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1. Uvod

Vyzkum v oblasti chovu a Slechténi hospodaiskych zvifat si klade za cil zvysit uspesnost
reprodukénich ukazateld hospodarskych zvifat cestou optimalizace technik diagnostiky fije,
umélé inseminace a nasledné i diagnostiky bifezosti, dale je zaméfen na zvyseni efektivity
produkce embryi v in vitro podminkach a mnoha dal$ich reprodukénich biotechnik. U prasat
jsou reprodukéni biotechnologické postupy casto zavislé na dostatku kvalitnich oocytd,
schopnych meiotického zrani v in vitro podminkach. Téchto oocytl je vSak ve vajecnicich
prasnic omezené mnozstvi. Slibny zdroj kvalitnich oocyti predstavuji rostouci oocyty, které
vSak nejsou meioticky pIln¢ kompetentni, nejsou tedy schopné korektniho meiotického zrani
vin vitro podminkach. PIn¢ dorostlé oocyty jsou jiz plné meioticky kompetentni a jsou
schopné v in vitro podminkach dospét do stadia metafaze II. Takto dozralé oocyty jsou
pripravené k oplozeni. Pokud vSak k oplozeni nedochazi vcas, podléhaji oocyty procesu
starnuti, ktery vyznamné ovliviiuje zivotaschopnost oocytl a tim i moznost jejich vyuziti pro
reprodukéni biotechnologické postupy. Cilem mnoha vyzkumnych tyma je nalézt takoveé
metody Kultivace, které by napomohly zvysit meiotickou kompetenci rostoucich prasecich
oocytt, nasledné by také navodily optimalni prostfedi pro korektni pribéh meiotického zrani
a vV neposledni fad€ by zajistily 1 dostate¢ny vyvojovy potencial téchto oocytli. Doposud vsak
nejsou detailné popsany vSechny faktory, které se zapojuji do regulaci téchto slozitych
procest.

Tato disertacni prace je zamétena nejprve na studium vlivu gasotransmiteru oxidu dusnatého
(NO), produkovaného NO-syntazou (NOS), v procesu zisku meiotické kompetence prasecich
oocytll. Bylo jiZ prokdzano, Ze oxid dusnaty je zapojen do regulace reprodukcnich procest,
dokonce i do regulace meiotického zrani. Cilem prvni ¢asti diserta¢ni prace tedy bylo zjistit
ulohu NO v ristové fazi oocytu prasete a jeho vliv na nabyvani meiotické kompetence
pomoci NOS inhibitort, NO donori a jejich kombinace.

Druhd cast této disertacni prace je zaméfena na studium vlivu oxidu dusnatého na
partenogenetickou aktivaci a nasledny ¢asny embryonalni vyvoj prasecich embryi. Cilem této
¢asti disertacni prace bylo popsani vlivu NO donoru a déle vlivu inhibice proteosyntézy nebo
inhibice protein kinaz v kombinaci s NO donorem na pribéh partenogenetické aktivace a

¢asn¢ho embryonalniho vyvoje prasecich embryi.



Tieti Cast této disertacni prace je zaméiena na studium vlivu protein kinazy C (PKC) béhem
starnuti prase¢ich oocytd. Je znamo, ze PKC je mimo jiné zapojena do regulace procesi
probihajicich po oplozeni béhem aktivace oocytu. Cilem této Casti disertani prace bylo
pomoci specifickych aktivatori PKC provétit jeji zapojeni do regulace procesu starnuti

prasecich oocytu.



2. Literarni prehled

2.1. Oogeneze

Oogeneze je proces, pii kterém se ze zarodecnych bun¢k vyvijeji zralé oocyty, které jsou

schopny oplozeni. Oogeneze probiha ve tiech fazich: faze mnozeni, faze rustu a faze zrani.

2.1.1. Faze mnoZeni zarode¢nych bunék

Sav¢i oocyty vznikaji ze zadrodecnych kmenovych bunék, které maji extragonadalni pivod.
Z oblasti svého vzniku, kterou je embryondlni rudiment alantoidu a kaudalni konec
primitivniho prouzku, migruji zarode¢né buiiky do endodermalniho epithelia zadniho stieva a
poté améboidnim pohybem podél dorsalniho mesenteria do zakladl genitalni listy. Jakmile
zarode¢né bunky dosahnou svého cile, ztraci ve vyvijejicim se ovariu svou motilitu a jiz se
oznacuji jako oogonie. Oogonie se zacinaji mitoticky rychle délit a posléze vstupuji do
prvniho meiotického déleni. Nyni jsou jiz oznaovany jako primarni oocyty (Wassarman,
1988a).

V prvnim meiotickém déleni prochazeji savéi oocyty nejprve profazi, kterou lze rozdélit do
péti fazi: leptotene, zygotene, pachytene, diplotene a diakenese.

Ve fazi leptotene dochazi ke kondenzaci chromozomu (Sladecek, 1986; Wassarman, 1988a) a
ty jsou viditelné jako dlouh4, tenka vldkna (Sladecek, 1986). B&hem faze zygotene se k sobé
ptikladaji homologni chromozémy a vznikaji tzv bivalenty. Ve tfetim stadiu — v pachytene
chromozomy dale tloustnou, zkracuji se a kazdy chromozom je viditeIné rozdélen na dvé
sesterské chromatidy. V tento okamzik mé kazdy bivalent ¢tyfi chromatidy a vznikly utvar se
oznacuje jako tzv. tetrdda. Mezi odpovidajicimi useky chromatid homolognich chromozémi
dojde k ptekfiZzeni (crossing-over) a vymeéné (rekombinaci) Casti nesesterskych chromatid.
V diplotennim stadiu je pribéh profaze prerusen, oocyt je zastaven v prvnim meiotickém
bloku a jadro oocytu v této fazi je oznacovano jako zarodecény vacek (Wassarman, 1988a).

Primarni oocyt ptechdzi do faze ristu.



2.1.2. Faze ristu oocytu

Béhem rastové faze prochdzi oocyt vyraznymi zménami. Oocyt zvétSuje svilj objem, zvySuje
se pocet organel a syntetizuji se signalni a zasobni faktory potfebné pro dokonceni meidzy,
oplozeni a Casny vyvoj embrya (Schultz et al., 1978; Fair, 2003). Prase¢i oocyty rostou
v primeéru z 30 um do 120 um a jejich rust je témeét kompletni ve folikulu velkém 1,8 mm
(Motlik a Fulka, 1986).

Rostouci oocyty obsahuji jedno velké jadro a jedno nebo dvé jadérka. Puvodné
dekondenzovany rozptyleny chromatin zarode¢ného vacku se formuje do denzniho prstence
pfiléhajiciho k jadérku (Wickramasinghe et al., 1991). Jadérko se béhem rlstu také zvétSuje.
Jeho zvétSeni je doprovazeno zménami ve struktute, které svéd¢i o intenzivni syntéze rRNA.
Diftzni retikularni struktura jadérka se béhem rlstu postupné méni na denzni kompaktni
matrix (Wassarman, 1988a; Hyttel et al., 1999).

Béhem riistu se dramaticky zvySuje pocet mitochondrii a tyto organely jsou ke konci ristu
vice vakuolizované, coz naznaCuje jejich nizSi aktivitu. V praseCich oocytech maji
mitochondrie kulovity, pfipadné ovalny tvar a dosahuji velikosti 0,8 um (Norberg, 1972).
Podobné¢ jako mitochondrie, podstupuje Golgiho komplex dramatické ultrastrukturni zmény
béhem riistu oocytu a stava se vice aktivnim. Golgiho komplex se zvétSuje a rozpada se do
separovanych jednotek lokalizovanych v korové ¢asti oocytu, kde se aktivné ucastni exportu
glykoproteint k zoné pellucide a formace kortikalnich granul (Gosden et al., 1997).

Kolem jadra oocytu se na pocatku faze rtustu seskupuje endoplazmatické retikulum, které je
formovano do vzajemné propojenych cisteren. Béhem ristu se pocet jeho cisteren zvysuje,
protoze oocyt ma vétsi naroky na syntézu proteint a lipidii. V dobé& vzniku perivitelinniho
prostoru se v oocytu naopak mnozstvi cisteren endoplazmatického retikula snizuje (Fair et al.,
1997).

Jednou z nejvice napadnych zmén, ktera nastdva beéhem rastu oocytu je tvorba
glykoproteinové membrany — zony pellucidy, kterd obklopuje a chrani oocyt. U prasat
dosahuje tloustky 8,6 um (Norberg, 1972). Na formaci zony pellucidy se podileji tfi hlavni
glykoproteiny: ZP1, ZP2 a ZP3 (Wassarman, 1988b; Jovine et al., 2002, 2005, 2007).
U jednotlivych Zivoc¢iSnych druhli existuje mezi témito skupinami glykoproteini vysoka
strukturni podobnost (Green, 1997).

Béhem rlistové faze oocyty také postupné nabyvaji meiotické kompetence (Wassarman a

Albertini, 1994).



2.1.2.1. Meioticka kompetence oocytu

Meioticka kompetence je schopnost oocytu znovuzahdjit a dokoncCit meiotické zrani
dosazenim metafaze druhého meiotického déleni. Stupenn meiotické kompetence je zavisly na
velikosti oocytu. Oocyty prasete o velikosti do 100 pm jsou zcela meioticky nekompetentni a
Vv in vitro podminkach nejsou schopny prolomit prvni meioticky blok a podstoupit rozpad
zarode¢ného vacku (germinal vesical breakdown - GVBD) (Motlik a Kubelka, 1990). Oocyty
o0 velikosti 100 — 110 um maji meiotickou kompetenci vyvinutou jen ¢aste¢né. Prochazeji v in
vitro podminkach rozpadem zarodecného vacku (GVBD) a dosahuji metafaze prvniho
meiotického déleni. Nejsou vsak schopny vydéElit prvni polové télisko a dospét do stadia
metafaze druhého meiotického déleni (Motlik a Fulka, 1986; Motlik et al., 1984; Motlik,
1989; Sorensen a Wassarman, 1976; Sun a Nagai, 2003). V ptipad¢ prasete, jsou oocyty plné
meioticky kompetentni, pokud dosahnou velikosti 120 um. Pfi kultivaci vin vitro
podminkach jsou schopny dokon¢it meiotické zrani dosazenim metafaze druhého meiotického
déleni (Motlik et al., 1984; Petr et al., 1994; Kanayama et al., 2002). V prab¢hu nabyvéni
meiotické kompetence jsou vV oocytech pozorovatelné zmény jadernych a cytoplasmatickych
struktur. Meioticky kompetentni oocyty jsou charakteristické hustym prstencem chromatinu
pod jadernou membranou, naproti tomu u meioticky nekompetentnich oocytt je chromatin v
jadie volné rozptylen s malymi loZisky heterochromatinu okolo jadérka (Wickramasinghe et
al., 1991). V souvislosti se ziskem meiotick¢é kompetence se meéni 1 usporadani
mikrotubularnich struktur. Meioticky nekompetentni oocyty maji nefosforylovany centrozom
a soubor dlouhych mikrotubuld, zatimco u meioticky kompetentnich oocytl je centrozom
fosforylovany a je spojen s hustymi kratkymi mikrotubuly (Wickramasinghe a Albertini,
1992).

Ziskéani meiotické kompetence koreluje 1 se schopnosti oocytu akumulovat a aktivovat klicové

signalni molekuly, které jsou zapojeny do regulace ristu a meiotického zrani oocytu (Motlik a
Fulka, 1986).

2.1.3. Faze zrani oocytu

Meiotické zrani oocytu je finalnim krokem oogeneze a nezbytnou podminkou pro to, aby

oocyt mohl byt oplozen. Meiotické zrani predstavuje pieménu plné dorostlého oocytu
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V neoplozené vajicko. Meiotickym zranim je oznafovan vyvoj z faze pozdniho diplotene
profaze I do metafize II (Motlik a Fulka, 1976). PIn¢ dorostly prasec¢i oocyt, po vyjmuti
z folikulu, podstupuje meiotické zrani v invitro podminkach spontanné i bez pfitomnosti
hormonu (Wassarman, 1988a). Meiotické zrani za¢ina rozpadem zarode¢ného vacku, dochazi
ke kondenzaci chromatinu, k vytvofeni dé¢liciho vieténka, nasledné k formaci a vydéleni
prvniho poélového téliska, k prechodu mezi prvnim a druhym meiotickym délenim pfi
potlaceni S-faze (bez piechodu do interfaze a replikace chromozémi) a dale se chromozomy
formuji do ekvatorialni roviny béhem metafdze a k druhému bloku meidézy (Schmitt a
Nebreda, 2002). Ovulované oocyty jsou schopny prolomit druhy meioticky blok a dokoncit
meidzu se separovanymi chromozomy a s vydélenym druhym pdlovym téliskem az po
oplozeni (Wassarman, 1988a).

Proces zrani nezahrnuje pouze reorganizaci chromozémd, ale jeho soucasti jsou i zmény,
probihajici v cytoplazmé oocytu. Tyto dva procesy, jaderné a cytoplazmatické zrani, probihaji

soucasn¢ a jejich spravné nacasovani je dilezité pro uspesny vyvoj oocytu (Hunter, 2000).

Jaderné zrani

Proces jaderného zrani je charakteristicky vyraznymi zménami probihajicimi v jadie —
zarode¢ném vacku (GV) (Smith a Richter, 1985). Zarode¢ny vacek je zpocatku ohranicen
jadernou membranou. Pfi znovuzahdjeni meiotického déleni se nejprve rozpada zarodecny
vacek (GVBD - germinal vesical breakdown). Proces rozpadu zarode¢ného vacku prasecich
oocytli byl roz¢lenén do péti stadii na zdklade stupné kondenzace chromatinu a rozpadu
jaderné membrany. GVO0 konfigurace je charakteristicka jasné viditelnym jadrem a viditelnou
jadernou membranou. V GV1 jsou jaderna membrana a jadro stale neporuSené, ale
kondenzovany chromatin ma tvar konské podkovy. V. GV2 je chromatin stale uspotadan do
tvaru konské podkovy a zaroven se formuje nékolik barvitelnych shlukti chromatinu blizko
jaderné membrany. V dalsi fazi, v GV3, vytvaii kondenzovany chromatin skupiny shlukt
nebo vlaken vyskytujicich se po celé karyoplazmé. Ve fazi GV4 je jaderna membréana uz
nezietelnd a mizi i jadérko (Lucas et al., 2002). Tento d€j trva u prasete 16 - 18 hodin (Motlik
et al., 1984). Dale se chromozomy formuji do figury metafdze I. U prasete se tato metafazni
struktura objevuje po 20 hodinach in vitro kultivace a trva asi 6-8 hodin (Motlik a Fulka,
1976). Nasleduje anafaze I, pfi které se chromozomy rozchdzeji k opacnym polim

meiotického vieténka (Eppig, 1991). V telofazi 1 je uz znatelné prvni pdlové télisko a



postupné se vydé€luje. Tim se oocyt stdva haploidnim. Toto polové télisko obsahuje 1 rizné
organely, naptiklad mitochondrie, ribozomy a kortikalnich granula. Chromozémy poélového
téliska v pozdni telofazi zacinaji degenerovat. V prvnim poélovém télisku mutize byt pfitomna i
¢ast déliciho vieténka (Wassarman, 1998a). Po 40 - 48 hodinach v in vitro podminkach
nastavd u prasete metafaze II (Motlik a Fulka, 1976). V této fazi je vyvoj oocytu opét
zastaven a k vyd¢leni druhého polového téliska dojde az po penetraci spermie do oocytu nebo

po partenogenetické aktivaci oocytu (Wassarman, 1988a).

Cytoplazmatické zrani

Béhem procesu zrani probihaji také zasadni zmény v organizaci organel oocytu. Pii pfechodu
zprofdize 1 do metafaze II se pieskupuji mitochondrie, ribozomy, Golgiho aparat i
endoplazmatické retikulum. Jejich pohyb je umoZnén prostiednictvim cytoskeletarnich
mikrotubult a mikrofilament.

Na pocatku faze zrani vytvareji mitochondrie prstenec kolem zarode¢ného vacku. Po metafazi
I se docasné rozptyluji v cytoplazmé oocytu a v metafazi Il se opét shlukuji (Ferreira et al.,
2009).

Endoplazmatické retikulum prochazi béhem meiotického zrani také vyraznymi zménami.
Zmény ve struktuie endoplazmatického retikula jsou dulezité, protoze endoplazmatické
retikulum predstavuje zasobarnu vapnikovych kationtl, které se vyznamné podileji na
prenosu signalu v oocytu. V nezralych oocytech méa endoplazmatické retikulum tvar
kompaktni slozité sité tubuld s jednotlivymi cisternami a lamelami (Jaffe a Terasaki, 1994).
Pi1 meiotickém zrani oocytu dochazi ke specifické formaci endoplazmatického retikula do
kortikdlnich klastrd, které jsou posléze nezbytné pro spravny mechanismus uvolfiovani
vapenatych ionti béhem oplozeni (FitzHarris et al., 2003).

V pribéhu meiotického zrani méni svoje rozmistnéni a strukturu v oocytu i Golgiho komplex.
Ve stadiu zarode¢ného vacku ma Golgiho komplex jesté nepravidelnou strukturu. Membrana
Golgiho kompexu je zpocatku koncetrovand okolo zarode¢ného vacku a poté jsou jednotlivé
¢asti Golgiho komplexu rozmistény pod plazmatickou membranou oocytu (Payne a Schatten
2003).

Béhem oogeneze oocyty syntetizuji a kumuluji velka mnozstvi kortikalnich granuli, ktera jsou
ustftednim komponentem pii blokaci polyspermie béhem oplozeni oocytu. Béhem

meiotického zrani kortikdlni granula méni svoji distribuci a pohybuji se smérem k periferii



oocytu (Wessel et al.,, 2001). V prasecich oocytech ve stadiu zarodecného vacku jsou
kortikalni granula distribuovana ve vzdalenosti 6-10 pm od obvodu oocytu. Béhem
meiotického zrani kortikalni granula migruji k cytoplazmatické membrané a vytvareji zde
jednotadou vrstvu. Mnozstvi kortikalnich granuli se vyznamné zvysuje v metafazi 1. Ve stadiu
metafaze Il se uz hustota kortikalni granuli nezvySuje a migrace kortikalnich granuli je

pravdépodobné kompletni jiz po metafazi I (Wang et al., 1997).

2.1.4. Faktory, které reguluji meiotické zrani oocyti

2.1.4.1. MPF (Metaphase Promoting Factor — metafazi podporujici faktor)

MPF je univerzalni bunéény regulator mitdzy i meidzy (Stojkovic et al., 1999), ktery byl
objeven poprvé v zabich oocytech skokana levhartiho (Rana pipiens) a byl pojmenovan
“Maturation Promoting Factor” (Masui a Market, 1971). MPF je heterodimer slozeny ze dvou

podjednotek: z katalytické podjednotky serin/threonin protein kinazy p34°09c2

a z regulacni
podjednotky cyklinu B (Gautier et al., 1989). Za kindzovou aktivitu je primarné odpoveédné
spojeni téchto dvou podjednotek, ale samotna vazba téchto dvou podjednotek k plné aktivité
MPF nestac¢i (Jones, 2004). Béhem ristu oocytu se MPF hromadi jako neaktivni pre-MPF.
V neaktivni formé je komplex udrZzovéan prostfednictvim fosforylace podjednotky p34COICZ na
Thrl4 a Tyrl5. Za fosforylaci odpovidaji specificka kinaza Mytl na tyrosinu 15 (Gautier et
al., 1989) a kinaza Weel na threoninu 14 (Touny a Banerjee, 2006).

Za aktivaci komplexu MPF odpovida fosfataza Cdc25. Rovnovaha mezi aktivitou Cdc25 a
Myt 1 patii k dilezitym kontrolnim bodiim meiotického zrani (Palmer et al., 1998).

U Zab rodu Xenopus bylo zjisténo, ze Cdc25 je aktivovana polo-like kinazou 1 (Plk1). Plk1
patii mezi serin/threonin kinazy a je zapojena do regulace bunécného cyklu (Abrieu et al.,
2001). Tato kinaza byla prokazana i v savéich oocytech. V profazi se Plk1 pfesunuje k jadru
oocytu (Pahlavan et al., 2000). V prase¢ich oocytech bylo zjisténo, Ze zvySena aktivita Plk1
pfedchazi vzestupu MPF a byla zaznamendna kontinudlné zvySena aktivita Plk 1 b&hem
celého meiotického zrani (Anger et al., 2004).

Aktivita samotného MPF je naprosto nezbytna pro spravny pribéh meiotického zrani. Hraje
kli¢ovou roli v kondenzaci chromozémt, ve formovani dé€liciho vieténka (Hunter, 2000) a
podili se na regulaci rozpadu zarode¢ného vacku prostiednictvim fosforylace jaderné laminy
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(Kishimoto, 1994). Dale je MPF zapojen do regulace priabéhu meiotického zrani, nasledné i
do rekonstrukce jaderné membrany a do reorganizace sité intermedialnich filament (Stojkovic
etal., 1999).

