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SOUHRN

Reprodukéni biotechnologické postupy Casto zaviseji na dostatku kvalitnich oocytt.
Kvalita oocytl je dana korektnim pribéhem meiotického zrani a expanzi kumulérnich bun¢k,
ke které béhem meiotického zrani dochazi. Oba tyto dé&je reguluje fada kli¢ovych faktort,
mezi nimiz JsSou mnohé protein-kinazy a dalsi signalni molekuly. Mezi signalni molekuly
fadime také skupinu plynnych latek, tzv. gasotransmiterd. Do této skupiny patii sulfan, oxid
dusnaty a oxid uhelnaty. O tloze oxidu uhelnatého v regulaci reprodukénich procest, véetné
regulace procesu meiotického zrani, toho neni mnoho zndmo. V reprodukéni soustaveé samic
je v soucasné dobé prokazano jeho zapojeni v regulaci priabéhu estralniho cyklu, porodu
a laktace. Oxid uhelnaty vznikd v organismu pomoci enzymu hem oxygenazy (HO)
z hemoglobinu a Ize pfedpokladat, ze oxid uhelnaty bude sehravat regulaéni ulohu i v procesu
meiotického zrani a expanze kumularnich bun¢k prasecich oocyti v podminkach in vitro.

Cilem diplomové prace bylo ovéfit tuto hypotézu. Pro jeji ovéfeni byly provedeny
experimenty, ve kterych byly prasec¢i oocyty béhem meiotického zrani vystaveny plsobeni
inhibitoru hem oxygenazy Zn-protoporfyrinu 1X (Zn-PP 1X) nebo donoru oxidu uhelnatého
trikarbonyl-RuCl (TRIK-RuClI).

Inhibice hem oxygenazy u prasecich oocytli neméla zadny vliv na pribéh meiotického
zrani na rozdil od donoru oxidu uhelnatého, ktery pribéh meiotického zrani u¢inng inhiboval.
U takto oSetfenych oocytli dochazelo k potlaceni ptechodu oocytit z prvniho meiotického
déleni do druhého meiotického déleni. Pii sledovani expanze kumuldrnich bunék bylo
zjisténo, Ze inhibice hem oxygenazy méla za nasledek zvySenou produkci hyaluronové
kyseliny a tim i vyssi intenzitu expanze kumularnich bungk, zatimco donor oxidu uhelnatého
meél vliv opacny.

Vysledky experimenti potvrzuji hypotézu, Ze se oxid uhelnaty zapojuje do regulace

meiotického zrani a expanze kumuldrnich bunék prasecich oocyti.

Klicova slova: gasotransmitery, kumularni bunky, kumularni expanze, oocyt, oxid

uhelnaty



SUMMARY

Reproductive biotechnological processes often depend on a sufficient quantity and
quality of oocytes. The quality of oocytes depends on the correct course of meiotic maturation
and cumulus cell expansion, which occurs during meiotic maturation. Both of these events
regulate a number of key factors, among which are many protein kinases and other signaling
molecules. Between signaling molecules is a group of gaseous substances -called
gasotransmitters. This group includes hydrogen sulfide, nitric monoxide and carbon
monoxide. There is not much known about the role of carbon monoxide in the regulation of
reproductive processes, including the regulation of meiotic maturation process. It has been
proved that the carbon monoxide participates in regulation of the estrous cycle, parturition
and lactation in females. Carbon monoxide is produced in the body by the enzyme hem
oxygenase (HO) from hemoglobin, and it can be assumed that carbon monoxide plays a
regulatory role in the process of meiotic maturation and cumulus cell expansion of porcine

oocytes in vitro.

The purpose of this thesis was to test this hypothesis. In order to verify this hypothesis,
experiments were performed where the porcine oocytes during meiotic maturation were
exposed to heme oxygenase inhibitor Zn-protoporphyrin IX (Zn-PP 1X) or carbon monoxide
donor tricarbonyl-RuCl (TRICK-RuClI).

Inhibition of heme oxygenase in pig oocytes had no effect on the course of meiotic
maturation, unlike carbon monoxide donor, that has effectively inhibited meiotic maturation.
As a result of this, the oocytes were suppressed in the transition from the first meiotic division
in the second meiotic division. When monitoring cumulus cell expansion it was found that
heme oxygenase inhibition resulted in increased production of hyaluronic acid and higher

intensity expansion of cumulus cells, while carbon monoxide donor had the opposite effect.

The results from these experiements confirm the hypothesis that carbon monoxide is
involved in the regulation of meiotic maturation and cumulus cell expansion of porcine

oocytes.

Keywords: gasotransmitters, carbon monoxide, oocyte, cumulus cells, cumulus expansion.
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1 Uvop

V soucasné dob¢ zaznamendavaji reprodukcni biotechnologie intenzivni rozvoj. Tyto
biotechnologie se vyuzivaji v chovu a Slechténi hospodatskych zvifat a soucasn¢ nachazeji

uplatnéni v humanni reprodukeci.

Pro dalsi rozvoj reprodukénich biotechnologii je nezbytny dostateény pocet kvalitnich
oocytl, které jsou schopné uspésného oplozeni a vyvoje v nového jedince. Pro rozliSeni
kvalitnich oocytd je potfeba znalosti fyziologickych procest probihajicich v oocytu, zejména
meiotického zrani. Kvalita oocytll je determinovéana také intenzitou kumularni expanze.
Studiem molekularnich mechanismi a vlivii vybranych faktori na meiotické zrani prasecich
oocyti a kumuldrni expanzi lze docilit vys$Si uspéSnosti reprodukénich biotechnologii
pouzivanych v chovech hospodaiskych zvirat. Prase Ize souc¢asné vyuzit jako vhodny model

pro aplikaci poznatkti do humanni mediciny.

Piedpoklada se, Ze meiotické zrani oocytd a kumularni expanze mohou regulovat také
gasotrasmitery. Gasotransmitery jsou jednoduché molekuly plynii endogenniho piivodu. Mezi

gasotransmitery patii sulfan, oxid dusnaty a oxid uhelnaty (CO).

CO je ve vysokych koncetracich zndm jako jedovaty plyn, vznikajici napiiklad
nedokonalym spalovanim paliv. Exogenni CO se vaZe v organismu na hemoglobin a tim brani
prenosu kysliku do tkéni. Béhem endogenni produkce je CO uvoliiovan ve vyrazné nizsich

koncentracich, které v organismu plni fyziologické funkce.

CO vznika v bunikach pomoci hem oxygenazy z hemoglobinu a takto vznikly plyn se
podili na transdukci bunécéného signalu v nervové soustaveé, cévni soustavé a reprodukcni

soustaveé samcu 1 samic.

U samic CO ovliviiyje estralni cyklus, porod 1 laktaci. CO je aktivni napf.
ve vajecnicich, kde se podili na produkei steroidnich hormonti. Dosud nebyla studovéna iloha
gasotransmiteru CO v procesu meiotického zrani a kumuldrni expanze praseCich oocyt

kultivovanych v podminkach in vitro.



2 HYPOTEZA A CIL PRACE

Hypotézou této diplomové prace je, ze signalni molekula oxidu uhelnatého se zapojuje
do regulace pribéhu meiotického zrani a expanze kumularnich bunék prasecich oocytl

kultivovanych v podminkach in vitro.

Cilem prace je overit tuto hypotézu prostiednictvim vhodnych experimenta
zamé&fenych na Vvliv inhibitoru hem oxygenazy a donoru oxidu uhelnatého na meiotické zrani

a expanzi kumularnich bunél prasec¢ich oocyti po 48 hodinové kultivaci in vitro.



3 LITERARNI RESERSE

3.1 Oogeneze

Oogeneze je proces, pii kterém vznikaji mitotickym a meiotickym délenim oplozeni
schopné oocyty. Pro meiotické dé€leni je béhem procesu oogeneze specificky 1. meioticky
blok v profazi prvniho meiotického dé€leni a 2. meioticky blok v metafazi druhého
meiotického déleni (Wassarman, 1988). U prasat za¢ina meiotické d€leni ve vajecnicich mezi
40. a 50. dnem vyvoje samic¢iho embrya (Black and Erickson, 1968). Meiotické déleni oocytu
dava vzniknout pouze jednomu zralému oocytu, na rozdil od meiotického déleni probihajiciho

V procesu spermatogeneze.

Kvalita oocytd dospélé prasnice je definovana jako schopnost oplozeni tohoto oocytu
a vyvoje do zivotaschopného jedince (Hunter, 2000). Kvalita oocytil je zavisla jiz na vyvoji
vajecnikii béhem fetalniho vyvoje (Sarraj and Drummond, 2012). Vajecniky se zakladaji
béhem embryogeneze a v puberté je jejich vyvoj dokoncen. Produkce zralych oocytt béhem

reproduk¢niho zivota je zavisla na dostate¢né hormonalni aktivité (Vanderhyden, 2002).

3.1.1 Oogeneze béhem fetalniho vyvoje

Oocyty se vyvijeji z primordialnich zarode¢nych bunék - PGCs (van den Hurk and
Zhao, 2005). PGCs jsou jediné bunky samice, které po diferenciaci podstupuji meiotické
déleni a organismus samice tak miZe produkovat specializované buiiky pro pohlavni
rozmnozovani — oocyty (Lawson and Hage, 1994). PGCs se zakladaji v blizkosti Zloutkového
vacku (Ginsburg et al., 1990; Saitou et al., 2002). V rané embryogenezi se PGCs mitoticky
déli (Ginsburg et al., 1990) a migruji do genitalni listy (Sladecek, 1986; Sarraj and
Drummond, 2012).

Genitalni lista je zédkladem pro gonady obou pohlavi, v dal$im vyvoji se u samic
determinuje na sami¢i gonady — vajecniky. Zde se PGCs stale mitoticky dé¢li a kolonizuji
vyvijejici se fetdlni vajecniky. Tato Cast oogeneze se nazyva faze mnozeni zarodecnych
bunék. Vysledkem této faze je velké mnozstvi 0oogonii, které se diferencovaly z (Sladecek,

1986).



