folikuldi (Shimasaki et al.
2004). Ruzna vyvojova stadia folikuli se 1iSi mnozstvim BMP-7 mRNA (Frota et al.
2013). BMP-7 podporuje rust primordialnich folikulti a stimuluje expresi FSH receptort (Lee
et al. 2004). Po aplikaci BMP-7 do vaje¢niku mysi se vyrazné¢ zvySuje pocet primarnich,
sekundarnich i tercialnich folikula (Lee et al. 2001).

BMP-15 se ucastni vSech fyziologickych procesti probihajicich v pohlavnim systému
samic (Passos et al. 2013). Exprese BMP-15 mRNA byla zjisténa v primordialnich, primarnich
i sekundarnich folikulech (Silva et al. 2005). BMP-15 se nachazi rovnéz v tercialnich folikulech
a v oocytech (Juengel & McNatty 2005).
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BMP-15 se tcastni proliferace granul6znich bunck a pfemény primordidlnich folikult
ve folikuly primarni (Galloway et al. 2000). Podili se také na vzniku antra antralnich folikulii
(Fatehi et al. 2005). BMP-15 stimuluje proliferaci bunék nezavisle na FSH bez vlivu na
mnozstvi estradiolu. Oocyty z folikuli s vySSim mnozstvim BMP-15, maji  vétsi
pravdépodobnost, ze budou oplozeny. Mnozstvi BMP-15 pozitivné koreluje s mnozstvim
estradiolu, zatimco s hladinou FSH koreluje negativné (Wu et al. 2012).

Bylo prokéazano, ze BMP-15 a GDF-9 spole¢né ovliviiuji mitozu, proliferaci bunék,
apoptozu a fadu dalSich pochodlt (Crawford & Mcnatty 2012). BMP-15 a GDF-9 hraji

wevr

3.4.6 Regula¢ni mechanizmy ranych fazi oogeneze a folikulogeneze
Regulacni mechanizmy primordialnich zarodecnych bunék a formovani folikulii
Vyvoj primordialnich zarode¢nych bunék je regulovan fadou faktora.

Na proliferaci a migraci primordidlnich zarode¢nych bun¢k se podili PR domain-
containing protein 14 (PRDM14), B lymphocyte-induced maturation protein 1 (BLIMP1) a
transkrip¢ni faktory jako je Octamer-binding transcription factor 4 (OCT4) a NANOG, které
jsou nutné udrzeni pluripotence primordidlnich zarodeénych bunék (Ohinata et al. 2005;
Yamaji et al. 2008). Da Silva et al. (2004) prokazali také tilohu proonkogenu aktivinu a zjistili,
Ze tento protein zvysuje pocet primordialnich zarode¢nych bunék u cloveéka. Aktivin se vaze na
folistatin, ktery je také oznaCovan jako aktivin vazajici protein, ktery je kodovan genem FST.
Folistatin je znam jako FSH-potlacujici (FSP). Primarni funkci folistatinu je vézani a
bioneutralizace ¢lent TGF-B rodiny, s preferenci pro aktivin — parakrinni hormon z TGF-§3
rodiny, ktery zvySuje sekreci FSH v pfednim laloku hypofyzy (Tortoriello et al., 2001).

FIGa napomaha expresi glykoproteint vytvarejici vrstvu zona pellucida. RNA
bilkoviny, jako je NANOS3 (Nanos homolog 3) a DND1 (Dead end homolog 1) chrani
primordidlni zarode¢né bunky pied apoptdzou, obdobné funguje KIT/KIT ligand. Genetické
mutace zminénych bilkovin mohou vyznamné narusit vyvoj folikuld (Soyal et al. 2000). Na
vzniku primordidlnich zarode¢nych bunék se podileji také transkripcni faktory jako je GATAA4,
FOXL2, LHX9, WT1 A SF1 (Wilhelm et al. 2002).