Béhem meiotického zrani se aktivita komplexu MPF méni. V pribéhu zrani praseciho oocytu
se MPF aktivita zvySuje ve fazi rozpadu zarode¢ného vacku, maximalni hladiny dosahuje ve
stadiu metafaze I, pro prechod do anafize I je nezbytny jeji pokles a poté se postupné zase
zvysuje hladina aktivniho MPF a ve stddiu metafaze II je opét hladina aktivniho MPF nejvyssi
(Kikuchi et al., 1995).

Pokles MPF aktivity mezi metafazi I a anafazi I neni spojen s refosforylaci MPF komplexu
(Goren a Dekel, 1994), ale za snizeni kindzové aktivity odpovida degradace cyklinu B
(Josefsberge et al., 2000) polyubiquitinylaci ubiqitin ligdzou a proteolyzou proteazomem 26S
(Irniger, 2002).

2.1.4.2. MAPK (Mitogen Activated Protein Kinase — mitogeny aktivovana protein

kinaza)

MAPK je serin/threonin kinaza patiici do dilezité intracelularni signalni drahy (Ferrell et al.,
1991). MAP kinazova kaskada funkéné interaguje s MPF a podili se na fizeni meiotického
zrani oocytll (Fan a Sun, 2004). Rodina MAP kinaz je aktivovéana fosforylaci na specifickych
zbytcich serinu a threoninu (Dekel, 1995). MAPK aktivita byla zkoumana u riznych druht
zvitat, naptiklad U Zab rodu Xenopus a ze savcl u mysi, skotu, kozy a prasete (Sobajima et
al., 1993; Fissore et al., 1996; Dedieu et al., 1996; Inoue et al., 1995). V sav¢ich oocytech
existuji nejméné dvé formy MAPK, p42-ERK 2 a p44-ERK 1, které se piimo podileji na
regulaci meiotického zrani (Verlhac et al., 1993).

Pribéh aktivace MAPK béhem zrani oocytt je druhove specificky. U nékterych druhi savei,
napiiklad u mysi a potkana, se MAPK nepodili na znovuzahajeni meidzy a jeji vysSsi aktivita
byla zjisténa az 2 hodiny po spontannim GVBD (Verlhac et al., 1993). V oocytech skotu je
MAPK aktivovdna soubézné s MPF pied GVBD (Fissore et al., 1996). V oocytech koz se
naruast aktivity MAPK objevil az po aktivaci MPF (Dedieu et al., 1996).

V nezralych prasecich oocytech, zastavenych v G2 fazi, je inaktivni MAPK lokalizovana
vyluéné v cytoplazmé. Pozdé€ji, béhem G2/M piechodu, se ¢ast MAPK piesunuje do
zarodecného vacku, a to jeSt¢ pred jeho rozpadem. Bylo prokazdno, ze MAPK

zprostiedkovava signdl indukujici meiotické zrani z cytoplazmy do jadra, indukuje
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znovuzahajeni meidzy a hraje dilezitou roli v dynamice zmén jaderné membrany (Stojkovic
etal., 1999).

U prasete se nazory na proces aktivace MAPK lisi. Inoue et al. (1995) popisuji, ze v prasecich
oocytech je aktivita MAPK nizka béhem GV faze a MAPK je aktivovana az po aktivaci MPF.
Avsak podle Lee et al. (2000) uz v dobé rozpadu GVBD dochazi k aktivaci MAPK za tcasti
MPF. Podle dalsiho ndzoru se uvadi, ze MAPK je aktivovana jesté¢ pied vlastni aktivaci MPF
(Inoue et al., 1998). Zatimco aktivita MPF klesa mezi metafazi I a metafazi I, aktivita MAPK
zustava vysoka az do stadia metafaze II. Aktivita MAPK klesa az po oplozeni (Oh et al.,
1998).

Béhem meiotického zrdni oocytli savcii kontroluje MAPK tadu procesi. V oocytech, pfi
znovuzahajeni meiotického zrani, je MAPK lokalizovana okolo déliciho vieténka a je
propojena s MTOC (microtubules organizing center) (Verlhac et al.,, 1994). V mysich a
prasecich oocytech je v metafazi I aktivni MAPK koncentrovdna okolo po6lu déliciho vieténka
a v anafazi | se pohybuje do stfedu dé¢liciho vieténka. Béhem vydéleni polového téliska je
MAPK propojena s cytokinetickym prstencem (Lee et al., 2000).

Uloha signalni drahy MAPK spociva hlavné v kontrole dynamiky mikrotubulti a zejména je
dilezita pro udrZeni chromatinu v metafazni struktuie a dale i pro vydéleni prvniho p6lového
téliska (Verlhac et al., 1996). Vysoka aktivita MAPK je také nezbytna pii piechodu z prvniho
do druhého meiotického de€leni, kdy potlacuje nastup interfaze (Verlhac, 2000). MAP kindza
je také schopna fosforylovat proteiny zodpovédné za udrzovani chromatinu v kondenzovaném
stavu (Dekel, 1995). Jednim ze substrati, ktery MAPK v oocytech aktivuje, je p90rsk.
V prasecich oocytech béhem meiotického zrani je tato signalni molekula lokalizovdna na
stejnych mistech jako MAPK (Fan a Sun, 2004).

Piimym aktivatorem MAPK kaskady v oocytech Zab rodu Xenopus i u savcti je protein Mos.
MAPK dosahuje maximalni aktivity po mikroinjekci mos-RNA do cytoplazmy oocytu a
injikovany oocyt poté vystupuje z prvniho metafazniho bloku. Aktivace MAPK signalni
drahy byla zjisténa 6 hodin po mikroinjekci c-mos mRNA do nezralych prasecich oocytti
(Stojkovic et al., 1999). Cilovym proteinem mos neni jen MAPK, ale i dalsi signalni molekuly
v oocytu (Ohashi et al., 2003).
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2.1.4.3. Vapnikové kationty

Vépnikové kationty jsou vyznamnou signalni molekulou, ktera v organismu slouzi jako
intracelularni posel pfi pfenosu signalu. Vapnikové kationty jsou zapojeny nejen do svalového
stahu nebo nervového vzruchu, ale také do regulace meiotického zrani a aktivace oocytu
(Miyazaki, 1991; Homa et al., 1993).

Intracelularni vapnik je v oocytu lokalizovan hlavné v endoplazmatickém retikulu a
vV mitochondriich (Mehlmann et al., 1995). V praseCich oocytech byl nalezen ptredevsSim
v mitochondriich, na povrchu lipidovych granul, ve vakuolach i v karyoplazmé (Petr et al.,
2001).

Uvolnéni vapnikovych kationtii v oocytu probiha prostiednictvim dvou hlavnich mechanismd.
Jednim ze zplusobli uvolnéni vapnikovych kationti z endoplazmatického retikula je
prosttednictvim inositol 1,4,5-trifosfatovych (IP3) receptori. K tomu dochazi pii spusténi
oscilaci vapnikovych iontll béhem zrani oocytu naptiklad u mysi (Carrol a Swann, 1992) a
prasete (Machaty et al., 1997). Fosfolipaza C hydrolyzuje fosfatidylinositol 4,5 bifosfat za
vzniku diacylglycerolu a inositol 1,4,5-trifosfatu (IP3). IP3 opousti plazmatickou membranu,
difunduje cytoplazmou a navazanim na IP3 receptory iontovych kanali lokalizovanych
napiiklad v membrané endoplazmatického retilukula, tyto kandly otevird, coz zpusobuje
vyplaveni vapnikovych kationt do cytosolu (Berridge, 1993).

Dalsi mechanismus, ktery se podili na zvySeni koncentrace vapnikovych kationti
Vv cytoplazmé, vyuziva ryanodinoveé receptory (RyR) lokalizované také na iontovych kanalech
v membrané endoplazmatického retikula. Jejich vyskyt byl zaznamenan v oocytech skotu
(Yue et al., 1995), mysi (Ayabe e al., 1995) a prasete (Machaty et al., 1997). Ryanodinové
receptory se vyskytuji ve tiech izoformach a jsou obecné regulovany fosforylaci, redoxnimi
modifikacemi, riznymi malymi proteiny a ionty. Aktivita RyR1 receptorti napiiklad zavisi na
koncentraci vapnikovych kationtli. Nizkd koncentrace vapnikovych kationtd receptory
aktivuje a naopak vysoka koncentrace je inhibuje (Meissner, 1994).

Oscilace vapnikovych kationtd byly zaznamenany ve zralych sav¢ich oocytech po oplozeni,
ale Carrol a Swann (1992) prokazali, Zze vapnikové kationty hraji také dulezitou roli ve
znovuzahajeni meiotického zrani. SniZend koncentrace vépnikovych kationtl vyznamné
potlacila GVBD. V pfitomnosti inhibitoru vapnikovych kanald, verapamilu, nebo pii kultivaci

prasecich oocytii bez pfidani vapnikovych kationtd, sice doslo k GVBD, ale meioticky vyvoj
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byl zastaven v metafazi I (Kaufman a Homa, 1993). Zaroven piidani vapnikovych kationth
v metafazi [ mélo za nésledek urychleni meiotického zrani oocytl prasete (Petr et al., 1997)

Jednou z molekul, ktera je regulovana vapnikovymi kationty, je kalmodulin dependentni
protein kinaza II (CaMKII). CaMKIlI ma c¢tyfi homologni izoformy. Je udrzovana
V neaktivnim stavu pomoci interakce mezi katalytickou a autoinhibi¢ni doménou. Vapnikové
kationty spole¢n¢ s kalmodulinem jsou schopné aktivovat CaMKII (Baitinger et al., 1990).

Kalcium/kalmodulin dependentni draha je v oocytech zapojena i do regulace tvorby déliciho
vieténka, vydéleni prvniho polového téliska, coz tato drédha pravdépodobné ovliviiuje

prostfednictvim regulace aktivity MPF a MAPK (Fan et al., 2003).

2.1.4.4. cAMP (cyklicky adenosin monofosfat)

K dal$im regula¢nim faktorim meiotického zrani patii i cyklické nukleotidy. Dulezitou roli
ma predevS§im cAMP (cyklicky adenosinmonofosfat). Cyklicky AMP se tvoii z ATP
(adenosintrifosfat) cykliza¢ni reakci, kterd z ATP odstrani difosfatovou skupinu a pfipoji
volny konec zbyvajici fosforylované skupiny k sacharidové ¢asti molekuly ATP. Cyklicky
AMP se v buiice rychle odbourava a jeho koncentrace se mize ménit béhem sekund, a proto
funguje jako regula¢ni molekula, dokonce i v meiotickém zrani (Alberts et al., 1998).

Cyklicky AMP se podili na udrzeni oocytu v prvnim meiotickém bloku (Cho, 1974).
Cyklicky AMP ovliviiuje aktivitu proteinkindzy A (PKA), kterd ma na meiotické zrani
inhibi¢ni vliv. Vysokd hladina aktivované PKA inhibuje translaci genu c-mos a tedy brani
aktivaci signalni kaskddy MAPK. Timto mechanismem se cAMP aktivné Uc€astni inhibice
rozpadu zarode¢ného vacku. Naopak pokles aktivity PKA ma za nésledek fosforylaci Cdc25,
ktera aktivuje komplex MPF, dochéazi k rozpadu zarode¢ného vacku a oocyt je znovu schopen

pokracovat v meiotickém zrani do stadia metafaze I (Mehlmann, 2005).

2.1.4.5. Cytostaticky faktor (CSF)

Neoplozeny oocyt je zastaven v metafazi druhého meiotického déleni tzv. cytostatickym
faktorem, ktery udrzuje stabilni vysokou aktivitu MPF (Murray et al., 1989). Poprvé byl tento
faktor popsan u oocytl skokana a je definovan jako aktivita schopna inhibice piechodu
z metafaze Il do anafize II (Masui a Markert, 1971). CSF neni pouze jedna specificka
molekula, ale soubor né€kolika molekul. Mnohé z nich jiZ byly identifikovany, zatimco nékteré

z nich jsou dosud neznamé (Fan a Sun, 2004). Na aktivité CSF se podili né¢kolik komponentu,

12



napiiklad protein Mos (Colledge et al., 1994), Cdkl (Gabrieli et al., 1993), proteiny rodiny
Emi/Erp (Tunquist, 2003).

Kli¢ové proteiny cytostatického faktoru jsou degradovany pres anafazi podporujici
komplex/cyklozom (APC/C). APC/C komplex fidi polyubikvitinizaci proteint, ktera vede
k jejich nasledné proteolyze prostiednictvim 26S proteasomu. Timto mechanismem se sniZi
hladina komponentii cytostatického faktoru a oocyt, ktery byl doposud ve stddiu metafaze II,
muze pokracovat ve svém dal$im vyvoji. Proto k udrzeni druhého metafdzniho bloku je

APC/C hlavnim cilem cytostatického faktoru (Jones, 2005).

2.1.5. Oplozeni a aktivace

Béhem oplozeni je dal§i vyvoj oocytu spoustén oscilacemi vapnikovych kationtd. Otevieni
vapnikovych kanall je vyvolano navazanim inositol 1,4,5-trifosfatu (IP3) na receptory téchto
kanala. IP; vznika S$tépenim fosfatidylinositol-4,5-bisfosfatu. Za vznik [P; zodpovida
fosfolipaza C zeta (PLCC), kterou do oocytu vnasi pii oplozeni spermie (Saunders et al., 2002;
Swann et al., 2006).

Aktivace oocytu zahrnuje ¢etné zmény v morfologii i v biochemickych procesech, které se
splynuti spermie s oocytem (Yanagimachi, 1994). Jeden z prvnich kritickych momentti béhem
aktivace oocytu je vzestup koncentrace intraceluldarniho véapniku. U savct hladina
intracelularniho vapniku periodicky osciluje po splynuti spermie a oocytu (Miyazaki et al.,
1992; 1993). Vzrist hladiny vapnikovych kationtll postupuje ve formé repetetivnich vin
Z jedné strany oocytu na druhou (Miyazaki et al., 1986, Deguchi et al., 2000) a je provazen
zvy$enim koncentrace vapnikovych kationtti v cytoplazmé ze zakladni hodnoty 50-100 nmol/I
az na 600-1000 nmol/l v zavislosti na druhu zvifete. V navaznosti na pocateéni vinu
vapnikovych kationtli se opakujici vina téchto kationtl objevuje periodicky mezi 2 a 30
minutami (Miyazaki et al., 1993). Vztah mezi uspéSnou aktivaci oocytu a hladinou
vapnikovych kationtli byl studovan pomoci piesné definovanych elektrickych impulsi.
Oocytim, které byly vystaveny bud’ abnormdln¢ vysoké, nebo nizké amplitudé oscilaci
vapnikovych kationtl, se nepodafilo vytvofit prvojadro. Navic oocyty, u kterych byla
navozena nizkd amplituda oscilaci vapnikovych kationtl, nepokracovaly ve svém vyvoji za
stadium metafaze 11 a v oocytech s vysokou amplitudou oscilaci vapnikovych kationta byly

indukovany abnormalni zmény v oocytech (Gordo et al., 2000). VySe uvedené pokusy
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dokazuji, ze pii aktivaci oocytli je nezbytna presnd frekvence i amplituda oscilaci
vapnikovych kationtd (Williams, 2002).

Prabéeh oplozeni a aktivace oocytu je schématicky zndzornén na obrazku ¢.1.

Zona pelucida

Perivitelinni
rostor
— P
PIP,
KORTIKALNI AKTIVACE P ) ‘ I
GRANULA e cvoopuzmance (P |
RETIKULUM - PKC

CYTOPLAZMA

Obrazek ¢.1: Schématické znazornéni aktivace oocytu po oplozeni. (Pfevzato a upraveno

z Ramadan et al., 2012).

2.1.5.1. Partenogeneticka aktivace

V podminkach in vitro je mozné umélymi stimuly navodit tzv. partenogenetickou aktivaci,
Casny vyvoj embrya bez jakékoliv ucasti spermie. Partenogenetickou aktivaci lze navodit
latkami, které dokazi spustit vapnikovou signalizaci. Mezi tyto latky patii napiiklad etanol
(Petr et al., 1996), kalcium ionofor (Jilek et al., 2000), forbolestery (Sun et al., 1997) nebo
donory oxidu dusnatého (Petr et al., 2005). K partenogenetické aktivaci Ize pouzit i eletrické
impulsy (Prochazka et al., 1992). Tyto metody se Casto kombinuji s postupy, které zvysuji
Gispé&$nost  partenogenetické aktivace. Casto se pouzivaji inhibitory proteosyntézy
(cykloheximid), inhibitory aktinovych mikrofilament (cytochalasin B) a inhibitory protein
kinaz (6-dimetyl aminopurin).

Petr et al. (1996) dosahli nejvyssiho procenta aktivovanych prase¢ich oocyti, kdyz oocyty

osettili 10% etanolem po dobu 1 minuty a nasledné je kultivovali s cykloheximidem. Pozdéji
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Yi a Park (2005) hledali také optimalni koncentraci etanolu, ktera je nutna k aktivaci
prasecich oocytl. Zjistili, Ze tispé$né partenogenetické aktivace lze dosahnout pii vystaveni
prasecich oocytli 8% etanolu po dobu 10 minut a nasledné kultivovaci oocytti v médiu NCSU-
23 doplnéném o cykloheximid, cytochalasin B a 6-dimetyl aminopurin.

V roce 2000 Jilek et al., partenogeneticky aktivovali prase¢i oocyty pomoci kalcium ionoforu.
Nejvyssi podil partenogeneticky aktivovanych oocytl byl patrny po vystaveni oocytt 50 uM
kalcium ionoforu.

Cheng et al. (2007) uspésné partenogeneticky aktivovali praseci oocyty elektrickymi impulzy

v kombinaci s vystavenim oocytd cytochalasinu B a 6-dimetyl aminopurinu.

2.1.6. Starnuti oocytu

Proces starnuti oocytl je slozity komplex funkénich a strukturnich zmén, ke kterym v oocytu
postupné dochazi. Vlastni pribéh starnuti je intenzivné studovan, protoze doposud nejsou
pfesné¢ popsany vSechny procesy probihajici b&hem starnuti. Starnuti oocytl vyustuje
ve spontanni partenogenetickou aktivaci oocytll, fragmentaci oocytll ¢i lyzu oocyti (Petrova
et al., 2004).

Morfologické zmény starnoucich oocyti

V pribéhu starnuti oocyty prochazi mnoha morfologickymi a bunéénymi zménami, naptiklad
dochazi ke zménam ve struktufe plazmatické membrany, ve stavbé zony pellucidy,
cytoskeletu, mitochondrii, méni se struktura dé¢liciho vieténka a objevuji se abnormity
Vv utvafeni polového téliska. Morfologie polového téliska je pfitom jednim z markert kvality
oocytd uréenych pro biotechnologické postupy. U oocytli, u nichz je pdlové télisko ptilehlé
k délicimu vieténku metafazni figury a ma neporusenou strukturu, se zvysuje fertilizaéni
stupent a ndsledné 1 kvalita embryi. Zatimco u starnoucich oocytii, u nichz je polové télisko
degenerované, ¢i abnormalné lokalizované, klesd uspéSnost jejich oplozeni i jejich vyvojovy
potencial (Miao et al., 2009).

Dalsi zmény, které provazeji proces starnuti, jsou viditelné v uspotadadni mikrofilamentarni
sit¢ v oocytu. V nestarnoucich oocytech jsou mikrofilamenta rozmisténa podél kortexu
oocytu. Naopak ve starnoucich oocytech jsou jednotlivé shluky mikrofilament casto
roztrouseny volné v cytoplazmé oocytu nebo dokonce mikrofilamentarni sit’ uplné chybi

(Pickering et al., 1988; Kim et al., 1996).
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Starnuti oocytd ma vliv i na strukturu zony pellucidy. U nestarnoucich oocyti ma zona
pellucida rovnomérnou granulo-fibrilarni strukturu s ¢etnymi pory, zatimco u starnoucich
oocytt je zona pellucida uspotadana do vzajemné oddélenych granulo-fibrilarnich shluka
(Longo, 1981; Miao et al., 2009).

Dalsi zmény jsou patrné i Vrozlozeni kortikdlnich granuli v oocytu. Kortikalni granula
V nestarnoucich oocytech jsou lokalizovana pod plazmatickou membranou oocytu a po
oplozeni je jejich obsah uvolnén do perivitelinniho prostoru, coz brani polyspermii.
U starnoucich oocytti probiha kortikalni reakce spontanné i bez oplozeni a kortikalni granula
jsou Casto pod plazmatickou membranou uspoiadana nerovnomérné (Szollosi, 1971; Longo,
1974; Gulyas, 1979; Dodson et al., 1989; Xu et al., 1997; Goud et al., 2005).

Pro korektni segregaci chromozémui po oplozeni je dulezita i spravna funkce déliciho
vieténka, nebot’ meiotické délici vieténko je klicové pro presnou distribuci chromozomii do
délicich se blastomer. U vétsiny savctu jsou centrioly spermie odpovédné za organizaci
mikrotubuld, které se podileji na migraci samc¢iho prvojadra (Schatten, 1994; Simerly et al.,
1995; Sutovsky et al., 1996). Struktura dé¢liciho vieténka se ve starnoucich oocytech Casto
rozpada a dokonce dochazi k utvaieni tri- az multi- polarnich dé€licich vietének, coz je pak
pti¢inou mnohych aneuploidii a dalSich abnormit v chromozomalni segregaci (Sun a Schatten,
2007; Schatten, 2008). Jednou z pfi¢in téchto abnormit mize byt i nizka aktivita proteinu
MAD?2 (mitotic arrest deficient protein 2) ve starnoucich oocytech. MAD?2 je totiz klicovym
faktorem kontrolniho bodu zodpovédného za korektni napojeni chromozdému na mikrotubuly
déliciho vieténka (Shonn et al., 2000; Ma et al., 2005).