U prasat je ve 20. dni embryogeneze pritomno cca 5 000 PGCs, mitézou tento pocet
vzrista béhem nasledujicich 30-ti dni na 1 100 000 oogonii. Mitoticka aktivita se postupné
snizuje a nékteré¢ bunky zanikaji. Konecny pocet oogonii pii narozeni samice je asi 500 000

(Black and Erickson, 1968).

V minulosti pfevladal jednoznacny néazor, Ze mitoticka aktivita zdrodecnych bunck
probihd pouze béhem fetalniho vyvoje samice, to znamena, zZe se samice rodi s kone¢nym
poctem oocytl. Gilbert (2000) predpokladal, ze mnozstvi oogonii a jejich schopnost se delit
| V postnatalnim zivoté se odviji od druhu organismu. U druhu, které produkuji tisice oocytt
béhem zivota, se oogonie mnozi i postnatalng, zatimco u druhii produkujicich niz8i pocet
oocytl se oogonie déli pouze v prenatalni obdobi a jejich pocet je omezeny, tedy po cely Zivot
jedince stejny. V nedavné dobé doslo k objevu mitoticky aktivnich zarode¢nych bunék
ve vajecnicich dospélych mysi. Ze zasoby téchto kmenovych bunék miize dochézet k ¢astecné

obnové oogonii jesté i v dospélosti samice (Johnson et al., 2004).

3.1.2 Oogeneze - faze riustu a zrani

3.1.2.1  Meiotické déleni oocytii
PGCs a z nich vzniklé oogonie maji dvé sady chromozémii a je nezbytné, aby tyto
diploidni buniky podstoupily redukéni déleni, meidzu. Meidza jsou dve€ po sobé jdouci déleni

oznacovana jako heterotypické a homeotypické.

Pii prvnim meiotickém déleni jsou zdvojené chromatidy homolognich chromozému
rozdéleny do dvou dcefinych bun¢k — kazda bunika mé jednu kopii zdvojeného chromozému
(2n). Ve druhém d¢leni jsou sesterské chromatidy rozdéleny do dalSich dvou buné€k a vznikaji
¢tyfi haploidni buiiky (n). V procesu oogeneze z ptivodni jedné oogonie meiotickym délenim
nevznikaji Ctyfi identické buiiky, ale jeden oocyt a dvé az tfi polova téliska, kterd maji

minimalni mnoZstvi cytoplasmy (Sladecek, 1986).

Pfed meiotickym délenim replikuji oogonie svoji DNA. Po této replikaci je kazdy
chromozom tvofen dvéma sesterskymi chromatidami (Sladecek, 1986). Oogonie vstupuji do
meiotického deleni, které je zahy zastaveno ve stadiu diplotene profaze prvniho meiotického
déleni, jeste ve fetalnim obdobi samice (Wassarman, 1988; Gilbert, 2000). Zarode¢né bunky
ve stadiu diplotene profaze I se oznacuji jako primarni oocyty. Primarni oocyty jsou

charakteristické strukturou svého jadra, které se oznacuje jako zarode¢ny vacek, germinal



vesicle - GV (Motlik and Fulka, 1976). Prvni meioticky blok primarnich oocyti se také
oznacuje jako diktyotenni blok a pietrvava az do pohlavni dospélosti jedince a vytvoreni

Graafova folikulu (Yanagimachi, 1988).

3.1.2.2  Faze ristu

Faze rustu probiha béhem diktyotenniho bloku (Wassarman, 1988; Palma et al., 2012).
Rist oocytu je vyvolan pisobenim gonadotropintl, steroidnich hormonti a rastovych faktort
po dosazeni pohlavni dospélosti samice. Hormony plsobi prostiednictvim folikuldrnich
bunék, které tak plni tlohu mezibunécné signalizace. Folikularni buiikky se zaroven podili
na poskytovani zivin oocytu prostfednictvim mezibunécnych spoji typu gap junctions
(Yanagimachi, 1988).

Diktyotenni blok je charakterizovan vysokou transkripcni aktivitou (Zybina and
Zybina, 1992). Transkrip¢ni aktivita je nezbytna pro fazi ristu, kdy primarni oocyty
mnohonasobné zvétsuji svoji velikost a zaroven dochazi k intenzivni syntéze RNA, zejména
rRNA (Sladecek, 1986). Nasleduje proteosyntéza, ktera je nezbytna pro rlst, mnoZzeni
organel, uspésné meiotické zrani, oplodnéni a embryonalni vyvoj. Z divodu zvysujici se
proteosyntézy je nezbytny narGst poctu ribozomu. PiestoZe jejich mnozstvi vzrista,

koncentrace v rostoucim objemu cytoplasmy klesa. Celkovy pocet ribozomu se ke konci faze

vwr

Smitz, 2012).

Béhem faze rlGstu dochazi ke zméndm u jednotlivych organel. MnozZici se
mitochondrie méni sviyj tvar z podlouhlého na ovalny a méni se i vnitini uspotadani krist. Pro
Golgiho komplex v rostoucim oocytu jsou typické rozsahlé zmény vnitinich struktur. Tyto
transformace sméfuji ke zvySeni aktivity celého komplexu membran. Golgiho aparat
produkuje naptiklad glykoproteiny a kortikéalni granula. Glykoproteiny se shromazd'uji okolo
celého oocytu a vytvaii jemna filamenta, ktera jsou zakladem pro obal oocytu, tzv. zonu
pellucidu. V prib¢hu faze ristu se filamenta formuji do husté a silné sité. Oocyt je tak zonou
pellucidou oddélen od bunék folikulu, ovsem komunikace je stale zachovana (Wassarman,
1988).

Dokoncit meiotické déleni je schopny pouze pln¢€ dorostly oocyt. Béhem riistu oocyty
nabyvaji tzv. meiotické kompetence. Pro jeji ziskani je nezbytné nasyntetizovani dostate¢ného

mnozstvi regulacnich faktort, dilezitych pro prabéh meiotického zrani, napi. cyklin B,



cyklin-dependentni kinazy 1 (CDK 1), MAPK (Mitogen-activated protein kinases). Meioticka
kompetence je hlavni podminkou pro Gspésné dokonceni meiotického zrani az do metafaze
druhého meiotického déleni - MII (Yanagimachi, 1988; Wassarman and Albertini, 1994;
Evans and Robinson, 2011).

3.1.23  Faze zrani
Oocyt s meiotickou kompetenci vystupuje z diktyotenniho bloku po hormonalni
stimulaci a pokracuje az do MII, kde se meidza opét zastavi. Tento usek vyvoje oocytu se

oznacuje jako meiotické zrani (Evans and Robinson, 2011).

I béhem meiotického zrani dochéazi k fadé morfologickych a fyziologickych zmén
v oocytu a také u kumularnich bunék, které oocyt obklopuji. Mezi nejvyznamnéjsi zmeény
oocytu patii rozpad jaderné membrany zarodeéného vacku (Germinal Vesical Breakdown,
GVBD) (Motlik and Fulka, 1978; Némcova et al., 2007). Nasledné dochazi ke kondenzaci
chromatinu, oddéleni homolognich chromozémi a vydé€leni prvniho polového téliska. Takovy
oocyt dosahuje metafaze II, kde je meiotické dé€leni spontanné zablokovano. K tplnému
dokonceni meiotického déleni dochazi az po oplozeni anebo po partenogenetické aktivaci
oocytu (Wassarman et al., 1976). Po stimulaci gonadotropiny kumularnim buiky syntetizuji
kyselinu hyauronovou. Diky akumulaci kyseliny hyaluronové se zvétSuje extracelularni
matrix a kumularni obal oocytu zvétSuje svilj objem. Dochézi tak ke kumularni expanzi

(Némcova et al., 2007).

In vitro meiotické zrani prase¢iho oocytu zadind spontanné po uvolnéni oocytu
z prostiedi folikulu (Wassarman et al., 1976). Oocyty dosahuji MII stadia s mnohem vyssi
uspésnosti, pokud jsou kultivovany s kumulédrnimi butikami (Cross and Brinster, 1970; Bing

etal., 2002).

Oocyt v MII je in vivo uvolnén z folikulu v procesu zvaném ovulace. Po ovulaci je
zraly oocyt zachycen nalevkou vejcovodu a jesté ve vejcovodu je oplozen spermii. Po aktivaci
oocytu spermii se dokoncuje druhé meiotické déleni a vydé€luje se druhé poélové télisko
(Wassarman, 1988; Hunter, 2000; Némcova 2007). V né&kterych piipadech vznikaji téi polova
téliska, a to v ptipade¢ rozde€leni prvniho polového téliska (Sladecek, 1986).

V procesu meiotického zrani se uplatituje mnoho bunéénych posli a protein-kinaz,

které predstavuji klicové faktory regulujici pribéh meiotického zrani oocytu.



3.2 Regulace meiotického zrani

Aktivita regulacnich faktorti a jejich dynamika je dualezitd pro uspésné dokonceni
meiotického zrani a pro ¢asny embryondlni vyvoj. Mezi dilezité faktory regulujici meiotické
zrani oocytl patii vapenaté kationty, cyklicky adenosinmonofosfat (cAMP), MPF (Maturation
promoting factor), MAPK.

3.2.1 Vapenaté kationty

Vépenaté kationty jsou diilezitym bunéénym poslem, ktery transdukuje bunécny signal
pomoci proteinil, které se oznatuji jako Ca®*-dependentni. Tyto proteiny méni po interakci

s Ca’* svoji konformaci a tim méni i svou aktivitu (Alberts et al., 1998).

Béhem meiotického zrani hladina véapenatych kationtd kolisa. Nizka koncentrace
vapenatych kationt zvySuje hladinu cAMP a brani tim GVBD, naopak rostouci extracelularni
koncentrace vapenatych kationtll inhibuje Gc¢inek cAMP. Tato inhibice cAMP umoziiuje
vystoupeni oocytu z diktyotenniho bloku a pokracovani vyvoje do metafaze I (Wassarman,
1988; Horner et al., 2003). Pfesto nejsou vapenaté kationty zcela nezbytné pro GVBD.
Ukézalo se totiz, Ze plisobeni inhibitori transmembranovych proteinil pro vapenaté kationty,
tetracainu a verapamilu, nema zadny vliv na GVBD. Naopak nepostradatelnou ulohu ma
extracelularni véapnik pfi dokonceni prvniho meiotického déleni, kdy vznika prvni polové

cv v

(Paleos and Powers, 1981).