Aktivace primordialnich folikulu

Mezi znamé regulacni faktory patii PTEN gen a fosfatidylinositol 3-kinaza
(phosphatidylinositol 3 kinase — PI3K). Mezi procesy, na kterych se zminéna dvojice podili, je
regulace apoptodzy, proliferace bunék a aktivace primordialnich folikul (Cantley et al. 2002).
PI3K byla detekovana v oocytech primordialnich a primarnich folikulti (Reddy et al. 2005).
Aktivace PI3K vyvolava aktivaci AKT, coz je kinaza, ktera patii do skupiny serin-threonin
protein kinaz, které zvySuji buné¢nou proliferaci a vitalitu bunék (Cantley et al. 2002). Reddy
et al. (2008) prokazali, ze zablokovani genu pro PTEN zvySuje mnozstvi PI3K a nasledné se
fosforyluje FOXO3a (Reddy et al. 2008). FOXO3a je transkripéni faktor, ktery se ucastni
apoptozy a pozastaveni vyvoje bun€k. FOXO3a byl detekovan v oocytech mysi a predpoklada
se jeho podil na inhibici aktiva¢nich mechanizmi primordidlnich folikuld prostfednictvim
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potlaceni transkripce genti, které jsou nezbytné pro fyziologicky pribéh oogeneze a
folikulogeneze (Castrillon et al. 2003).

Tuberous sclerosis complex 1 (TSC1) a Mammalian target of rapamycin complex 1
(mTORCI1) jsou komplexy, které se podili na pozastaveni vyvoje pohlavnich bun¢k. Bylo
prokazano, ze u mysi TSC1 negativné ovlivituyje mTORCI1 a udrzuje primordialni folikuly
v klidové fazi. Synergické pochody TSC/mTORCI1 a PTEN/PI3K jsou nezbytné pro regulaci a
aktivaci primordialnich folikuli (Adhikari & Liu 2010).

Interakce mezi KIT ligandem a KIT receptorem ma dulezité postaveni v regulaci
oogeneze. Vyvolava expresi vV somatickych buiikach i oocytech, ovliviiuje zahajeni rtstu
folikulti stimulaci proliferace thekalnich bun¢k a stimuluje rist oocytd (Nilsson & Skinner
2004). KIT ligand aktivuje AKT kinazu a potlacuje transkripéni faktor FOXO3 a tim reguluje
PI3K/AKT drahu v oocytech (Reddy et al. 2005).

Nervovy rustovy faktor (NGF) je také dileZitou soucasti regulatnich mechanizmi.
Ugastni se zakladnich procesti rané folikulogeneze, jelikoZ ptisobi na aktivaci primordialnich
folikulti. U mysi po NGF genovém knockoutu, byla prokézana snizend proliferace somatickych
bunck a jen nepatrné mnozstvi primarnich folikult (Dissen et al. 2001).

Jeden ze ¢lentt TGF — B superrodiny Antimiillerian hormon (AMH) je nutny pro
udrzovani rovnovahy mezi klidovymi a jiz aktivovanymi primordialnimi folikuly. Bez AMH
dochazi k rychlému vycerpani zasoby folikuli. AMH u mysi potlacuje aktivaci primordialnich
folikult (Fortune et al. 2003).

Transkripéni faktory SOHLH1 a NOBOX vznikajici v oocytech se ucastni procesu
pfemény primordidlnich folikuld na folikuly primarni. Absence NOBOXu zptisobi pozastaveni
vyvoje prevazné vétSiny primordidlnich folikuli a degeneraci oocytli dochazi k poklesu
transkripéni aktivity oocytl a poklesu mnozZstvi transkripti regulacnich faktorti a proteinii jako
je OCT4, GDF9 ¢i BMP15. Nedostatek SOHLH1 omezuje funkce NOBOXu a pozastavuje tak
folikulogenezi (Pangas et al. 2006).

Regulacni mechanizmy béhem premény primarnich folikuli na folikuly sekundarni

TATA — box binding protein asociated factor 4 (TAF4B) je dalsi transkripéni faktor,
ktery byl objeven v zarode¢nych burnikach. TAF4B se vyskytuje v granul6znich burkach, kde
se uplatiiuje v ranych stadiich folikulogeneze a pii aktivaci rostoucich folikuli (VVoronina et al.
2007).

Bilkoviny aktivin a inhibin ovliviiuji rast folikult. ZvétSeni priméru folikuli a
diferenciace granul6znich bunék vyvolava snizeni aktivity aktivinu a zvySeni exprese inhibinu.
Inhibin B ma nejvetsi expresi v ranych stadiich folikuli v dob¢, kdy dochazi k proliferaci a
vyskytu nediferencovanych granuldéznich bunék. Po vzniku antra dominuje ptisobeni inhibinu
A. Aktivin a inhibin nejen Ze zajiSt'uji proliferaci granuldznich bunék, ale podileji se také na
jejich diferenciaci a zrani oocyti (Smitz & Cortvrindt 1998; Zhao et al. 2001).