Dalsi zmény jsou pozorovatelné i v samotném uspotfadani chromozdémi ve stdrnoucim oocytu.
U nestarnoucich oocyti jsou chromozomy intaktni, pln¢ kondenzované a symetricky
uspofadané v metafazni figufe. Zatimco u starnoucich oocytll jsou chromozémy casto
dispergované, castecn¢ nebo zcela dekondenzované a mohou vytvaret az jednolitou masu
chromatinu (Rodman, 1971; Szollosi, 1971; Eichenlaub-Ritter et al., 1988; VVan Wissen et al.,
1991; Zenzes a Casper, 1992; Mailhes et al., 1998; Steuerwald et al., 2005).

K vyznamnym zménam dochazi béhem starnuti oocytl i v mitochondriich (Liu et al., 1996;
Susin et al.,, 1999). V mitochondriich jsou lokalizovany dulezité proapoptotické
I antiapoptotické komponenty a mitochondrie také slouzi jako bioenergetické centrum bunky,
vytvarejici ATP. Proteiny, zapojené do regulace apoptozy, jsou bézné ulozeny,
vV mezimembranovém prostoru mitochondrii a jsou uvolnény do cytosolu po ruznych

apoptotickych stimulech (Wang, 2001). Naruseni mitochondridlni membrany nebo snizeni
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schopnosti vytvaret ATP ma vliv na bunéénou proliferaci a preziti bunky (Wang, 2001).
Prodlouzena kultivace zvySuje v oocytech membranovy potencial mitochondrii (Wilding et
al., 2001), coz zpisobuje naruseni homeostdzy mitochondrialni matrix. Tento jev pak vyvola
prasknuti mitochondridlni membrany, vyliti cytochromu c a dalSich proapoptotickych faktora

(Wang, 2001).

Signalizace béhem starnuti oocyti

Bylo pozorovano vyrazné naruSeni vapnikové signalizace a starnoucich oocyti. Ve
starnoucich mySich oocytech bylo patrné zvySeni frekvence oscilaci vapenatych kationt,
oproti nestarnoucim oocytlim, avSak amplituda téchto oscilaci ve starnoucich oocytech byla
signifikantné€ niz$i (Igarashi et al., 1997).

Také béhem starnuti oocyti dochazi k vyraznému naruseni regulace aktivity MPF a MAPK.
Bunéény cyklus je kontrolovan rovnovahou mezi aktivitami kindz a fosfatdz, které reguluji
buné¢éné procesy (Williams, 2002). V nestarnoucich oocytech, ve stadiu MII, je aktivni jak
MPF, tak i MAPK (Xu et al., 1997; Tian et al., 2002; Fan a Sun, 2004; Tatone et al., 2006;
Liang et al., 2007). Liu et al. (1998) prokazali, Ze pokles aktivity MPF je spojen s po¢atkem
aktivace oocytu skotu (tedy s vystupem z metafaze II), zatimco pokles aktivity MAPK
koreluje s formaci prvojadra. Inaktivace MPF a MAPK jsou tedy pravdépodobné dva na sobé
nezavislé procesy, ale pro vyvoj oocytu do dalsich fazi, je dilezita inaktivace obou kinaz. Ve
starnoucich oocytech vSak dochazi k diivéjSimu poklesu jejich aktivity, coz mize vyustit ve

spontanni partenogenetickou aktivaci ¢i fragmentaci starnoucich oocyti (Liang et al., 2007).

Do regulace procesu starnuti vyznamnym dilem zasahuje i samotny MPF. Vysoka
koncentrace aktivniho MPF byla identifikovana ve stadiich metafaze I a metafaze 11. AvSak
po oplozeni (Choi et al., 1991; Fulka et al., 1992) nebo partenogenetické aktivaci aktivita
MPF klesa (Collas et al., 1993; Kikuchi et al., 1995; Taieb et al., 1997; Kikuchi et al., 1999).

Kikuchi et al. (1999) zjistili, ze ve starnoucich prasecich oocytech je MPF inaktivovan
degradaci regulatorové podjednotky cyklinu B. Bylo prokazano, Ze starnuti oocytd Ize
ovlivnit prostfednictvim regulace aktivity MPF. K tomuto tcelu Kikuchi et al. (1999) vyuzili
dv¢ latky, vanadat a kofein. Predchozi studie popisuji, Ze vanadat je G¢innym inhibitorem

tyrosin fosfataz, tedy Cdc25 (Leis a Kaplan, 1982) a kofein mize inhibovat aktivitu
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Mytl/Weel kinaz (Smythe a Newport, 1992). Pouziti kofeinu indukovalo defosforylaci
katalytické podjednotky MPF, ¢imz zvysilo aktivitu MPF a s tim pokleslo procento spontanné
partenogeneticky aktivovanych oocytii i procento fragmentovanych starnoucich oocyti.
Naopak, oocyty inkubované s inhibitorem vanadatem vykazovaly zvySenou fosforylaci
podjednotky p34°®? a s poklesem aktivity MPF stoupalo procento spontinné
partenogeneticky aktivovanych oocyti a procento fragmentovanych starnoucich oocytd.
Z vyse uvedenych pokusit vyplyva, ze vanadat muize akcelerovat prubéh Starnuti oocytd,
zatimco kofein miize pribé¢h starnuti zpozd'ovat (Kikuchi et al., 2000, 2002).

Dal$im regulacnim faktorem, kterym je mozné ovlivnit pribéh starnuti, je MAPK. MAPK je
¢astecn¢ zapojena do regulace vystupu oocytu ze stadia metafaze II a pokles jeji aktivity se
podili na vylouéeni druhého polového téliska. Prase¢i oocyty ve stadiu metafaze II byly
kultivovany v médiu, do kterého byl pfidan inhibitor MAPK, MEK U0126. Oocyty prolomily
druhy meioticky blok, kompletné dokoncily druhé meiotické déleni a vytvoftily prvojadro, ale
nedokazaly vyloucit druhé polové télisko (Tatemoto a Muto, 2001).

V prasecich a mySich oocytech byl také studovan vliv CAMKII na aktivitu MPF a MAPK.

V mySich oocytech aktivace CAMKII nésleduje po zvysené viné intracelularni koncentrace
vapniku, kterd je indukovana bud’ kalcium ionoforem A23187 (Johnson et al., 1998),
etanolem (Winston a Maro, 1995) pii partenogenetické aktivaci nebo penetraci spermie
(Tatone et al., 2002). V prasecich oocytech byla také zjisténa zvySena aktivita CAMKII po
aktivaci elektrickym impulzem. Pfi pouziti inhibitoru nebo antagonisty CAMKII doslo
k inhibici funkce CAMKII. Tato studie prokazala, ze CAMKII je pfimym cilem vapnikové
signalizace pfi prolomeni meiotického bloku. V prasecich oocytech ve stadiu metafaze II byla
detekovana zakladni hladina CAMKII. Elektricka stimulace zptsobila strmé zvySeni kindzoveé
aktivity CAMKII a tato vysokd koncentrace byla udrzena po dobu jedné hodiny a po 2
hodinach se opét zvysila. Poté zvysena aktivita CAMKII byla naméfena jesté i v oocytech,
které jiz byly ve fazi telofaze II (Fan et al., 2003). Antagonist¢ CAMKII inhibuji bunécny
cyklus ptes potlaceni degradace cyklinu B v oplozenych a partenogeneticky aktivovanych
oocytech. Lorca et al. 1993 poskytli dukazy, ze CAMKII tidi i MPF aktivitu. Cyklin B,
podjednotka MPF, je oznacena pro degradaci komplexem APC/C. Jednim z klicovych
regulatori APC/C je protein Emi 2, ktery brani APC/C komplexu ve své funkci (Liu et al.,
2006). Vapnikova oscilace aktivuje kinazu CAMKII, ktera inhibuje fosforylaci vliv Emi2 na
APC/C, ¢imz je podpotena degradace cyklinu B a aktivita MPF klesa (Tung et al., 2007).
Mysi oocyty byly schopny podstoupit partenogenetickou aktivaci az po inhibici Emi2 (Shoji
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et al., 2006). Tyto vysledky ukazuji, Ze K uvolnéni inhibice APC/C je zpusobeno inhibici
aktivity proteinu Emi 2 pfes aktivitu CAMKII (Fan et al., 2003). Soucasné v prasecich a
mySich oocytech byla detekovana CAMKII spolu s MAPK v okoli délici vieténka, coz
naznacuje jejich vzajemnou spolupraci (Hatch et al., 2001; Fan et al., 2003). CAMKII muze
podpofit aktivaci MAPK a p90rsk po aktivaci oocytu, protoze soucasti primarni sekvence
ERK2 je vazebné misto pro CAMKII. Potlaceni aktivity CAMKII zpusobilo téz snizeni
urovné aktivity MAPK (Hatch et al., 2001).
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2.2. Oxid dusnaty (NO)

Dlouhou dobu bylo znamo, Ze reproduk¢ni procesy jsou fizeny hormony a enzymy. Ukazalo
se ovSem, ze do fyziologie reprodukce zasahuji i mnohem mensi plynné molekuly —
gasotransmitery. Cestu k poznani gasotransmiterti v regulaci fyziologickych procest oteviel
zasadni objev amerického fyziologa Dr. Furchgotta. Ten v roce 1978 zjistil, ze buiiky cévniho
endotelu produkuji neznamou latku, ktera ma schopnost rozsifovat cévy. V roce 1987 bylo
zjisténo, Ze touto latkou je oxid dusnaty (Ignarro et al., 1987; Palmer et al., 1987).

Oxid dusnaty (NO) vznika oxidaci L-argininu (Ignarro et al., 1987; Stuehr et al., 1999). Tato
reakce je katalyzovana enzymem NO-syntazou (NOS), ktera se v bunkach vyskytuje ve tfech
hlavnich izoformach (Ignarro, 1999; Furchgott, 1999; Murad, 1999). Izoformy NOS se od
sebe li§i zavislosti na vapniku a kalmodulinu a také mnoZstvim vyprodukovaného NO a
zavislosti produkce na faktorech z vnéjsiho prostredi (Moncada, 1992; Lamas et al., 1992;
Nathan, 1992; Lowenstein, 1994; Dixit a Parvizi, 2001). Na vapniku a kalmodulinu zavislé
1izoformy, nervova NOS (nNOS) a endotelialni NOS (eNOS), produkuji pouze mald mnozstvi
NO po omezenou dobu. Indukovatelnd NOS (iNOS), kterd je naopak na vapniku a
kalmodulinu nezavisla, produkuje NO ve velké mife po mnohem delSi ¢as po stimulaci
proinflama¢nimi cytokiny a endotoxiny (Moncada et al., 1991; Lamas et al., 1992; Nathan,
1992; Moncada et al., 1993; Ignarro et al., 1999; Hattori et al., 2000).

Isoformy NOS
Nervova NO-syntaza

Nervova NO-syntaza (nNOS) byla poprvé zjisténa v mozkové tkani (Bredt a Snyder, 1990) a
0 rok pozdé&ji i v perifernim nervovém systému (Bredt et al., 1991). Kromé¢ téchto tkani byla
NNOS objevena napiiklad v ledvinach, v bunkach pankreatu (Forstermann et al., 1994) i

Vv kosterni svaloving a dalSich tkanich (Nakane et al., 1993).

Indukovatelnd NO-syntaza

Tento enzym byl poprvé detekovan v makrofazich u mysi (Xie et al., 1992). Tento enzym je
bunikami produkovéan pouze po stimulaci. Stimulatorem jsou nejcastéji endotoxiny, ale mohou

to byt i latky jiného charakteru (Forstermann et al., 1994).
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Endotelidlni NO-syntiza

Tato izoforma byla poprvé objevena v buiikach endotelu cév (Pollock et al., 1991). Exprese
této formy enzymu byla prokdzéna i v dalSich tkanich. Dilezitou funkci hraje v buiikach

srde¢ni svaloviny, v ledvinach, v mozku a v krevnich destickach (Fostermann a Sessa, 2012)

Fyziologicka funkce NO

NO ma v sav€im téle rozmanité funkce - slouzi jako neurotransmiter, regulator krevniho tlaku
i jako jedna ze zbrani, které imunitni systém pouziva k boji s bakterialni infekci, invazi
paraziti a K inhibici replikace vir. Jeho vyuziti zavisi na misté jeho produkce a zejména na
koncentracich produkovaného NO (Ignarro et al., 1999; Hattori et al., 2000).

Ve fyziologickych podminkach je NO vétSinou syntetizovan izoformami eNOS a nNOS
v niz§ich koncentracich, kdy je oxidace NO pomala a vétSinou prevlada regulacni piisobeni
NO. NO produkovany piedevsim izoformou eNOS se ¢asto vaze k hemu v enzymu guanylat
cyklaze, ktera je zodpoveédna za syntézu druhého posla, cyklického guanosin monofosfatu
cGMP (Denninger a Marletta, 1999). Pies tuto drahu NO zpusobuje uvolnéni hladké
svaloviny krevnich cév, relaxaci srde¢ni ¢i ptiéné pruhované svaloviny (Diamond et al., 1976,
Papp et al., 2004). K uvolnéni svaloviny dochazi diky snizeni koncentrace vapenatych
kationtd v bunkach prostfednictvim proteinkinazy G, kterd je aktivovana pravé zminénym
CGMP. Zajimavé ale je, Ze NO mulzZe zplsobovat sniZeni koncentraci vapenatych kationtl
také nezavisle na cGMP (Adachi et al., 2001). V mozku NO, syntetizovany izoformou nNOS,
Casto vytvari S-nitrosyly, které se ucastni pienosu stimulti v mozku vcetné utvafeni paméti.
Dale se NO, pomoci S-nitrosothioltl, ti€astni zdnétu v rdmci ptfirozené obrany proti patogeniim
a také pii kontrole tlaku v cévach (Broillet, 1999). Mimo utvéfeni S-Nitrosyld, NO casto
modifikuje rizné proteiny, pfedev§im hemoproteiny (Hanafy et al., 2001). Samotny NO také
sniZzuje riziko vzniku trombt, ovlivnénim shlukovani trombocytl a brani nddorovému bujent,
prostiednictvim indukce programované bunécné smrti (apoptozy) (Huang a Fishman, 1996).
Na vyssi produkci NO ma zasluhu vétSinou indukovatelnd izoforma iNOS, ktera zacne NO
produkovat na zaklad¢ pisobeni signalnich proteinl, jez se UcCastni imunitni odpovédi
(Beckman a Koppenol, 1996). Je-li NO produkovan ve velkych koncentracich, vétSinou
reaguje s kyslikem, peroxonitrity nebo s volnymi radikaly a mize pusobit toxicky jak na

bakterie, tak ovsem i na vlastni bunky. NO ma také zasadni vliv na hormonalni fizeni
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reprodukce samci a je nezbytny pro jejich sexualni aktivitu (Mani et al., 1994). NO ovliviuje
regulaéni drahu hormonu uvoliujici luteinizaéni hormon LHRH (Mc Cann, 1982), ktery
u samcu indukuje spermatogenezi. Produkovany NO stimuluje vznik LHRH pomoci aktivace
enzymu guanylat cykldzy. Dale NO ovliviiuje chovani samcti pomoci regulace samciho
pohlavniho hormonu testosteronu (Davidoff et al., 1997).

Mezi prvnimi objevenymi funkcemi V reprodukéni soustavé samce byla jeho schopnost
regulace erekce penisu (Ignarro et al.,, 1990). NO se pii sexualni stimulaci uvoliuje
Z nervovych zakonceni a z endotelialnich bun¢k cév penisu. Vznikly NO aktivuje enzym
guanylat cyklazu, zodpovédny za syntézu cyklického guanosin monofosfatu cGMP, coZ vede
ke zvyseni koncentrace véapniku v bunkach hladké svaloviny pifivodnych arterii a
kaverndznich téles penisu. Diky tomu dojde k rozsifeni praiméru téchto cév a zvysi se pritok

krve do erektilni tkan¢ (Gupta et al., 1995).

Oxid dusnaty a reprodukce samic

NOS izoformy se vyskytuji v samicich pohlavnich organech i v oocytech u vSech druht
saveu. K dulezitym funkcim NO v reprodukei patii jeho vliv na kontraktilitu délohy, a to jak
v dobé biezosti, tak pifi patologickych stavech. NO se ucastni udrZeni biezosti jak
laboratornich (Buhimschi et al., 1996), tak i hospodatskych zvifat, jako je prase
(Andronowska a Chrusciel, 2008) klisna (Roberto da Costa et al., 2008) a ovce (Yallampalli
et al.,, 1993). Béhem biezosti, fyziologicky produkovany NO, inhibuje kontrakce hladké
svaloviny stény délozni a jeho koncentrace klesa az v obdobi kolem porodu (Buhimschi et al.,
1996). Na zaklad¢ téchto zjisténi byl vyvinut ptipravek na udrzeni bfezosti u ovei v podobé
posevniho ¢ipku s NO donory (Blasi et al., 2008). NO donory, pomahajici udrzet t€hotenstvi,
je mozno aplikovat také u ¢lovéka (Yallampalli et al., 1996).

Stejné jako u délohy, NO zpiisobuje také kontrakce vejcovodu, a to u clovéka a
pravdépodobné také u skotu a potkana, u kterych byl nalezen enzym NOS (Ekerhovd et al.,
1997, Rosselli et al., 1996). Nizka koncentrace NO, produkovaného ve vejcovodu, muze
stimulovat motilitu prochazejicich spermii a chrénit pohlavni buiky ptfed poskozenim
volnymi radikaly. NO stimuluje uvolovani luteinizatniho hormonu a reguluje také
steroidogenezi v ovariu (Van Voorhis et al., 1994).

Oxid dusnaty byl zjistén také ve vyvodnych pohlavnich cestach samice. NOS byla nalezena

ve vaginé potkana, kde pravdépodobné ovlivituje vaginalni sekreci (Musicki et al., 2010).
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Enzym NOS byl dale nalezen v déloznim kr¢ku potkana (Buhimschi et al., 1996), ¢lovéka
(Chatterjee et al., 1996) a kralika (Batra a Al-Hijji, 1998).

Oxid dusnaty je také vyznamnym regulatorem vyvoje samiéich pohlavnich bun¢k - oocyti.
Enzymy NOS byly nalezeny jak ve vlastni samici pohlavni bunce, oocytu, tak v okolnich
bunkach vajeéniku u laboratornich hlodavcta (Van Voohris et al., 1995, Jablonka- Shariff a
Olson, 1997; Mitchell et al., 2004), skotu (Tesfaye et al., 2006; Pires et al., 2009) a prasete
(Takesue et al., 2003; Tao et al., 2004; Chmelikova et al., 2009; Chmelikova et al., 2010).
Mnoho studii ukézalo, ze NO je nezbytny jak pro rist, tak i pro nasledné meiotické zrani
oocytu (Jablonka-Shariff a Olson, 1997; Tao et al., 2004). Bez funkéniho enzymu NOS maji
samice mysi vyznamné méné mlad’at a vyss$i amrtnost narozenych mlad’at (Jablonka-Shariff a
Olson, 1998). Nicmén¢ se v literatufe objevilo i né€kolik nazorti, Ze NO naopak inhibuje
spravny vyvoj oocyti U kralika (Yamauchi et al., 1997) a mysi (Nakamura et al., 2002; Sela-
Abramovich et al., 2008). Védecké pokusy potvrdily, ze vysoké koncentrace NO jsou toxické
pro oocyty mysi (Sengoku et al., 2001), skotu a prasete (Tao et al., 2004; Tao et al., 2005).
Postupné bylo zjisténo, ze stejné jako u spermatogeneze, také ve vyvoji oocytu, hraje NO
dvoji roli. Oxid dusnaty ovliviiuje regula¢ni pochody v bunikdch v zdvislosti na své
koncentraci - stimula¢né i inhibi¢né. Pfi vysokych koncentracich ma cytotoxicky ucinek,
vyvolava v buinkach apoptozu (Messmer et al., 1995). Na druhou stranu v nizkych
koncentracich dokaze chranit bunky pted oxidativnim stresem (Kanner et al., 1991; Kuo et al.,
1996). Vysoké koncentrace NO inhibuji meiotické zrani oocytd mysi (Jablonka-Shariff a
Olson, 1998) a potkana (Jablonka-Shariff et al., 1999), zatimco nizké koncentrace NO zrani
oocytt v in vitro podminkach meiotické zrani stimuluji (Sengoku et al., 2001; Bu et al., 2004;
Huo et al., 2005; Tao et al., 2004; 2005). Mechanismus, jakym pusobi NO na vyvoj oocytu,
neni jesté zcela objasnén. Predpoklada se, ze NO putisobi ptes kaskadu cGMP podobné jako
u svalového stahu (Jablonka-Shariff a Olson, 1998), nebo ptes kaskadu aktivujici kinazy,
Které jsou nezbytné pro znovuzahdjeni meiotického zrani (Tranguch et al., 2003; Sela-
Abramovich et al., 2008).

