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Oogeneze savců a její regulační mechanizmy 

Souhrn 

Proces oogeneze představuje tvorbu vajíček, které vznikají z primordiálních 
zárodečných buněk (PGC) v kůře vaječníku. Z PGC se procesem mnohonásobné mitózy 
nejprve tvoří oogonie, které se následně mitoticky množí. K oogoniím se přikládají v jedné 
vrstvě buňky coelomového epitelu, přičemž vznikají tzv. primordiální folikuly. Asi u poloviny 
oogonií se tato vrstva nevytvoří a buňky hynou řízenou buněčnou smrtí, apoptózou. Z oogonií 
vznikají mitotickým dělením primární oocyty, které vstupují do meiotického zrání, které se 
poprvé zastavuje v profázi I, v diplotenním stádiu. Oocyty setrvávají v meiotickém bloku až do 
hormonální iniciace dalšího zrání. Zrání jednotlivých folikulů pak pokračuje až po pubertě 
samice vlivem hormonů. Stimulem k pokračování prvého zracího dělení je u některých druhů, 
jako jsou například obojživelníci, progesteron, u jiných změna hladiny estrogenů a 
progesteronu v průběhu estrálního cyklu. Prvním meiotickým dělením vzniknou dvě haploidní 
buňky, jeden sekundární oocyt a jedna buňka rudimentární s odpadem jaderného materiálu, tzv. 
pólové tělísko. Druhé meiotické dělení je iniciováno po ovulaci, ale ve druhé meiotické 
metafázi (Míl) je podruhé zastaveno v druhém meiotickém bloku a k jeho dokončení dochází 
až po proniknutí spermie do vajíčka, kdy ze sekundárního oocytu vzniká jedno vajíčko a druhé 
pólové tělísko. Zároveň první pólové tělísko prochází následnou mitózou, dělí se ve dvě a 
všechna 3 pólová tělíska záhy zaniknou procesem apoptózy. V oocytu v průběhu růstové fáze 
probíhá syntéza mRNA, proteinů a různých zásobních látek, přičemž některé mRNA jsou 
transponovány do cytoplazmy, kde jsou skladovány v inaktivní formě a aktivovány teprve po 
procesu oplození oocytu. Další zásobní látky, proteiny i R N A všech typů jsou do vajíčka 
transponovány z okolních kumulárních buněk přes vmezeřené spoje, gap junctions. 

Proces oogeneze řídí řada velmi složitých regulačních mechanizmů, ve kterých plní 
funkci například cyklické nukleotidy, vápenaté ionty, kinázy, fosfatázy či plynné molekuly. 
cAMP udržuje oocyty v meiotickém bloku, pro znovuobnovení meiotického zrání je nezbytné, 
aby poklesla hladina cAMP, což se děje tak, že další molekuly cAMP nejsou vpuštěny do 
oocytu z kumulárních buněk přes gap junctions. Významnou měrou se na regulaci procesu 
meiotického zrání i oplození podílejí vápenaté ionty, které mimo jiné ovlivňují kortikální reakci 
a následný proces ztvrdnutí vrstvy zona pellucida, kterým se zabraňuje poly spermii a mění se 
glykoproteinová struktura světíolomné blanky oocytu. Meiotické zrání v oocytu je regulováno 
také pomocí fosfatáz, které plní defosforylační funkce a kináz, které mají naopak za úkol 
fosforylovat buněčné proteiny. Vstup oocytu do metafáze je zajištěn MPF faktorem. 
Významným způsobem ovlivňují signální dráhy v pohlavních buňkách také plynné molekuly 
označované jako gasotramittery. Plyny s velmi rychlým biologickým poločasem rozpadu jako 
je oxid dusnatý, oxid uhelnatý nebo sulfan regulují například proces meiotického zrání či 
stárnutí oocytu. Funkce gasotransmitterů je dána jejich koncentrací v buňkách. Bylo zjištěno, 
že oxid dusnatý působí na meiotické zrání oocytu v nízké koncentraci stimulačně, zatímco 
vysoké koncentrace NO meiotické zrání oocytu inhibují. Pro správný průběh oogeneze je 



nezbytné, aby všechny regulační mechanizmy fungovaly v součinnosti, jinak je buňka 
směrována do apoptózy. 

Klíčová slova: oocyt; signálni dráhy; množení; růst; meiotické zrání 



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 (Mil) 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. cAMP 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 M P F 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 Úvod 
V současné době prochází reprodukční biotechnologie rychlým rozvojem, který se 

projevuje mimo jiné v chovu a šlechtění zvířat. Tento rozvoj se však u různých druhů 
hospodářských zvířat neprojevuje se stejnou intenzitou. Mezi nej důležitější složky úspěšného 
pokroku reprodukčních biotechnologií patří regulace meiotického zrání oocytů. Oocyty jsou 
pohlavní buňky, které mají haploidní počet chromozomů a po splynutí oocytu a spermie dochází 
ke vzniku zygoty. Zralé oocyty zaujímají nepostradatelné místo v reprodukčních procesech pro 
fyziologický průběh oplození, vývoj embryí a dalších základních pohlavních procesech. Pro 
úspěšné provedení reprodukčních biotechnologií je nezbytná detailní znalost procesů, které 
regulují jak meiotické zrání, tak i celou oogenezi. 
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2 Cíl práce 
Cílem bakalářské práce bylo popsat proces tvorby savčích oocytů a definovat 

mechanizmy, které tvorbu samicích pohlavních buněk řídí. 
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3 Literární rešerše 
3.1 Samic í pohlavní ústrojí 

3.1.1 Anatomie samičího pohlavního ústrojí 

Embryonální vývoj 

Na začátku vývoje jedince mají pohlavní orgány bisexuálni potenci, vyvíjejí se z 
indiferentního základu. Indiferentní základ tvoří dva páry Wolfových a Miillerových vývodů. 
Směr vývoje se určuje gonadálním pohlavím. Wolfovy a Miillerovy vývody se vyskytují u obou 
pohlaví (Jelínek et al. 2003). 

Gonády vznikají z genitální lišty (plica genitalis), která se nachází na dorzální straně 
břišní stěny (Kudláč et al. 1987). Pohlavní lišta je pokryta zárodečným epitelem, který 
proliferuje a vchlípením vytváří pohlavní provazce. Poté dochází k diferenciaci, která u samců 
a samic probíhá s odlišnou rychlostí, u samců diferenciace probíhá rychleji za působení aktivní 
sekrece testosteronu fetálními varlaty. U samic proces probíhá pomaleji, protože v samicím 
organizmu nejsou žádné fetální orgány, které by ovlivnily rychlost diferenciace pohlaví jako 
v případě samců. Během vývoje jedince u samic dochází k zániku Wolfových vývodů, u samců 
naopak k zániku Miillerových vývodů. U samic z Miillerových vývodů vznikají vejcovody, 
děloha a pochva (Jelínek et al. 2003). 

Pohlavní žlázy 

Pohlavní žlázy u samic reprezentují dva vaječníky, které se nachází v kaudální části 
břišní dutiny hned za ledvinami. U fen a koček se v průběhu vývoje vaječníky výrazně 
neposouvají a zůstávají spíše hned za ledvinami. U klisny se vaječníky nachází uprostřed mezi 
ledvinami a vstupem do dutiny pánevní. U prasnic a krav se vaječníky nachází v blízkosti 
vstupu do dutiny pánevní (Hyttel et al. 2010). 

Vaječníky plní několik funkcí, mezi které patří funkce germinativní a hormonální. 
Germinativní funkce vaječníku spočívá v produkci samicích pohlavních buněk, funkce 
hormonální zahrnuje schopnost vaječníku produkovat pohlavní hormony, mezi které patří 
primárně estrogeny a progesteron (Jelínek et al. 2003). Forma a vzhled vaječníku se liší podle 
druhu zvířete. Ve většině případů se vaječník popisuje jako oválný mírně asymetrický útvar. 
Tvar je silně proměnlivý vlivem růstu folikulů na vaječníku (Najbrt 1982). Kráva má vaječník 
ovoidního tvaru a připomíná tvar švestky, v průměrů měří 3-4,5 cm, váží kolem 20 g. Ovce a 
kozy mají vaječník spíše kulovitý. Vaječník prasnice vzhledově připomíná malinu, protože 
dochází k větší tvorbě folikulů než u jiných hospodářských zvířat. Klisna má specifický 
vaječník, protože na rozdíl od ostatních zvířat má jen menší omezenou plochu nekrytou 
pobřišnicí, kde dochází k ovulaci, u ostatních zvířat tato plocha zaujímá převážně celý povrch 
vaječníku (Marvan et al. 2017). Velikost a hmotnost vaječníku kolísá podle věku zvířete. 
Vaječníky nejsou stejně velké ani nemají stejný počet vytvářených folikulů. U krávy je typický 
větší pravý vaječník, u psů naopak levý (Marvan et al. 2017; Hyttel et al. 2010). Vaječníky jsou 
zavěšené pomocí okruží, konkrétně na závěsném vazu vaječníkovém mesovariu, což je 
duplikatura peritonea, které odstupuje od bederních svalů a upíná se na dorzální okraj vaječníku 
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(Kudláč et al. 1987). Vaječník se skládá z kůry (cortex) a dřeně (medulla) a obklopuje ho 
takzvaný germinalní, neboli zárodečný epitel (Mescher et al. 2021). Běžně používaný termín 
zárodečný epitel není úplně správný. Používá se z toho důvodu, že jsou od něj odvozené 
folikulární buňky během embryonálního vývoje vaječníku (Kudláč et al. 1987). Forma 
povrchového epitelu se mění postupně s věkem jedince. U mladého jedince je epitel 
cylindrický, později kubický a ke konci reprodukčního života dlaždicový (Marvan et al. 2017). 
Pod zárodečným epitelem se nachází bělavý obal tunica albuginea. Je to průhledná vrstva 
kolagenního vaziva, která obaluje celý vaječník (Reece 2011). Pod bělavým obalem se nachází 
kůra vaječníku, která je tvořena velkým množstvím buněčného vaziva, stromou, kde se nachází 
folikuly v různém stupni vývoje. V kůře dochází k produkci hormonů (Kudláč et al. 1987; 
Marvan et al. 2017). Dřeň je nepravidelně uspořádaná fibroelastická pojivová tkáň s velkým 
zastoupením nervů a krevním zásobením. Nervy a cévy se dostávají do dřeně a kůry přes hilus. 
V kůře j sou také obsažené cévy a nervy. V kůře vaječníku se nachází dozrávající folikuly. Podle 
hormonálních změn v průběhu estrálního cyklu se liší krevní zásobování vaječníku a adaptace 
organismu k určitým hormonálním změnám (Hafez & Hafez 2013). 