Velice dulezitou roli v komunikaci mezi oocyty a granuléoznimi bunikami hraji
vmezetené spoje, gap junction. Gap junctions je typ spojeni dvou sousednich bunék v mistg,
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kde dochdzi k vyznamnému pfiiblizeni jejich membran. Spojeni je zprosttedkovano pomoci
membranovych kanalkd, tzv. konexond. Konexony jsou tvofeny bilkovinami konexiny 43 a 37
(Cx43 a Cx37). Cx 37 se nachéazi v oocytech na vSech urovnich vyvoje a je nezbytny pro
vytvoieni gap junction, Cx43 je obsazen Vv granuldoznich bunikach a vytvari mezi nimi gap
junction. Absence Cx37 vyvolava pozastaveni vyvoje v raném antralnim stadiu, pii absenci
Cx43 dochazi k zastavé vyvoje folikuli (Carabatsos et al. 2000; Gittens et al. 2003).

V pocatecnich fazich vyvoje jsou folikuly nezavislé na gonadotropinech a tim padem je
vyvoj vice ovliviiovan lokdlnimi mechanizmy. V preantralnim stddiu dochazi uvniti folikult ke
vzniku FSH a LH receptorti a dalsi vyvoj folikult je jiz fizen gonadotropiny (O'Shaughnessy et
al. 1996). Funkce gonadotropinti je zavisla na aktivaci LH ¢i FSH receptort. U mysi se po
zablokovani funkce LH receptoru (LHR) folikuly vyviji jen do antralniho stadia a jedinci jsou
neplodni (Zhang et al. 2001). Samotny FSH pro dokonceni vyvoje folikuld nestaci. Z toho
vyplyva, ze LHR je nezbytny nejen pro ovulaci, ale i pro zrani folikuld pfed ovulaci. U mysi,
které netvoti FSH, dochazi k pozastaveni vyvoje folikulii, nedochazi k ovulaci a jsou tedy
neplodné. Nasledné dochazi ke zménam exprese proteinti v granuldznich bunkach, k poklesu
produkce aromatazy a podjednotek aktivinu a inhibinu (Burns et al. 2001). Buriky folikulti pak
nevytvari dostate¢né mnozstvi LH receptorti. U mys$i bez FSHR dochazi k poklesu produkce
estrogenu, coZz nasledné vyvolava obezitu a zmény ve stavbé kostry (Dierich et al. 1998).
Absence FSH ve folikulech vyvolava pozastaveni vyvoje folikull, nedochazi ke vzniku
antrélnich dutin a nasleduje apoptoza. Nizké hladiny FSH vedou k lepsi diferenciaci bunék
(Sanchez et al. 2012). Psobeni gonadotropint vyvolava produkci steroidnich hormond, jako
jsou androgeny a estrogeny, jejichz vliv ptispiva k vyvoji folikulovymi receptory (Findlay et
al. 2000). Androgeny stimuluji proliferaci granul6znich bun¢k a zvySuji jejich zivotaschopnost.
U samic se snizenym poctem androgen vazajicich receptort se vyskytuje infertilita, dochazi ke
sniZzeni poctu antralnich folikulii, ovuluje méné¢ oocytl, zvySuje se mira apoptdzy (Shiina et al.
2006). V granuldznich buiikach pfeménuje aromataza androgeny v estradiol (Richards et al.
1979) pod vlivem FSHR, ktery je zapojen do aktivace aromatdzy (Danilovich et al. 2000).
Produkce estradiolu zavisi na aktivité¢ genu Cyp19 (Britt et al. 2000).

U pokusnych mysi, kterym byly odstranény estrogenové receptory a, doslo ke zvySeni
mnozstvi estradiolu a LH, beze zmén mnozstvi FSH. Vajecniky pozastavily sviij vyvoj v raném
stadiu antralniho vyvoje a mysi byly neplodné. V ptipadé odstranéni estrogenovych receptorti
— B folikuly vyvoj dokon¢i, ale klesé cetnost ovulaci a snizuje se reakce na hCG (Human
Chorionic Gonadotropin) (Emmen & Korach 2003).