Oxid dusnaty a partenogeneticka aktivace

Aktivace sav€ich oocytld je povazovana obecné za kalcium-dependentni proces, protoze

spermie je schopna vyvolat v oplozeném vajicku oscilace intracelularnich hladin volnych
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vapnikovych iontti (Swann a Ozil, 1994). Na druhé strané byl ptfedstaven u jezovek v roli
intracelularniho signalu oxid dusnaty (Kuo et al., 2000). Oxid dusnaty je s to vyvolat aktivaci
I u sav¢ich oocytl (Petr et al., 2005a).

Mechanismus ptisobeni NO-dependentni signéalni kaskady pfi aktivaci savCich oocytl neni
jasny. O tom, Ze NO-dependentni kaskada neni v procesu aktivace Oocytu primarnim
stimulem, svéd¢i studie, které prokazaly, Ze pii aktivaci oocytl jezovek (Leckie et al., 2003),
sumek a mysi (Hyslop et al., 2001) nastupuje nejprve vzestup intracelularnich hladin volnych
vapnikovych iontli v oocytu a teprve nasledné je patrny vzestup intracelularnich hladin NO.
NO-dependentni signalni kaskada je v sav€ich oocytech funkéni a je aktivovana pfi aktivaci
oocytu pii oplozeni i partenogenezi (Hyslop et al., 2001), ale sama o sobé k plnohodnotné
aktivaci nestaci. Po aktivaci donory oxidu dusnatého nedochdzi k exocytdze kortikalnich
granul a partenogeneticky vyvoj embryi nepokracuje za stadium ¢tyi blastomer (Petr et al.,
2005a). Praseci oocyty jsou aktivovany donory oxidu dusnatého az po kontinualnim oSetfeni
trvajicim déle nez 10 hod (Petr et al. 2005a; Petr et al, 2007a) a jejich vyvojova schopnost je
vyrazn¢ snizena (Petr et al., 2005a; Petr et al., 2007a).

Béhem ptedavani informaci v Zivych systémech nebyva typicky kontinualni signal, ale spiSe
oscila¢ni nebo také pulsacni vzor (Krsmanovic et al., 1996; Gudmundsson a Cannes, 1997,
Terasawa et al., 2001; Porksen 2002). Proto jsou pulsa¢ni oSetieni povazovana za blizsi
fyziologickym podminkam (Hornick a Taylor, 1997; Medlicott a Tucker, 1999; Bussemer et
al., 2001). Aktiva¢ni stimul vapniku ma pii oplozeni sav¢iho oocytu také pulsacni charakter,
protoze pii ném dochdazi k oscilaci intracelularni koncentrace vapnikovych iontd (Jones 2005;
Malcuit et al., 2006a; Whitaker 2006). O vyvoji aktivovaného sav¢iho oocytu rozhoduje vzor
této oscilace — tj. délka a pocet jednotlivych vzestupti intracelularni koncentrace vapnikovych
iontd i jejich celkova sumace (Ducibella et al., 2002; Ozil et al., 2005; To6th et al., 2006).
Pulsa¢ni vapnikovy signaling béhem aktivace je dilezity pro d&je, které se odehravaji
bezprostiedné po priniku spermie do oocytu, tj. exocytozu kortikélnich granuli, vystup ze
spontanniho meiotického bloku v metafazi II a vstup do prvniho mitotického déleni (Kline a
Kline, 1992, Xu et al., 1994). Nemén¢ dulezité jsou vsak i pro dals$i nasledny vyvoj ranych
embryi a vyvoj embrya v mladé (Malcuit et al., 2006b; Morozumi et al., 2006; Ozil et al.,
2006; Rogers et al., 2006;).

Pulsa¢ni charakter byl zjistén také u oxidu dusnatého generovaného jeho syntazami (Salerno,
2008). Vyznam pulsacniho signalingu oxidu dusnatého pro sav¢i oocyty je vSak prozkouman

jen malo. Bylo potvrzeno, ze tzv. pulsacni oSetfeni oocyti prasete donorem oxidu dusnatého
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(+) —S-nitroso-N-acetylpenicillamine (SNAP), tj. opakované kratkodobé vystaveni oocytt
ucinkim SNAP stfidaného kratkodobou kultivaci oocyti v médiu bez donoru oxidu
dusnatého, je vyrazné ucinnéjsi nez kontinudlni oSetfeni oocyti donorem oxidu dusnatého
(Petr et al., 2010). Efektivita pulsa¢niho oSetfeni vSak pfedev§im s ohledem na embryonalni
vyvoj nedosahuje Grovné obvyklé u tradi¢nich systému partenogenetické aktivace zalozené na

oSetfeni kalcium ionoforem (Petr et al., 2005a; Petr et al., 2007a).
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2.3. Protein kinaza C (PKC)

Protein kindza C patii k serin/treonin kindzam, které hraji dillezitou funkci v regulaci mnoha
signalnich drah (Mellor a Parker, 1998). PKC je tradi¢n¢€ znama jako enzym, jenz je aktivovan
receptorem ristového faktoru, stimulujicim fosfolipazu C. Tento enzym nésledné hydrolyzuje
fosfatidylinositol 4,5 bisfosfat na diacylglycerol (DAG) a inositol trifosfat (IP3). DAG pak
aktivuje PKC a inositol trifosfat (IP3) pak mobilizuje v bunce vapnikové ionty (Steinberg,
2008).

Rodina PKC matadu izotypu ¢lenénych do tii skupin. Konvenéni PKCs (cPKCs),
reprezentované izotypy PKC-ao, —3, —Bn @ -y jsou aktivovatelné volnymi vapnikovymi ionty
a diacylglyceroly (DAG). Tzv. novel PKCs (nPKCs) piedstavované izotypy PKC-
d,—€,—Mn,—1La -0 jsou nezavislé na véapnikovych iontech, ale jsou aktivovatelné
prostfednictvim DAG. Atypické PKCs (aPKCs), reprezentované izotypy PKC-C, —A a —t jsou
nezavislé jak na vapnikovych iontech, tak na DAG (Liu a Heckman, 1998). Avsak v jejich
aktivaci mize hrat dulezitou roli fosforylace.

Protein kinaza C se sklada z konzervativni katalytické domény (obsahuje sekvence dulezité
pro spojeni s ATP/substratem a katalyzu) a regulatorové domény, ktera udrzuje enzym
v inaktivni konformaci. Béhem studii byly objeveny 4 stabilni domény enzymu (C1-C4), mezi
kterymi se nachazeji domény variabilni. Doména C1 obsahuje molekularni sekvenci, na
kterou se vaze aktivator forbol 12 —myristyl 13- acetat (PMA)/diacylglycerol (DAG) v cPKC
a v nPKC. Kinazy aPKC toto vazebné misto nemaji. Doména C2, ktera je charakteristicka pro
cPKC, mé vazebné misto pro vapnik. Domény C3 a C4 jsou dileZité pro spojeni s ATP a

substratem (obr. ¢.2) (Newton, 1995).
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Regulatory Domain M Kinase Domain
1 11 1
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nPKC: 3,0, €, 1 C2-ike CiA , CiB
aPKC: ¢, VA TN T ST i O

phorbol

CiB c2 Kinase core

Obrazek ¢. 2: Struktura PKC a jeji domény (Ptevzato z Steinberg, 2008).

Lokalizace izoforem PKC v oocytech

Jako ve vétsiné somatickych bunék, tak i v sav¢ich oocytech, byly identifikovany izoformy
vSech tfech skupin PKC. Exprese jednotlivych izotypi PKC zavisi na typu bun¢k a jejich
vyvojovém stadiu (Alderem, 1995). V oocytech hlodavci ve stadiu metafaze II byla zjisténa
pritomnost kalcium-dependentnich izotypt PKC-o, —fi, —Pu, —y, dale pak piitomnost
kaclium-idenpedentnich izotypti PKC-0, —, —u i pfitomnost atypickych izotypi PKC —A a -
£ (Gangeswaran a Jones, 1997; Raz et al., 1998; Luria et al., 2000; Downs et al., 2001; Eliahu
et al.,, 2001; Eliyahu a Shalgi, 2002; Viveiros et al., 2003). Ve zralych oocytech prasete
prokazali Fan et al., (2002ab) pritomnost kalcium-dependentnich isotypi PKC-
o, —Pi, —y. V prasecich oocytech bylo zjisténo, ze PKC se c¢astecné podili na regulaci
znovuzahajeni meiotického zrani (Jung et al., 1992; Coskun a Lin, 1995; Kim a Menino,
1995; Su et al., 1999; Shimada et al., 2001). V roce 2006, Sedmikova et al., prokazali

u zralych prasecich oocytl také pfitomnost kalcium-independentni PKC-§.
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Vliv protein kinazy C na aktivaci oocytu

Béhem aktivace oocyt podstupuje tii dulezité pochody: 1) periodicky vzestup intracelularniho
vapniku; 2) uvolnéni kortikalnich granuli a 3) uvolnéni oocytu z druhého meiotického bloku.
Cetné studie prokézaly, Ze do procesu aktivace oocytu je zapojena PKC (Gangeswaran a
Jones, 1997; Raz et al., 1998b; Pauken a Capco, 2000; Luria et al., 2000; Eliyahu et al., 2001).
Jakmile je fosfolipaza C, pochazejici ze spermie, v oocytu, hydrolyzuje fosfatidylinositol 4,5
bisfosfat na IP3 a DAG. IP; dale difunduje a spojuje Se s IP3 receptory, coz zah4ji oscilaci
vapnikovych iontd (Eliyahu et al.,, 2001). Volny intracelularni vapnik je esencialnim
kofaktorem pro aktivaci konven¢nich PKCs. Po oplozeni nebo partenogenetické aktivaci se
cPKC translokuji smérem k plasmatické membrané oocytu a navozuji exocytézu kortikalnich
granuli (Gallicano et al., 1995). V oocytech, do kterych byla injikovana specificka protilatka
proti cPKC, exocytoza kortikalnich granuli po oSetfeni PMA neprobéhla. Vysledky prokazuji,
ze specialné izoforma PKC-a reguluje exocytézu kortikalnich granuli v prasecich oocytech
(Fan, 2002). Také Eliyahu et al. (2005) tento fakt potvrdili. Prokazali interakci mezi aktinem,
ktery se podili na exocytdze kortikalnich granuli a také na vylouc¢eni druhého poélového téliska
(Terada et al., 2000) a PKC-a v aktivovanych oocytech. Aktin byl distribuovan pfedevsim
okolo kortexu a plazmatické membrany. Po oplozeni nebo po partenogenetické aktivaci byl
detekovan vzestupny signal aktinu a zarovenl se objevila také aktivovana PKC-a. Tento
provedeny pokus znaci, ze PKC je zapojena do exocytdzy kortikalnich granuli. AvSak podle
vysledkt Sedmikova et al., (2006), po osetieni prase¢ich oocytii pomoci inhibitord PKC-a, -BI
(G0o6976) a PKC-B (hispidin), nedochazi k potlaceni aktivace oocytu. Tyto izoformy PKC do
regulace aktivace prasecich oocytli patrné pfimo nezasahuji. Tatone et al., (2003) zjistili, ze na
aktivaci oocytt mysi se podili pfedev§im PKC-5. Zjistili, ze b&hem prechodu oocytu
z metafaze |l do anafaze Il dochazi k translokaci PKC § k délicimu vieténku. Toto zjisténi
potvrzuje zapojeni PKC do signalizacnich drah béhem oplozeni v mysich oocytech (Tatone et
al., 2003). Zaroven detekéni metody ukazaly, ze PKCd je difuzné rozptylena v cytoplazmé
béhem meiotického zrani a nasledné¢ béhem in vitro oplozeni nebo po partenogenetické
aktivaci je PKC defosforylovana a je akumulovana v jadie ¢asného embrya (Viveiros et al.,
2003). Také podle Sedmikova et al. (2006) v procesech aktivace hraje vyznamnou roli pravé
PKC-5.

Aktivace PKC v oocytech vyvolala jak kortikalni reakci, tak i modifikovala zonu pellucidu,

coz zabranilo polyspermii. Uz v roce 1987, Endo et al., prokazali, ze pfidanim forbol estert
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aktivuji PKC u zony pellucidy mySich oocytl a zabrani tak penetraci spermii do oocytu.
Zvysend molekularni hladina aktivatoru PKC - TPA zpuasobila zménu ve struktufe
glykoproteinu zony pellucidy ZP2 po oplozeni. Ducibella et al. (1993) méfili snizeni mnozstvi
kortikalnich granuli Vv cytoplazmé oocytu a zjistili, ze po pfidani TPA se snizi pocet
kontikalnich granuli 0 25 -33%, oproti kontrole. Navic aktivator PMA byl schopen spustit
translokaci cPKC k plazmatické membrané v mysich oocytech, spustit exocytézu kortikalnich
granuli a modifikovat zonu pellucidu bez vzestupu vapniku v oocytu. Kromé toho PMA je
zapojen do regulace vystupu oocytu z metafaze II, formace prvojader a iniciuje vylouceni
polového téliska v mySich oocytech. Naopak inhibice PKC redukovala vylouc¢eni druhého
po6lového téliska a formaci prvojader (Abbot a Ducibella, 2001).

Uvedené studie vedou k faktu, ze PKC je hlavni regulator exocyt6zy kortikalnich granuli, ale
jini autofi jsou opa¢ného nazoru. Colonna a Tatone (1993) pomoci aktivatoru OAG vyvolali
exocytozu kortikalnich granuli, ale pfi pouziti inhibitori PKC potlac¢ena nebyla. V dalsich
pokusech se opét Ducibella a LeFevre (1997) nepodafilo zablokovat exocytozu kortikalnich
granuli, kterd byla vyvolana forbol estery.

Interakce spermie s oocytem ma za nasledek aktivaci drah zavislych i nezavislych na vapniku

a tyto signalni drdhy vedou k stimulaci PKC, ktera ovliviiuje pochody béhem aktivace.

29



3. Cile disertacni prace

Byly stanoveny hypotézy:

1) Oxid dusnaty je zapojen do regulace faze ristu a nabyvani meiotické kompetence
prasecich oocytu.

2) Oxid dusnaty je zapojen do regulace aktivace oocytl a pouzitim cykloheximidu a 6-
dimetyl aminopurinu v kombinaci sdonorem oxidu dusnatétho je mozné zlepsit
partenogenetickou aktivaci a ¢asny embryonalni vyvoj prasecich embryi.

3) Protein kindza C je zapojena do regulace procesu starnuti prasecich oocytu.
Pro ovéteni hypotéz byly stanoveny nasledujici cile:

1) sledovat tlohu oxidu dusnatétho NO v rdstové fazi oocytu prasete pii nabyvani
meiotické kompetence.

2) popsat vliv cykloheximidu a 6-dimetyl aminopurinu na partenogenetickou aktivaci a
¢asny embryonalni vyvoj prasecich embryi po pulsaénim oSetfeni donorem oxidu dusnatého.
3) ovefit vliv aktivace protein kindz C na starnuti praseich oocytd Vv in vitro

podminkach.
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4. Material a metodika

4.1. Vliv oxidu dusnatého NO na rustovou fazi a zisk meiotické kompetence

prasecich oocytu

Odbér vajecniku
Praseci vajecniky byly ziskdvany na jatkach z prasnicek v nezndmém stadiu estralniho cyklu.
Vajecniky byly béhem jedné hodiny po porazeni transportovany do laboratote v roztoku 0,9%

chloridu sodného o teploté 39°C.

Zisk rostoucich oocyti a jejich kultivace

Rostouci oocyty byly ziskavany z folikuli menSich nez 2 mm z tenkych pruht z kiry
vajeniku. Pruhy tkané vaje¢niku byly dany do 3,5 cm Petriho misky (Nunc, Roskilde,
Dansko) s modifikovanym kultivatnim médiem M199 (Gibco BRL, Life Technologies,
Paisley, Skotsko) obsahujicim hydrogen uhli¢itan sodny (0,039 ml 7% roztoku na 1 ml
média), laktat vapenaty (0,6 mg/ml), pyruvat sodny (0,25 mg/ml), gentamicin (0,025 mg/ml),
HEPES (1.5 mg/ml), 13.5 IU eCG : 6.6 IU hCG/ml (P.G. 600, Intervet Boxmeer, Holland) a
10% fetalni teleci sérum (GibcoBRL, Life Technologies, Némecko). Oocyty byly uvoliiovany
z folikult za pouziti jehly 25G protrZzenim folikularni stény. Vyizolované rostouci oocyty byly
pomoci okularového mikrometru rozdéleny podle velikosti vnitiniho priméru, tj. bez vrstvy
zona pellucida, do tiech skupin: 80 - 89 um, 90 - 99 um a 100 - 110 um.

Pied kultivaci byly vSechny oocyty tfikrat promyty v kultivaénim médiu M199. Oocyty byly
kultivovéany pii 39°C a 5% CO; Vv Petriho miskach obsahujicich 3 ml modifikovaného média
M199.

Zisk a kultivace pIné dorostlych oocytu

Oocyty s ukoncenym rastem byly ziskavany aspiraci folikuld velkych 2-5 mm pomoci jehly
20G. Pro dalsi experimenty byly vybirany pouze oocyty S neposkozenou cytoplazmou,
celistvym obalem kumularnich bun€k a pted kultivaci byly vSechny oocyty tiikrat promyty
Vv kultivaénim médiu M199. Oocyty byly kultivovany pii 39°C a 5% CO; v Petriho miskach
obsahujicich 3 ml modifikovaného média M199.
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Hodnoceni stadia meiotického zrani oocytu

Po kultivaci byly oocyty zbaveny okolnich buné¢k opakovanym pipetovanim uzkosténnou
sklenénou pipetou. Poté byly montovany na podlozni skla, fixovany octovou kyselinou a
alkoholem (1:3, v:v) po dobu nejméné 24 hod a poté byly barveny 1 % orceinem. Oocyty byly
hodnoceny pomoci mikroskopu s fazovym kontrastem. Jako aktivované byly hodnoceny

oocyty v pronukledrnim stadiu s viditelnym vydélenym polovym téliskem.

4.2. Vliv cykloheximidu (CHX) nebo 6-dimetyl aminopurinu (6-DMAP) na
partenogenetickou aktivaci a ¢asny embryonalni vyvoj prasecich embryi po

pulsa¢nim oSetieni donorem oxidu dusnatého.

Izolace a kultivace zrajicich oocyti
Metodika totozna jako v predchozim experimentu (viz. kapitola 4.1. Vliv oxidu dusnatého NO

na ristovou fazi a zisk meiotické kompetence prasecich oocyti).

Kultivace embryi

Po kultivaci byly dozrdlé oocyty zbaveny okolnich buné¢k opakovanym pipetovanim
uzkosténnou sklenénou pipetou. Poté byly partenogeneticky aktivovany donorem oxidu
dusnatého (2 mM SNAP) v kombinaci s cykloheximidem nebo 6-dimetyl aminopurinem dle
schématu pfislusnych experimenti (viz. kapitola 4.4. Experimentalni schéma), kontrolni
skupina oocytl byla partenogeneticky aktivovana pomoci 25 pM kalcium ionoforu A23187
po dobu 5 minut v médiu M199. Kalcium ionofor A23187 byl rozpustén bez fetalniho séra a
bez bovinniho sérového albuminu. Nasledovala kultivace oocytti dalsi dveé hodiny v médiu s 2
mM 6-dimetyl aminopurinu. Aktivované oocyty byly dale kultivovany v médiu NCSU23
(Petters a Wells, 1993) ve ¢tytdalkovych Petriho miskach (Nunc, Roskilde, Denmark) v 1 ml
kultiva¢niho média pfti teploté 39°C, ve smési 5% CO; se vzduchem po dobu 7 dni. NCSU 23
obsahuje NaCl (0,636 mg/ml), KCI (0,355 mg/ml), CaCl . 2H,0 (0,25 mg/ml), KH,PO, (0,16
mg/ml), MgSO, . 7H,0 (0,3 mg/ml), NaHCO; (2,01 mg/ml), glukoza (1 mg/ml), glutamin
(0,245 mg/ml), taurin (0,675 mg/ml), BSA (4 mg/ml).
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Hodnoceni oocytii a embryi
Po skonceni kultivace byly oocyty a embrya namontovany na sklicka, fixovany v roztoku
ethanol : kyselina octova (3 : 1) nejméné po dobu 24 hodin. Oocyty a embrya byly hodnoceny
pomoci mikroskopu s fazovym kontrastem po obarveni 1 % orceinem. Byla hodnocena faze
meiotického zrani a vyvojova faze embryi.
Pti hodnoceni aktivace se pouzivalo nasledujici hodnoceni:

Kategorie - aktivované: oocyty maji prvojadro

Kategorie - neaktivované: oocyty zlstavaji v metafazi II nebo v anafazi II a
telofazi II.
Ptfi hodnoceni c¢asného embryonalniho vyvoje partenogenetickych embryi se pouzivalo
nasledujiciho hodnoceni:
Kategorie - Ryhovani:
Kategorie - Morula:
Kategorie - Blastocysta:

4.3. Vliv PKC na starnuti prasecich oocyti

Izolace a kultivace zrajicich oocyti
Metodika totoZna jako v predchozim experimentu (viz. kapitola 4.1. Vliv oxidu dusnatého NO

na rustovou fazi a zisk meiotické kompetence prasecich oocyti).