Po oplozeni spermii se v oocytu zvySuje koncentrace intracelularniho vapniku
uvoliovanim z endoplazmatického retikula. Uvolnéné vapnikové kationty aktivuji vapnik
vazajici protein kalmodulin (CaM) a ten nasledné¢ aktivuje CaM-dependentni kinazu

(CaMKII). CaMKII v mysich oocytech patii mezi regulatory snizujici aktivitu MPF.

3.2.2 cAMP (cyklicky adenosinmonofosfat)

cAMP je syntetizovdn z ATP pomoci adenylat-cyklazy v kumulérnich bunkach.
Aktivita adenylat-cyklazy zavisi na aktivaci G-proteinu extracelularnimi signaly (Wassarman,
1988; Alberts et al., 1998).

Vysoka koncentrace cAMP je zodpovédna za udrzeni oocytu v diktyotennim bloku

a brani pred¢asnému spusténi meiotického zrani. Znovuzahajeni meidzy v podminkach in vivo



je zavislé na poklesu koncentrace CAMP (Wassarman, 1988). K inaktivaci adenylat-cyklazy
a snizeni koncentrace cAMP dochézi po stimulaci oocytu gonadotropiny (Dekel et al., 1979),
vliv na ubytek cAMP v oocytu ma také pteruseni spoju gap junctions (Wassarman, 1988;
Liang et al., 2007b).

Na piitomnosti cAMP zavisi aktivita cAMP-dependentni proteinkindzy (PKA).
Aktivini PKA se podili na defosforylaci a inaktivaci kli¢ovych faktorG meiotického zrani.
Az pokles koncentrace cAMP a aktivity PKA umoznuje fosforylaci téchto faktort

a znovuzahajeni meiotického zrani (Dekel, 1996).

Pokles koncentrace CAMP spousti syntézu nékterych proteind dualezitych pro
meiotické zrdni oocytu, naptiklad mos a cyklin B (Liang et al., 2007b). cAMP se tedy podili

na GVBD oocytu a znovuzahgjeni meiotického zrani.

3.2.3 MPF (M-phase/maturation promoting factor)

MPF se sklada ze dvou podjednotek: katalytické podjednotky — cyklin-dependentni
kinazy CDK 1 (p34°“?) a regulacni podjednotky - cyklinu B (Izumi and Maller, 1991).

Enzymatickou aktivitu ma pouze kindza asociovana s cyklinem B.

V plné dorostlém oocytu, ktery je schopen vystoupit z prvniho meiotického bloku, je
vysoka hladina neaktivniho pre-MPF, pre-MPF je fosforylovan na Thrl14 a Tyrl5 a tim
inhibovan (Fulka et al., 1998; Hagting et al., 1999). Inhibi¢ni fosforylaci MPF katalyzuji
kinazy Weel a Mytl (Fattaey and Booher, 1997). Pro aktivaci pre-MPF je nezbytna aktivaéni
defosforylace Thr14 a Tyrl5 pomoci Cdc25 fosfatazy (Hagting et al., 1999) a fosforylace
cyklinu B. Fosforylace cyklinu B probihd v mistech aminokyselin Ser-Pro pomoci CDK 1
nebo MAPK (Izumi and Maller, 1991; Hagting et al., 1999). Tim vznika aktivni MPF. Na
zvySeni aktivity MPF se podili sniZzeni koncentrace cAMP. Snizeni cAMP zpilisobuje
deaktivaci protein-kinazy A (PKA), to umozni fosforylaci cdc25, ktera defosforyluje inhibi¢ni
fosfaty z CDK 1 (Dekel, 1996).

Aktivni MPF je schopny dale fosforylovat Cdc25 a defosforylovat Weel/Mytl a takto
hladinu aktivniho MPF zvySovat efektivnéji, pozitivni zpétnou vazbou. Cdc25 lze aktivovat

také pomoci polo-like kinazy 1 (Plk 1), ktera zaroven deaktivuje Weel/Mytl (Qian et al.,
2001).



MPF dale fosforyluje zejména jaderné laminy a histony v jadfe. Tato fosforylace
zpusobi rozpad jaderné membrany a spiralizaci chromozémi. Déle je MPF zodpovédny
za reorganizaci mikrotubula, ktera vede k vytvofeni meiototického vieténka (Alberts et al.,
1998). V prasecich oocytech je aktivni MPF nezbytny pro GVBD (Fulka et al., 1998).

Nejvyssi aktivity dosahuje MPF v metafazi prvniho i druhého meiotického dé€leni.
Béhem druhého meiotického bloku je hladina aktivniho MPF vysoka. Nejnizsi aktivita MPF
je béhem anafaze I a telofaze I a nasledné aktivita opét vzristd (Wassarman and Albertini,
1994).

Koncentrace cyklinu kolisé, na rozdil od CDK 1, kter4 je pfitomna v témet konstantni
koncentraci (Alberts et al., 1998). Za kolisani koncentrace cyklinu B a nepfimo za pfitomnost
aktivniho MPF odpovidaji Ca?* ionty a anafazi podporujici komplex (APC/C - Anaphase
Promoting Complex/Cyclosome). APC/C katalyzuje asociaci cyklinu B a ubiquitinu, tzv.
polyubiquitinaci. Takto oznaceny cyklin B je nasledné¢ degradovan v proteazomu 26S. Tim

dochazi k deaktivaci MPF a ocyt pokracuje do anafaze I a telofaze I (Irniger, 2002).

Vysokou hladinu aktivniho MPF v MII bloku udrZzuje cytostaticky faktor (CSF), ktery
brani degradaci cyklinu B pomoci inaktivace jiz zminovaného APC/C (Norbury and Nurse,
1990). CSF je nezbytny pro potlaceni spontanni partenogenetické aktivace (Suzuki et al.,
2010). Soucasti CSF je endogenni inhibitor meidzy (Emi2) a mos. Emi2 udrzuje oocyt v MlI
bloku do oplozeni nebo jeho aktivace inhibici ubikvitin-ligdzy a APC/C a potlacenim
destrukce cyklinu B. APC/C je degradovan také v diisledku riistu koncentrace Ca®* jontil.
Uvolnéni oocytu z MII dochazi po inaktivaci CSF, kdy se APC/C aktivuje a degraduje cyklin
B (Suzuki et al., 2010).

3.2.4 MAPK - Mitogen Activated Protein Kinase

MAPK zahrnuji mnozstvi regulacnich faktori bunécného cyklu. Mezi tyto faktory
patii stresem aktivované kindzy p38 a JNK a extraceluldrnimi signaly aktivované kindzy
ERK1 a ERK2. ERK1/2 jsou také oznacované jako MAPK1/2. MAPK je regulovana signalni
kaskadou, kde MAPK je fosforylovana MAPKK (také MEK). MAPKK aktivuje MAPK az
po vlastni fosforylaci, za kterou je zodpovédna MAPKKK (také Mos). MAPKKK je

produktem proto-onkogenu c-mos (Seger and Krebs, 1995).



MAPK je syntetizovana v rostoucich oocytech, ale k aktivaci dochdzi az bc¢hem
meiotického zrani v pfilehlych kumuldrnich bunikdch. U hlodavci je to ptiblizné dvé hodiny
po spontannim GVBD vyvolanym zvysSenim hladiny MPF (Liang et al., 2007b). U prasat
dochazi k aktivaci MAPK také po GVBD, avsak Vv pfipad¢ injikace aktivni MAPK do oocytu
dochdzi k ¢asnéjsimu nastupu GVBD. MAPK neni tedy pro GVBD zcela nezbytna, ale svym
pusobenim podporuje zvySeni hladiny MPF (Ohaski et al., 2003). Po aktivaci je MAPK
aktivni az do stadia MII, kde se podili na MII bloku. Po oplozeni nebo aktivaci oocytti aktivita

MAPK a CDK 1 klesa (Verlhac et al., 1996).

MAPK mé dilezitou ulohu pfi tvorbé a udrzeni normélni morfologie meiotického
vieténka a kondenzace chromozomu, pti reaktivaci MPF po MII a také pfi udrzovani bloku
v MII prostfednictvim stabilizace hladiny cyklinu B (Araki et al., 1996; Sun et al., 1999).
MAPK dokonce brani oocyt pted oplozenim spermii nebo pied stimulaci k partenogenezi
(Jones, 2004).

Tato kaskada kindz je dllezitA 1 pro GVBD vyvolanym prostfednictvim
gonadotropinti. Preovula¢ni vlna luteinizaéniho hormonu (LH) piisobi na folikularni
a kumularni bunky, kde skrz receptory, mnohem rychleji nez folikulostimulaéni hormon
(FSH), aktivuje napiiklad cAMP, PKA a MAPK. Cely fetézec konéi aktivaci MPF a
naslednym zahajenim meidzy (Su et al., 2003; Liang et al., 2007b). LH stimuluje produkci
progesteronu a estradiolu. To, ktery hormon se bude pravé syntetizovat, urCuje kaskada
MAPK (Liang et al., 2007b).

MAPK pozitivné¢ ovlivitluje 1 kumularni expanzi, podili se zejména na syntéze

hyaluronové kyseliny (Su et al. 2003).

Na regulaci meiotického zrani se podili fada dalSich faktord, mezi kterymi je mnoho
dosud plné nepoznanych. Mezi molekuly s fyziologickym u€inkem a schopnosti regulovat

reprodukéni procesy, véetné meiotického zrani, patfi gasotransmitery.
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3.3 Gasotransmitery

Skupina plynti endogenniho plvodu podilejicich se na fyziologickych procesech
bunécnou signalizaci, je oznaCovana jako gasotransmitery. Gasotransmitery jsou lipofilni
latky prostupujici pfes cytoplasmatickou membranu do buriky, nepotiebuji tedy na burice
receptory. Cilové proteiny signalnich molekul gasotransmiterti se tedy nachazeji zejména

Vv cytoplasmé bunék (Wang, 2002; Mustafa et al., 2009; Starka, 2009).
Spolecné vlastnosti gasotransmitertt (Wang, 2002):
1) Malé a jednoduché molekuly plyn.