Regulace exprese genii a skladovani mRNA behem oogeneze

V obdobi aktivni proliferace folikularnich bunék je transkripéni aktivita nejvyssi., Na
konci rustu folikulii a po dozrani oocytli dochazi k Gtlumu transkripéni aktivity a degradaci
RNA. Vétsinu RNA v oocytu tvoii ribozomalni RNA (65 %). Heterogenni RNA tvoii kolem
15 % obsahu RNA (Wassarman & Kinloch 1992). Po transkripci nasleduje proces, kterému se
fika polyadenylace, kdy se na 3’ konec mRNA pfipojuje takzvany poly(A) konec a nasleduje
translace mMRNA (de Moor & Richter 2001).
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Béhem ptemény folikulli z primordidlnich na primarni probihd aktivni regulace
transkripce v oocytech, kdy jsou regulovany geny spojené s proliferaci a bunéénym cyklem. Pii
pfeméné folikulG primarnich na sekundéarni dochazi k aktivaci velkého mnozstvi gend, kam
patii transkripty zapojené do bunééného cyklu, biosyntézy a metabolismu. Vyvoj z folikulu
sekundarniho do stadia antralniho folikulu probiha pod taktovkou genti, které jsou zapojené do
bazalni transkripce polymerazy II (Pan et al. 2005).

miRNA (microRNA), ktera byla objevena na konci dvacéatého stoleti, byla nalezena
v granuloznich bunkach. Tato rodina miR-224se vyskytuje v bunkach na rtznych stupnich
vyvoje a je regulovana pomoci aktivinu A a TGF — B1. Odhaduje se, Ze cilem miR-224 je
SMAD4 (Yao et al. 2010). Dilezité postaveni siRNA (small interfering RNA) bylo prokazano
pomoci genového knockoutu u mysi. Pii zméné¢ koncentrace Diceru a Dgcer8 dochazi k uréitym
zménam. Dicer je endoribonukledza, ktera katalyzuje hydrolytické stépeni RNA, ¢imz
umozinuje vznik molekul o velikosti 20-30 jako je miRNA a siRNA. Dicer se tedy tcastni
procesu RNA interference. Patii do rodiny RNaz III, které ucinkuji na dvouvlaknové RNA
(dsRNA) (Pollard and Earnshaw, 2007). Knockout Diceru zpusobuje vycerpani miRNA
Vv oocytech a dochazi k naruSeni regulace miRNA. miRNA neni sice podstatna pro zrani oocyti,
ale je dulezita pro vyvoj embrya. Ztrata Dgcr8 nezpuisobuje tak vyznamné zmény (Murchison
et al. 2007).

Zrani oocytil

Béhem zrani oocyt se zvysuje hladina cyklického adenosinmonofosfatu (cAMP), jehoz
produkce je regulovana enzymem adenylatcyklazou (AC), (Downs et al. 1989). cCAMP se
dostava do oocytl bud’ pfes gap junctions mezi oocyty a kumuldrnimi buitkami nebo miize
vzniknout v oocytu prostfednictvim receptortt spojenych s G proteiny (GPR3 a GPR12)
(Vaccari et al. 2008).

Béhem meiotického zrani se zvySuje v oocytu také koncentrace cyklického
guanosinmonofosfatu (cGMP). cGMP se rovnéz do oocytil transportuje pies gap junctions a
funkci cGMP je, Ze inhibuje enzym PDE3A, ktera v oocytu odbourava cAMP (Norris et al.
2009). LH v oocytech aktivuje PDE3A, dochazi k poklesu cAMP a znovuzahdajeni meiozy
(Richard et al. 2001).

Kumularni bunky pod vlivem LH produkuji kyselinu hyaluronovou a dochazi tak
Kk rozsifovani jejich vrstvy. Tento proces souvisi s aktivaci PKA a je podporovan proteiny
podobnymi epidermalnimu riistovému faktoru (EGF). Nasledné dochdzi ke zvySeni transkripce
gentt v kumularnich bunkach, jako jsou HAS2, PTX3, TNFAIP6 (Ochsner et al. 2003,
Ashkenazi et al. 2005). Spusténa odpovéd’ je zpisobena aktivaci drahy ERK %, stimulaci Ptgs2
mRNA a naslednou produkci prostaglandinu E2 (PGE2) (Ben-Ami et al. 2006). ERK/MAPK a
PI3/AKTjsou zapojeny do signalnich drah nezbytnych pro regulaci mei6zy a meiotického bloku
oocytta v MII (Cui et al. 2007).