Kultivace embryi

Po kultivaci byly dozralé oocyty zbaveny okolnich bunék opakovanym pipetovanim
uzkosténnou sklenénou pipetou. Poté byly partenogeneticky aktivovany pomoci 25 uM
kalcium ionoforu A23187 po dobu 5 minut v médiu M199. Kalcium ionofor byl rozpustén bez
fetalniho séra a bez bovinniho serového albuminu. Nasledovala kultivace oocytt dalsi dvé
hodiny v médiu s 2 mM 6-dimetyl aminopurinu. Aktivované oocyty byly dale kultivovany
v médiu NCSU23 (Petters a Wells, 1993) ve ¢tytdilkovych Petriho miskach (Nunc, Roskilde,

Denmark) v 1 ml kultiva¢niho média pii teplot¢ 39°C, ve smési 5% CO, se vzduchem po
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dobu 7 dni. NCSU 23 obsahuje NaCl (0,636 mg/ml), KCI (0,355 mg/ml), CaCl . 2H,0 (0,25
mg/ml), KH,PO, (0,16 mg/ml), MgSQO, . 7H,0 (0,3 mg/ml), NaHCO3 (2,01 mg/ml), glukdza
(1 mg/ml), glutamin (0,145 mg/ml), taurin (0,675 mg/ml), BSA (4 mg/ml).

Hodnoceni oocyti a embryi

Oocyty a embrya byly hodnoceny stejnym zptisobem jako Vv piedchozim experimentu (viz.
kapitola 4.2. Vliv cykloheximidu nebo 6-dimetyl aminopurinu na partenogenetickou aktivaci
a Casny embryondlni vyvoj praseCich embryi po pulsatnim oSetieni donorem oxidu

dusnatého).

Statistické vyhodnoceni

Data vSech provedenych experimenti byla podrobena statistické analyze. Kazda
experimentalni skupina obsahovala celkem 120 oocytl. VSechny experimenty byly 4x
opakovany. Data byla podrobena analyze rozptylu s vyuzitim programu Statistica verze 6.0.
Rozdily mezi skupinami oocytli byly podrobnéji hodnoceny pomoci Tukeyho HSD testu.
Hodnoty P < 0,05 byly povaZovény za statisticky vyznamné. Statisticky vyznamné rozdily ve
stadiich meiotického zrani mezi jednotlivymi kategoriemi oocytll jsou oznaceny rlznymi

pismennymi superskripty.

4.4. Experimentalni schéma

4.4.1. Vliv oxidu dusnatého NO na ristovou fazi a zisk meiotické kompetence

prasecich oocyti

Experiment 1: Vliv inhibice NO-syntdzy na meiotické zrani prasecich oocytii
S riiznym stupném meiotické kompetence

V tomto experimentu byl sledovan ucinek inhibitorit NOS na pribéh meiotického zrani

rostoucich prase¢ich oocytii s ¢asteCnou meiotickou kompetenci a pln¢ dorostlych prasecich
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oocytll. Rostouci oocyty a oocyty s ukoncenym rastem byly kultivovany s piidavkem iNOS
specifického inhibitoru aminoguanidinu (AG) anebo s nespecifickym NOS inhibitorem L-
NAME (N“-nitro-L-arginin methyl ester), ktery inhibuje v§echny NOS izoformy, ale nejvyssi
specifitu ma k eNOS izoformé. Oba inhibitory byly pouzity v koncentracich 2,5 mM, 5 mM, a
10 mM. Jako kontrola specifity inhibitoru L-NAME byl pouzit jeho neu¢inny konformer D-
NAME (N“-nitro-D-arginine methyl ester). Vzhledem k tomu, Ze aminoguanidin, na rozdil od
L-NAME, nemé netcinny konformer, byla provedena reverze jeho ucinku pro vylouceni
mozného toxického ptlisobeni inhibitoru. Oocyty byly nejprve kultivovany 48 hodin s nejvyssi
koncentraci inhibitoru a poté 24 hodin v Cistém médiu.

Dalsim cilem bylo zjistit, jak nedostatek NO, zptsobeny inhibici NOS, ovliviiuje u oocytil
S jiz ukon¢enou ristovou periodou piechod mezi prvni a druhou meiotickou metafazi. Oocyty
s ukon¢enym rustem byly nejprve kultivovany 24 hodin v ¢istém médiu a poté 24 hodin
v médiu s piidavkem 10 mM aminoguanidinu. Kontrolni skupina oocytl byla po 24 hodinach
kultivace v ¢istém médiu pienesena do nové Petriho misky s ¢istym médiem pro vylouceni
vlivu mechanického poskozeni oocytt.

Inhibitor byl v médiu rozpustén vzdy 30 minut pied zacatkem kultivace oocytu.

Experiment 2: Viiv donoru oxidu dusnatého na meiotické zrani prasecich oocytii

S ruznym stupnem meiotické kompetence

Rostouci oocyty a oocyty s ukonc¢enym rustem byly kultivovany 48 hodin v modifikovaném
médiu M199 s donorem NO SNAP (S-nitroso-N-acetylpenicillamine) v koncentraci 2 mM,
0,1imM a 0,03 mM. Pro ovéteni, zda ptidany donor oxidu dusnatého dokaze zvratit ucinek
inhibitoru NOS, byly rostouci oocyty a oocyty s ukon¢enym ristem kultivovany 48 hodin
v modifikovaném médiu M199 s ptidavkem nejnizsi a€inné davky aminoguanidinu (5 mM)
spole¢né s riznou koncentraci donoru SNAP (2 mM, 1 mM, 0,1 mM a 0,03 mM).

Donor NO, ptipadn€ inhibitor, byl v médiu rozpustén 30 minut pied kultivaci oocytt.
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4.4.2. Vliv cykloheximidu (CHX) nebo 6-dimetyl aminopurinu (6-DMAP) na
partenogenetickou aktivaci a ¢asny embryonilni vyvoj prasecich embryi po

pulsa¢nim oSetieni donorem oxidu dusnatého.

Experiment 1: Vliv cykloheximidu (CHX) nebo 6-dimetyl aminopurinu (6-
DMAP) na partenogenetickou aktivaci prasecich oocytii kontinualnim osetrenim

donorem oxidu dusnatého

Tento experiment mé¢l za cil provéfit Gcinky kontinualniho oSetfeni in vitro dozralych
prase¢ich oocytd donorem oxidu dusnatého SNAP a G¢inky CHX a 6-DMAP v kombinaci
s kontinualnim oSetfenim donorem NO. Prasec¢i oocyty byly kultivovany in vitro 48 hodin,
pak byly zbaveny kumuldrnich bun€k pipetovanim tuzkou sklenénou pipetou a dale
kultivovany v médiu bez P.G.600 obohaceném o 2,0 mM SNAP. Oocyty byly vystaveny
ucinku SNAP po dobu 1, 2, 3, 4, 8, 12 a 24 hodin. Po kultivaci se SNAP byly oocyty
kultivovany v médiu bez SNAP tak, aby celkova doba kultivace ¢inila 24 hodin.

V dalsi ¢asti experimentu byly oocyty kultivovany stejnym zpiisobem, jen navic bylo béhem
prvnich 2 hodin médium obohaceno o 2 mM 6-DMAP nebo 0 2 uM CHX.

Na konci experimentu byl stanoven podil oocytt, u kterych byla navozena partenogeneticka

aktivace.

Experiment 2: VIiv pulsacniho osetreni donorem oxidu dusnatého na

partenogenetickou aktivaci prasecich oocytii

V tomto experimentu byl zjistovan vliv pulsa¢niho osetfeni donorem oxidu dusnatého SNAP
na partenogenetickou aktivaci prasecich oocyti. Oocyty byly kultivovany in vitro 48 hodin,
pak byly zbaveny kumularnich bun¢k pipetovanim uzkou sklenénou pipetou a podrobeny
pulsacnimu oSetieni donorem SNAP. Oocyty byly vystaveny donoru oxidu dusnatého SNAP
Vv koncentraci 2 mM po dobu 10, 20 nebo 30 minut. Kazdé osetfeni bylo néasledovéano stejné
dlouhym c¢asovym intervalem, po ktery byly oocyty kultivovany v médiu bez SNAP.
Kultivace v médiu se SNAP nasledovana kultivaci v médiu bez SNAP byla opakovana tak,
aby celkova doba expozice oocytli donoru oxidu dusnatého dosahla 60, 120, 180 a 240 minut.

Po kazdém pulsa¢nim oSetfeni byly oocyty kultivovany v médiu bez SNAP tak, aby celkova
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doba kultivace trvala 24 hodin. To znamena, Ze experimenty byly dokonceny za 72 hodin od

zacatku kultivace.

Experiment 3: VIiv cykloheximidu (CHX) na partenogenetickou aktivaci

prasecich oocytii PO pulsacnim oSetreni donorem oxidu dusnatého

V experimentu 3 bylo testovano, zda se vysledky aktivace pulsa¢nim oSetfenim donorem
oxidu dusnatého zlepsi soucasnou inhibici protein syntézy. Uspotfadani experimentu bylo
stejné jako u experimentu 2 s tim rozdilem, ze béhem dvou prvnich hodin bylo médium
s donorem oxidu dusnatého i médium, které tento donor neobsahovalo, navic obohaceno o 2
pM cykloheximidu. Poté bylo pokracovano v rezimu kazdého konkrétniho experimentu

s médiem bez cykloheximidu.

Experiment 4: Vliv 6-dimetyl aminopurinu (6-DMAP) na partenogenetickou

aktivaci prasecich oocytii po pulsacnim osetieni donorem oxidu dusnatého

V experimentu 4 se testovalo, zda se po oSetieni inhibitorem kinaz 6-dimetyl aminopurinem
zlepsi vysledky aktivace pulsaénim oSetfenim donorem oXidu dusnatého SNAP. Usporadani
experimentu bylo stejné jako u experimentu 2 s tim rozdilem, Ze béhem prvnich dvou hodin
bylo jak médium s donorem oxidu dusnatého SNAP, tak 1 médium bez tohoto donoru, navic
obohaceno 0 2 mM 6-DMAP. Nasledné bylo pokracovano v rezimu konkrétniho experimentu
S médiem bez 6-DMAP.

Experiment 5: VIiiv pulsacniho oSetieni donorem oxidu dusnatého SNAP
v kombinaci s cykloheximidem nebo 6-dimetyl aminopurinem na casny vyvoj

partenogenetickych embryi

V tomto experimentu se proveéfovala vyvojova schopnost partenogenetickych embryi
ziskanych po kontinudlnim a pulsa¢nim oSetieni oocytli donorem oxidu dusnatého SNAP. Pro
pokus byla vybrana ta oSetfeni z pfredchozich experimentt, pii kterych piesahl primérny podil
partenogeneticky aktivovanych oocyti 50%. Oocyty byly kultivovany in vitro 48 hodin, pak

byly zbaveny kumulérnich bun¢k pipetovanim uzkou sklenénou pipetou a déle kultivovany ve
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vybraném rezimu. Nasledné byly oocyty kultivovany 7 dni v médiu NCSU, jak je popsano
vyse.

Jako pozitivni kontrola byly pouzity oocyty aktivované kalcium ionoforem (25 uM kalcium
ionophor A23187 po dobu 5 min) v kombinaci s 6-DMAP (2 mM 6-DMAP v kultiva¢nim
médiu po dobu 2 hodin) (Jilek et al., 2001). Po aktivaci byly i tyto kontrolni oocyty
kultivovany v mediu NCSU23 po dobu 7 dnt.

Soucasti kazdého dil¢iho experimentu bylo nékolik kontrolnich experimentti. Prvni kontrolni
experiment byl zaméfen na zhodnoceni meiotického zrani oocytli v naSich kultiva¢nich
podminkach. Po 48 hodinach kultivace in vitro v modifikovaném médiu M199 byla cast
oocytl nafixovana a bylo sledovano stadium meiotického zrani oocytl. Statisticky hodnoceny
byly pouze ty experimenty, kde vice nez 85% oocyti dosahlo stadia metafdze druhého
meiotického déleni (MII).

Druhy kontrolni experiment byl zaméfen na vylouceni moznosti spontdnni partenogenetické
aktivace v nasich kultiva¢nich podminkach. Oocyty byly po dosazeni stadia MII (48 hod
kultivace) zbaveny kumularnich bunck a déle kultivovany 24 hodin v ¢istém modifikovaném
médiu M199 bez P.G. 600. Na konci experimentu byl stanoven podil oocyti, u kterych byla
navozena partenogeneticka aktivace.

Tteti kontrolni experiment m¢l zhodnotit aktivaéni schopnost oocytti v nasich kultivacnich
podminkach. Oocyty byly kultivovany 48 hodin do stadia metafdze 1I, dale byly zbaveny
kumularnich bunék a kultivovany v modifikovaném médiu M199 bez P.G. 600 s pfidavkem
25uM kalcium ionoforu A23187 po dobu 5 minut. Poté nasledovala kultivace
v modifikovaném médiu M199 bez P.G. 600 s piidavkem 2mM 6-DMAP po dobu 2 hodin
(Jilek et al., 2001).

U vSech dil¢ich experimentli s pulsaénim schématem plsobeni donoru SNAP slouzil,
k vylou¢eni moznosti, ze partenogeneticka aktivace po pulsacnim pulisobeni je vysledkem
intenzivni manipulace s oocyty, kontrolni experiment, kde bylo napodobovano schéma
nejintenzivngj$iho pulsacniho puasobeni (24krat 10minutova expozice 2 mM SNAP + 10
minutova kultivace v médiu bez SNAP). Proto byly oocyty 48krat pfeneseny mezi miskami
s médiem bez SNAP a v kazdé byly kultivovany 10 minut. Nasledné byly kultivovany dalsich
16 hodin v médiu bez SNAP, aby celkova doba kultivace dosahla 24 hodin.
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4.4.3. Vliv PKC na starnuti prasecich oocyti

Experiment 1: VIiv aktivatoru PKC, phorbol-12-myristyl-13-acetatu (PMA), na

starnuti prasecich oocytii

V experimentu 1 byl sledovan ucinek phorbol-12-myristyl-13-acetaitu (PMA) na starnuti
praseCich oocytl. Oocyty byly kultivovany 48 hodin in vitro do stadia metafaze II
v modifikovaném médiu M199. Poté byly oocyty zbaveny kumuldrnich bunck a dale
kultivovany 3 dny, v médiu M199 s ptidavkem aktivatoru PKC - phorbol-12-myristyl-13-
acetatu (PMA). PMA je aktivatorem kalcium-dependentnich i kalcium-independentnich PKC
a byl pouzit v koncentracich 0 nM, 10 nM, 25 nM, 50 nM a 100 nM.

Experiment 2: Vliv aktivatoru PKC, 1-oleoyl-2-acetyl-sn-glycerolu (OLE), na

starnuti prasecich oocytii

V experimentu 2 byl sledovan ucinek specifického aktivatoru kalcium-dependentnich PKC -
1-oleoyl-2-acetyl-sn-glycerolu (OLE) na starnuti prase¢ich oocyti. Oocyty byly kultivovany
48 hodin in vitro do stadia metafaze II v modifikovaném médiu M199. Poté byly oocyty
zbaveny kumularnich bunék a dale kultivovany 3 dny, v médiu M199 s ptidavkem aktivatoru
PKC - 1-oleoyl-2-acetyl-sn-glycerolu (OLE) v koncentracich 0 uM, 10 uM, 25 uM, 50 uM a
100 puM.

Experiment 3: Vliv aktivatoru PKC, dipalmitoyl-L-alpha-phosphatidylinositol-
3,4,5-triphosphate heptaammonia (DIPALM), na starnuti prasecich oocytii

V experimentu 3 byl sledovan ucinek aktivatoru kalcium-independentnich PKC - dipalmitoyl-
L-alpha-phosphatidylinositol-3,4,5-triphosphate  heptaammonia (DIPALM) na starnuti
praseCich oocytii. Oocyty byly kultivovany 48 hodin in vitro do stadia metafaze II

v modifikovaném médiu M199. Poté byly oocyty zbaveny kumularnich bunck a dale
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kultivovany 3 dny, v médiu M199 s ptidavkem aktivatoru PKC — DIPALM. Ten byl pouzit
V koncentracich 0 nM, 10 nM, 25 nM, 50 nM a 100 nM.

Experiment 4: Vliv aktivatoru PKC, 1-stearoyl-2arachidonoyl-sn-glycerolu

(STEAR), na starnuti prasecich oocyti

V experimentu 4 byl sledovan ucinek aktivatoru kalcium-dependentnich i kalcium-
independentnich PKC - 1-stearoyl-2arachidonoyl-sn-glycerolu (STEAR) na starnuti prase¢ich
oocytt. Oocyty byly kultivovany 48 hodin in vitro do stadia metafaze 11 v modifikovaném
médiu M199. Poté byly oocyty zbaveny kumularnich bunék a dale kultivovany 3 dny,
v médiu M199 s piidavkem aktivatoru PKC — STEAR. Ten byl pouzit v koncentracich 0 uM,
25 uM, 50 uM, 100 pM a 200 pM.

Experiment 5: Viiv kombinace aktivatorii PKC, 1-oleoyl-2-acetyl-sn-glycerolu
(OLE) a dipalmitoyl-L-alpha-phosphatidylinositol-3,4,5-triphosphate

heptaammonia (DIPALM), na starnuti prasecich oocytii

V experimentu byl testovan kombinovany efekt aktivace kalcium-dependentnich a kalcium-
independentnich PKC. Oocyty byly kultivovany 48 hodin in vitro do stadia metafaze II
v modifikovaném médiu M199. Poté byly oocyty zbaveny kumularnich bunck a dale
kultivovany 3 dny, v médiu M199 s pridavkem aktivatori PKC — OLE a DIPALM. Tyto
aktivatory byly pouzity v nasledujicich koncentracich: 10 uM OLE a 100 nM DIPALM.

VSechny aktivatory byly rozpustény v dimethylsulfoxidu (DMSO) a nasledné natfedény
v kultivaénim médiu na pottebnou koncentraci. Koncentrace DMSO v kultivaénim médiu
nepiesdhla 0,3%. V kontrolnich experimentech jsme ovétili, ze2 DMSO v koncentracich
niz§ich nez 1% nema vliv na starnuti prasecich oocytt in vitro. V kazdém experimentu byly
pouzity jako kontrola jak oocyty starnouci v médiu bez pridavku DMSO, tak i oocyty
starnouci v médiu s odpovidajici koncentraci DMSO. Vysledky kontrolnich experimenti se
od sebe statisticky vyznamné nelisily a ve vysledcich jsou pod oznacenim ,,kontrola“ uvadény

vysledky kontrolni skupiny oocytl kultivované v médiu bez DMSO.
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Experiment 6: Casny embryondlni vyvoj partenogeneticky aktivovanych

starnoucich oocytii, vystavenych béhem starnuti ucinkim aktivatoru PKC

V experimentu 6 byla sledovana vyvojova schopnost starnoucich prasecich oocyti po
partenogenetické aktivaci kalcium ionoforem, a to u starnoucich prasecich oocytl
vystavenych béhem starnuti ac¢inkim 100 nM PMA. In vitro dozralé oocyty byly zbaveny
kumularnich bunék a dale kultivovany 1 den v pfitomnosti 100 nM PMA. Poté byly oocyty
aktivovany kalcium ionoforem A23187 v kombinaci s 6-DMAP (Jilek et al., 2001). Nasledné
byly oocyty kultivovany v médiu NCSU23 po dobu 7 dni.
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5. Vysledky

5.1. Vliv oxidu dusnatého NO na rustovou fazi a zisk meiotické kompetence

prasecich oocyti.

Experiment 1: Vliv inhibice NO-syntazy na meiotické zrani prasecich oocytii

S riznym stupném meioticke kompetence

V tomto experimentu jsme sledovali, jak na prase¢i oocyty s riznym stupném meiotické
kompetence pusobi inhibitory NOS — aminoguanidin (AG) a L-NAME.

Prokazali jsme, ze inhibitory NOS — aminoguanidin (AG) a L-NAME opravdu ovliviuji
meiotické zrani oocytl s riznym stupném meiotické kompetence. Zjisténé vysledky jsou
shrnuty v tabulkach ¢.1 a ¢.2. Je patrné, ze koncentrace 2,5 mM obou inhibitort neméla vliv
na pribéh meiotického zrani oocytli S riznym stupném meiotické kompetence. Dale jsme
oocyty s ¢asteénou meiotickou kompetenci a plnou meiotickou kompetenci kultivovali
Vv kultiva¢nim médiu, které obsahovalo AG v koncentracich 5 mM a 10 mM (viz. Tabulka
¢.1). Pii téchto koncentracich bylo prokazano, Zze AG blokoval vyvoj oocyti do stadia
metafaze II. Z tabulky ¢.1 je patrné, Ze u vétSiny kultivovanych oocytl zustal vyvoj zastaven
ve stadiu zarode¢ného vacku (GV). Ve stadiu zarode¢ného vacku bylo zjisténo 89,8 % oocytl
s ¢asteCnou meiotickou kompetenci a 90,2 % oocyti s plnou meiotickou kompetenci pii
koncentraci inhibitoru 5 mM a 92,3 % oocytll s ¢aste¢nou meiotickou kompetenci a 92,6 %

oocytl s plnou meiotickou kompetenci pfi koncentraci inhibitoru 10 mM.
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Tab. ¢.1.: Vliv aminoguanidinu (AG) na meiotické zrani oocyta s ¢aste¢nou (100 — 110

pm) a plnou meiotickou kompetenci (120 pm) kultivovanych 48 hodin in vitro.