3.1.2 Vejcovod {tuba uterina) 

Vejcovod je párový orgán, který vzniká z proximální časti Múllerových vývodů (Briceag 
et al. 2015). Na jednom konci navazuje na vaječník, na druhém se napojuje na děložní roh. 
Vejcovod se rozděluje na následující části: infundibulum se napojuje přímo na vaječník a tvoří 
nálevku vejcovodu, je opatřena speciálními výběžky (fimbriae). Následuje nejdelší úsek 
vejcovodu ampulla, kde probíhá fertilizace (oplození). Nejužší část vejcovodu je isthmus, který 
může měřit pouze milimetr. Poslední část, která prochází přes stěnu děložního rohu, je par s 
uterina (Najbrt 1982; Biga et al. 2019; Mescher et al. 2021). Stěna vejcovodu je tvořena 
slizniční vrstvou s řasinkovými a sekrečními buňkami, střední vrstvu tvoří svalovina a povrch 
je kryt serózou (Jelínek et al. 2003). Sekreční a řasinkové buňky jsou zastoupeny nejvíce v 
nálevce a vytváří vhodné prostředí jak pro vajíčka, tak pro spermie. Směrem k děloze se epitel 
snižuje. Je důležité podotknout také to, že v průběhu cyklu dochází ke změně výšky epitelu 
(Mescher et al. 2021; Reece 2011). Krevní zásobování vejcovodu probíhá jak ze strany dělohy, 
tak ze strany vaječníku (Briceag et al. 2015). Svalová vrstva vejcovodu spolu s řasinkovými 
buňkami napomáhá posouvání oocytu směrem k děložnímu rohu. Svalovina je složena z vnitřní 
kruhové a vnější podélné vrstvy a směrem k děloze se zvětšuje (Najbrt 1982). Podle Huntera 
(2005) bylo zjištěno, že teplota v kaudální části zúženého úseku j e o 0,7°C nižší než v ostatních 
částech vejcovodu, což může ovlivňovat proces fertilizace. 

3.2 Oogeneze a folikulogeneze 

Samicí gametogeneze je proces, kdy z diploidních (2n) buněk vznikají haploidní oocyty 
(ln) (Waters & Tadi 2022). Na vaječníku vznikají mitózou primordiální zárodečné buňky 
(primordial germ cells - PGC), ze kterých se následně vyvíjejí oocyty (Sánchez & Smitz 2012). 
Pro přeměnu oogonie do dalších stádií musí proběhnout meióza, která se však u většiny 
živočišných druhů dvakrát pozastavuje, nejprve v profázi I a následně vmetafázi II. Pro 
zabezpečení normální fertility biologického organismu schopného pohlavního rozmnožování 
musí vždy správně proběhnout takové procesy, j ako j sou samostatná oogeneze, meiotická 
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rekombinace chromozomů a ovulace (Greenstein 2005). Oogeneze neboli ovogeneze se 
rozděluje na tři stádia nebo období. 

Prvním je období rozmnožování, ve kterém dochází k dělení oogonií, ze kterých 
vznikají oocyty prvního řádu a po obklopení epitelových buněk se vytváří primární folikuly. 
Následuje období růstu, které probíhá po dosažení pohlavní dospělosti samice, se vyznačuje 
zvýšenou tvorbou cytoplazmy a navýšením počtu folikulárních buněk. Období zrání je 
posledním stádiem oogeneze, ve kterém probíhají redukční dělení a při všech probíhajících 
procesech na konci vzniká ovocyt II řádu a pólové tělísko. Pokud nedojde k oplození ovocytu, 
buňka zaniká (Jelínek et al. 2003). 

Meiotické dělení lze rozdělit na dvě fáze - Meióza I a Meióza II. Tyto fáze se dělí na 
další primární fáze, a sice na Profázi, Metafázi, Anafázi a Telofázi I a II podle fáze meiózy. 
Mezi meiózou I a II probíhá interfáze, kdy dochází k syntéze D N A (Baker & Franchi 1967). 
Než začne profáze, v organismu samice je výjimečně velký počet oogonií, může jich být i 
několik milionů, avšak po proliferaci následuje proces zániku většiny buněk (apoptóza), a tak 
do fáze meiózy vstoupí podstatně méně početná skupina buněk (Hyttel et al. 2010). Meiotická 
profáze se rozděluje na preleptoten, leptoten, zygoten, pachyten a diploten, v pozdní fázi 
diplotenu dochází k pozastavení vývoje oocytů. Jakmile oocyt dosáhne fáze diplotenu, bude již 
obklopen tenkou vrstvou pregranulozních plochých buněk a neporušenou bazálni laminou, což 
znamená, že je to již primordiální folikul. Vrstva, která obklopuje oocyt, ho v podstatě oddělí 
od ostatních oocytů, které jsou kolem. Je důležité zdůraznit některé prekurzory, které ovlivňují 
správnou strukturu primordiální ch folikulů. Patří mezi ně c-kit a jeho ligand (proteiny, které se 
na něj vážou), což je receptor, který zaujímá velmi významné postavení při řízení migrace a 
přežití kmenových buněk v embryonálním vývoji. Na začátku meiózy klesá množství proteinu 
c-kit a ve fázi diplotenu už je jeho množství zvýšené. Bylo potvrzeno, že c-kit napomáhá 
vytváření primordiálních folikulů. Při tvorbě primordiálních folikulů má také důležitou roli 
transformující růstový faktor P (TGFP) či protoonkogen Bcl-2 (Fair 2003). Později se buňky 
obklopující oocyt začnou transformovat z plochých buněk na buňky kubické, čímž vznikne 
primární folikul (Eppig 2001). Poté se folikulární buňky začnou aktivně dělit a vytvoří tak další 
vrstvu kolem oocytů, což z něj udělá sekundární folikul, zároveň se vytvoří světlolomná blanka 
oocytů, zona pellucida, objeví se thekální buňky, ze kterých se později vytvoří theca folliculi 
interna a theca folliculi externá (Ebrahimi 2024). Ve folikulů dochází ke vzniku dutiny 
obsahující tekutinu. Formuje se folikulární antrum a folikul se v tuto chvíli označuje jako 
terciální, také označovaný, jako Graafův folikul (Reece 2011). 

V sekundárních a terciálních folikulech začínají hrát větší roli FSH a L H , což jsou 
hormony produkované hypofýzou. FSH hormon ovlivňuje expresi genu Cypl9al a produkci 
estradiolu. L H se podílí na tvorbě androgenů, které se pomocí aromatázy, jejíž syntézu řídí gen 
Cypl9al , přemění na estrogeny (Richards 2018). 

3.3 Estrální cyklus 

Estrální cyklus je fyziologický proces, kdy dochází k pozorovatelným změnám v 
chování u všech samic a fyziologickým změnám. Jako jakýkoliv cyklus, probíhá estrální cyklus 
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s intervaly v závislosti na druhu zvířete. Jeden interval cykluje možné definovat jako čas od 
začátku jednoho cyklu do začátku cyklu následujícího (Reece 2011). 

Podle frekvence výskytu cyklů v průběhu roku se zvířata rozdělují na monoestrická, 
diestrická, anebo polyestri cká, což znamená, že cyklus proběhne zajeden rok buď jednou, 
dvakrát, anebo vícekrát. Cyklus některých druhů zvířat je významně ovlivněn fotoperiodou. 
Fotoperioda je proces, kdy světelná délka dne ovlivňuje řadu procesů v organismu, včetně 
pohlavního cyklu (Reece 2011). Například u klisny dochází k první říji na začátku jara a u ovcí 
na podzim (Jelínek et al. 2003). 

Estrální cyklus se rozděluje na několik fází, které se nazývají: Proestrus, Estrus, 
Metestrus, Diestrus, Anestrus (Schatten & Constantinescu 2007). 

Proestrus je fáze předcházející samotné říji, estru. Proestrus nastává hned po zániku 
žlutého tělíska, gonadoliberiny stimulují produkci folikulostimulačního hormonu (FSH), který 
ovlivňuje růst a zrání folikulů (Schatten & Constantinescu 2007). Žluté tělísko zaniká pod 
vlivem prostaglandinu F2a (PGF2a) (Jelínek et al. 2003). Zvyšuje se produkce estrogenů, 
zvláště estradiolu a probíhá růst folikulů (Schatten & Constantinescu 2007). 

V následující fázi, estru, jsou samice svolné k páření a probíhá ovulace. Je tomu tak 
skoro u všech druhů hospodářských zvířat s výjimkou skotu, u kterého dochází k ovulaci 
s určitým zpožděním (Hyttel et al. 2010). 

Metestrus je stádium, kdy se začíná vytvářet nové nebo nová žlutá tělíska a následně 
dochází k produkci progesteronu žlutým tělískem {corpus luteum - CL). Postupně se snižuje 
epitel děl ožni sliznice a pohlavní orgány se vrací ke stavu před říjí. Dochází tak k odtoku krve 
z pohlavních orgánů a snížení tonusu dělohy (Jelínek et al. 2003). 

Diestrus je nejdéle trvající stádium estrálního cyklu, kdy buď dále pokračuje produkce 
progesteronu žlutým tělískem, protože samice zabřezla, anebo pokud k zabřeznutí samice 
nedošlo, zaniká vlivem prostaglandinu F2a žluté tělísko (Hyttel et al. 2010). Na místě zániku 
žlutého tělíska vzniká corpus albicans (Schatten & Constantinescu 2007). Na rozdíl od většiny 
domácích a hospodářských savců dochází u feny k prodlouženému diestru a to z toho důvodu, 
že se na vaječníku žluté tělísko vyskytuje delší čas, i když fena nezabřezla (Hyttel et al. 2010). 

Anestrus je období mezi koncem posledního a začátkem nového cyklu. Je to 
prodloužené klidové období v reprodukčním cyklu. Délka se liší podle druhu (Hyttel et al. 
2010). 