2) Schopnost volné prochazet skrz bunééné membrany a nevyuzivat membranovych

receptord.
3) Endogenni produkce ve fyziologickych koncentracich je katalyzovana enzymy.
4) Definovatelny specificky vliv na fyziologii organismu.
5) Gasotransmitery jsou soucasti signalnich kaskad.

Mezi gasotransmitery v soucasné dobé fadime sulfan, oxid dusnaty a oxid uhelnaty
(Wang, 2002). Je vSeobecné zndmo, Ze vSechny tfi plyny jsou toxické pro organismus, avSak
v poslednich letech jsou na bunééné urovni studovany jejich fyziologické funkce
v organismu. Oxid uhelnaty, oxid dusnaty a sulfan se podileji napiiklad na vazodilataci,
nervovém vzruchu, obranyschopnosti a maji vliv i na reprodukci. U samcl napftiklad
gasotransmitery, zejména oxid uhelnaty a oxid dusnaty, pasobi na erekci penisu,
spermatogenezi a motilitu spermii. U samic ovliviiuji oogenezi, ale i stahy délohy béhem

biezosti (Smelcova and Tichovska, 2011).

Prvnim plynem definovanym jako gasotransmiter byl oxid dusnaty, jehoz vliv

na procesy v organismu je v sou¢asné dob¢ nejvice prozkouman.

3.3.1 Oxid dusnaty

Na vzniku oxidu dusnatého (NO) v bunikdch se podili aminokyselina L-Arginin

a enzym NO-syntaza (NOS), ktery se vyskytuje ve tfech izoformach — eNOS, nNOS, iNOS

(Moncada et al., 1991). Misto vzniku NO je zavislé na katalyzujici NOS, které byly poprvé

popsany v buiikach endotelu cév (eNOS), nervové tkdni (nNOS) a imunitnim systému (iNOS)
11



(Mustafa et al., 2009). Vznikly NO se v pribéhu nékolika vtefin pfeménuje na dalsi
slouceniny, jako jsou nitrity a nitraty (Wang, 2002).

NO je soucasti signalni kaskady, kde aktivuje solubilni guanylat-cyklazu (sGC)
vcilové tkani. Aktivhi sGC  stimuluje tkdn k  produkci  cyklického  3°,
5’ - guanosinmonofosfatu (cGMP), ktery v organismu zastava funkci druhého posla. Vysoka
koncentrace cGMP zptisobuje relaxaci hladkého svalstva. Relaxaci 1ze pozorovat napiiklad
pti dilataci cév a pii potlaceni kontrakci dé€lozniho svalstva biezi délohy (Moncada et al.,
1991; Buhimschi et al., 1996). NO dale ptsobi jako neurotransmiter, reguluje krevni tlak
a uplatiiuje se v procesu zanétu a potlacovani bakteridlnich infekci (Mustafa et al., 2009).
Molekula NO se uplatiiuje také v reprodukénich procesech samcti i samic (Smelcova and

Tichovska, 2011).

V reprodukéni soustavé NO reguluje hladiny nékterych hormond, napf. testosteronu
a hormonu uvoliujici luteiniza¢ni hormony (LHRH), které jsou dulezité pro spermatogenezi,
ale také pro projevy sexualniho chovani (Davidoff et al., 1997). Vlivem tohoto
gasotransmiteru dochazi k dilataci cév, podili se tedy i na erekci penisu (Ignarro et al., 1990),
dale pisobi na motilitu a dozravani spermii. Nefyziologicky vysoka koncentrace NO snizuje
pohyblivost spermii, kterd ma za nasledek neplodnost samce (Rosselli et al., 1995). Take
u samic oxid dusnaty reguluje produkci nékterych hormoni a ma vliv na rlist a zrani, ovulaci

oocytd i kontraktilitu délohy (Buhimschi et al, 1996; Jablonka-Shariff and Olson, 1998).

Kli¢ova role NO Vv reprodukci samic je praveé ve vaje€nicich pfi regulaci meiotického
zrani oocytl. Bylo prokazano, ze absence NO ve vajeénicich zplisobuje omezeny riist a vyvin
vaje¢nikli, mens$i pocet ovulovanych oocytd i jejich kvalitu ve srovnani s pfitomnosti
fyziologické koncentrace NO. Stejné tak oocyty mysi s genetickym knock-outem pro NOS
vykazovaly abnormality béhem svého vyvoje a vétSina nebyla schopna ovulace (Jablonka-
Shariff and Olson, 1998). U ov¢ich kumulo-oocytarnich komplexti inhibice NOS potlacuje

kumularni expanzi (Amale et al., 2011).

3.3.2 Sulfan

Sulfan (H2S) je bezbarvy, siln¢ zapachajici, neurotoxicky plyn, vznikajici rozkladem
bilkovin. Pfesto, pokud je pfitomen v organismu ve fyziologickych koncentracich, funguje

V bunécné signalizaci a je povazovan za gasotransmiter (Wang, 2002).
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V organismu H,S vznikda z L-cysteinu, na jehoz konverzi se podili tfi enzymy:
cystathionin B-syntasa (CBS), cystathionin y-lyasa (CSE) a 3merkaptosulfurtransferasa
(3-MPST). Fyziologicka koncentrace H,S zvySuje koncentraci cAMP, ktera ovlivni aktivitu
PKA (Kimura, 2000). Degradace H,S probiha v mitochondriich oxidaci nebo v cytosolu
methylaci, metabolity jsou nasledné¢ vylouceny ledvinami, gastrointestinalnim traktem nebo

plicemi (Stéarka, 2009).

V organismu H,S vykonava svou funkci zejména v centralni nervové soustave,
kardiovaskularnim systému a svalstvu (Starka, 2009). H,S hraje dulezitou roli v reprodukci
samctll 1 samic. U samctll se podili na erekci penisu. U samic mé ucinky na estralni cyklus,
délohu a vyvoj placenty (Guzman et al., 2006). Ukazalo se, ze u samic je H,S nezbytny pro
meiotické zrani oocytu in vivo a in vitro. Nepiimym ovlivnénim aktivity PKA indukuje H,S
nastup GVBD (Liang et al., 2007a).

3.3.3 Oxid uhelnaty

Oxid uhelnaty vzniké v organismu pomoci enzymu hem oxygenazy (HO) pti rozkladu
hemoglobinu. HO katalyzuje oxidaci hemu, pfi které vznika CO a biliverdin (Tenhunen et al.,
1969). HO se vyskytuje ve 3 izoformach HO-1, HO-2 a HO-3 (Wu and Wang, 2005).

HO-1 se také oznacuje jako heat-shock protein (hsp32) (Keyse and Tyrrell, 1989)
nebo jako inducibilni HO (Maines, 1988). Inducibilni proto, ze existuje mnoho podnéti, které
mnohonasobné zvysi aktivitu této HO, napf. ionty kovl a hormony (Maines, 1988). HO-1 je

syntetizovana zejména buiikami, které podléhaji bunéénému stresu (Wu and Wang, 2005).

HO-2 je produkovana ve vice bunkach. HO-2 je tzv. Kkonstitutivni forma
hem oxygenazy, ktera na rozdil od HO-1 na uréité stimuly zvySenim ¢innosti nereaguje

(Maines, 1988; Wu and Wang, 2005).

K aktivit¢ HO je nezbytna ¢innost NADPH-cytochrom P-450 reduktazy, ktera pfeméni
cytochrom P-450 a ziska nezbytné elektrony pro HO. Tento proces umozni vznik pouze dvou
produktt — biliverdinu a CO. Naopak aktivitu HO blokuji inhibitory, napt. Zn-, Sn-, Cr-, Cd-
a Mn-protoporfyriny. Tato blokace vede ke komplikacim v bunééném metabolismu (Maines,
1988).

Vznikly CO reguluje zanétlivé procesy, ochranuje builkky pfed tepelnym Sokem,

reguluje uvolilovani neurotransmitert a podili se na procesech uceni a paméti (Wu and Wang,
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2005). CO je schopny, stejné jako NO, navodit vasodilataci cév (Wang, 1998) a jeho
produkce je vyhodna i pro boj proti bakteriim (Burnett et al., 1998).

Molekula CO je zapojena do signalni drahy cGMP, kde cilem CO je solubilni
guanylat-cyklaza (sGC), kterd nasledn¢ stimuluje produkci cGMP (Morita et al. 1995). Tato
signalni draha cGMP ovliviiuje také tkané reprodukéni soustavy, napiiklad zptasobuje relaxaci
hladné svaloviny mocové trubice samct pii ejakulaci a pusobi na hladkou svalovinu délohy
(Burnett et al., 1998; Cella et al., 2006). Lze ptedpokladat, ze CO reguluje produkci cGMP

také v procesu meiotického zrani a kumularni expanze.

CO se podili na hormonalni regulaci reproduk¢nich funkei, na oogenezi (Verma et al.,
1993) a spermatogenezi (Ozawa et al., 2002). Béhem spermatogeneze produkce CO
Leydigovymi a Sertoliho buiikami ochrafiuje spermie pied stresovymi faktory, jako jsou volné
radikaly. CO ma pozitivni vliv i na motilitu spermii (Shiraishi and Naito, 2005) a erekci pyje.
Nékteré medikamenty na podporu erekce vychazi z ucinkti CO (Shamloul and Wang, 2006).
Nizka produkce tohoto gasotransmiteru mize vést az K neplodnosti nebo k neschopnosti

rozmnozovat se.