% oocyti v daném stadiu meiotického zrani
Stupeii meiotické miit(?gzlll:e’gm
Kamipetence el oKr(:]rnl;rglg 25mMAG | 5mMAG |10 mM AG
5 GV 11.0£1.0% | 72+2,0" |89.8+2.9°%|923+5.1°
Castecna
meioticka MI 87.7+51% | 91.5+47" | 92+39% | 74+128
kompetence A A A A
MII 13+1.1 13+0,3 1.0+0.8 03+0.1
GV 28+20" | 23+£29” 1902+498|926+478
Pt‘oam‘geelt‘éggga MI 78+217 | 58+24" | 50+26" | 3.0+3.14
MII 89.4+51"191.9+41" | 39+338 | 44+35B

A8 Statisticky viznamné rozdily (P < 0,05) v podilu oocytii v daném stadiu meiotického zrani mezi

Jednotlivymi koncentracemi inhibitoru (mezi radky) jsou oznaceny odlisnymi pismennymi superskripty.

Podobny efekt byl pozorovan i ve skupinach oocytl vystavenych meiotickému zrani

Vv pfitomnosti inhibitoru L-NAME v koncentracich 5 mM a 10 mM. Vysledky srhnuje tabulka

¢.2. Ve stadiu zarodecného vacku bylo zjisténo 91,6 % oocytid s ¢asteCnou meiotickou

kompetenci a 94,7 % oocytl s plnou meiotickou kompetenci pii koncentraci inhibitoru 5 mM

a 91 % oocytl s ¢asteCnou meiotickou kompetenci a 92,7 % oocyti s plnou meiotickou

kompetenci pfi koncentraci inhibitoru 10 mM. Neucinny konformer D-NAME nemé zadny

vliv na pribeh meiotického zrani oocytil s riznym stupném meiotické kompetence.
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Tab. ¢.2: Vliv L-NAME a D-NAME na meiotické zrani oocyti s ¢aste¢nou (100 — 110

pm) a plnou meiotickou kompetenci (120 pm) kultivovanych 48 hodin in vitro

Stupeii Stadium % oocytu v daném stadiu meiotického zrani
meiotické meiotického
kompetence zrani Kontrola 2.5 mM 5mM 10 mM
L-NAME A A 5 5
GV 8.01+7.1 6.1+3.0 91.6 +£2.6 94.7+3.5
MI 904+1.0"]1934+31"| 84+26% | 53+05°
Y MII 1.6+£02" | 0.6£04" | 0.0£00" | 0.0£0.0"
astecna
meioticka | D-NAME A A A A
kompetence GV 8.01+0771] 7.7+1.7 84+1.8 6.5+2.8
MI 90.4+1.0%1923+07"]91.6+1.8%]93.5+28"
MII 1.6+2.0% | 0.0£0.0” | 0.0£00" | 0.0£0.0"
L-NAME
GV 302037 | 45+03" |91.0+£228|927+49°8
MI 48+15" | 54+25% | 6.7+12% | 44+18"
Plna MII 922+6.121902+21"] 24028 | 29+09°8
meioticka SENTE
kompetence GV 304037 | 304037 | 394017 | 48410
MI 48+05" | 46+03" | 43+£04" | 29+08"°
MII 922+6.1°193.7+28"191.8+1.7%]925+1.6%

A8 Statisticky vyznamné rozdily (P < 0.05) V podilu oocytii v daném stadiu meiotického zrani mezi

Jjednotlivymi koncentracemi inhibitoru (mezi radky) jsou oznaceny odlisnymi pismennymi superskripty.

Vzhledem ktomu, ze aminoguanidin (AG) nemda, na rozdil od L-NAME, netGéinny
konformer, otestovali jsme, zda tento inhibitor neni pro oocyty toxicky a zda je jeho efekt
specificky. Oocyty byly nejprve kultivovany 48 hodin s nejvyssi koncentraci inhibitoru a poté
24 hodin v &istém médiu. Casteéné meioticky kompetentni oocyty mély po reverzi AG

obnovenou schopnost prolomit prvni meioticky blok. U plné¢ meioticky kompetentnich oocyt
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m¢éla reverze za nésledek vysoky ndrast podilu partenogeneticky aktivovanych embryi, 26 %

oproti 3,1 % u kontrolni skupiny. Vysledky shrnuje tabulka ¢.3.

Tab. ¢.3: 24-hodinova reverze oocytu S ¢asteénou (100 — 110 pm) a plnou meiotickou
kompetenci (120 pm) po 48 hodinové kultivaci v médiu s AG v koncentraci 10 mM

Prase¢i oocyty s riznym stupném meiotické kompetence byly nejprve kultivovany 48 hodin
v modifikovaném médiu M199 s ptidavkem 10 mM AG a poté dalSich 24 hodin v Cistém

modifikovaném médiu M199.

Stupen Stadium % oocytii v daném stadiu meiotického zrani
meiotické meiotického
kompetence zrani
Kontrola 72 hod 10 mM AG 10 mM AG 48 hod
A B A
Casteéns GV 40+0.2 923+5.1 233+£5.0
meioticka MI 96.0+5.1% 74+1.28 71.7+1514
kompetence MII 0.0+ 0.0° 03+0.1° 0.0+ 0.0
GV 6.1 +1.0% 92.6+2.18 18.9+35%
Plna — Ml 6.1+3.0" 29+05" 420+62°8
meioticka
kompetence MII 84.7+724 45+408 13.1+2.18
aktivovanych 3.1+2.14 0.0+00" 260+62°

A8 Statisticky vyznamné rozdily (P < 0.05) V podilu oocytii v daném stidiu meiotického zrani mezi

jednotlivymi zpiisoby oSetreni (mezi radky) jsou oznaceny odlisnymi pismennymi superskripty.

DalSim cilem experimentu bylo zjistit, jak nedostatek oxidu dusnatého, zplisobeny inhibici
NOS, ovliviiuje u oocytil s jiz ukoncenou ristovou periodou piechod mezi prvni a druhou
meiotickou metafazi. Zjistili jsme, Ze inhibitor ptisobi také na pfechod mezi prvni a druhou
meiotickou metafazi. Po aplikaci aminoguanidinu doslo k zastaveni oocytii v prvni meiotické
metafadzi, pln¢ kompetentni oocyty nemély schopnost prolomit toto stddium a dosdhnout

stadia metafaze I1. Vysledky experimentu jsou shrnuty v tabulce ¢.4.
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Tab. ¢.4: Vliv aminoguanidinu na pirechod plné kompetentnich oocyti z prvni do druhé
meiotické metafaze.

Oocyty s ukon¢enym rastem byly nejprve kultivovany 24 hodin v Cistém modifikovaném
médiu M199 a poté 24 hodin v médiu s pifidavkem 10 mM AG. Kontrolni skupina oocyti
byla po 24 hodinach kultivace v Cistém modifikovaném médiu M199 prenesena do nové
Petriho misky, opét s c¢istym modifikovanym médiem M199, pro vylouceni vlivu

mechanického poSkozeni oocytu.

% oocytii v daném stadiu meiotického zrani
Stadium
meiotického Kontrola 24 hod médium + 24 hod 10 mM AG
zrani
GV 0.0+0.0% 0.5+0.1°
MI 143+2.1° 469+11.98
MII 85.7+6.1% 434+6.8°8
atypické 0.0+ 0.0" 92+ 1.5

A8 Statisticky vyznamné rozdily (P < 0.05) V podilu oocytii v daném stidiu meiotického zrdani mezi

jednotlivymi zpiisoby oSetreni (mezi radky) jsou oznaceny odlisnymi pismennymi superskripty.

Experiment 2: Viiv donoru oxidu dusnatého na meiotické zrani prasecich oocytii

S ruznym stupnem meiotické competence

V experimentu 2 bylo sledovéno, zda oxid dusnaty, ktery je dodan oocytim ve form¢ donoru
NO SNAPu (S-nitroso-N-acetylpenicillamin), ovliviiuje rustovou periodu a meiotickou
kompetenci prasecich oocytu.

Piidani donoru SNAP do kultivaéniho média béhem meiotického zrani zpusobilo snizeni
podilu oocytli ve stddiu prvni a druhé meiotické metafaze (Tabulka ¢.5). Zjistili jsme, ze
nejlepSich vysledkd bylo dosazeno pfi koncentraci 0,03 mM SNAP, a proto jsme se na tuto
koncentraci zamétili. Vysoké procento oocyti s ¢astecnou a plnou meiotickou kompetenci
zustalo zastaveno V pozdni diakenezi (LD) - 36 % oocyti s ¢asteCnou meiotickou kompetenci

a 67,9 % oocytt s plnou meiotickou kompetenci. Tyto oocyty nebyly schopny prolomit blok
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do metafaze II. Nakonec pouze 46,7% oocytl s ¢aste¢nou meiotickou kompetenci (v pokusné
skuping€) oproti 91,9 % oocytti v kontrolni skupiné dokonéilo meiotické zrani v metafazi I. Jen
14,1 % oocytt s plnou meiotickou kompetenci po 48 hodinach kultivace s 0,03 mM SNAP
dosahlo stadia metafaze II oproti kontrolni skupiné, kde do stadia metafaze II dospélo 92,9 %

oocytt.

Tab ¢€.5.: Vliv donoru NO SNAP na meiotické zrani oocyti s ¢aste¢nou (100 — 110 pm) a

plnou meiotickou kompetenci (120 pm) kultivovanych 48 hodin in vitro

S{Toe IO % oocyti v daném stadiu meiotického zrani
kompetence Kontrola 0.03mM 14 1 )M SNAP | 2mM SNAP
SNAP
GV 8.1+8344 10.7 +2.84 82+19° 8.3+ 144"
) GVBD 0.0+0.0" 0.0+0.0% 0.0+£0.0" | 0.0+0.0"
Casteéna
meioticka LD 0.0+0.0" 36.1+2.6° 63.6+8.6% | 79.2+36.08
kompetence
MI 91.9+834 46.7+8.7°¢ 233+3.28% | 125+1.78
MII 0.0+0.0% 49+054 49+3.6"° 0.0+0.0%
GV 23+15% 13+05% 25.0+238% | 250+23°B
GVBD 0.0+00" 0.0+0.0" 0.0+0.0" 0.0+00"
Pluk melotickd LD 0.0+0.0% 67.9+10.6° 75.0+9.0% | 75.0+20.2°8
kompetence MI 47+40 | 115426 | 00+00* | 00+00”
MII 9296+ 63" | 14.1+1.5® 0.0+ 0.08 0.0+00°8
atypickych | 0.0+0.0" 51+4.0" 0.0 +0.0* 0.0£0.0%

BC Statisticky vyznamné rozdily (P < 0,05) V podilu oocytii v daném stidiu meiotického zrani mezi
Jjednotlivymi koncentracemi donoru NO SNAP (mezi radky) jsou oznaceny odliSnymi pismennymi

superskripty.
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V dalsi ¢asti experimentu 2 jsme sledovali, zda je donor SNAP je schopen zvratit vliv NOS

inhibitoru. Vysledky bylo prokéazano, ze donor SNAP je opravdu schopen zvratit vliv NOS

inhibitoru - aminoguanidinu (viz. Tabulka ¢.6). Oocyty s ¢aste¢nou meiotickou kompetenci,

které¢ byly oSetfeny 0,03 mM koncentraci donoru SNAP béhem meiotického zrani, ziistaly

v 89,9 % ve stadiu zadrode¢ného vacku, zatimco v kontrolni skupiné oocytd, podil oocytl ve

stadiu zarode¢ného vacku klesl na 6,86 % a 80,77 % oocytt pokracovalo v meiotickém zrani

do stadia metafaze 1. U oocyti s plnou meiotickou kompetenci kultivovanych v kombinaci 5
mM inhibitoru NOS - AG a 0,03 mM donoru NO — SNAP byl zpomalen pribéh meiotického

zrani a pouze 36,8 % oocytl dosahlo, po 48 hodinach kultivace, stddia metafaze I a 10,5 %

oocytl stadia metafaze II.

Tab. ¢.6: Vliv kombinace inhibitoru NOS a donoru NO na prasedi oocyty s ¢asteénou

(100 — 110 pm) a plnou meiotickou kompetenci (120 pm) kultivované 48 hodin in vitro

Stupen
meiotické 5mM AG + SNAP
kompetence
- SNAP Kontrola 0,03 mM 0.1mM 1mM 2mM
€. |GV | 686=51" | 89.8+2.1% | 13.8+1.2% [286+154C| 55.8+1.8°
é €  |GvBD| 00+00" 0.0+0.0" | 19.0+£50°% | 0.0+£0.0" | 0.0+0.0"
[<b]
s 2 |LD 404+5.1" | 8242.6" | 157+6.6" [59.3+359%| 39.6+4.6°
)
5 MI 80.77+11.0" | 0.0+0.0% | 4724175 | 9.1+157% | 45+04°
MII 7.88+98" | 0.0+£0.0" | 43+1.0" | 3.0+£00" | 0.0+0.0"
- GV 0.0+0.0" | 0.0+£0.0" | 13.8+12% | 43+0.5" | 267+2.1°
o 2 A c A A B
g2 |LD 0.0+ 0.0 21.1+63 3.6+03 0.0+£0.0% [73.3+13.5
S +=
g |m 6.3+03" | 368+87° | 574+62°% | 26.1+62°| 00+0.0"
~g§ Ml 93.7+45" | 105+1.7% | 11.4+23% | 348+78°| 0.0+0.0°
& Atyp 00+0.0" |31.6+12.8%| 13.8+2.9” [348+125%| 0.0+0.0"

ABC Statisticky vyznamny rozdil (P < 0,05) Vv procentech oocytii v daném stddiu meiotického zrdni mezi

jednotlivymi koncentracemi donoru NO SNAP (mezi radky) jsou oznaceny odliSmymi pismennymi

superskripty.
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5.2. Vliv cykloheximidu (CHX) nebo 6-dimetyl aminopurinu (6-DMAP) na
partenogenetickou aktivaci a ¢asny embryonalni vyvoj prasecich embryi po

pulsa¢nim oSetieni donorem oxidu dusnatého.

Ke kazdému dil¢imu experimentu byl provadén kontrolni experiment k vylouceni moznosti
spontanni partenogenetické aktivace v naSich kultiva¢nich podminkach. Po 24 hodinach
prodlouzené kultivace nedochdzelo ke spontanni partenogenetické aktivaci prasec¢ich oocytl
(0% aktivovanych oocytii z celkového poctu 120 oocytl).

Dalsi kontrolni experiment mél zhodnotit aktivaéni schopnost oocytl v naSich kultiva¢nich
podminkach. Oocyty byly kultivovany 48 hodin do stddia metafaze II, dale byly zbaveny
kumularnich bun€k a kultivovany v modifikovaném médiu M199 bez P.G. 600 s pfidavkem
25 uM kalcium ionoforu A23187 po dobu 5 minut. Poté ndasledovala kultivace
v modifikovaném médiu M199 bez P.G. 600 s ptidavkem 2mM 6-dimetyl aminopurinu (6-
DMAP) po dobu 2 hodin (Jilek et al., 2001). Kontrolni experiment prokazal, ze v naSich
kultivaténich podminkach jsou oocyty schopné partenogenetické aktivace. Usp&iné se
aktivovalo 82,3% oocytl z celkového poctu 120 oocytt.

Kontrolni experiment provedeny u vSech experimentll s pulsacnim schématem piisobeni
donoru SNAP slouzil, k vylou¢eni moznosti, ze partenogenetickd aktivace po pulsa¢nim
pusobeni je vysledkem intenzivni manipulace soocyty, kde bylo napodobovano schéma
nejintenzivngj$iho pulsacniho plsobeni (24krat 10minutova expozice 2 mM SNAP + 10
minutova kultivace v médiu bez SNAP). Proto byly oocyty 48krat pfeneseny mezi miskami
s médiem bez SNAP a v kazdé byly kultivovany 10 minut. Nasledné¢ byly kultivovany dalsich
16 hodin v médiu bez SNAP, aby celkova doba kultivace dosahla 24 hodin. Nedoslo

k aktivaci zadného z oocytl (0% aktivovanych ze 120 oocytl).
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Experiment 1: Vliv cykloheximidu (CHX) nebo 6-dimetyl aminopurinu (6-
DMAP) na partenogenetickou aktivaci prasecich oocytii kontinualnim osetrenim

donorem oxidu dusnatého

V experimentu 1 byly oocyty osetfeny kontinualnim zptsobem donorem oxidu dusnatého
SNAP (S-nitroso-N-acetylpenicillamin). Vysledky jsou shrnuty v tabulce ¢.7 a pro piehlednost
jsou jesté vysledky zaneseny do grafu ¢.1. S prodluzujici se délkou kontinualniho oSetfeni
donorem se zvySoval pocet partenogeneticky aktivovanych oocyt. Tento trend byl vSak
patrny jen do doby oSetfeni 12 hodin donorem SNAP. Kultivace 24 hodin se SNAP uz
nepfinesla vyznamny vzestup partenogeneticky aktivovanych oocyti. Pti kontinualnim
oSetfeni oocytti po dobu jedné hodiny bylo zjisténo 8,7 % partenogeneticky aktivovanych
oocytl a pfi kontinudlnim oSetfeni po dobu 12 hodin uz 68,6 %. Pocet partenogeneticky
aktivovanych oocytti po dobu kultivace 24 hodin s donorem byl 70,4 %.

V dal$ich experimentech byl do média ptidan inhibitor protein syntézy cykloheximid (CHX)
nebo inhibitor protein kinaz 6-dimetyl aminopurin (6-DMAP). Z grafu ¢.1 je jasné viditelné,
ze nejvetsi zmeény byly zaznamenany u 2-hodinového a 3-hodinového oSetfeni donorem
SNAP. KdyzZ byly oocyty na pocatku kontinudlniho oSetfeni donorem NO vystaveny na dvé
hodiny inhibitoru protein syntézy cykloheximidu, zvySil se pocet partenogeneticky
aktivovanych oocytl 0 19,9 % a kdyZ byly oocyty vystaveny inhibitoru na tii hodiny, zvysilo
se procento partenogeneticky aktivovanych oocytl o 27.6 % oproti skupiné oSetiené pouze
donorem SNAP.

Pokud jsme kultivaéni médium obohatili o inhibitor protein kinaz 6-DMAP, zvysené procento
aktivovanych oocytii bylo zaznamenano uz pii hodinové kultivaci s donorem SNAP. Bylo
pozorovano, ze pii hodinové kultivaci se SNAP, zvysil 6-DMAP podil aktivovanych oocytl
28,7 % na 26% a pti 2-hodinové kultivaci ze 14,3 % na 40,7 % a pfi 3 hodinové kultivaci
z 16, 1% na 44,9 %.
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Tab. ¢.7.: Efekt inhibitoru protein syntézy cykloheximidu CHX nebo inhibitoru protein
kinaz 6-DMAP na partenogenetickou aktivaci prasecich oocyti kontinualnim oseti‘enim
donorem oxidu dusnatého SNAP.

Oocyty byly kultivovany 48 hodin do stadia metafaze II a nasledné pak vystaveny na rtizné
dlouhou dobu u¢inku 2 mM SNAP. Po vyjmuti ze SNAP byly oocyty kultivovany v médiu
bez SNAP tak, aby celkovy ¢as kultivace byl 24 hodin. Prvni dvé hodiny byly oocyty
kultivovany bud’ jen podle nize uvedeného protokolu (0) nebo byl do média pridavan

cykloheximid (2 pM) nebo 6-DMAP (2 mM).

Typ oSeti‘eni Dséll\lk':; §(f1t§§;1 i AKtivované oocyty (%)
0 1 8.7 +2.6°
0 2 14.3 + 3.0%
0 3 16.1 + 3.4%°
0 4 21.2 + 3.8
0 8 465 + 3.6%"
0 12 68.6 + 2.9
0 24 704 + 2.3
CHX 1 18.1 + 2.5
CHX 2 34.2 + 3.8°%1
CHX 3 43.7 +3.9"
CHX 4 25.7 + 3.1«
CHX 8 42.3 + 2580
CHX 12 51.9 +2.7"
CHX 24 73.8 +2.2
6-DMAP 1 26.1 + 4.1°%
6-DMAP 2 40.7 + 3.9
6-DMAP 3 44.9 +3.1"
6-DMAP 4 32.6 + 3.5
6-DMAP 8 50.5 + 3.6
6-DMAP 12 63.8 + 2.8
6-DMAP 24 69.2 + 3.7

abedets  Sratisticky vyznamné rozdily v podilu partenogeneticky aktivovanych oocytii jsou vyznaceny

odlisnymi superskripty. Celkovy pocet oocytii v kazdé pokusné skupiné byl 120.
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Graf ¢.1.: Efekt CHX nebo 6-DMAP na partenogenetickou aktivaci prasecich oocyti
kontinualnim oSetfenim donorem oxidu dusnatého SNAP.