3.4 Regulační mechanizmy oogeneze 

3.4.1 Cyklické nukleotidy 

Cyklické molekuly jako je cyklický adenosinmonofosfát (cAMP) a cyklický 
guanosinmonofosfát (cGMP) významnou měrou regulují meiotické zrání. Cho et al. (1974) 
zjistili, že dibutyryl cAMP (dbcAMP) udržuje meiotický blok oocytů po jejich vyjmutí 
z folikulárního prostředí in vitro. Pochopení úlohy cAMP komplikovalo zjištění, že vysoká 
hladina cAMP v oocytech způsobuje meiotický blok, ale během ovulace vysoká hladina cAMP 
v oocytech vyvolá znovuzahájení meiózy (Dekel et al. 1988). 
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Cyklický adenosinmonofosfát je produkován z ATP pomocí enzymu adenylátcyklázy 
(AC). V oocytech hlodavců byla prokázána přítomnost AC3 (Horner et al. 2003). Produkce 
cAMP v oocytech probíhá po aktivaci receptoru GPR3 (G-protein coupled receptor 3) 
(Olsiewski & Beers 1983; Mehlmann et al. 2002). Protein kináza A (PKA), která je aktivována 
cAMP, udržuje oocyt v M-fázi, což napomáhá cAMP udržet meiotický blok (Downs 2010; 
Conti et al. 2012). cGMP inhibuje zrání oocytu (Hubbard & Terranova 1982). Dostává se do 
oocytu přes gap junction a inhibuje enzym fosfodiesterázu PDE3A (Phosphodiesterase 3). 
cGMP napomáhá udržovat hladinu cAMP a tím i meiotický blok (Norris et al. 2009; Vaccari et 
al. 2009). 

L H způsobuje až 200násobné zvýšení hladiny cAMP. Nej vyšší úrovně cAMP dosahuje 
před procesem rozpadu zárodečného váčku G V B D (Germinal vesicle breakdown), hned po tom 
dochází k razantnímu poklesu jeho množství. Změny úrovně hladiny cAMP hrají v oocytech 
důležitou regulační roli (Tsafriri et al. 1976; Yoshimura et al. 1992; Mattioli et al. 1994; Norris 
et al. 2009). Aktivace PDE3A a následný pokles hladiny intraoocytárního cAMP vyvolá 
defosforylaci P K A , aktivaci MPF (Maturation promoting factor) a obnovení meiózy (Hubbard 
& Terranova 1982). Na znovuzahájení meiózy se podílí i cGMP (Shuhaibar et al. 2015). Je 
možné, že ke snížení hladiny cAMP dochází v důsledků působení cGMP na PDE3 A (Vaccari 
et al. 2009). 

Důležitým regulátorem meiózy jsou i natriuretické peptidy. Rodina natriuretických 
peptidů má tři hlavní typy, jsou to atriální natriuretický peptid (ANP), mozkový natriuretický 
peptid (BNP) a natriuretický peptid typu C (CNP). Granulózní buňky produkují CNP a buňky 
kumulární tvoří receptor natriuretického peptidu 2 (NPR2). Po navázání CNP na receptor 
NPR2, dochází ke zvýšení hladiny cGMP a nastává meiotický blok (Zhang et al. 2010). 

Aktivace CNP NPR2 guanylátcyklázy je hlavním zdrojem pro cGMP ve folikulech 
(Zhang et al. 2010). L H způsobuje snížení exprese CNP a také množství proteinu CNP ve 
folikulární tekutině (Kawamura et al. 2011). L H snižuje aktivitu NPR2 guanylátcyklázy, což je 
způsobeno defosforylaci a deaktivací NPR2 v granulózních buňkách (Robinson et al. 2012). 
Lze říci, že L H snižuje hladinu cAMP, CNP a cGMP, proběhlé změny vyvolávají aktivaci 
PDE3A a MPF, který vyvolá obnovení meiózy (Gilchrist et al. 2016). 

Vysoká hladina cAMP v murálních buňkách spouští řadu procesů, které aktivují 
signální dráhu receptoru epidermálního růstového hormonu (EGFR) a extracelulárním signálem 
regulovaných kináz ERK1/2. Při produkci cAMP pod vlivem L H dochází k nárůstu množství 
EGF - like peptidů (EGF-p), mezi které patří amphiregulin, epiregulin a betacellulin, které 
indikují signalizační dráhu ERK1/2 receptoru a vyvolají tak zrání a ovulaci oocytu (Park et al. 
2004; Shimada et al. 2006; Fan et al. 2009). 

Standardní metody in vitro zrání (IVM) využívají spontánní meiotické zrání vyvolané 
izolací COC (komplexy kumulárních oocytu) z folikulu (Pincus & Enzmann 1935; Edwards 
1965). Po izolaci oocytu dochází k hydrolýze cAMP, poklesu jeho hladin a deaktivaci P K A , 
což vede k rozpadu zárodečného váčku G V B D (Norris et al. 2009; L i et al. 2012). 

Dvoufázové systémy in vitro maturace využívají vyšší koncentraci inhibitoru PDE, aby 
se předešlo spontánnímu rozpadu zárodečného váčku (GVBD) oocytu po jejich vyjmutí z 
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folikulu (Nogueira et al. 2003; Nogueira et al. 2006; Kawashima et al. 2008). Nejběžněji 
využívané PDE inhibitory jsou Org9935, milirinone, CNP, cilostamide, IB M X . Po poklesu 
hladiny inhibitorů PDE klesá množství cAMP a dochází k deaktivaci P K A což spustí meiotické 
zrání oocytů (Gilchrist et al. 2016; Albuz et al. 2010; Luciano et al. 2011; L i et al. 2012). 
Metody I V M využívající přímé manipulace a ovlivňování hladin cAMP umožňují zlepšit 
výsledky meiotického zrání oocytů (Gilchrist et al. 2016). 

Farmakologické látky jako dbcAMP účinně zvyšují hladinu cAMP v COC prasat 
(Funahashi et al. 1997). Obdobně působí i forskolin a invazivní adenylátcykláza (Luciano et al. 
1999; Shu et al. 2008). Forskolin například může vyvolávat zvýšení hladiny intraoocytarního 
cAMP až k hodnotám, které se vyskytují in vivo pod vlivem L H (Bernal-Ulloa et al. 2016). 
Tyto látky jsou obecně účinnější než FSH (Albuz et al. 2010). 

3.4.2 Vápenaté ionty (Ca2+) 

Vápník je všudypřítomnou signální molekulou. Hraje důležitou roli při oplození oocytů 
a zahájení embryonálního vývoje mnoha zvířecích druhů, a dokonce i několika druhů rostlin 
(Kashir et al. 2013; Dresselhaus et al. 2016; Stein et al. 2020). 

C a 2 + se do buněk dostává z extracelulárního prostředí, kde jeho koncentrace dosahuje 
násobně vyšších hodnot v porovnání s prostředím intracelulárním. Extracelulární vápník 
vstupuje do buněk prostřednictvím kanálů, které se nacházejí na plazmatické membráně 
(Venkatachalam et al. 2007; Catterall 2000). Takzvaný store-operated calcium entry neboli 
SOCE je buněčný mechanizmus, který doplňuje vápníkové zásoby z extracelulárního prostředí. 
Pokud dojde k vyčerpaní vápenatých iontů z endoplazmatického retikula (ER), aktivují se 
STFM (stromal interaction molecule) proteiny, které prostřednictvím ORAI (calcium release-
activated calcium channel protein) vápenatých kanálů vyvolají přesun C a 2 + z vnějšího prostředí 
do buňky a vyrovnání jeho intracelulární hladiny (Smyth et al. 2006). 

Převážná většina intracelulárního C a 2 + je obsažená v E R , jeho zásoby se však také 
nacházejí v mitochondriích a endolysosomech (Phillips et al. 2016). C a 2 + se vylučuje z E R 
prostřednictvím dvou iontových kanálů, první tvoří inositol-1,4,5-trisfosfátový receptor (IP3R) 
a druhým je ryanodinový receptor (RyR) (Soboloff et al. 2007). 

Během zrání oocytů dochází k postupnému zvyšování sensitivity IP3 receptoru, což 
bylo poprvé popsáno u mořské hvězdice a později také u hlodavců (Mehlmann et al. 1994). 
IP3R1 interaguje s řadou kináz, jako je například polo-like kináza 1 (Plkl), M A P K (Mitogen-
activated protein kinase), CDK1 (Cyclin - dependent kinase 1), P K A (protein kinase A) a PKC 
(protein kinase C) (Lee et al. 2006). U savců byly objeveny tři formy IP3 receptoru (IP3R1, 
IP3R2, IP3R3) s odlišnou afinitou vůči IP3 (Taylor et al. 1999). Kromě IP3R se na regulaci 
hladin vápníku podílí i proteiny regulující aktivitu G proteinů jako je RGS2 (Regulator of G 
protein signaling) (Bernhardt et al. 2015). 

V průběhu zrání oocytů dochází ke změně stavby a lokalizace organel zapojených do 
regulace hladin vápenatých iontů jako je ER, Golgiho aparát či mitochondrie, které se podílejí 
na udržení oscilací vápenatých iontů po oplození (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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Inositoltrifosfát (IP3) je hlavním mobilizačním signálem pro Ca IP3 vzniká prostřednictvím 
fosfolipázy C (PLC) z fosfatidylinositol-4,5-bisfosfátu (PIP2) Po navázání IP3 na IP3 receptor 
dojde k vyplavení vápníku z ER. Převážná většina IP3 receptoru se nachází v cytoplazmě a část 
v lumen ER (Paknejad et al. 2018). Při nízkých hladinách cytoplazmatického vápníku dochází 
k otevření kanálů a naopak vysoké koncentrace vápníku vyvolají jejich uzavření. Mezi 
významné regulátory IP3 receptoru patří ATP, N A D H , reaktivní formy kyslíku a na vápník 
vázané proteiny jako je třeba kalmodulin. Mezi další procesy, které ovlivňují funkce IP3 
receptoru, patří fosforylace, defosforylace a ubikvitinace (Dupont et al. 2004; Vanderheyden et 
al. 2009). 

Během zrání oocytů dochází ke změně množství a uložení IP3 receptoru a probíhající 
změny mohou ovlivňovat hladiny Ca 2 + . (Boulware et al. 2005). Při zablokování IP3 receptoru 
v oocytech, nedochází po oplození k fyziologickému vyplavení v C a 2 + (Miyazaki et al. 1992; 
Xu et al. 1994). 