Pritomnost HO byla u samic prokazana v bfezi i nebfezi d¢loze, placenté a aktivni je
i ve vajeCnicich. Ve vajeCnicich byla prokazana ptitomnost HO-1 a HO-2 v thekalnich
bunkach, granuléznich bunkach a ve Zlutém télisku. HO-2 dokonce i v ovaridlnim stromatu.
CO ma vyznamnou roli piisyntéze steroidnich hormontl.. Pisobi pozitivné zejména
na produkci progesteronu a estradiolu. Endogenni CO ma vliv i na pribéh estralniho cyklu,
porodu i laktace (Alexandreanu and Lawson, 2003). Ukéazalo se, Ze samice s nizkou hladinou
HO-1 produkuji po hormondlni stimulaci méné oocytd, které ¢asto nejsou schopné oplozeni
(Zenclussen et al., 2012). Uginky CO na meiotické zrani, ani na folikulogenezi a kumularni

expanzi nejsou dosud zcela objasnéné.
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3.4 Folikulogeneze
Proces oogeneze tésné souvisi s folikulogenezi a je zavisly na metabolické aktivité

folikularnich bunék, které obklopuji oocyt a oddé€luji ho od ovaridlniho stromatu a ostatnich

folikulti bazalni laminou (Merchant, 1975; Eppig et al. 1992).

Béhem folikulogeneze se folikularni bunky mnozi, postupné se soustfedi do n¢kolika
vrstev (Sladecek, 1986) a podléhaji morfologickym a funkénim zménam. Zmény jsou
vyvolany endokrinnimi a parakrinnimi stimuly. Biochemické stimuly ovliviiuji 1 vyvoj
oocytu, na ktery granuldézni bunky tésné pfiléhaji. Specifické stimuly umozni vytvofit
specifické prostiedi pro rast, zrani a ovulaci oocyti (Amsterdam and Rotmensch, 1987).
Folikuldrni tekutina nedorostlych folikulii zabranuje predéasnému meiotickému zrani oocytu
prostfednictvim vysoké koncentrace inhibi¢nich faktort, jako je cAMP a PKA. (Yang et al.,
1993; Qian et al., 2003).

Jiz po dosazeni 1. meiotického bloku se objevuje okolo primarnich oocyti jedna
vrstva somatickych bunék mezodermalniho ptivodu, které vznikaji v embryondlnim zakladu
gonad. Tyto somatické buiiky se oznacuji jako folikularni bunky (Kurilo, 1980; Sladecek,
1986; Wassarman, 1988) a pokladaji se za prekurzory granuldéznich bunék (Pepling and
Spradling, 1998). Komplex primarniho oocytu a pfilehlych folikularnich bunék tvoii zaklad
primarniho folikulu. Tyto folikuly jsou zakladni jednotkou vajec¢nikt a v kazdém folikulu se

nachdzi pouze jeden oocyt (Wassarman, 1988).

Podle mnozstvi, velikosti a morfologie folikularnich bun¢k se rozlisuje nékolik typta
folikult: primordiélni, primarni, sekundéarni, terciarni folikul a Graafiiv neboli ptfedovulacni
(Aerts and Bols, 2010). Vyvoj primarnich folikulti do ptedovula¢nich je pomaly proces, u
prasat trva vice neZ 80 dni (Morbeck et al., 1992). OvSem ne vSechny primordialni folikuly
projdou celym vyvojem, vétSina v jakémkoli stddiu podlehne programované bunécné smrti

(apoptoze).

Nerostouci primordidlni folikul je tvofen jednou vrstvou plochych pregranul6znich
bunék a uvnitt se nachéazi nezraly oocyt, ktery vstupuje do profaze prvniho meiotického déleni
(Fortune et al., 1998). U prasete se primordialni folikul objevuje kolem 68. dne po fertilizaci
(Oxender et al., 1979).
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Folikul zaciné rist po pfechodu do dalSiho stadia, tzv. primarni folikul, ve kterém je
oocyt v diktyotennim bloku. Béhem tohoto piechodu folikuldrni buniky prochézi jiz zminénou

proliferaci a diferenciaci, buiiky ziskavaji kubicky tvar (van Wezel and Rodgers, 1996).

Granulozni bunky se dal mnozi a postupné vytvareji dalsi vrstvy, folikul tak roste.
Folikul s dvéma vrstvami granuloznich bunék se oznacuje jako sekundarni. V tomto typu

folikulu lze jiz pozorovat mezi oocytem a granuldoznimi buiikami zacinajici tvorbu zony

pellucidy (Fair, 2003).

Po dosazeni konecné velikosti oocytu a mnohonasobném zmnozeni folikularnich
bungk, se zacinaji formovat dutinky uvnitt folikulu. Takovy folikul se oznacuje jako terciarni.
Dutinky se postupné zvétsuji az se spoji v jednu dutinu (antrum), ktera je vyplnéna folikularni
tekutinou. Pted ovulaci se folikul s jiz vytvofenou dutinou nazyva Graafiv folikul (Aerts and
Bols, 2010). Granul6zni bunky zde vytvafi téi vrsty: muralni bunky (pobliz theca folliculi),
granul6zni buniky a kumularni bunky. Kazda vrstva je tvofena n¢kolika fadami bun¢k (viz.
obr. ¢. 1) (Jezova et al., 2001). Oocyt v Graafové folikulu je v antralni dutiné bezprostiedné
obklopen kumularnimi bunikami: vnitini vrstva corona radiata a vné&j§i vrstva cumulus
oophorus (Wassarman, 1988). Meiotické zrani oocyti je zastaveno v metafazi druhého

meiotického déleni (JeZzova et al., 2001).

Theca externa

Muralni granul6zni
buriky

Kumularni bunky

Oocyt

Obrazek 1: Vrsty folikularnich bunék v Graafové folikulu

(Pfevzato a upraveno podle Aerts and Bols, 2010).
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Kumulérni bunky, jako jediné bunky ve folikulu, pfimo komunikuji s oocytem
prostfednictvim mezibunécnych spojii typu gap junctions. Tyto spoje jsou i mezi ostatnimi
folikularnimi bunkami. Folikul je tedy komplex buné€k spojenych mezi sebou navzajem
a soucasn¢ s oocytem bunécnymi spoji typu gap junctions. Tyto spoje jsou tvofeny prevazné
proteinem konexinem (Anderson and Albertini, 1976; Lampe and Lau, 2000). Bunééné spoje
umoznuji interakce, véetné mezibunééné signalizace, pomoci pfenosu malych regulacnich
molekul a metaboliti do oocytu a jsou diilezité pro regulaci meiotického zrani oocytu. Tyto
interakce tidi zmény v organizaci a diferenciaci folikularnich bunc¢k a zaroven ovliviuji
zejména faze rustu a zrani oocytu. Komunikace pomoci spoji gap junctions je obousmeérna, to
znamena, ze 1 procesy ve folikulu jsou ovliviiovany vyvojem oocytu (Eppig et al., 1992;
Eppig et al., 1998; Davachi et al., 2012).

Folikulogeneze kon¢i ovulaci Graafova folikulu. Pro ovulaci jsou nezbytné zmény
kumularnich bunék vedouci k jejich expanzi. Céast granuléznich bunék Graafova folikulu se

po ovulaci transformuje na buiiky Zlutého téliska (Amsterdam and Rotmensch, 1987).
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3.5 Kumularni expanze

Kumuléarni expanze je poslednim krokem diferenciace kumularnich bunék a zaroven
nezbytnym piipravnym krokem pro ovulaci savéiho oocytu (Sutovsky et al., 1994; Jezova et
al.,, 2001). Kumularni expanze vede Kk odd¢leni kumulo-oocytarniho komplexu (COCs)
od folikulu. Expandovana vrstva kumularnich bun¢k dava vyssi Sanci ovulovanému oocytu
k zachyceni nalevkou vejcovodu. Dale je kumularni obal oocytu a jeho expanze dilezity
pro selekci spermii a uspésné oplodnéni (Dekel et al., 1979) a zaroven slouzi jako jedna
Z bariér proti polyspermii (Tesafik and Kopec¢ny, 1986). Kumularni expanze je soucasné
pozitivné korelovana s GspéSnosti ¢asného vyvoje embrya (Harper and Brackett, 1993).
Kumularni expanze je tak hodnotnym ukazatelem vyvojové kompetence oocytu a slouzi jako

marker kvality oocytu pro in vitro oplodnéni (Qian et al., 2003).

Kumularni expanze je vysledkem zvySené syntézy a ukladani glykosaminoglykant,
zejména Kkyseliny hyaluronové, do extracelularni matrix kumularnich bunék. ZvySené
ukladani zptisobuje cytoskeletarni prestavbu, zvétseni kumularniho obalu, prostorovou izolaci
samotnych kumularnich bunék, které se zaroven prodluzuji a postupné preruseni komunikace
mezi oocytem a folikulem. PteruSovanim spoju gap junctions dochazi i k ukonéeni pienosu
inhibi¢nich molekul mezi granuléznimi bunikami a oocytem a diky tomu muze dojit
k znovuzahajeni meiotického zrani (Dekel et al, 1979; Sutovsky et al., 1994). K pieruseni
spoju gap junctions je zapotiebi fosforylace konexinu kinazami, jako je PKA, PKC nebo
MAPK (Lampe and Lau, 2000).

Kumularni expanze v podminkach in vivo je odpovédi kumulo-oocytarniho komplexu
na ovulaéni vinu gonadotropinii. V podminkach in vitro je kumularni expanze vyvolana FSH,
aktivaci regulacnich faktorti zvysujicich hladinu cAMP, ristovych faktorti IGF (Insulin-like
Growth Factor) a EGF (Epidermal Growth Factor) (Jezova et al., 2001; Némcova et al.,
2007; Bagg et al., 2009; Yamashita et al., 2009).

FSH vyvolava pres G-proteiny aktivaci adenylat-cyklazy, to vede ke zvySeni
koncentrace CAMP v kumularnich bunkach. cAMP pak aktivuje PKA, ktera pozitivné
reguluje produkci hyaluronové kyseliny (Némcova et al., 2007). cAMP dale aktivuje MAPK,
kterd je nezbytna jak pro GVBD, tak pro kumularni expanzi. FSH i LH stimuluji expresi
klicovych genti Has2 a Ptgs2. Tyto geny zodpovidaji za normalni prabéh kumularni expanze
(Su et al., 2003).
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Ristové faktory jako EGF a IGF, vyskytujici se ve folikularni tekuting, ptsobi
pozitivné na kumulérni expanzi u prasete. Zejména EGF vyrazné podporuje syntézu HA
u dorostlych folikult. IGF v interakci s FSH zpiisobuje vétsi expanzi kumulérnich bunék
V porovnani s kultivaci samotného FSH a kumulo-oocytarnich komplexii (Prochazka et al.,

2003; Némcova et al., 2007).