Oocyty byly kultivovany 48 hodin do stadia metafaze II a nasledné pak vystaveny na rizné
dlouhou dobu G¢inku 2 mM SNAP. Po vyjmuti ze SNAP byly oocyty kultivovany v médiu
bez SNAP tak, aby celkovy cas kultivace byl 24 hodin. Prvni dvé hodiny byly oocyty

kultivovany bud’ jen podle nize uvedeného protokolu (0) nebo byl do média pFidavan

cykloheximid (2 pM) nebo 6-DMAP (2 mM).
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Experiment 2: VIiv pulsacniho osetreni donorem oxidu dusnatého na

partenogenetickou aktivaci prasecich oocytii

V experimentu 2 jsme testovali pulsac¢ni oSetfeni oocytd donorem oxidu dusnatého SNAP
v koncentraci 2 mM. Tento pokus prokazal, ze lepSich vysledkt v partenogenetické aktivaci
oocytl je dosazeno pii pulsacnim osSetfeni donorem NO. Pulsacni rezim oSetfeni se ukazal
jako prukazné efektivnéjsi nez stejné dlouhé kontinualni typy osetfeni. Oocyty byly vystaveny
pulsaénimu oSetfeni donorem SNAP po dobu 60 min, 120 min, 180 min a 240 min. Ve
srovnani s kontinualnim oSetfenim donorem z piedchoziho pokusu byl statisticky vyznamny
vliv zjistén u oocytd, které byly vystaveny pulsacnimu oSetieni po dobu 120 a 180 minut. Pti
kontinualnim oSetfeni donorem SNAP po dobu 120 minut bylo pozorovano 14,3 %
partenogeneticky aktivovanych oocyti, zatimco pii stejné dlouhém pulsa¢nim oSetieni bylo
sledovano statisticky vyssi procento partenogeneticky aktivovanych oocytli v zévislosti na
typu a poctu jednotlivych oSetfeni (napf. oSetfeni - SNAP 6 x 20 minut vedlo
K partenogenetické aktivaci 45,8 % oocyti a oSetieni — SNAP 12 x 10 minut indukovalo
partenogenetickou aktivaci u 63,3 % oocytl. Pti kontinualnim oSetfeni donorem NO po dobu
180 minut bylo pozorovano 16,1 % partenogeneticky aktivovanych oocytii, zatimco pii stejné
dlouhém pulsanim oSetfeni bylo opét sledovéano statisticky vyznamné vyS$$i procento
partenogeneticky aktivovanych oocytll v zavislosti na typu a poctu jednotlivych oSetieni
(napf. oSetfeni — SNAP 6 x 30 minut vedlo K partenogenetické aktivaci 40,8 % oocytl a
osetieni — SNAP 9 x 20 minut navodilo partenogenetickou aktivaci u 54,2 % oocytt.
Vysledky jsou shrnuty v tabulce ¢.8 a pro prehlednost jsou tabulky ¢.8, ¢.9, ¢€.10 spojeny do
grafu ¢.2.
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Tab. ¢&.8.0 VIiv pulsaéniho oSetieni donorem oxidu dusnatého SNAP na
partenogenetickou aktivaci prasecich oocytu.

Oocyty byly kultivovany 48 hodin do stadia metafaze II a nasledné pak byly vystaveny
riznym pulsa¢nim aktivacnim rezimim. Po skonceni piislusného pulsa¢niho aktiva¢niho
rezimu byly oocyty kultivovany v médiu bez ptitomnosti SNAP tak, aby celkova doba trvani

kultivace byla 24 hodin.

;v v Délka . .
Celk_ovy cas })Oset ) Typ ofetfeni jednotlivého Aktivované oocyty
expozice (min) oSetrfeni o¥etieni (%)
60 2 0 30 min 23.3 + 3.8%
60 3 0 20 min 20.0 + 3.6
60 6 0 10 min 26.7 + 4.0
120 4 0 30 min 53.3 + 4.6™
120 6 0 20 min 45.8 + 4.5%
120 12 0 10 min 63.3 + 4.39
180 6 0 30 min 40.8 + 4.5%
180 9 0 20 min 54.2 + 4.5
180 18 0 10 min 48.3 + 0.5
240 8 0 30 min 37.5 + 4.40cdef
240 12 0 20 min 32.5 + 4,3bcde
240 24 0 10 min 35.0 + 4.3°cd

abeaet  Sratisticky vyznamné rozdily v podilu partenogeneticky aktivovanych oocytit jsou vyznaceny

odlisnymi superskripty. Celkovy pocet oocytii v kazdé pokusné skupiné byl 120.
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Experiment 3: VIiv cykloheximidu (CHX) na partenogenetickou aktivaci

prasecich oocytit po pulsacnim oSetieni donorem oxidu dusnatého

V experimentu 3 jsme testovali pulsa¢ni oSetfeni oocytd 2 mM donoru SNAP v kombinaci
S oSetfenim inhibitorem protein syntézy cykloheximidem (CHX). Pulsa¢ni rezimy oSetieni
byly stejné jako v Experimentu 2 a pouze navic byly doplnény o oSetfeni oocyti 2 uM
cykloheximidu béhem prvnich dvou hodin kultivace. Vysledky jsou shrnuty v tabulce ¢.9.
Pulsa¢ni systém oSetfeni v kombinaci s cykloheximidem byl prukazné G¢innéj$i nez
kontinudlni systém oSetieni.

Pfi srovnani nejaéinngj$iho pulsa¢niho oSetieni s cykloheximidem (3 pulsy SNAP kazdy
0 délce 20 minut) s nejucinnéj$im pulsaénim oSetienim bez cykloheximidu (Experiment 2 —
12 pulst, kazdy o délce 10 minut), je podil partenogeneticky aktivovanych oocyt po oSetieni
cykloheximidem prukazné vyssi (83 vs. 63 %, P<0.05). To dale potvrzuje, ze oSetieni

cykloheximidem ma na partenogenetickou aktivaci oocyt pulsacnim rezimem pozitivni vliv.
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Tab. €.9: Vliv pulsa¢niho oSetfeni NO-donorem SNAP v kombinaci s cykloheximidem na
partenogenetickou aktivaci prase€ich oocyti.

Oocyty byly kultivovany 48 hodin do stadia metafaze II a nasledné¢ pak byly vystaveny
riznym pulsa¢nim aktivacnim rezimim. Po skonceni piislusného pulsa¢niho aktiva¢niho
rezimu byly oocyty kultivovany v médiu bez ptitomnosti SNAP tak, aby celkovéa doba trvani

kultivace byla 24 hodin.

Celkov;_" Cas St ot ol Dty . Déll.(a’ Aktivované oocyty
exp0_2|ce Pocet oSetreni Typ oSetreni Jedlvlot}we'ho (%)
(min) oSeti‘eni
60 2 CHX 30 min 38.3+2.9%
60 3 CHX 20 min 83.0 + 4.1°
60 6 CHX 10 min 32.7 + 3.0°
120 4 CHX 30 min 49.3 + 4.4
120 6 CHX 20 min 70.8 + 4.2¢
120 12 CHX 10 min 59.3 + 4.1
180 6 CHX 30 min 43.8 + 3.6%
180 9 CHX 20 min 45.2 + 2.9%°
180 18 CHX 10 min 72.3+1.8%
240 8 CHX 30 min 38.5 + 3.5%
240 12 CHX 20 min 44.5 + 4.4
240 24 CHX 10 min 39.0 +3.7%

abcde Statisticky vyznamné rozdily v podilu partenogeneticky aktivovanych oocytii jsou

vyznaceny odlisnymi superskripty. Celkovy pocet oocytu v kazdé pokusné skupiné byl 120.
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Experiment 4: Vliv 6-dimetyl aminopurinu (6-DMAP) na partenogenetickou

aktivaci prasecich oocytit po pulsacnim oSetreni donorem oxidu dusnatého

V experimentu 4 jsme testovali pulsa¢ni osetfeni oocytd 2 mM donoru SNAP v kombinaci
s oSetfenim inhibitorem protein kindz 6-dimetyl aminopurinem (6-DMAP). Pulsa¢ni rezimy
oSetfeni byly stejné jako v Experimentu 2 a navic byly doplnény o oSetieni oocytd 2 mM 6-
DMAP béhem prvnich dvou hodin kultivace. Vysledky jsou shrnuty v tabulce ¢.10.

Bylo opét prokazano, ze kombinace pulsa¢niho oSetieni donorem SNAP v kombinaci s 6-
DMAP je uc¢inngjsi nez kontinudlni oSetfeni oocytu.

Pii srovnani nejucinnéjsiho pulsacniho oSetieni s 6-DMAP (3 pulsy SNAP kazdy o délce 20
minut) s nejiéinngjsim pulsaénim oSetienim bez 6-DMAP (Experiment 2 — 12 pulsu, kazdy
0 délce 10 minut), je podil partenogeneticky aktivovanych oocytli po oSetfeni s 6-DMAP
prikazné vyssi (78 vs. 63 %, P<0.05). Zminény efekt je dobie viditelny na grafu ¢.2. To dale
potvrzuje, Ze oSetieni donorem SNAP v kombinaci s 6-DMAP ma na partenogenetickou

aktivaci oocytil pulsaénim rezimem pozitivni vliv.

57



Tab. €.10.: Vliv pulsa¢niho oSetfeni NO-donorem SNAP v kombinaci 6-DMAP na
partenogenetickou aktivaci prase¢ich oocyti.

Oocyty byly kultivovany 48 hodin do stadia metafize II a nasledné pak byly vystaveny
riznym pulsa¢nim aktivacnim rezimim. Po skonceni piislusného pulsa¢niho aktiva¢niho
rezimu byly oocyty kultivovany v médiu bez ptitomnosti SNAP tak, aby celkova doba trvani

kultivace byla 24 hodin.

Celkovy Cas St St Sl Aol et c Déll.{a, Aktivované oocyty
expozice Pocet oSetieni | Typ oSetieni Jedlgotllve,ho (%)
(min) oSeti‘eni
60 2 6-DMAP 30 min 42.3+2.7%
60 3 6-DMAP 20 min 78.0 + 2.9
60 6 6-DMAP 10 min 46.7 +3.1°
120 4 6-DMAP 30 min 44.3 + 427
120 6 DMAP 20 min 69.8 +4.1%
120 12 DMAP 10 min 62.3 + 4.0°
180 6 DMAP 30 min 478 +3.8°
180 9 DMAP 20 min 41.2 + 4.4
180 18 DMAP 10 min 49.3 +2.9°
240 8 DMAP 30 min 435 +3.3%
240 12 DMAP 20 min 39.5 + 3.7
240 24 DMAP 10 min 32.0+3.9°

a0 Statisticky viznamné rozdily v podilu aktivovanych oocytii jsou vyznaceny odlisnymi superskripty.

Celkovy pocet oocytii v kazdé pokusné skupiné byl 120.
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Graf ¢.2.: Porovnani vlivu pulsa¢niho oSetfeni donorem oxidu dusnatého SNAP na
partenogenetickou aktivaci oocyti v kombinaci s 6-DMAP nebo s CHX

Oocyty byly kultivovany 48 hodin do stadia metafize II a nasledné pak byly vystaveny
riznym pulsa¢nim aktivaénim rezimim. Po skonceni ptisluSného pulsacniho aktiva¢niho

rezimu byly oocyty kultivovany v médiu bez pfitomnosti SNAP tak, aby celkova doba trvani

kultivace byla 24 hodin.

Vysvétlivky ke grafu: Jednotliva ¢isla na ose X zobrazuji jednotlivé pulsacni typy oSetieni.

Tvp odetfent Celkovy ¢as expozice Pocet Délka jednotlivého
yp oSetieni . . e e
(min) oSetieni oSetieni
1 60 2 30 min
2 60 3 20 min
3 60 6 10 min
4 120 4 30 min
5 120 6 20 min
6 120 12 10 min
7 180 6 30 min
8 180 9 20 min
9 180 18 10 min
10 240 8 30 min
11 240 12 20 min
12 240 24 10 min
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Experiment 5: Viiv pulsacniho oSetieni donorem oxidu dusnatého SNAP
v kombinaci s cykloheximidem nebo 6-dimetyl aminopurinem na casny vyvoj

partenogenetickych embryi

V experimentu 5 jsme ovéfovali ¢asny embryonalni vyvoj partenogenetickych embryi. Pro
naSe ucely jsme vyuzili nejucinnéjsi typy oSetieni, které jsme provéiili v predchozich
pokusech. Zvolili jsme ta oSetieni, po kterych bylo partenogeneticky aktivovano vice nez 50%
oocytu. Jako kontrolu jsme pouzili oocyty aktivované kalcium ionoforem v kombinaci s 6-
DMAP (Jilek et al., 2001).

V tabulce ¢.11 a grafu ¢.3 jsou shrnuty vysledky experimentu, které prokazuji, Ze pulsaéni
osetfeni donorem SNAP vyvolalo vyssi podil ryhujicich se embryi nez kontinudlni oSetieni
donorem SNAP.

Pti kontinualnim oSetfeni donorem oxidu dusnatého se embrya nevyvijela za stddium 4 bunck.
Ani piidavek cykloheximidu nebo 6-DMAP neptinesl ocekavané zlepseni.

Pti pulsa¢nim oSetfeni donorem oxidu dusnatého embrya dosdhla dokonce stddia moruly a
blastocysty. Pii 4 pulsech trvajicich kazdy 30 minut dosahlo 18,3 % embryi stddia moruly a
6,7 % embryi stadia blastocysty. Pii 12 pulsech trvajicich kazdy 10 minut bylo pozorovano 10
% embryi ve staddiu moruly a 2,5 % embryi ve stadiu blastocysty. Pfi 9 pulsech trvajicich
kazdy 20 minut bylo pozorovano jen 5,8 % embryi ve stadiu moruly a do blastocysty se zadné
embryo nevyvijelo.

Rezimy kombinujici pulsa¢ni oSetieni donorem oxidu dusnatého SNAP s cykloheximidem
nebo 6-DMAP tedy nepfinesly ocekavané zlepSeni Casného vyvoje partenogenetickych

embryi.
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Tab ¢.11. Vliv pulsaéniho oSetieni donorem oxidu dusnatého SNAP v kombinaci
s cykloheximidem (CHX) nebo 6-dimetyl aminopurinem (DMAP) na ¢asny embryonalni
vyvoj partenogenetickych embryi.

Oocyty byly kultivovany 48 hodin do stadia metafaze II a nasledné¢ pak byly vystaveny
riznym pulsa¢nim aktivacnim rezimim. Po skonceni piislusného pulsa¢niho aktiva¢niho
rezimu byly oocyty kultivovany v médiu bez ptitomnosti SNAP tak, aby celkova doba trvani

kultivace byla 24 hodin. Nasledn¢ pak byla embrya kultivovana 7 dni v médiu NCSU 23.

- T Partenogeneticka embrya (%)
osetreni
P Ryhovani Morula Blastocysta
Kalcium ionofor A23187 51.2+5.6% 18.1+2.8% 21.3+4.3%
SNAP - 12 h. kontinualng 6.7+2.3° 0.0 0.0
SNAP -12 h. kontinualné + CHX 9.2+3.1° 0.0 0.0
SNAP — 12 h. kontinudln& + 6-DMAP 7.6+4.3° 0.0 0.0
SNAP- 4 pulsy kazdy 30min 37.5+4.4% 18.3+3.5% 6.7+2.3°
SNAP — 12 pulsii kazdy 10 min 40.8+4.5® 10.0+2.7° 2.5+2.7°
SNAP — 9 pulsii kazdy 20 min 38.3+4.3% 5.8+2.1° 0.0
SNAP - 3 pulsy kazdy 20 min + CHX |  32.5+3.2" 9.2+3.2% 0.0
SNAP — 6 pulsii kazdy 20 min + CHX |  41.1+5.5% 12.3+2.8%° 3.1+1.8°
?:'E&P ~ 12 pulsi kazdy 10 min + 37.9+3.9% 14.7+2.4% 4.3+15°
glN_@(P — 18 pulst kazdy 10 min + 30.8+4.6 8.6+3,5 2.6+1.2"
g_ND‘I\\;’ A‘P3 pulsy kazdy 20 min + 31.3+4.9° 11.4+3.2% 0.0
g’_NDA,\;’ o DTS ety 200 i o 35.4+5.8" 13.5+3.3% 15+1.4°
g_NDAI\\;’ - puistkazdy 10 mint 32.6+4.9° 8.7+3.7% 3.6+1.7°

a,

partenogeneticky aktivovanych riiznymi oSetFenimi (1j. rozdily ve sloupcich,) jsou oznaceny riznymi

superskripty. Celkovy pocet oocytii v kazdé experimentalni skupiné byl 120.
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Graf ¢€.3.: Vliv pulsacniho oSetfeni donorem oxidu dusnatého SNAP v kombinaci
s cykloheximidem (CHX) nebo 6-dimetyl aminopurinem (DMAP) na ¢asny embryonalni
vyvoj partenogenetickych embryi.

Oocyty byly kultivovany 48 hodin do stadia metafaze II a nasledné¢ pak byly vystaveny
riznym pulsa¢nim aktivacnim rezimim. Po skonceni piislusného pulsa¢niho aktiva¢niho
rezimu byly oocyty kultivovany v médiu bez ptitomnosti SNAP tak, aby celkova doba trvani

kultivace byla 24 hodin. Nasledn¢ pak byla embrya kultivovana 7 dni v médiu NCSU 23.
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V provedenych pokusech jsme prokazali, ze pridavek inhibitoru protein kinaz 6-dimetyl
aminopurin nebo ptidavek inhibitoru protein syntézy cykloheximidu zvySuje podil
partenogeneticky aktivovanych oocytt v kombinaci s pulsa¢nim oSetfenim prasecich oocytd
donorem oxidu dusnatétho SNAP, avSak nema vyznamny vliv sohledem na casny

embryonalni vyvoj partenogenetickych embryi.

62



5.3. Vliv PKC na starnuti prasecich oocyti

Tento experiment byl zamétfen na sledovani vlivu aktivatort riiznym izotopii protein kinazy C
na prubéh starnuti prasecich oocytd. V kontrolnim experimentu jsme se zaméfili na popis
prubéhu stdrnuti prasecich oocytli v nasich kultiva¢nich podminkach. Vysledky tohoto
experimentu jsou shrnuty v tabulce ¢.12.

Béhem prvniho dne starnuti zistava vétsina oocytu ve stadiu metafaze I1 (98%). UZ druhy den
starnuti je ale patrny vyznamny pokles v podilu oocytid setrvavajicich ve stadiu MII (35 %) a
naopak je patrny vyznamny nartst podilu oocyti, které podlehly spontanni partenogenetické
aktivaci nebo fragmentaci. Tieti den starnuti v in vitro podminkach podil oocyti v metafazi
MII dale klesa a podil fragmentovanych oocytii roste. Ctvrty den klesa podil aktivovanych
oocyti a stoupa podil oocyti podléhajicich lyze. Paty den starnuti uz nedochazi

k signifikantnim zménam.

Tab. €.12.: Pribéh starnuti prasecich oocyti v in vitro podminkach.

Oocyty byly kultivovany 48 hodin v in vitro podminkach do stadia metafaze II a nasledné
byly zbaveny kumularnich bun¢k a dale kultivovany po dobu 1, 2, 3, 4 nebo 5 dni Vv in vitro
podminkach. Celkem bylo v kazdé skupiné 120 oocytil.

Morfologicky typ D¢lka starnuti in vitro (dny)
oocytu (%) 1 2 3 4 5
a b c c c
Metaféze I 98 35 22 16 23
. , 2 39" 45° 30° 34°
Aktivované oocyty
: 0° 17° 28° 24 20t
Fragmentovane oocyty
a a a b b
Lytické oocyty 0 9 5 30 37

20¢ Statisticky vyznamné rozdily mezi rizné starnoucimi oocyty téZe vyvojové kategorie (tj. rozdily

uvniti radkii tabulky) jsou zndazornény riznymi superskripty.
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Nejvyraznéjsi zmény V morfologii starnoucich praseéich oocyti lze pozorovat tieti den
starnuti, kdy oocytd ve stadiu MII zGstdva jiz minimalni podil, zatimco podil
fragmentovanych oocyti a spontanné partenogeneticky aktivovanych oocyti dosahuje
maxima. Podil lyzovanych oocytu jesté signifikantné nestoupa. Z téchto ditvodl jsme zvolili

pro dalsi experimenty vystaveni oocyti starnuti po dobu tfi dnt.

Experiment 1: Vliv aktivatoru PKC, phorbol-12-myristyl-13-acetatu (PMA), na

starnuti prasecich oocytii

V experimentu 1 jsme prokazali statisticky pritkazny pokles podilu fragmentovanych oocytt
pfi jejich tfidennim starnuti v ptitomnosti phorbol-12-myristyl-13-acetatu (PMA), jez je
aktivatorem kalcium-dependentnich a kalcium-independentnich PKC. Pii nulové koncentraci
PMA bylo po tiech dnech starnuti 26 % fragmentovanych oocytl a pti koncentraci 25 mM
PMA uz bylo snizeno procento fragmentovanych oocytli na 9 %. Pti koncentracich 50 a 100

nM PMA byla fragmentace zcela potlacena (viz tabulka ¢.13 a graf ¢.4).