Důležitou úlohu při regulaci hladin vápníku hraje i sarko/endoplazmatická retikulární 
Ca 2 +-ATPáza (SERCA), která se nachází na membráně ER a napomáhá při transportu C a 2 + proti 
koncentračnímu gradientu. U savců byly popsány tři geny Atp2al-3, které se podílejí na tvorbě 
třech izoforem SERCA 1-3 s odlišnou expresí (Brini et al. 2009; Chen et al. 2020). 

Na regulaci hladin vápníku se podílí i kalciová ATPáza plazmatické membrány 
(PMCA), která napomáhá vyplavování vápníku z buňky ven a podílí se tak na udržování 
homeostázy. Při zvýšených hladinách intracelulárního vápníku je P M C A inaktivována 
prostřednictvím kalmodulinu (Brini et al. 2009; Chen et al.2020; Missiaen et al. 1989). 

Zvýšení hladin vápenatých iontů se využívá k partenogenetické aktivaci oocytů při 
asistované reprodukci u lidí. Pro aktivaci vajíček se nejčastěji používají ionofory jako jsou 
ionomycin a kalcimycin, které usnadňují transport vápníku přes membránu (Kline & Kline. 
1992) a následně spouští buněčný cyklus a vývoj embrya (Stein et al. 2020). K aktivaci oocytů 
může být také použit 7% ethanol, který způsobuje uvolňování intracelulárního C a 2 + 

prostřednictvím IP3 (Rickords et al. 1993; Nakada & Mizuno 1998). Výzkumy ukazují, že 
aktivace zralých oocytů ethanolem funguje dobře u myší (Rickords et al. 1993), skotu (Nakada 
& Mizuno 1998) a prasat (Ruddock et al. 2001), ale například u lidí aktivaci nevyvolá (Balakier 
& Casper 1993). 

Oscilace hladin vápníku jsou účinnějším aktivátorem oocytů, než jednorázové zvýšení 
hladiny (Ducibella et al. 2002). Látky jako stroncium vyvolávají dlouhodobou oscilaci C a 2 + a 
aktivaci oocytů prostřednictvím IP3, což bylo prokázáno u hlodavců, skotu, prasat a koní 
(Fraser 1987; Yamazaki et al. 2005; Che et al. 2007). U lidí se stroncium k aktivaci oocytů 
nepoužívá, jelikož nespouští oscilaci C a 2 + (Lu et al. 2018). Další sloučeninou, která je schopná 
vyvolávat dlouhodobou oscilaci Ca 2 + , je thimerosal (Swann 1991). Thimerosal vyvolává 
mnohonásobné oscilace, které se podobají fyziologickému působení spermií, ale k aktivaci 
oocytů se nevyužívá s ohledem na jeho negativní účinky (Cheek et al. 1993; Alexandre et al. 
2003). 
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3.4.3 Kinázy a fosfatázy 

Zrání podporující faktor (Maturation/M-phase promoting factor, MPF) 

MPF neboli faktor podporující zrání je univerzálním regulačním faktorem meiózy a 
mitózy a skládá se z kinázy cdc2 (Cell Division Cycle) a regulační podjednotky cyklinu B a 
Greatwall kinázy. Spojením cyklinu B a cdc2 vzniká pre-MPF. Fosforylace, která je přímo či 
nepřímo katalyzovaná MPF, působí na strukturu buňky a umožňuj e vytvoření dělícího vřeténka. 
Inaktivace MPF vede k ukončení mitózy. Aktivitu MPF ovlivňují posttranslační mechanizmy, 
jako je fosforylace cdc2, která je zajištěná komplexem kináz Weel/Mytl a fosfatázou Cdc25 
(Norbury & Nurse 1992; Hoffmann & Karsenti 1994; Morgan 1997; Beckhelling & Ford 1998; 
Alberts et al. 1998). Cdc2 a cyklin B lze lokalizovat v oblasti centrozomu anebo v perinukleární 
oblasti (Bailly et al. 1989, 1992). Bylo prokázáno, že akumulace cyklinu B je závislá na 
mikrotubulech (Raffetal. 1990). 

Poprvé byl MPF popsán u obojživelníků v průběhu zrání oocytů (Masui & Market 
1971). Na aktivaci komplexu cyklinu B a cdc2 se podílí fosfatáza cdc25 a polo-like kinázy 
(Hoffmann et al. 1993; Abrieu et al. 1998). První výzkumy prokázaly, že v průběhu zrání 
oocytu je MPF nejprve aktivován na animálním pólu vajíčka a následně nastává aktivace M P F 
na vegetativním pólu (Masui 1972). Na vegetativním pólu se hromadí cyklin B, ale nedochází 
tam k aktivaci MPF, z čehož může vyplývat, že aktivační mechanizmy MPF se musí nacházet 
na animálním pólu. Aktivace MPF během mitózy, stejně jako během zrání vajíčka, probíhá 
prostřednictvím mechanizmu, který zahrnuje cdc25 fosfatázu. Rozložení MPF a cdc25 
na animálním a vegetativním pólu oocytů se liší (Beckhelling et al. 2000). MPF ovlivňuje velké 
množství procesů a je nezbytný pro fyziologický průběh zrání oocytů. Aktivace MPF umožňuje 
obnovení meiotického cyklu, vyvolává fosforylaci a depolymerizaci laminu a zahájení GVBD. 

Mitogeny aktivovaná protein kináza (MAPK) 

M A P K patří do rodiny serin/threonin protein kináz. Podle substrátů se dají rozdělit do 
čtyřech podrodin: ERK1/2, p38MAPK, JNK a ERK5. ERK1/2 byla objevena jako jedna 
z prvních a je nejvíce prozkoumána. U savců byla poprvé objevená ERK1 neboli M A P K 3 která 
často působí se svým homologem ERK2 neboli M A P K 1 , a proto se označují jako celek 
ERK1/2. Mezi funkce, které plní, patří fosforylace substrátových proteinů, což následně 
reguluje řadu fyziologických procesů, jako je buněčná diferenciace a růst (Fan & Sun 2004). 

Během zrání oocytu je M A P K aktivována prostřednictvím protein kinázy S6 p90RSK, 
která se naváže na M Y T I a podporuje tak zrání (Bhatt & Ferrell 1999). M A P K se také podílí 
na regulaci translace proteinů tím, že aktivuje CPE, neboli cytoplazmatický polyadenylační 
element (Frodin et al. 1999). 

Jak již bylo zmíněno výše, velmi důležitou roli v průběhů mitózy a meiózy zaujímá 
MPF. Bylo prokázáno, že interakce mezi MPF a M A P K na základě pozitivní zpětné vazby 
umožňují přechod mezi fázemi buněčného cyklu (Abrieu et al. 2001; Kishimoto 2018). MPF je 
aktivován těsně před G V B D , což je typickým znakem znovuzahájení buněčného cyklu. 
Výzkumy u různých druhů savců prokázaly, že k aktivaci M A P K dochází zhruba 2 hodiny poté, 
co proběhne G V B D (Sun et al. 1999). U myší s knockoutem c-Mos, který je regulátorem 
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signální dráhy M A P K , jsou oocyty schopné podstoupit G V B D , i když mají abnormálně 
vytvořené dělící vřeténko (Araki et al. 1996). Aktivace M A P K začíná během přechodu G2/M 
fáze buněčného cyklu a nej vyšší intenzity dosahuje v MI. Jelikož G V B D probíhá, i když M A P K 
není aktivována, je pravděpodobné, že M A P K nehraje při G V B D zásadní roli (Zernicka-Goetz 
et al. 1997). Po G V B D dochází díky aktivitě M A P K k reorganizaci mikrotubulů a vytváří se 
dělící vřeténko (Gotoh et al. 1991; Verlhac et al. 1994). Proteiny ERK1/2 se nachází na dělícím 
vřeténku a mikrotubuly organizujících centrech (MTOC) (Verlhac et al. 1993). M A P K se váže 
na MTOC a spolupodílí se tak na organizaci mikrotubulů. Pokud je aktivita M A P K inhibována, 
meiotické vřeténko se netvoří a dochází k inhibici segregace chromozomů v Míl (Lee et al. 
2000). Bylo prokázáno, že ERK1/2 může aktivovat R N A proteinu CPEB1 (Cytoplasmic 
Polyadenylation Element Binding Protein 1) v cytoplazmě, který podporuje vznik proteinů 
Dazl, Tpx2 a Tpx2. Tpx2 je lokalizován v mikrotubulech a podílí se na aktivaci proteinové 
kinázy aurory A, která je nedílnou součástí mikrotubulů a vřeténka (Sha et al. 2017). 

Bylo prokázáno, že pro spontánní obnovení meiózy in vitro není ERK1/2 v oocytech 
nezbytná, jako je tomu v případě znovuzahájení meiózy vyvolané gonadotropiny (Fan et al. 
2009). L H a FSH jsou zásadní pro fyziologický průběh růstu a zrání oocytů a folikulů. M A P K 
v granulózních buňkách napomáhá fyziologickému působení L H při ovulaci, atrézii a vzniku 
žlutého tělíska. U myší s knockoutem ERK1/2 v granulózních buňkách nedochází k obnově 
meiózy, ovulaci ani vzniku žlutého tělíska (Fan et al. 2009). 

ERK1/2 je nezbytná pro reaktivaci MPF během interfáze (Cui et al. 2012). U většiny 
savců dochází k meiotickému bloku, a právě díky vysoké aktivitě MPF a M A P K . K aktivaci 
MPF je nutný cyklin B. Cyklin B se v průběhu buněčného cyklu akumuluje a degraduje 
v proteazómu, pokud je na něm navázán ubikvitin. Nej vyšší hladiny MPF dosahuje v Míl, kde 
je M P F nutný pro udržování meiotického bloku (Kishimoto 2018). V savčích oocytech aktivace 
komplexu podporujícího anafázi (APC) vyvolává degradaci cyklinu B, což následně sníží 
aktivitu MPF (Dupre et al. 2011). Cytostatický faktor CSF je jedním z důležitých faktorů, který 
se podílí na udržování bloku v Míl, po oplození dojde k rychlému poklesu CSF (Verlhac et al. 
1994). Cytostatický faktor pod vlivem kináz MOS, M E K a M A P K udržuje vysokou aktivitu 
MPF (Kubiak et al. 1993). Aktivita ERK1/2 je zásadní pro udržení bloku v Míl (Zhang et al. 
2015). Bylo prokázáno, že u stárnoucích oocytů dochází k degeneraci organel a poklesu M P F 
a syntézy MOS, což vede k inaktivaci M A P K (Kikuchi et al. 1995). Také bylo zjištěno, že u 
prasečích oocytů při použití M E K inhibitoru U0126 dochází k inaktivaci M A P K a p90RSK, 
což následně vyvolá porušení meiotického bloku. Z toho vyplývá, že aktivita M A P K je pro 
udržení meiotického bloku v Míl zásadní (Tatemoto & Muto 2001). 