Produkovana kyselina hyaluronovd se vaze na receptory CD44, které jsou
na kumularnich bunkach béhem meiotického zrani oocytu. Interakce mezi CD44 a kyselinou
hyaluronovou je znama zejména pii kumularni expanzi a meiotickém zrani oocytu. Dalsi
u¢inky kyseliny hyaluronové nejsou dosud objasnény. Bylo zjisténo, ze CD44 z in vitro
zrajicich COCs ma niz8i schopnost navazat na sebe kyselinu hyaluronovou. Nedostatecné
mnozstvi kyseliny hyaluronové miize ovlivnit meiotické zrani oocytu a tim snizit jeho dalsi

vyvoj a schopnost oplozeni (Yokoo et al., 2007).

U krys a mys$i je kumularni expanze in vitro zavisla na pfitomnosti oocytu, ktery
produkuje Cumulus Expansion Enabling Factor (CEEF), stimulujici kumularni expanzi
(Eppig et al., 1993). CEEF je aktivovan po stimulaci FSH (Eppig et al., 1993; Nagyova et al.,
1999).

CEEF produkovany kumulo-oocytarnim komplexem neni nutny pro kumularni
expanzi prasete (Prochazka et al.,, 1998). CEEF je také syntetizovan v kumularnich

a muralnich buiikadch (Nagyova et al., 1999).

Existuje n€kolik metod hodnoceni kumularni expanze. Pivodni metodou je subjektivni
pozorovani, kdy se hodnoti tfi stupné kumularni expanze: 1) celkova expanze (expanduji
vSechny vrstvy kumularnich buné€k); 2) caste€na expanze (vnitini vrstva kumularnich bun¢k
zustane na oocytu); 3) nulova kumularni expanze (Amale et al., 2011). V nékterych studiich
bylo pouzito péti stupn kumularni expanze: 0 - nulova expanze; +1 - odd€leni pouze vnéjsi
vrstvy kumularnich buné€k; +2 - expanze vnéjsi vrstvy kumularnich bunék a vné&jsi Casti
cumulus oophorus; +3 — téméf cela expanze, ale bez corona radiata; +4 - kompletni
kumularni expanze (Downs, 1989). Kumularni expanzi lze posuzovat i podle mnozstvi
vyuzitého prekurzoru [*H] glukosaminu pro syntézu hyaluronové kyseliny. Tento prekurzor je

oznacen radioaktivni latkou (Nagyova et al., 1999).

Pfedpokladame, ze kumularni expanzi je mozné hodnotit podle produkce kyseliny

hyaluronové. Kyselina hyaluronovd je hlavni komponenta extracelularni matrix
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expandovanych kumularnich bunc¢k. Ke stanoveni obsahu HA lze wvyuzit napiiklad
imunologickou metodu ELISA (Kongtawelert and Ghosh, 1990). Tato metoda nebyla dosud

pouzita pro méfeni koncentrace HA v COCs a pro stanoveni intenzity kumularni expanze.
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4 MATERIAL A METODIKA
Pro experimenty byly pouzity prase¢i oocyty ziskané aspiraci z vajecnikl. Vajecniky
pochazely z prepubertalnich prasnic¢ek a byly dovazeny z jatek ve fyziologickém roztoku

0,9 % chloridu sodného o teploté 39 °C.
Kultivace oocytt

Aspirace folikulti o velikosti 3 - 5 mm byla provedena injek¢ni stiikackou a jehlou
20G. Ze ziskané folikuldrni tekutiny byly pro experimenty pouzity pouze oocyty s kompaktni

vrstvou kumularnich bun€k a neposkozenou cytoplazmou.

Kumulo-oocytarni komplexy byly kultivovany v kultivatnim médiu (sloZzeni média
tab. 1). Ptipravené kultivaéni médium bylo piefiltrovano do 100 ml sklenéné banky a bylo
pfidano 20 mg/ml ristovych proteind (teleci sérum). Obohacené kultivaéni médium bylo pred
pouzitim temperovano minimalné¢ 30 minut v termoboxu (39 °C, 5 % CO,). Kratce pied
pouzitim bylo do 1 ml média pfidano 0,3 ml ristovych hormond P.G.600, 13.5 1U eCG:
6.6 IU hCG/ml (Intervet, Holland).

Tabulka 1: Slozeni kultivaéniho média.

Life Technologies, Paisley, Skotsko

V takto piipraveném médiu byly COCs kultivovany v podminkach in vitro
po 48 hodin do stadia metafaze 2. meiotického déleni (MII). Kultivace probihala ve sterilnich
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Petriho miskdch o priméru 3,5 cm (Nunc, Roskilde, Denmark) v podminkédch fizené

atmosféry pfi teplote 39 °C a atmosféte 5 % CO; ve smési se vzduchem.
Kultivace COCs s inhibitorem hem oxygenazy

Vliv endogenni produkce oxidu uhelnatého byl studovan prostiednictvim inhibitoru
hem oxygenazy Zn-protoporfyrinu 1X (Zn-PP IX), ktery byl pfidan do kultiva¢niho média
V koncentracich 1 uM, 2,5 uM, 5 uM, 10 uM a 25 uM. Kontrolni skupinou byly oocyty

kultivované v ¢istém kultivaénim médiu bez ptidavku Zn-PP IX.
Kultivace COCs s donorem oxidu uhelnatého

Vliv gasotransmiteru oxidu uhelnatého byl studovan prostiednictvim donoru
trikarbonyl-RuCl (TRIK-RuCl), ktery byl pfidan do kultivaéniho média v koncentraci 50 pM.
Kontrolni skupinou byly oocyty kultivované v Cistém kultivatnim médiu bez piidavku

TRIK-RuCI.
Fixace a barveni oocytu

Po kultivaci byly protahovanim skrz tenkosténnou kapilaru odstranény z kumulo-
oocytarnich komplext kumularni bunky. Nasledné se oocyty fixovaly v roztoku etanolu a
100 % kyseliny octové v pomeéru 3:1. Po 24 hodinach fixace se oocyty obarvily 1 % roztokem

orceinu (viz. tab. 2).

Tabulka 2: Piiprava roztoku orceinu pro barveni oocyti

2
Orcein 209¢
Citrat sodny 1049
Kyselina octova 50 % 100 ml

2 Sigma Aldrich, USA

Podle stavu chromatinu se pod svételnym mikroskopem s fazovym kontrastem (Nikon

Eclipse) hodnotily faze meiotického zrani: GV - (germinal vesical) zarodeény vacek;
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LD — (late diakinesis) pozdni diakineze; MI — metafaze prvniho meiotického déleni;

AITI - ptechod z anafdze do telofaze MI; MII - metafdze druhého meiotického déleni.

Méreni kumularni expanze stanovenim obsahu HA

Pomoci tenké kapilary byly z oocyti odstranény expandované kumularni bunky
a okolni extracelularni hmota a pro kontrolu samovolného uvoliiovani HA do okolniho
prostiedi béhem kultivace COCs v podminkach in vitro byl odebran vzorek kultiva¢niho
média pro pozd&jsi analyzu. Nasledné byly kumularni bunky a extracelularni hmota
vystaveny 2 hodiny proteolytickému $tépeni prostiednictvim 30 ul roztoku proteazy
z Aspergilus oryzae a PBS (Phosphate Buffered Saline; fedéno v poméru 1:100) a poté dalsi
3 hodiny stépeni 30 pl roztoku proteazy z Bacillus licheniformis (Novozymes, Denmark) a
PBS (fedéno v poméru 1:100), kultivace probihaly pii 45 °C. Béhem téchto kultivaci se HA
uvolnovala do roztoku proteaz, ktery byl nasledné centrifugovan pii 10 000 otackach po dobu
5 minut. Po té byl odpipetovan supernatant (bunécny lyzat kumularnich bunék). V odebraném
supernatantu a ve vzorku kultivacniho média byla spektrofotometricky métena koncentrace
HA pomoci QnE Hyaluronic Acid ELISA Assay (Biotech, USA) pii 450 nm podle
ptilozeného protokolu. Vysledné koncentrace HA byly odecteny pomoci kvadratické kiivky.

Hodnoty koncentrace HA byly vztaZzeny ke kontrolni skupiné a vyjadieny relativné.

Statisticka analyza

Vsechny experimenty byly zopakovany minimalné 3x. Vysledky byly podrobeny
statistické analyze v programu SAS 9.0. Zastoupeni stadii meiotického zrani bylo vyjadieno
procentudlné. Rozdily mezi kontrolou a pokusnymi skupinami byly hodnoceny analyzou
rozptylu — t-testem. Produkce hyaluronové kyseliny byla vztazena ke kontrolni skupiné
a vyjadfena relativné. Rozdily v produkci hyaluronové kyseliny mezi kontrolou a pokusnymi
skupinami byly hodnoceny analyzou rozptylu — Sheffeho testem. Rozdily s P-hodnotou nizsi

nez 0,05 byly povazovany za statisticky vyznamné.
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5 VYSLEDKY

5.1 VIliv Zn-PP IX na meiotické zrani prase¢ich oocyti in vitro

Cilem experimentu bylo zhodnotit vliv inhibitoru hem oxygenazy na meiotické zrani
prasecich oocytil v in vitro podminkach. Jako inhibitor HO byl pouzit Zn-protoporfyrin IX
(Zn-PP IX) o koncentraci: 1 uM, 2,5 uM, 5 uM, 10 uM, 25 uM. Kontrolni skupina oocytt

byla kultivovéna v ¢istém médiu.

Bylo zjisténo, ze inhibitor hem oxygenazy Zn-PP IX statisticky vyznamné¢ neovliviiuje
meiotické zradni prasecich oocytl. Pouze u koncentrace 5 puM byl prokdzan statisticky
vyznamny rozdil v po¢tu oocytl, které dosdhly stadia MIIL. Je patrné, ze 5 uM Zn-PP IX
mirn¢ potlacuje prechod mezi prvnim a druhym meiotickym délenim a dosazeni MII (viz.

tab. 3).