Komunikace mezi oocytem a granuléznimi bunikami je velmi dilezita jak pro jaderné,
tak i cytoplazmatické zrani. Komunikace mezi buitkami probiha prostfednictvim parakrinnich
signall nebo prostiednictvim gap junctions. GV oocyty Vv antralnim folikulu zacinaji regulovat
funkce, které byly pred tim regulovany kumularnimi bunkami (Gilchrist et al. 2004). Bez
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ucinku LH oocyty ovlivituji proliferaci granuldéznich bunék, jejich diferenciaci a zaroven
reguluji metabolickou aktivitu kumuldrnich bunck, jako naptiklad piijem aminokyselin,
glykolyzu a biosyntézu cholesterolu (Sugiura et al. 2005), jelikoz kumularni bunky pro oocyty
metabolizuji glukoézu (Sugiura et al. 2005) ¢i syntetizuji cholesterol (Comiskey et al. 2007).
Pod vlivem LH oocyty reguluji expresi kumularnich genti (Eppig et al. 2005).

Jakmile se za¢nou vytvaret antralni dutiny, granul6ézni buiiky se rozd€luji na dvé
skupiny. Prvni jsou kumuldrni granul6zni buiky, které jsou stale blizko oocytu a druhou
skupinu tvofi muralni bunky ve vnéjsich vrstvach folikuli. Muralni a kumularni buniky uvnitf
folikulti jsou pod vlivem FSH regulovany odlisné (Diaz et al. 2007). Oocyty se podileji na
potlacovani exprese transkripti muralnich bunck, ale podporuji expresi transkriptti bunék
kumularnich (Salmon et al. 2004). Vysoké hladiny FSH vyvolavaji zmény exprese transkriptt
kumularnich bungk, zvySeni hladin GDF9 a BMP15 mRNA a tim mohou ovliviiovat oocyty
(Sanchez et al. 2010).

Komunikace mezi oocyty a kumularnimi bunikami probiha prostfednictvim gap
junctions i pies zona pellucida pomoci cytoplazmatickych projekci (TZP), které tvofi
kumularni buniky. Projekce penetruji skrz zona pellucida a dosahuji k membrané oocytu
(Albertini et al.2001).

Ptes gap junctions mohou prochéazet takové molekuly, jako jsou aminokyseliny, pyruvat a
dalsi. Gap junctions a exprese proteintt Cx43 a Cx37, které spoje tvofi, jsou pro vyvoj oocytl a
folikult zasadni (Gittens et al. 2005).
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4 Zavér

Proces oogeneze tidi fada velmi slozitych regulacnich mechanizmd, ve kterych plni funkci
naptiklad cyklické nukleotidy, vapenaté ionty, kinazy a fosfatazy ¢i plynné molekuly. U fady z
téchto molekul neni jejich fyziologicka funkce popsana detailné. Prokdzana byla uloha
napiiklad cyklickych molekul, jako je cAMP. cAMP udrzuje oocyty v meiotickém bloku, pro
znovuobnoveni meiotického zrani je nezbytné, aby poklesla hladina cAMP v oocytu, coz se
déje tak, ze dalsi molekuly cAMP nejsou do oocytu vpustény z kumuldrnich bunék pies
vmezeiené spoje, gap junctions. Vyznamnou mérou se na regulaci procesu meiotického zrani i
oplozeni podileji také vapenaté ionty, které mimo jiné ovliviiuji kortikalni reakci a nasledny
proces ztvrdnuti vrstvy zona pellucida, kterym se zabraiuje polyspermii. Meiotické zrani v
oocytu je regulovano také pomoci fosfataz, které plni defosforylacni funkce a kinaz, které¢ maji
naopak za tkol fosforylovat bunécné proteiny. Vstup oocyti do metafaze je zajistén MPF
faktorem. Vyznamnym zplsobem ovliviiuji signdlni drahy v pohlavnich butikach také plynné
molekuly oznacované jako gasotramittery. Plyny s velmi rychlym biologickym polocasem
rozpadu jako je oxid dusnaty, oxid uhelnaty nebo sulfan reguluji naptiklad proces meiotického
zrani ¢i starnuti oocytt. Funkce gasotransmittert je dana jejich koncentraci v buinikach. Bylo
zjisténo, ze oxid dusnaty puisobi na meiotické zrani oocytli v nizké koncentraci stimulacné,
zatimco vysoké koncentrace NO meiotické zrani oocytli inhibuji. Také bylo potvrzeno, Ze
sulfan v nizkych koncentracich oddaluje starnuti sav¢ich oocytl. Pro spravny pribéh oogeneze
je nezbytné, aby vSechny regulacni mechanizmy fungovaly v soucinnosti, jinak je butika
smérovana do apoptdzy. Pro zvySeni efektivity biotechnologickych metod je tfeba detailné
popsat procesy regulujici oogenezi, predevsim meiotické zrani oocyta.
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