Po oplození oocytů dochází k poklesu MPF a následně po několika hodinách dojde 
k inaktivaci M A P K (Petrunewich et al. 2009). Inaktivace M A P K probíhá během oscilací 
vápníku nezávisle na MOS (Gonzalez-Garcia et al. 2014). 

Protein kináza A 

cAMP je důležitým regulátorem zrání oocytů, cAMP umožňuje otevření iontových 
kanálů a aktivaci faktorů jako je Epacl a Epac2 (Exchange protein directly activated by cAMP) 
(Dremier et al. 2003). Hlavním efektorem cAMP je protein kináza A (PKA). P K A je 
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holoenzym, který se skládá ze dvou regulačních a dvou katalytických jednotek. K aktivaci P K A 
dochází po zvýšení hladiny cAMP (Wong & Scott 2004). Vysoká hladina cAMP a aktivace 
P K A v oocytech způsobuje meiotický blok. P K A může inhibovat MPF, jelikož fosforyluje 
WeelB kinázu patřící do rodiny kináz, které inhibují cyklin-dependentní kinázu Cdk (Cyclin-
dependent kinase) (Han et al. 2005). Prostřednictvím Gs receptoru na povrchu oocytu dochází 
k poklesu hladiny cAMP, poklesu aktivity P K A a následně se znovuzahajuje meióza 
(Mehlmann et al. 2004). 

Interakce P K A a A K A P (A-Kinase anchoring protein) hraje důležitou roli nejen v 
oocytech. Inhibice P K A / A K A P v oocytech vyvolává zrání i při vysokých hladinách cAMP. To 
naznačuje, že P K A udržuje meiotický blok (Newhall et al. 2006). 

3.4.4 Gasotransmitery 

Oxid dusnatý 

Oxid dusnatý (NO) je velmi nestabilní látka, u které při kontaktu s kyslíkem rychle 
dochází k oxidaci a následné přeměně NO na NO2 (oxid dusičitý). NO patří mezi reaktivní 
formy dusíku (RNS) (Sikka 2012). NO funguje jako molekulární posel a difunduje dovnitř 
buněk skrz membránu (Francis et al. 2010). NO je nepostradatelnou součástí fyziologicky 
probíhajících procesů v oocytech. Jeho množství se zvyšuje během folikulogeneze v souvislosti 
se zvyšováním koncentrace estrogenů (Rosselli et al. 1997). Přítomnost NO byla prokázána 
v thekálních a granulózních buňkách během folikulárního vývoje, ovulace a během tvorby 
žlutého tělíska u potkanů (Jablonka-Shariff & Olson 1997), prasat (Takesue et al. 2003) a myší 
(Jablonka-Shariff & Olson 1998). Oxid dusnatý produkovaný endoteliální NO syntázou 
(eNOS) zvyšuje průtok krve kvaječníkům (Van Voorhis et al. 1995). Bylo zjištěno, že 
inhibitorem eNOS je L-nitro arginin methyl ester (L-NAME) (Shukovski & Tsafriri 1994). 
Bylo prokázáno, že izoformy NO syntázy iNOS (indukovatelná NO syntáza) a eNOS jsou 
nezbytné pro expanzi kumulárních buněk. iNOS má přímý vliv na fyziologické zrání oocytů a 
eNOS má vliv na interakci gamet (Romero-Aguirregomezcorta et al. 2014). 

Oxid dusnatý plní také roli regulátoru. Během zrání oocytu podněcuje vnitrobuněčné 
signály, které jsou nutné k aktivaci oocytů a zpomaluje tak stárnutí buněk (Kuo et al. 2000; 
Goud et al. 2005). Zpomalování stárnutí je velmi důležité z hlediska polyspermie, ke které 
dochází častěji u stárnoucích oocytů (Miao et al. 2009). Bylo prokázáno, že existuje určitá 
korelace obsahu NO s věkem zvířat, u mladých jedinců je obsah NO podstatně vyšší, než u 
jedinců starších (Goud et al. 2014). Podle Goud et al. (2005) se NO podílí nejen na zrání oocytů, 
ale i na procesu oplození. 

Výzkumy in vitro prokázaly, že NO ovlivňuje oogenezi v závislosti na koncentraci (Lee 
et al. 2013). Bylo zjištěno, že nízká koncentrace NO chrání před oxidativním stresem, stimuluje 
meiotické zrání a vytváří optimální podmínky pro oplození a vývoj jedince (Bu et al. 2003; Tao 
et al. 2005; Goud et al. 2008). Vysoké koncentrace NO však v savčích oocytech meiotické zrání 
potlačují, vyvolávají apoptózu a oxidatívni stres (Tichovská et al. 2011). Inhibice produkce NO 
způsobuje meiotický blok (Tao et al. 2005). 
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Při in vitro zrání oocytů stejně jako in vivo dochází k produkci reaktivních forem kyslíku 
(ROS) a reaktivních forem dusíku (RNS), které ovlivňují reprodukční pochody, jejichž 
výsledky se projeví až po dokončení zrání (Pandey et al. 2010; Tang et al. 2013). 

Sulfan 

O sirovodíku (H2S) neboli sulfanu je v souvislosti s oogenezí známo méně než o NO. V 
prasečích oocytech byly nalezeny tři enzymy, které jsou zapojeny do syntézy H2S: CBS 
(Cystathionin-P-syntáza), CSE (Cystathionin-gamma-lyáza) a 3-MPST (3-merkaptopyruvát 
sulfurtransferáza). Bylo prokázáno, že H2S se podílí na folikulogenezi a zrání oocytů (Nevoral 
et al. 2015) Sulfan má stejně jako NO pozitivní vliv na zpomalování stárnutí buněk a má také 
vliv na fyziologický průběh embryonálního vývoje (Liang et al. 2006; Nevoral et al. 2014). 

Relativně velké množství studií se zaměřuje na samčí pohlavní systém. H2S byl objeven 
ve varlatech potkanů, kde bylo CBS nalezeno v Leydigových buňkách a CSE pak v Sertoliho 
buňkách (Sugiura et al. 2005; Oi et al. 2001). Ukázalo se, že se H2S podílí na fungování erektilní 
tkáně (Srilatha et al. 2006). V organismu samic byl H2S považován za příčinu potratů 
(Hemminki & Niemi 1982). Později bylo zjištěno, že CBS, na rozdíl od CSE, je pro plodnost 
samic naprosto nezbytná (Liang et al. 2006; Yang et al. 2008). Po genovém knockoutu CBS 
došlo k výraznému poklesu počtu folikulů a potlačení procesu zrání oocytů (Guzmán et al. 
2006). CBS byl nalezen v oocytech prasat, kde se podílí na znovuzahájení meiózy (Nevoral et 
al. 2015), ale například u myší (Liang et al. 2006) nalezen nebyl. 

Oxid uhelnatý 

Oxid uhelnatý (CO) je znám svým toxickým působením na organismus u většiny 
živočišných druhů. Má ale také vlastnosti, které za určitých okolností vytváří vhodné podmínky 
pro fyziologické procesy v buňkách, jako je například jejich ochrana před buněčným stresem. 
CO ovlivňuje průběh oogeneze, oplození i březosti (Němeček et al. 2017). 

K produkci CO v organismu dochází po rozpadu hernu, který katalyzuje enzym 
hemoxygenáza (HO) (Tenhunen 1969). Původně se předpokládalo, že je CO jen odpadním 
produktem rozpadu. Po objevení vlivu NO na velké množství pochodů v organismu se začala 
působení CO věnovat větší pozornost (Stewart 1975). Například byla objevena jeho role 
v synaptickém přenosu (Verma et al. 1993). 

Nízké koncentrace gasotransmiteru CO mají velký význam pro fyziologický průběh 
velkého množství procesů v organismu, kde se CO podílí na ochraně buněk před jejich 
poškozením oxidativním stresem a nedostatek CO způsobuje poruchy reprodukce (Wu & Wang 
2005). 

Jsou známy tři izoformy hemoxygenázy, a to HO-1, HO-2 a HO-3. V mnoha ohledech 
jsou si zmíněné izoformy podobné, liší se pouze enzymovou kinetikou, termostabilitou a 
imunitní reaktivitou (Maines 1997; Maines et al. 1986). HO-1 se nachází na membráně 
endoplazmatického retikula (ER), ale při působení stresu se jeho lokalizace může měnit 
(Yoshida et al. 1978). Nejčastěji lze HO-1 najít ve slezine a kostní dřeni. V ostatních typech 
tkání, kde nedochází k rozkladu erytrocytu, je hladina HO-1 poměrně nízká, i když se může 
z důvodu různého typu stresu zvyšovat (Ryter & Choi 2016). Mezi faktory, které ovlivňují 
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expresi HO-1, patří M A P K a jaderný faktor - kappa B (Kim et al. 2011). Bylo prokázáno, že 
inaktivní forma HO-1 je schopná potlačovat oxidatívni stres (Dennery 2014). 

Exprese HO-2 hemoxygenázy je nejvyšší v mozku a varlatech. Stejně jako HO-1 se 
nachází na membráně ER (Maines 1997; Ma et al. 2004). Působením HO-2 dochází k aktivaci 
glukokortikoidů (Liu et al. 2000). HO-2 je zodpovědná za tvorbu CO a podobně jako HO-1 
chrání buňky před oxidačním stresem (Turkseven et al. 2007). Přestože je HO-3 popsanou 
izoformou, s nej větší pravděpodobností in vivo nevzniká (Hayashi et al. 2004). 

Působení gasotransmiterů je provázáno. CO se váže na hemovou skupinu a ovlivňuje 
iNOS, což následně snižuje tvorbu NO a dochází ke snížení oxidačního stresu (Kim et al. 2008). 
Na druhou stranu NO ovlivňuje produkci HO, která je nezbytná pro vznik CO (Motterlini et al. 
2002) . 