Tabulka 3: Vliv inhibitoru hem oxygenazy Zn-PP IX na prubéh meiotického zrani in
vitro.

Oocyty ziskané aspiraci z vajecnikli prepubertdlnich prasnicek byly kultivovany
V podminkach in vitro v kultivaénim médiu obohaceném o teleci sérum, riistové hormony
a inhibitor hem oxygendzy Zn-PP IX. Zn-PP IX byl pfidan v koncentracich: 1 uM, 2,5 uM,
5uM, 10 uM, 25 uM. Kontrolni skupina oocytd byla kultivovana v €istém médiu, tj. bez
ptidaného inhibitoru Zn-PP IX. Po 48 hodinové kultivaci byla faze meiotického zrani
hodnocena podle stavu chromatinu.

Koncetrace Stadium meiotického zrani (% = SD)
Zn-PP IX f
GV LD MI AITI MII

Kontrola 0,0£0,0° | 00+00* | 08+04* | 0,0+00* | 992404 260
1,0 pM 0,0£0,0° | 0,0+00* | 00+00* | 0,0+00* | 100,0+0,4° 100
2,5 1M 0,0£0,0° | 00+00* | 29+04* | 0,0+00* | 97,1+0,4° 140
5 uM 0,0+0,0* | 00+00* | 50+04" | 00+00* | 950+04° 120
10 pM 0,0£0,0° | 00+00* | 3,6+04* | 0,0+00° | 964+0,4 140
25 uM 0,0£0,0° | 0,0+00* | 00+00* | 0,0+00* | 100,0+0,4° 100

GV- podil oocyttl ve stadiu zarodecného vacku; LD — podil oocytli ve stddiu pozdni diakineze; MI podil
oocytl ve stadiu metafaze I; AITI — podil oocytl ve stadiu anafize I/telofaze I; MII - podil oocytii ve
stadiu metafize II; n - absolutni pocet oocytli pouzitych v experimentu. * b Statisticky vyznamné rozdily
mezi kontrolou a experimentalni skupinou pro kazdé stadium meiotického zrani (p<0,05).
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5.2 VIliv TRIK-RuCl na meiotické zrani prasecich oocytu in vitro

Cilem experimentu bylo zhodnotit vliv donoru oxidu uhelnatého trikarbonyl-RuCl
(TRIK-RuCl) na meiotické zrani prasecich oocytd. Oocyty byly kultivovany 48 hodin
v piitomnosti 50 uM TRIK-RuCI. Kontrolni skupinou byly oocyty kultivované v Cistém

médiu.

Bylo zjisténo, ze 50 uM TRIK-RuCl statisticky vyznamné potlacuje meiotické zrani
a dosazeni metafaze 11 (88 vs. 74 %). 17,4 % oocytl kultivovanych s TRIK-RuCl pfetrvava
v metafazi [ a 7,4 % ve stadiu AITI (viz. tab. 4).

Tabulka 4: Efekt donoru oxidu uhelnatého TRIK-RuCl na pribéh meiotického zrani in
vitro.

Oocyty byly kultivovany v podminkach in vitro v kultivacnim médiu obohaceném o teleci
sérum, rustové hormony a donor oxidu uhelnatéthoTRIK-RuCIl. TRIK-RuCl byl ptidan
v koncentraci 50 uM. Kontrolni skupina oocytt byla kultivovana v ¢istém médiu, tj. bez
ptidaného donoru TRIK-RUCI. Po 48 hodinové kultivaci byla hodnocena faze meiotického

zrani podle stavu chromatinu.

Stadium meiotického zrani (% = SD)
n
SRR GV LD M AITI MII
TRIK-RUCI
0 pM 0,0+£0,0° | 00£00° | 71+04% | 51+04* | 87.9+04% | 99
50 pM 0,0£00* | 08+03% | 17.4+03" | 7.4+03% | 744+03° | 121

GV- podil oocytll ve stddiu zarodecného vacku; LD — podil oocyti ve stddiu pozdni
diakineze; MI podil oocyti ve stadiu metafdze I; AITI — podil oocytl ve stadiu anafaze
I/telofaze I; MII - podil oocytl ve stadiu metafaze II; n - absolutni pocet oocytlti pouzitych v
experimentu. * ® © Statisticky vyznamné rozdily mezi kontrolou a experimentdlni skupinou
pro kazdé stadium meiotického zrani (p<0,05).
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Obrazek 2: Praseci oocyt bez kumularnich bunék ve stadiu GV.

Obrazek 3: Praseci oocyt bez kumularnich bunék v metafazi prvniho meiotického

déleni (MI)
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Obrazek 4: Praseci oocyt ve stadiu metafiaze druhého meiotického déleni (MII)

5.3 VIliv Zn-PP IX na Kumularni expanzi prasecich kumulo-oocytarnich

komplexii (COCs) in vitro

Cilem experimentu bylo zhodnotit vliv inhibitoru hem oxygenazy Zn-PP IX
na kumularni expanzi prase¢ich COCs v in vitro podminkach. V pokusu byly pouzity
koncentrace inhibitoru Zn-PP IX 2,5 uM, 5 uM a 10 uM. Kontrolni skupinou byly COCs
kultivované v Cistém médiu. Obsah hyaluronové kyseliny (HA) Vv pokusné skupiné byl

vztaZen ke kontrolni skuping.

Bylo zjisténo, ze produkce HA se vyznamné zvySuje se vzristajici koncentraci
pfidaného Zn-PP IX. Obsah HA se zm¢nil jak v lyzatu kumularnich bunék, tak v kultiva¢nim
médiu. Produkce HA vzrostla 0 52,1 % u oocytt kultivovanych s 2,5 uM Zn-PP IX a az
60,4 % u oocytd kultivovanych s 10 pM Zn-PP IX. Rozdily v produkci HA v COCs
kultivovanych s Zn-PP IX jsou v porovnani s kontrolni skupinou statisticky vyzmnamné (Vviz.

graf 1).

Graf 1: Efekt inhbitoru hem oxygenazy Zn-PP IX na kumularni expanzi prasecich

COCs in vitro.

Kumulo-oocytarni komplexy byly kultivovany v modifikovaném kultivatnim médiu

obohaceném 0 inhibitor hem oxygenazy Zn-PP IX 0 koncentracich: 2,5 uM, 5 uM a 10 uM.

Kontrolni skupina COCs byla kultivovana v ¢istém médiu. Po 48 hodinové Kkultivaci byly
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Z oocytll odstranény expandované kumularni bunky vcetné extraceluldrni matrix, které se
vystavily proteolytickému Stépeni po 2 a 3 hodiny. Béhem S$tépeni se kyselina hyaluronova
uvolnovala do roztoku protedz, ktery se nasledné centrifugoval a poté se byl odebran vzorek
bunééného lyzatu. Obsah kyseliny hyaluronové byl stanoven ve vzorku kultiva¢niho média

a v bunécném lyzatu kumularnich bun¢k metodou ELISA.
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m Médium

56,8%

85,1%

75,4%

101,2%

M Lyzat

43,2%

67,0%

78,3%

59,2%

Lyzat — obsah HA uvolnény z bunétného lyzatu kumularnich bunék; médium — obsah HA
uvolnény z COCs do kultivaéniho média. * ® ¢ Superskripty oznauji statisticky vyznamné

rozdily (p<0,05).

5.4 VIliv TRIK-RuCl na kumularni expanzi prasefich kumulo-oocytarnich

komplexu (COCs) in vitro
Cilem experimentu bylo posoudit vliv donoru oxidu uhelnatého TRIK-RuCl na
kumularni expanzi COCs. Vzorky COCs byly kultivovany s 50 uM TRIK-RuCl. Kontrolni
skupinou byly COCs kultivované v ¢istétm médiu. Obsah hyaluronové kyseliny (HA)

V pokusné skupin¢€ byl vztazen ke kontrolni skuping.
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Bylo zjisténo, ze TRIK-RUCI statisticky vyznamné potlacuje produkci HA b&hem
kumularni expanze o 21,5 %. Bunéény lyzat kumuldrnich bunék pokusné skupiny obsahoval o
25,8 % mén¢ HA. TRIK-RuCl potlacoval uvoliiovani HA do okolniho média o 16,8 % (viz.
Graf 2).

Graf 2: Efekt donoru oxidu uhelnatého TRIK-RuCl na kumularni expanzi prasecich

COCs in vitro.

Kumulo-oocytarni komplexy byly kultivovany v modifikovaném kultivaénim médiu
obohaceném 0 donor oxidu uhelnatého TRIK-RuCl o koncentraci 50 uM. Kontrolni skupina
COCs byla kultivovana v ¢istém médiu. Po 48 hodinové kultivaci byly z oocytl odstranény
expandované kumularni bunky i s extracelularni matrix, které se vystavily proteolytickému
St€peni po 2 a 3 hodiny. B&hem $tépeni se kyselina hyaluronova uvolilovala do roztoku
proteaz, ktery se nasledné centrifugoval. Obsah kyseliny hyaluronové byl stanoven ve vzorku

kultiva¢niho média a v bunééném lyzatu kumularnich bun¢k metodou ELISA .
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Obsah HA

OpM 50 uM
m Meédium 47,6% 39,6%
M Lyzat 52,4% 38,9%

Lyzat — obsah HA uvolnény z bunécného lyzatu kumularnich bunék; médium — obsah HA uvolnény z
COCs do kultivaéniho média. > ° Superskripty oznacuji statisticky vyznamné rozdily (p<0,05).
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Obrazek 5: Kumulo-oocytarni komplexy, oocyt je ve stadiu GV.