Mezi další funkce oxidu uhelnatého patří produkce reaktivních forem kyslíku. ROS 
ovlivňují řadu procesů v organismu (Taille et al. 2005). Mimo jiné stimulují proliferaci buněk 
a biogenezi mitochondrií (Suliman et al. 2007). Zatím nebylo prokázáno přímé působení ROS 
na reprodukční systém, ale vše nasvědčuje tomu, že tomu tak je. ROS se podílí na procesech, 
které indukují tvorbu antioxidačních procesů, podílí se na meiotickém cyklu a podporují zrání 
(Finkel 1998; Combelles et al. 2009). 

Přítomnost HO-1 a HO-2 hemoxygenázy byla potvrzena ve vaječní cích (Alexandreanu 
2003) , v děloze (Kreiser et al. 2003) a v placentě (Odrcich et al. 1998). Obě izoformy byly 
lokalizovány ve žlutém tělísku a ve folikulárních buňkách. V ovariálním stroma byla 
detekována přítomnost pouze izoformy HO-2 (Murphy et al. 1991; Harada et al. 2004). 

Výzkumy prokazují, že vliv stresu na buňky vede ke zvýšení hladiny HO-1. Hladina 
HO koreluje s hladinou pohlavních hormonů, a proto se mění během ovariálního cyklu 
(Murphy et al. 1991). Exprese HO-1 koreluje s produkcí estrogenu a progesteronu, exprese HO-
2 je spjatá pouze s progesteronem (Cella et al. 2006; Acevedo et al. 1998). 

Inhibitorem HO-1 je chromium mesoporfyrin (CrMP). Jeho působením se během 
ovariálního cyklu razantně snižuje působení HO-1 a dochází ke snížení četnosti pravidelných 
říjových cyklů (Alexandreanu et al. 2002). V děloze dochází ke zvýšení hladiny HO-1 a ke 
snížení hladiny volného hernu. Lze tedy předpokládat, že ke zvýšení množství HO v děloze 
dochází z důvodu ochrany plodu před škodlivým působením hernu. 

U myší, které netvoří HO-1, dochází ke snižování produkce oocytů. V průběhu ovulace 
může docházet ke spouštění zánětlivých procesů, jejichž působením se provokuje tvorba 
volného hernu, který potlačuje růst a vývoj oocytů. Následně dochází k opětovnému zvýšení 
hladiny HO-1, která deaktivuje hem, chrání oocyty a tím pozitivně ovlivňuje průběh říjového 
cyklu (Zenclussen et al. 2014; Vinatier et al. 1995). 

Bylo prokázáno, že zvýšení exprese HO vede k nárůstu koncentrace CO, který se podílí 
na ochraně buněk před stresory. Pokud dochází ke snížení hladiny HO, klesá množství CO a 
zvyšuje se pravděpodobnost apoptózy buněk, protože nejsou chráněny pomocí oxidu 
uhelnatého (Vreman et al. 1999; Brouard et al. 2000). Pokles hladin HO snižuje schopnost 
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fertilizace oocytů in vitro a zvyšuje pravděpodobnost apoptózy kumulárních buněk (Zenclussen 
et al. 2012). 

Zajímavá je korelace množství HO-1 a HO-2 v granulózních buňkách. Výzkumy 
prokazují, že u zdravých folikulů je hladina HO-1 nízká, zatímco hladina HO-2 vysoká. Ve 
folikulech, které se schylují k atrézii, je tomu naopak. Zvýšená hladina HO-1 zvyšuje produkci 
CO a chrání tak buňky proti oxidačnímu stresu (Harada et al. 2004). Proto lze HO použít jako 
marker úspěšného oplození oocytů, jelikož při vysoké hladině HO-1 dochází k oxidačnímu 
stresu, který poškozuje buňky a zhoršuje fertilizaci (Berandi et al. 2014). 

Aktivátorem HO je organická sloučenina hemin. Jeho aktivace zvyšuje u myší syntézu 
estradiolu. Působení inhibitoru HO snižuje syntézu progesteronu a vede ke zkracování délky 
říjového cyklu (Alexandreanu et al. 2003). 

3.4.5 Kostní morfogenetický protein (BMP) 

B M P patří do rodiny TGF-P růstových faktorů. Jedná se o skupinu proteinů, jejichž 
výskyt byl poprvé popsán v kostní dřeni. Později byl protein B M P lokalizován v savčích 
vaj eční cí ch a bylo prokázáno, že má velký regulační význam v oogenezi a folikulogenezi (Rossi 
et al. 2015). 

Kostní morfogenetický protein se vyskytuje v několika formách, označovaných BMP-1 
až BMP-15 (Ducy & Karsenty 2000). Bylo prokázáno, že některé z těchto proteinů jsou 
zodpovědné za vývoj primordiálních zárodečných buněk, jiné zas za regulaci primárních 
folikulů, jejich aktivaci a životaschopnost (Dudley et al. 2010; Celestino et al. 2011). B M P také 
ovlivňuje růst a vývoj sekundárních a terciárních folikulů (Shimasaki et al. 2004). 

B M P patří do TGF-P superrodiny proteinů, jejichž struktura obsahuje sedm molekul 
cysteinů, které dohromady vytváří strukturu nazývanou cysteinový uzel (cystin knot) (Vitt et 
al. 2001). 

Signály, které vytváří TGF-P, jsou regulovány na několika úrovních, a to včetně 
vnitrobuněčných interakcí a ligandů (Bragdon et al. 2011). Skupina proteinů B M P funguje 
pomocí serine threonine kinázových receptoru, které patří mezi glykoproteiny. Podle 
strukturních a funkčních rozdílů se B M P receptory rozdělují do dvou podskupin, konkrétně na 
Typ I a Typ II. Unikátní charakteristikou Typu I je sekvence 30 aminokyselin s velkým 
zastoupením glycinu a serinu (Wrana et al. 1994). 

Exprese BMP receptoru ve vaječnících 

Kostní morfogenetický protein působí na intraovariální faktory (Artini et al. 2007). 
Expresi mRNA B M P receptoru byla zjištěna v sekundárních a terciálních folikulech 
přežvýkavců, s nejvyšší expresí 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 terciálním folikulů může 
naznačovat jejich potenciální interakci (Edwards et al. 2008). Exprese mRNA BMPRIB (BMP 
receptor 1B) byla zaznamenána v oocytech, v thekálních buňkách a ve všech fázích vývoje 
folikulů u myší a koz (Erickson & Shimasaki 2003). 
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Ve vaječní cích ovcí byl BMP-1 immunohistochemicky lokalizován ve folikulárních 
buňkách. BMP-1 patří mezi metaloproteázy a je schopný ovlivňovat formaci extracelulárního 
matrix během folikulogeneze (Canty-Laird et al. 2010). Extracelulární matrix ovlivňuje vývoj 
a atrézii ovariálních folikulů (Berkholtz et al. 2006). 

Exprese mRNA BMP-2 byla prokázána ve folikulech myší a také v thekálních buňkách 
u skotu (Fatehi et al. 2005). U myší BMP-2 spolupracuje s BMP-4 a ovlivňuje tvorbu 
primordiálních buněk (Ying & Zhao 2001).BMP-2 zvyšuje produkci estrogenu a inhibinu-A po 
stimulaci FSH. Působením BMP-2 však dochází k potlačení produkce estradiolu a 
androstendiolu (Brankin et al. 2005). 

BMP-4 mRNA byla detekována v thekálních a folikulárních buňkách a v oocytech 
(Fatehi et al. 2005). Několik studií prokázalo, že nej důležitějším regulátorem primordiálních 
zárodečných buněk (PGC) je BMP-4 (Saitou & Yamaji 2010). BMP-4 se účastní regulačních 
procesů v gametogenezi během vývoje gonád (Childs et al. 2010). Bylo prokázáno, že BMP-4 
zahajuje růst primordiálních folikulů a potlačuje apoptózu ve folikulárních buňkách (Ding et 
al. 2013). 

BMP-4 prostřednictvím FSH zvyšuje syntézu estradiolu a snižuje syntézu progesteronu 
(Mulsant et al. 2001). BMP-4 interaguje s aktivinem a GnRH, a vyvolává tak sekreci FSH v 
pohlavních buňkách (Lee et al. 2007) a zvyšuje tak množství estradiolu v granulózních buňkách 
u potkana. BMP-4 prostřednictvím FSH snižuje množství progesteronu. V potkaních 
folikulárních buňkách a oocytech BMP-2 a BMP-4 stimulují syntézu p38-mitogeny-aktivované 
proteinkinázy (p38MAPK) (Inagaki et al. 2009). 

BMP-5 mRNA se vyskytuje ve folikulárních buňkách v raných fázích vývoje i v 
terciálních folikulech (Pierre et al. 2005). BMP-5 se účastní vývoje sekundárních, ale ne 
primárních folikulů (Shimizu et al. 2004). U myši BMP-5 zvyšuje proliferaci folikulárních 
buněk v antrálních folikulech (Pierre et al. 2005). 

BMP-6 byl detekován ve folikulech myši (Erickson & Shimasaki 2003), ovce (Juengel 
et al. 2006), skotu (Glister et al. 2004) a kozy (Frota et al. 2013). V primárních a sekundárních 
folikulech je úroveň mRNA BMP-6 výrazně vyšší, než v primordiálních folikulech. V 
sekundárních folikulech BMP-6 společně s FSH vyvolává zvětšení průměru folikulů a antra 
(Frota et al. 2013). BMP-6 ovlivňuje granulózní buňky tím, že zvyšuje jejich proliferaci, 
životaschopnost a zvyšuje produkci inhibinu-A a aktivinu-A (Glister et al. 2004). BMP-6 také 
snižuje expresi L H receptoru a syntézu progesteronu. BMP-6 zrychluje růst folikulů, ale 
zpomaluje jejich diferenciaci (Shimasaki et al. 2004). V době ovulace akumuluje neutrofily v 
ovulujícím folikulů, a tak snižuje inhibiční vlivy proteázy (Akiyama et al. 2014). 

BMP-7 produkují thekální buňky sekundárních a terciálních folikulů (Shimasaki et al. 
2004). Různá vývojová stádia folikulů se liší množstvím BMP-7 mRNA (Frota et al. 
2013). BMP-7 podporuje růst primordiálních folikulů a stimuluje expresi FSH receptoru (Lee 
et al. 2004). Po aplikaci BMP-7 do vaječníku myši se výrazně zvyšuje počet primárních, 
sekundárních i terciálních folikulů (Lee et al. 2001). 