Obrizek 6: Expandované prase¢i kumulo-oocytirni komplexy po 24 hodinové

kultivaci.
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6 DISKUZE

Pro vyvoj nového jedince je dilezity vyvoj oocytu. Aby mohl byt oocyt oplozeny musi
nejdiive projit meiotickym zranim a ovulaci. Pro proces ovulace je nezbytnd expanze
kumularni bun&k obklopujicich oocyt (Sutovsky et al., 1994; Jezova et al., 2001), kdy dochazi
k syntéze glykosaminoglykani, zejména kyseliny hyaluronové (HA), a nasledkem toho
extracelularni matrix kumularnich bunék zvétSuje svij objem a mezibunené spoje
gap junctions se preruduji (Dekel et al., 1979; Sutovsky et al., 1994). Takto zvétSeny
kumulo-oocytarni komplex ma po ovulaci vyssi Sanci k zachyceni nalevkou vejcovodu a tim
I vy88i Sanci k oplodnéni (Dekel et al., 1979). Kumularni expanze je dobrym markerem

kvality oocytu pro in vitro oplozeni (Qian et al., 2003).

Meiotické zrani i kumularni expanze jsou fizené fadou regulacnich faktorti. Napftiklad
pfeména kumularnich bunék je zahdjena nardstem folikulostimula¢niho hormonu (FSH)
z adenohypofyzy, po kterém se zvysi v téchto bunkach cAMP. ZvysSend koncentrace cAMP
Prerusovani spojui gap junctions pfi probihajici kumularni expanzi vede také k zastaveni toku
molekul inhibujicich meiotické zrani do oocytu, naptiklad cAMP (Dekel et al., 1979; Dekel,
1996; Sutovsky et al., 1994). V posledni dobé& jsou studovany i nékteré plynné molekuly, tzv.
gasotransmitery, a jejich vliv pravé na pribéh meiotického zrani a kumularni expanzi.
V soucasné dob¢ jsou znamy vysledky tohoto vlivu pouze u gasotransmiteru oxidu dusnatého
(Tao et al., 2005; Chmelikova et al.,, 2010; Amale et al.,, 2011). Uloha dalgich
gasotransmiterti, sulfanu a oxidu uhelnatého, V procesech meiotického zrani a kumularni

expanze dosud studovédna nebyla.

Tato prace se zaméfuje na zapojeni oxidu uhelnatého do regulace meiotického zrani
a kumularni expanze. Oxid uhelnaty je plynna latka vznikajici v buitkach organismu, kterd je
schopna prostupovat cytoplazmatickou membranou bunék a podilet se na bunécné signalizaci
v nékterych fyziologickych procesech (Wang, 2002; Starka, 2009). Endogenni produkce
oxidu uhelnatého je katalyzovana enzymem hem oxygendzou (HO), ktera urychluje rozpad
hemoglobinu a tim i vznik gasotransmiteru (Tenhunen et al., 1969). Pfitomnost HO byla
prokazana také ve tkani vajecniku (Alexandreanu and Lawson, 2003), proto se piedpoklada,
ze oxid uhelnaty se ucastni regulace nékterych fyziologickych procesti probihajicich praveé

ve vajecnicich, jako naptiklad meiotického zrani a kumularni expanze.
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Pti studiu zapojeni molekuly oxidu uhelnatého do regulace procesu meiotického zrani
a kumularni expanze prasecniho oocytu v podminkach in vitro jsme pouzili inhibitor
hem oxygenazy Zn-protoporfyrin IX (Zn-PP IX) a donor oxidu uhelnatého trikarbonyl-RuCl
(TRIK-RuCl). Pro posouzeni kumularni expanze byl méfen obsah kyseliny hyaluronové, a to

pomoci metody ELISA.

V experimentech bylo zjisténo, Ze inhibitor hem oxygendzy Zn-PP IX nema statisticky
vyznamny vliv na priabéh meiotického zrani oocyti in vitro. Naopak TRIK-RuCl
0 koncentraci 50 uM potlacil meiotické zrani. V metafazi prvniho meiotického déleni zistalo
0 10,3 % vice oocytl kultivovanych s TRIK-RuCl a pouze 74,4 % oocytii dosdhlo metafaze
druhého meiotického de€leni, narozdil od 87,9 % oocytd kultivovanych v ¢istém médiu. Je
ziejmé, ze donor oxidu uhelnatého v koncentraci 50 uM potlacuje prechod mezi prvnim
a druhym meiotickym délenim a dosazeni metafaze I1. Toto negativni ptisobeni TRIK-RuCI je
statisticky priikazné. Pfi¢inou tohoto u¢inku donoru mize byt pretrvavajici aktivita CDK 1
a potlacené degradace cyklinu B (Hampl and Eppig, 1995), ovSem zapojeni oxidu uhelnatého

do proteasomalni drahy degradace cyklinu B dosud nebylo studovano.

V jiné studii byla u mysi blokovana produkce oxidu uhelnatého pomoci genetického
knock-outu genu pro HO, ¢imz doslo jak k potlaceni vyvoje folikulti, tak k naruSeni vyvoje
oocytd a K jejich omezené vyvojové kompetenci (Zenclussen et al., 2012). Také zablokovani
produkce dal§iho gasotransmiteru, oxidu dusnatého, mé za néasledek abnormalni pribéh
meiotického zrdni u mySich oocyti (Jablonka-Shariff and Olson, 1998) a potlaceni

meiotického zrani ovc€ich oocytil (Amale et al., 2011).

Dale bylo v naSich experimentech zjiSténo, Ze inhibitor hem oxygenazy Zn-PP IX
vyrazné stimuluje celkovou produkci HA a tim i kumularni expanzi. Produkce HA se
pouzité koncentrace (2,5 uM) Zn-PP IX o 52,1 % a u nejvyssi pouzité koncentrace (10 uM)
Zn-PP IX 0 60,4 % ve srovnani s kontrolni skupinou, kterd byla kultivovana v ¢istém médiu.
Opaény vliv na syntézu HA a kumularni expanzi ma donor oxidu uhelnatého TRIK-RuCl.
TRIK-RuCl v koncentraci 50 pM vyznamné potlacuje produkce HA béhem kumularni

expanze, a to o 21,5 % v porovnani s kontrolni skupinou.

Ve studii Amale et al. (2011), zaméfené na gasotransmiter oxid dusnaty a jeho vliv na

kumulérni expanzi, se uvadi, ze enzym katalyzujici vznik tohoto gasotransmiteru, NOS, je
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zapojen do procesu kumularni expanze a inhibice endogenni produkce oxidu dusnatého

zpusobuje potlaceni kumularni expanze.

Z experimentu, které jsme provedli, je patrné, ze oxid uhelnaty je zapojen do regulace
meiotického zrani oocyti a kumularni expanze kumulo-oocytarnich komplexti prasete
v podminkach in vitro. Pro aplné objasnéni ulohy tohoto gasotransmiteru v reproduk¢nich

procesech bude zapotiebi dalSich vhodnych experimentt.
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[/ ZAVER

Pro uspésné oplozeni oocytu a jeho dalsi vyvoj v nového jedince je nezbytny proces
meiotického zrani, béhem kterého dochdzi k expanzi kumuldrnich bunék. Navic podle
intenzity kumularni expanze lze rozlisit kvalitni oocyty pro in vitro oplozeni. Meiotické zrani
a expanze kumulérnih bunék jsou regulovany tadou klicovych faktord. VSechny regulacni

faktory ovliviiyjici tyto procesy ani jejich mechanismy nejsou dosud zcela prostudovany.

Cilem této diplomové prace bylo zjistit, zda se molekuly gasotransmiteru oxidu
uhelnatého aktivné zapojuji do regulace kumularni expanze a meiotického zrani prasecich

kumulo-oocytarnich komplext kultivovanych v podminkach in vitro.

Za ucelem téchto zjisténi byly ucinény pokusy, v nichz byl pouzit inhibitor hem
oxygenazy Zn-PP IX a donor oxidu uhelnatého TRIK-RUCl. U inhibitoru hem oxygenazy se
neprokazal zadny vliv na meiotické zrani oocytu, naopak v médiu s 50 uM donoru oxidu
uhelnatého bylo potla¢eno dosazeni MII stadia. Dale inhibice hem oxygendzy zvySovala
celkovou produkci hyaluronové kyseliny a kumularni expanzi kumulo-oocytarnich komplex,
na rozdil od TRIK-RuCl o koncentraci 50 uM, ktery tuto produkci hyaluronové kyseliny

snizoval.

Vysledky potvrzuji zapojeni oxidu uhelnatého do regulace meiotického zrani
praseCich oocyti a kumularni expanze kumulo-oocytarnich komplexi béhem in vitro
kultivace. Pro iplné objasnéni vlivu gasotransmiteru oxidu uhelnatého na kumularni expanzi
kumulo-oocytarni komplexii a na meiotické zrani oocytl prasete je nezbytné provedeni

dalsich experimentd, naptiklad pouziti vice koncentraci donoru TRIK-RuUCI.
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9 SEZNAM PRILOH
Piiloha: Protokol HA pro ELISA kit, 1 strana.
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Piiloha: Prokol HA pro ELISA kit

- Pfiprava HA standardd, HA kontrol a vzorka: 10-ti ndsobné natedéni Reaction pufrem

- Napipetovanil00ul ziedéného HA standardu, kontrol, vzorkli a samotného Reaction
pufru (slepy vzorek) do jamek ptipravené desticky, jamky pro Water blank ztstavaji
prazné.

- Inkubace 60 minut, pii 18 — 26 °C.

- Vyliti obsahu desti¢ky a promyvani jamek PBS (Phosphate Buffered Saline) celkem
4x pomoci ELISA promyvace.

- Pridani 100 ul HRP+HABP roztoku (Horseradish Peroxidase + Hyaluronate binding
protein) do vSech jamek, mimo Water blank.

- Inkubace 30 minut, pii laboratorni teploté .

- Vyliti obsahu desticky a promyvani jamek PBS celkem 4x pomoci ELISA promyvace.

- Ptidani100ul Substrate roztoku do vSech jamek mimo Water blank.

- Inkubace 30 minut, pfi laboratorni teploté (modré zbarveni jamek = pfitomnost HA).

- Pfidani 100ul Stopping roztoku do vsech jamek, mimo Water blank.

- Do jamek Water blank ptidat 200ul destilované vody.

- Reader nulujeme pomoci jamek Water blank.

- Absorbance se méfi pti 450nm do jedné hodiny po ptidani Stopping roztoku.
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