BMP-15 se účastní všech fyziologických procesů probíhajících v pohlavním systému 
samic (Passos et al. 2013). Exprese BMP-15 mRNA byla zjištěna v primordiálních, primárních 
i sekundárních folikulech (Silva et al. 2005). BMP-15 se nachází rovněž v terciálních folikulech 
a v oocytech (Juengel & McNatty 2005). 
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BMP-15 se účastní proliferace granul ózních buněk a přeměny primordiálních folikulů 
ve folikuly primární (Galloway et al. 2000). Podílí se také na vzniku antra antrálních folikulů 
(Fatehi et al. 2005). BMP-15 stimuluje proliferaci buněk nezávisle na FSH bez vlivu na 
množství estradiolu. Oocyty z folikulů s vyšším množstvím BMP-15, mají větší 
pravděpodobnost, že budou oplozeny. Množství BMP-15 pozitivně koreluje s množstvím 
estradiolu, zatímco s hladinou FSH koreluje negativně (Wu et al. 2012). 

Bylo prokázáno, že BMP-15 a GDF-9 společně ovlivňují mitózu, proliferaci buněk, 
apoptózu a řadu dalších pochodů (Crawford & Mcnatty 2012). BMP-15 a GDF-9 hrají 
nej důležitější roli ve folikulárním vývoji, při ovulaci a oplození (Gilchrist et al. 2008). 

3.4.6 Regulační mechanizmy raných fází oogeneze a folikulogeneze 

Regulační mechanizmy primordiálních zárodečných buněk a formovaní folikulů 

Vývoj primordiálních zárodečných buněk je regulován řadou faktorů. 

Na proliferaci a migraci primordiálních zárodečných buněk se podílí PR domain-
containing protein 14 (PRDM14), B lymphocyte-induced maturation protein 1 (BLIMP1) a 
transkripční faktory jako je Octamer-binding transcription factor 4 (OCT4) a N A N O G , které 
jsou nutné udržení pluripotence primordiálních zárodečných buněk (Ohinata et al. 2005; 
Yamaji et al. 2008). Da Silva et al. (2004) prokázali také úlohu proonkogenu aktivinu a zjistili, 
že tento protein zvyšuje počet primordiálních zárodečných buněk u člověka. Aktivin se váže na 
folistatin, který je také označován jako aktivin vázající protein, který je kódován genem FST. 
Folistatin je znám jako FSH-potlačující (FSP). Primární funkcí folistatinu je vázání a 
bioneutralizace členů TGF-P rodiny, s preferencí pro aktivin - parakrinní hormon z TGF-P 
rodiny, který zvyšuje sekreci FSH v předním laloku hypofýzy (Tortoriello et al., 2001). 

FIGa napomáhá expresi glykoproteinů vytvářející vrstvu zona pellucida. R N A 
bílkoviny, jako je NANOS3 (Nanos homolog 3) a DND1 (Dead end homolog 1) chrání 
primordiální zárodečné buňky před apoptózou, obdobně funguje KIT/KIT ligand. Genetické 
mutace zmíněných bílkovin mohou významně narušit vývoj folikulů (Soyal et al. 2000). Na 
vzniku primordiálních zárodečných buněk se podílejí také transkripční faktory jako je GATA4, 
FOXL2, L H X 9 , WT1 A SF1 (Wilhelm et al. 2002). 

Aktivace primordiálních folikulů 

Mezi známé regulační faktory patří PTEN gen a fosfatidylinositol 3-kináza 
(phosphatidylinositol 3 kinase - PI3K). Mezi procesy, na kterých se zmíněná dvojice podílí, je 
regulace apoptózy, proliferace buněk a aktivace primordiálních folikulů (Cantley et al. 2002). 
PI3K byla detekována v oocytech primordiálních a primárních folikulů (Reddy et al. 2005). 
Aktivace PI3K vyvolává aktivaci A K T , což je kináza, která patří do skupiny serin-threonin 
protein kináz, které zvyšují buněčnou proliferaci a vitalitu buněk (Cantley et al. 2002). Reddy 
et al. (2008) prokázali, že zablokování genu pro PTEN zvyšuje množství PI3K a následně se 
fosforyluje FOX03a (Reddy et al. 2008). FOX03a je transkripční faktor, který se účastní 
apoptózy a pozastavení vývoje buněk. FOX03a byl detekován v oocytech myší a předpokládá 
se jeho podíl na inhibici aktivačních mechanizmů primordiálních folikulů prostřednictvím 
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potlačení transkripce genů, které jsou nezbytné pro fyziologický průběh oogeneze a 
folikulogeneze (Castrillon et al. 2003). 

Tuberous sclerosis complex 1 (TSC1) a Mammalian target of rapamycin complex 1 
(mTORCl) jsou komplexy, které se podílí na pozastavení vývoje pohlavních buněk. Bylo 
prokázáno, že u myší TSC1 negativně ovlivňuje mTORCl a udržuje primordiální folikuly 
v klidové fázi. Synergické pochody TSC/mTORCl a PTEN/PI3K jsou nezbytné pro regulaci a 
aktivaci primordiálních folikulů (Adhikari & Liu 2010). 

Interakce mezi KIT ligandem a KIT receptorem má důležité postavení v regulaci 
oogeneze. Vyvolává expresi v somatických buňkách i oocytech, ovlivňuje zahájení růstu 
folikulů stimulací proliferace thekálních buněk a stimuluje růst oocytů (Nilsson & Skinner 
2004). KIT ligand aktivuje A K T kinázu a potlačuje transkripční faktor FOX03 a tím reguluje 
PI3K/AKT dráhu v oocytech (Reddy et al. 2005). 

Nervový růstový faktor (NGF) je také důležitou součástí regulačních mechanizmů. 
Účastní se základních procesů rané folikulogeneze, jelikož působí na aktivaci primordiálních 
folikulů. U myší po NGF genovém knockoutu, byla prokázána snížená proliferace somatických 
buněk a jen nepatrné množství primárních folikulů (Dissen et al. 2001). 

Jeden ze členů TGF - P superrodiny Antimullerian hormon (AMH) je nutný pro 
udržování rovnováhy mezi klidovými a již aktivovanými primordiálními folikuly. Bez A M H 
dochází k rychlému vyčerpání zásoby folikulů. A M H u myší potlačuje aktivaci primordiálních 
folikulů (Fortune et al. 2003). 

Transkripční faktory SOHLH1 a N O B O X vznikající v oocytech se účastní procesu 
přeměny primordiálních folikulů na folikuly primární. Absence NOBOXu způsobí pozastavení 
vývoje převážné většiny primordiálních folikulů a degeneraci oocytů dochází k poklesu 
transkripční aktivity oocytů a poklesu množství transkriptů regulačních faktorů a proteinů jako 
je OCT4, GDF9 či BMP15. Nedostatek SOHLH1 omezuje funkce NOBOXu a pozastavuje tak 
folikulogenezi (Pangas et al. 2006). 

Regulační mechanizmy během přeměny primárních folikulů na folikuly sekundární 

T A T A - box binding protein asociated factor 4 (TAF4B) je další transkripční faktor, 
který byl objeven v zárodečných buňkách. TAF4B se vyskytuje v granulózních buňkách, kde 
se uplatňuje v raných stádiích folikulogeneze a při aktivaci rostoucích folikulů (Voronina et al. 
2007). 

Bílkoviny aktivin a inhibin ovlivňují růst folikulů. Zvětšení průměru folikulů a 
diferenciace granulózních buněk vyvolává snížení aktivity aktivinu a zvýšení exprese inhibinu. 
Inhibin B má největší expresi v raných stadiích folikulů v době, kdy dochází k proliferaci a 
výskytu nediferencovaných granulózních buněk. Po vzniku antra dominuje působení inhibinu 
A. Aktivin a inhibin nejen že zajišťují proliferaci granulózních buněk, ale podílejí se také na 
jejich diferenciaci a zrání oocytů (Smitz & Cortvrindt 1998; Zhao et al. 2001). 

Velice důležitou roli v komunikaci mezi oocyty a granulózními buňkami hrají 
vmezeřené spoje, gap junction. Gap junctions je typ spojení dvou sousedních buněk v místě, 
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kde dochází k významnému přiblížení jejich membrán. Spojení je zprostředkováno pomocí 
membránových kanálků, tzv. konexonů. Konexony jsou tvořeny bílkovinami konexiny 43 a 37 
(Cx43 a Cx37). Cx 37 se nachází v oocytech na všech úrovních vývoje a je nezbytný pro 
vytvoření gap junction, Cx43 je obsažen v granulózních buňkách a vytváří mezi nimi gap 
junction. Absence Cx37 vyvolává pozastavení vývoje v raném antrálním stádiu, při absenci 
Cx43 dochází k zástavě vývoje folikulů (Carabatsos et al. 2000; Gittens et al. 2003). 

V počátečních fázích vývoje jsou folikuly nezávislé na gonadotropinech a tím pádem je 
vývoj více ovlivňován lokálními mechanizmy. V preantrálním stádiu dochází uvnitř folikulů ke 
vzniku FSH a L H receptoru a další vývoj folikulů je již řízen gonadotropiny (O'Shaughnessy et 
al. 1996). Funkce gonadotropinů je závislá na aktivaci L H či FSH receptoru. U myší se po 
zablokování funkce L H receptoru (LHR) folikuly vyvíjí jen do antrálního stádia a jedinci jsou 
neplodní (Zhang et al. 2001). Samotný FSH pro dokončení vývoje folikulů nestačí. Z toho 
vyplývá, že L H R je nezbytný nejen pro ovulaci, ale i pro zrání folikulů před ovulací. U myší, 
které netvoří FSH, dochází k pozastavení vývoje folikulů, nedochází k ovulaci a jsou tedy 
neplodné. Následně dochází ke změnám exprese proteinů v granulózních buňkách, k poklesu 
produkce aromatázy a podjednotek aktivinu a inhibinu (Burns et al. 2001). Buňky folikulů pak 
nevytváří dostatečné množství L H receptoru. U myší bez FSHR dochází k poklesu produkce 
estrogenu, což následně vyvolává obezitu a změny ve stavbě kostry (Dierich et al. 1998). 
Absence FSH ve folikulech vyvolává pozastavení vývoje folikulů, nedochází ke vzniku 
antrálních dutin a následuje apoptóza. Nízké hladiny FSH vedou k lepší diferenciaci buněk 
(Sánchez et al. 2012). Působení gonadotropinů vyvolává produkci steroidních hormonů, jako 
jsou androgeny a estrogeny, jejichž vliv přispívá k vývoji folikulovými receptory (Findlay et 
al. 2000). Androgeny stimulují proliferaci granulózních buněk a zvyšují jejich životaschopnost. 
U samic se sníženým počtem androgen vázajících receptoru se vyskytuje infertilita, dochází ke 
snížení počtu antrálních folikulů, ovuluje méně oocytů, zvyšuje se míra apoptózy (Shiina et al. 
2006). V granulózních buňkách přeměňuje aromatáza androgeny v estradiol (Richards et al. 
1979) pod vlivem FSHR, který je zapojen do aktivace aromatázy (Danilovich et al. 2000). 
Produkce estradiolu závisí na aktivitě genu Cypl9 (Britt et al. 2000). 

U pokusných myší, kterým byly odstraněny estrogenové receptory a, došlo ke zvýšení 
množství estradiolu a L H , beze změn množství FSH. Vaječníky pozastavily svůj vývoj v raném 
stádiu antrálního vývoje a myši byly neplodné. V případě odstranění estrogenových receptoru 
- P folikuly vývoj dokončí, ale klesá četnost ovulací a snižuje se reakce na hCG (Human 
Chorionic Gonadotropin) (Emmen & Korach 2003). 

Regulace exprese genů a skladování mRNA během oogeneze 

V období aktivní proliferace folikulárních buněk je transkripční aktivita nejvyšší., Na 
konci růstu folikulů a po dozrání oocytů dochází k útlumu transkripční aktivity a degradaci 
RNA. Většinu R N A v oocytů tvoří ribozomální R N A (65 %). Heterogenní R N A tvoří kolem 
15 % obsahu R N A (Wassarman & Kinloch 1992). Po transkripci následuje proces, kterému se 
říká polyadenylace, kdy se na 3' konec mRNA připojuje takzvaný poly(A) konec a následuje 
translace mRNA (de Moor & Richter 2001). 
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Během přeměny folikulů z primordiálních na primární probíhá aktivní regulace 
transkripce v oocytech, kdy jsou regulovány geny spojené s proliferací a buněčným cyklem. Při 
přeměně folikulů primárních na sekundární dochází k aktivaci velkého množství genů, kam 
patří transkripty zapojené do buněčného cyklu, biosyntézy a metabolismu. Vývoj z folikulů 
sekundárního do stádia antrálního folikulů probíhá pod taktovkou genů, které jsou zapojené do 
bazálni transkripce polymerázy II (Pan et al. 2005). 

miRNA (microRNA), která byla objevena na konci dvacátého století, byla nalezena 
v granulózních buňkách. Tato rodina miR-224se vyskytuje v buňkách na různých stupních 
vývoje a je regulována pomocí aktivinu A a TGF - p i . Odhaduje se, že cílem miR-224 je 
SMAD4 (Yao et al. 2010). Důležité postavení siRNA (small interfering RNA) bylo prokázáno 
pomocí genového knockoutu u myší. Při změně koncentrace Diceru a Dgcr8 dochází k určitým 
změnám. Dicer je endoribonukleáza, která katalyzuje hydrolytické štěpení RNA, čímž 
umožňuje vznik molekul o velikosti 20-30 jako je miRNA a siRNA. Dicer se tedy účastní 
procesu R N A interference. Patří do rodiny RNáz III, které účinkují na dvouvláknové R N A 
(dsRNA) (Pollard and Earnshaw, 2007). Knockout Diceru způsobuje vyčerpání miRNA 
v oocytech a dochází k narušení regulace miRNA. miRNA není sice podstatná pro zrání oocytů, 
ale je důležitá pro vývoj embrya. Ztráta Dgcr8 nezpůsobuje tak významné změny (Murchison 
et al. 2007). 

Zrání oocytů 

Během zrání oocytů se zvyšuje hladina cyklického adenosinmonofosfátu (cAMP), jehož 
produkce je regulována enzymem adenylátcyklázou (AC), (Downs et al. 1989). cAMP se 
dostává do oocytů buď přes gap junctions mezi oocyty a kumulárními buňkami nebo může 
vzniknout v oocytů prostřednictvím receptoru spojených s G proteiny (GPR3 a GPR12) 
(Vaccari et al. 2008). 

Během meiotického zrání se zvyšuje v oocytů také koncentrace cyklického 
guanosinmonofosfátu (cGMP). cGMP se rovněž do oocytů transportuje přes gap junctions a 
funkcí cGMP je, že inhibuje enzym PDE3A, která v oocytů odbourává cAMP (Norris et al. 
2009). L H v oocytech aktivuje PDE3A, dochází k poklesu cAMP a znovuzahájení meiózy 
(Richard et al. 2001). 

Kumulární buňky pod vlivem L H produkují kyselinu hyaluronovou a dochází tak 
k rozšiřování jejich vrstvy. Tento proces souvisí s aktivací P K A a je podporován proteiny 
podobnými epidermálnímu růstovému faktoru (EGF). Následně dochází ke zvýšení transkripce 
genů vkumulárních buňkách, jako jsou HAS2, PTX3, TNFAIP6 (Ochsner et al. 2003; 
Ashkenazi et al. 2005). Spuštěná odpověď je způsobena aktivací dráhy E R K lA, stimulací Ptgs2 
mRNA a následnou produkcí prostaglandinu E2 (PGE2) (Ben-Ami et al. 2006). ERK7MAPK a 
PB/AKTjsou zapojeny do signálních drah nezbytných pro regulaci meiózy a meiotického bloku 
oocytů v Míl (Cui et al. 2007). 

Komunikace mezi oocytem a granulózními buňkami je velmi důležitá jak pro jaderné, 
tak i cytoplazmatické zrání. Komunikace mezi buňkami probíhá prostřednictvím parakrinních 
signálů nebo prostřednictvím gap junctions. G V oocyty v antrálním folikulů začínají regulovat 
funkce, které byly před tím regulovány kumulárními buňkami (Gilchrist et al. 2004). Bez 
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účinku L H oocyty ovlivňují proliferaci granulózních buněk, jejich diferenciaci a zároveň 
regulují metabolickou aktivitu kumulárních buněk, jako například příjem aminokyselin, 
glykolýzu a biosyntézu cholesterolu (Sugiura et al. 2005), jelikož kumulární buňky pro oocyty 
metabolizují glukózu (Sugiura et al. 2005) či syntetizují cholesterol (Comiskey et al. 2007). 
Pod vlivem L H oocyty regulují expresi kumulárních genů (Eppig et al. 2005). 

Jakmile se začnou vytvářet antrální dutiny, granul ózní buňky se rozdělují na dvě 
skupiny. První jsou kumulární granul ózní buňky, které jsou stále blízko oocytu a druhou 
skupinu tvoří murální buňky ve vnějších vrstvách folikulů. Murální a kumulární buňky uvnitř 
folikulů jsou pod vlivem FSH regulovány odlišně (Diaz et al. 2007). Oocyty se podílejí na 
potlačování exprese transkriptů murálních buněk, ale podporují expresi transkriptů buněk 
kumulárních (Salmon et al. 2004). Vysoké hladiny FSH vyvolávají změny exprese transkriptů 
kumulárních buněk, zvýšení hladin GDF9 a B M P 15 mRNA a tím mohou ovlivňovat oocyty 
(Sánchez et al. 2010). 

Komunikace mezi oocyty a kumulárními buňkami probíhá prostřednictvím gap 
junctions i přes zona pellucida pomocí cytoplazmatických projekcí (TZP), které tvoří 
kumulární buňky. Projekce penetrují skrz zona pellucida a dosahují k membráně oocytu 
(Albertini etal.2001). 

Přes gap junctions mohou procházet takové molekuly, jako jsou aminokyseliny, pyruvát a 
další. Gap junctions a exprese proteinů Cx43 a Cx37, které spoje tvoří, jsou pro vývoj oocytu a 
folikulů zásadní (Gittens et al. 2005). 
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4 Závěr 
Proces oogeneze řídí řada velmi složitých regulačních mechanizmů, ve kterých plní funkci 

například cyklické nukleotidy, vápenaté ionty, kinázy a fosfatázy či plynné molekuly. U řady z 
těchto molekul není jejich fyziologická funkce popsána detailně. Prokázána byla úloha 
například cyklických molekul, jako je cAMP. cAMP udržuje oocyty v meiotickém bloku, pro 
znovuobnovení meiotického zrání je nezbytné, aby poklesla hladina cAMP v oocytu, což se 
děje tak, že další molekuly cAMP nejsou do oocytu vpuštěny z kumulárních buněk přes 
vmezeřené spoje, gap junctions. Významnou měrou se na regulaci procesu meiotického zrání i 
oplození podílejí také vápenaté ionty, které mimo jiné ovlivňují kortikální reakci a následný 
proces ztvrdnutí vrstvy zona pellucida, kterým se zabraňuje polyspermii. Meiotické zrání v 
oocytu je regulováno také pomocí fosfatáz, které plní defosforylační funkce a kináz, které mají 
naopak za úkol fosforylovat buněčné proteiny. Vstup oocytu do metafáze je zajištěn MPF 
faktorem. Významným způsobem ovlivňují signální dráhy v pohlavních buňkách také plynné 
molekuly označované jako gasotramittery. Plyny s velmi rychlým biologickým poločasem 
rozpadu jako je oxid dusnatý, oxid uhelnatý nebo sulfan regulují například proces meiotického 
zrání či stárnutí oocytu. Funkce gasotransmitterů je dána jejich koncentrací v buňkách. Bylo 
zjištěno, že oxid dusnatý působí na meiotické zrání oocytu v nízké koncentraci stimulačně, 
zatímco vysoké koncentrace NO meiotické zrání oocytu inhibují. Také bylo potvrzeno, že 
sulfan v nízkých koncentracích oddaluje stárnutí savčích oocytu. Pro správný průběh oogeneze 
je nezbytné, aby všechny regulační mechanizmy fungovaly v součinnosti, jinak je buňka 
směrována do apoptózy. Pro zvýšení efektivity biotechnologických metod je třeba detailně 
popsat procesy regulující oogenezi, především meiotické zrání oocytu. 
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