Tab.¢.13.: Vliv aktivatoru PKC, phorbol-12-myristyl-13-acetatu (PMA), na starnuti
prasecich oocytu in vitro.
Oocyty byly kultivovany 48 hodin in vitro, nasledné zbaveny kumularnich bunék a

kultivovany dalsi 3 dny v médiu s pfidavkem PMA. Celkem bylo v kazdé skupiné 120

oocytu.
Morfologicky typ Koncentrace PMA (nM)
oocytu (%) 0 10 25 50 100
, 23+2% | 34+3® | 44+2° | 62+5° | 60+7°
Metafaze 11

46+6% | 39+7% | 40+4* | 32+5% | 37+3°

Aktivované oocyty

26+3% | 18+6® | 9+2™

Fragmentované oocyty

, 5+5° 9+ 4° 7+5° 6+ 2° 3+2°
Lytické oocyty - - - - -

a2¢ Statisticky vyznamné odlisné podily jednotlivych kategorii oOcytii mezi riznymi oetienimi (1j.

rozdily uvniti Fadkit) jsou oznaceny riznymi superskripty.
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Graf. €.4.: Vliv aktivatoru PKC, phorbol-12-myristyl-13-acetatu (PMA), na starnuti
prasecich oocyti in vitro.
Oocyty byly kultivovany 48 hodin in vitro, nasledné zbaveny kumularnich bunék a

kultivovany dal$i 3 dny v médiu s pfidavkem PMA. Celkem bylo v kazdé skupiné 120
oocytd.

E Metafaze 11
B Aktivovane oocyty

O Fragmentovane oocyty
B Lytické oocyty

Morfologicky typ oocytu (%)

0 10 25 50 100
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Experiment 2: Vliv aktivatoru PKC, 1-oleoyl-2-acetyl-sn-glycerolu (OLE), na

Starnuti prasecich oocytii

V experimentu 2 jsme sledovali vliv riznych koncentraci kalcium-dependentniho aktivatoru
PKC - OLE (l1-oleoyl-2-acetyl-sn-glycerolu). Ani nejvyssi koncentrace 100 nM OLE
nedokazala potlacit fragmentaci prasecich oocytu starnoucich v podminkach in vitro (viz.

tabulka ¢.14 a graf ¢.5).

Tab. ¢.14.: Vliv aktivatoru PKC, 1-oleoyl-2-acetyl-sn-glycerolu (OLE), na starnuti
prasecich oocytu in vitro.
Oocyty byly kultivovany in vitro 48 hodin, nasledné zbaveny kumularnich bunék a

kultivovany dalsi 3 dny v médiu s pfidavkem OLE. Celkem bylo v kazdé skupiné 120 oocytd.

Morfologicky typ Koncentrace OLE (nM)
oocytu (%) 0 10 25 50 100
Metaféze II 20+4% | 39+5% | 35+3% | 31+2% | 36+4°
Aktivované oocyty 43+3% | 39+7% | 40+7* | 36+5" | 34+6°
Fragmentované oocyty | 26 + ch 21 + 5 20 + 6° 28 + 7 26+ g
Lytické oocyty 2+3° 1+2% | 5+1% | 5+2° | 4+1°

& Podily jednotlivych kategorii oocytit mezi riiznymi oSetienimi (1j. rozdily uvnit* Fadkii) se statisticky

vyznamné nelisily.
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Graf ¢&.5.: Vliv aktivatoru PKC, 1-oleoyl-2-acetyl-sn-glycerolu (OLE), na starnuti
prasecich oocyti in vitro.
Oocyty byly kultivovany in vitro 48 hodin, nasledné zbaveny kumularnich bunék a

kultivovany dal$i 3 dny v médiu s ptidavkem OLE. Celkem bylo v kazdé skupiné 120 oocytu.
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Experiment 3: Vliv aktivatoru PKC, dipalmitoyl-L-alpha-phosphatidylinositol-
3,4,5-triphosphate heptaammonia (DIPALM), na starnuti prasecich oocytii

V experimentu 3 jsme sledovali ucinek aktivatoru kalcium-independentnich izotopti PKC,
dipalmitoyl-L-alpha-phosphatidylinositol-3,4,5-triphosphate heptaammonia (DIPALM) na
oocyti.  Podobné

Z pouzitych koncentraci aktivatoru DIPALM nepotlacila fragmentaci oocytl starnoucich

starnuti ~ prasecich jako v predchozim experimentu, Zzadna

in vitro (viz tabulka ¢.15 a graf ¢.6).

Tab. ¢.15.: Vliv aktivatoru PKC, dipalmitoyl-L-alpha-phosphatidylinositol-3,4,5-
triphosphate heptaammonia (DIPALM), na starnuti prasecich oocyti in vitro.
Oocyty byly kultivovany in vitro 48 hodin, nasledné zbaveny kumularnich bunék a

kultivovany dal$i 3 dny v médiu s pfidavkem DIPALM. Celkem bylo v kazdé skupiné 120

oocytl.
Morfologicky typ Koncentrace DIPALM (nM)
oocytu (%) 0 10 25 50 100
Metaféze I1 20+5% | 31+7% | 35+6° | 33+4" | 37+6°
Aktivované oocyty 42+4% | 37+8% | 39+7° | 33+4% | 30+5°
Fragmentované oocyty | 25+4° | 28+5% | 21+4% | 29+3* | 26+2°
Lytické oocyty 4+3° | 4+2% | 5+4* | 5+3% | 7+1°

& Podily jednotlivych kategorii oocytii mezi riiznymi oSetienimi (1j. rozdily uvniti* Fadkii) se statisticky

vyznamné nelisily.
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Graf ¢.6.: Vliv aktivatoru PKC, dipalmitoyl-L-alpha-phosphatidylinositol-3,4,5-
triphosphate heptaammonia (DIPALM), na starnuti prasecich oocyti in vitro.

Oocyty byly kultivovany in vitro 48 hodin, nasledné zbaveny kumularnich bunék a
kultivovany dal$i 3 dny v médiu s pfidavkem DIPALM. Celkem bylo v kazdé skupiné 120

oocytd.
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Experiment 4: Vliv aktivatoru PKC, 1-stearoyl-2arachidonoyl-sn-glycerolu

(STEAR), na starnuti prasecich oocyti

Na zaklad¢ piedchozich experimentt jsme usoudili, Ze K potladeni fragmentace u starnoucich
oocytll prasete musi byt aktivovany jak kalcium-dependentni, tak i kalcium-independentni
PKC. Tento ptredpoklad jsme ovéfili experimentem 4, kdy jsme kultivovaly oocyty béhem
starnuti in vitro se 1-stearoyl-2arachidonoyl-sn-glycerolem (STEAR), ktery je, podobné jako
PMA, kalcium-independentnich PKC. STEAR
v koncentraci 100 uM vyrazné potlacil fragmentaci starnoucich oocytd (tabulka ¢.16 a graf

&7).

aktivatorem kalcium-dependentnich 1

Tab. ¢.16: Vliv aktivatoru PKC, 1-stearoyl-2arachidonoyl-sn-glycerolu (STEAR), na
starnuti prasecich oocyti in vitro.
Oocyty byly kultivovany in vitro 48 hodin, nasledné zbaveny kumularnich bunék a

kultivovany dalsi 3 dny v médiu s ptidavkem STEAR. Celkem bylo v kazdé skupiné 120

oocytu.
Morfologicky typ Koncentrace STEAR (uM)
oocytu (%) 0 25 50 100 200
Metafaze 11 26+5* | 26+6% | 39+4® | 71+2° | 70+6"
Aktivované oocyty 44+1% | 3743 | 4245 | 21+3° | 23+4°
Fragmentované oocyty | 27 + 2% 31+4% | 16+ 2’ | g +1° 6+ 4°
Lytické oocyty 3+2° 6 +4° 3+3° | 0+0% | 1+1°

a2¢ Statisticky vyznamné odlisné podily jednotlivych kategorii oocytii mezi riznymi oSetienimi (1j.

rozdily uvnitr radkit) jsou oznaceny riznymi superskripty.
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Graf ¢.7: Vliv aktivatoru PKC, 1-stearoyl-2arachidonoyl-sn-glycerolu (STEAR), na
starnuti prasecich oocyti in vitro.

Oocyty byly kultivovany in vitro 48 hodin, nasledné zbaveny kumularnich bunék a
kultivovany dalsi 3 dny v médiu s pfidavkem STEAR. Celkem bylo v kazdé skupiné 120

oocyta.
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Experiment 5: Vliv kombinace aktivatorii PKC, 1-oleoyl-2-acetyl-sn-glycerolu
(OLE) a

heptaammonia (DIPALM), na starnuti prasecich oocytii

dipalmitoyl-L-alpha-phosphatidylinositol-3,4,5-triphosphate

Pozitivni efekt aktivace jak kalcium-dependentnich tak i kalcium-independentnich PKC
prokézal 1 experiment 5, v kterém byly dozralé oocyty kultivovany po tii dny v kombinaci
aktivatortt OLE a DIPALM. Zatimco jednotlivé ani jeden z aktivatorti v testované koncentraci
fragmentaci starnoucich oocytid nepotlacil, pfi kombinaci obou aktivatori bylo dosazeno

vyznamné redukce fragmentace starnoucich oocytt (tabulka ¢.17 a graf ¢.8).

Tab. €.17.: Vliv kombinace aktivatori PKC, dipalmitoyl-L-alpha-phosphatidylinositol-
3,4,5-triphosphate heptaammonia (DIPALM) a 1-oleoyl-2-acetyl-sn-glycerolu (OLE), na
starnuti prasecich oocyti in vitro.

Oocyty byly kultivovany in vitro 48 hodin, nasledné zbaveny kumularnich bunék a
kultivovany dalsi 3 dny v médiu bez piidavku (0), s 10 uM OLE (OLE), se 100 nM DIPALM
(DIPLALM) a nebo v kombinaci - s 10 uM OLE a 100 nM DIPALM (OLE + DIPALM).
Celkem bylo v kazdé skupiné 120 oocytil.

Typ oSetieni
Morfologicky typ OLE +
oocytu (%) 0 OLE | DIPALM | DIPALM
Metafaze II 26+2* | 22+2* | 33+3% 48 +3°
Aktivované oocyty 44 + 2° 45 + 3° 40 + 3? 45 + 28
Fragmentované oocyty | 27 + 1° 25 + 4° 24 +3° 7+ 3°
Lytické oocyty 3+2° 8+ 3° 3+2° 0+ 0

ap Statisticky vyznamné odlisné podily jednotlivych kategorii oocytic mezi riznymi oSetienimi (1j.

rozdily uvnitr radkit) jsou oznaceny riznymi superskripty.
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Graf ¢€.8.: Vliv kombinace aktivatora PKC, dipalmitoyl-L-alpha-phosphatidylinositol-
3,4,5-triphosphate heptaammonia (DIPALM) a 1-oleoyl-2-acetyl-sn-glycerolu (OLE), na
starnuti prasecich oocyti in vitro.

Oocyty byly kultivovany in vitro 48 hodin, nasledné zbaveny kumularnich buné¢k a
Kultivovany dalsi 3 dny v médiu bez piidavku (0), s 10 uM OLE (OLE), se 100 nM DIPALM
(DIPALM) a nebo v kombinaci - s 10 uM OLE a 100 nM DIPALM (OLE + DIPALM).
Celkem bylo v kazdé skupin€ 120 oocytd.
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Experiment 6: Casny embryondlni vyvoj partenogeneticky aktivovanych

starnoucich oocytii, vystavenych behem starnuti ucinkum aktivatoru PKC

V pokusu 6 jsme hodnotili schopnost partenogenetické aktivace prasecich oocytd starnoucich
pod vlivem PMA a jejich nasledny Casny embryonalni vyvoj. Oocyty, starnouci 1 den pod
vlivem 100 nM PMA byly nasledné¢ oSetfeny kalcium ionoforem a 6-DMAP (Jilek et al.,
2001) a podil partenogeneticky aktivovanych embryi ¢inil 86%. To je podobné podilu

partenogeneticky aktivovanych oocytd, jez byly partenogeneticky aktivovany stejnym
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aktiva¢nim rezimem po 1 dni starnuti bez PMA (93% partenogeneticky aktivovanych), nebo
u oocytt, které byly partenogeneticky aktivovany timto aktivaénim rezimem ihned po 48
hodinach kultivace — bez vystaveni starnuti (87% partenogeneticky aktivovanych).

Pfi testovani ¢asného embryonalniho vyvoje byl u oocytl, které byly aktivovany po 1 dni
starnuti v PMA, pozorovan vyssi podil ryhujicich se embryi nez U oocytli starnouci bez PMA.
Podil oocytil, které se po starnuti 1 den v PMA a nasledné partenogenetické aktivaci vyvinuly
do stadia moruly (10%) nebo blastocysty (12%), byl stejny jako u oocytd, které nebyly béhem
starnuti vystaveny PMA. Podil blastocyst byl nizs§i nez po partenogenetické aktivaci oocytt,
které nebyly vibec vystaveny starnuti a byly partenogeneticky aktivovany na konci

meiotického zrani (tabulka ¢.18 a graf ¢.9).

Tab. &18.: Casny embryonilni vyvoj partenogeneticky aktivovanych stirnoucich
oocyti, vystavenych béhem starnuti u¢inkim aktivatoru PKC.

Oocyty dozralé in vitro byly 24 hodin kultivovany v médiu s 0 nebo 100 nM PMA, potom
partenogeneticky aktivovany umélym oSetienim (5 minut 25 pM kalcium ionoforu a 2 hodiny
2mM 6-DMAP) a nasledné kultivovany 7 dni v kultivatnim médiu NCSU23. Kontrolni
skupina oocytll byla partenogeneticky aktivovana ihned, bez vystaveni procesu starnuti.

V kazdé skupiné bylo 120 oocytii.

TRy @itiient Vyvoj partenogenetickych embryi (%)
Ryhovani Morula Blastocysta

Kontrola 89 + 4° 16 + 4° 29 +2°

Starnuti bez PMA | 55 4 5P 14+ 78 15 + 3°

Starnuti s PMA 82 + 32 10 + 52 12 + 4°

ab Statisticky vyznamné odlisné podily jednotlivych kategorii ve vyvoji partenogenetickych embryi

mezi riiznymi oSetFenimi (1. rozdily uvniti Fadkit) jsou oznaceny riiznymi superskripty.
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Graf &.9.: Casny embryonalni vyvoj partenogeneticky aktivovanych starnoucich oocyti,
vystavenych béhem starnuti u¢inkiim aktivatoru PKC.

Oocyty dozralé in vitro byly 24 hodin kultivovany v médiu s 0 nebo 100 nM PMA, potom
partenogeneticky aktivovany umélym osetienim (5 minut 25 uM kalcium ionoforu a 2 hodiny
2mM 6-DMAP) a nasledné kultivovany 7 dni v kultivaénim médiu NCSU23. Kontrolni
skupina oocytli byla partenogeneticky aktivovana ihned, bez vystaveni procesu starnuti.

V kazdé skuping bylo 120 oocytu.
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V tomto experimentu jsme prokazali, ze aktivace protein kinaz C ma pozitivni vliv na oocyty
prasete starnouci v podminkach in vitro. Aktivace PKC vedla k vyraznému jejich potlaceni
fragmentace. Aktivace PKC dale dovoluje oocytim udrzet si po 24 hodinovém starnuti
schopnost ryhovani po partenogenetické aktivaci umélym stimulem, ale nedokédze zabranit

sniZzeni schopnosti embryondlniho vyvoje do stadia blastocysty.
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6. Dizkuze

Vliv oxidu dusnatého NO na riistovou fazi a zisk meiotické kompetence praseciho
oocytu.

Na zéakladé naSich experimentt s inhibitory NOS a donorem NO miZeme povaZovat za
potvrzenou vyznamnou roli oxidu dusnatého béhem ristové periody a procesu nabyvani
meiotické kompetence u oocytu prasete.

Oba pouzité inhibitory, jak selektivni kompetetivni iINOS inhibitor aminoguanidin, tak i
neselektivni NOS inhibitor L-NAME, blokovaly meiotické zrani jak oocytl s ¢aste¢nou
meiotickou kompetenci, tak i oocyti plné¢ meioticky kompetentnich s ukoncenou riistovou
periodou. Jejich uc¢inek byl reverzibilni. Po aplikaci inhibitort byl narusen rozpad
zarodecného vacku oocytll, coZ ukazuje na nezbytnost NO pro samotny pocatek meiotického
zrani. Pro meiotické zrani oocytl prasete se jevi jako klicova regulace pomoci iNOS izoformy
vzhledem k tomu, Ze po jejim vyblokovani je narusen proces zrani podobné, jako po aplikaci
neselektivnich inhibitori blokujicich vSechny NOS soucasné. Zda se, ze konstitutivni
izoformy NOS nejsou schopny, produkci NO, tuto izoformu nahradit. Divodem mtize byt
casteény efekt iNOS specifického inhibitoru také na eNOS a nNOS izoformu. Nabizi se i
alternativni vysvétleni, ze produkce NO prostrednictvim iNOS je vyrazné vyssi nez produkce
tohoto gasotransmiteru zbyvajicimi izoformami NOS. V rozdilech mezi efektem iNOS a
efekty dalSich izoforem NOS se mize odrazet také odlisna regulace iNOS a konstitutivnich
NOS, napft. v podilu vapenatych kationtl a kalmodulinu na aktivité izoforem téchto enzymu
(Moncada et al., 1991; Lamas et al., 1992; Ignarro et al., 1999).

Blokada NOS u plné¢ kompetentnich oocyt ve stadiu zarodeéného vacku zabranuje oocytim
dosahnout druhé meiotické metafaze a tento vliv inhibitord NOS je patrny také pokud dojde
k zablokovani pln¢ kompetentnich oocytld az ve stadiu prvni meiotické metafaze. Mnohem
ucinnéjsi vSak byla inhibice zrani oocytli aminoguanidinem, pokud byl pfidan k oocytim uz
ve stadiu zarodetného vacku. Oocyty prasete pravdépodobné v dobé piechodu mezi
metafdzemi jiZ nepotiebuji tak velkda mnoZstvi NO jako oocyty ve stadiu zdrode¢ného vacku,
anebo jsou k jeho G¢inkiim mnohem mén¢ vnimavé, ¢i jsou béhem pirechodu mezi metafazemi
regulovany NO vznikajicim z jiné nez indukovatelné izoformy NOS. Blok meiotického zrani
byl pozorovan po inhibici NOS také u oocytl mysi, kde vSak meioticky kompetentni oocyty
prochézeji zpravidla rozpadem zarodecného vacku a jejich meiotické zrani je zablokovéano az

mezi stadii prvni a druhé meiotické metafaze (Bu et al., 2003).
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Pozorované zmény v meiotickém zrani oocytli po aplikaci inhibitord NOS se podobaly tém,
ke kterym podle literatury dochdzi pti kultivaci oocytli ziskanych od zvifat s vyblokovanym
genem pro nékterou z izoforem NOS (Jablonka-Shariff a Olson, 1997; 1998). Inhibitory NOS,
V pouzité davce, nejsou pro oocyty toxické, protoze po reverzi a také kultivaci s neti¢innym
D-konformerem jsou schopny pokra¢ovat v meiotickém zrani. Po 24hodinové reverzi — tedy
kultivaci oocytt s ukoncenym rustem kultivovanych nejprve 48 hodin s inhibitorem a
nasledné¢ 24 hodin vmédiu bez inhibitoru - doSlo kvysokému narGstu podilu
partenogeneticky aktivovanych embryi. Vzhledem k tomu, Ze aminoguanidin patfi mezi
kompetetivni inhibitory, je mozné, ze se b&hem oSetfeni oocyti hromadi NOS enzym,
kterému chybi substrat a po odmyti inhibitoru se za¢ne produkovat NO ve vyssi mife, ktera je
nezbytna pro aktivaci oocytu (Petr et al., 2010). Mechanismus, jakym NO aktivuje oocyty,
neni jasny. NO muzZe ovlivnit mnoho cilovych systémi. Nabizi se naptiklad moZnost, Ze NO
nitrosyluje ryanodinové receptory, které jsou tak aktivovany (Xu et al., 1998). Aktivace
ryanodinovych receptori je schopnd navodit partenogenetickou aktivaci u zralych oocytl
prasete (Petr et al., 2002). Experimenty na oocytech drapatky Xenopus laevis rovnéz
naznacuji, ze aktivace oxidem dusnatym je kalcium-dependentni proces (JeSeta et al., 2012).

V ramci této studie jsme sledovali G€¢inek NO donoru na oocyty S riznym stupném meiotické
kompetence. Z experimentti provedenych na nasem pracovisti bylo znamo, Ze pokud se 2 mM
SNAP piida k oocytim ve druhé meiotické metafazi, dochazi ze 71 % béhem deseti hodin
K jejich partenogenetické aktivaci (Petr et al., 2010). Tato koncentrace donoru byla proto
pouzita jako vychozi pro kultivaci oocytl s ¢astecnou meiotickou kompetenci, tak i plnou
meiotickou kompetenci a dokoncenou ristovou periodou. SNAP je stabilnim analogem
endogennich S-nitrosothiolti a po penetraci do buiky je zné oxid dusnaty uvoliovan
endogennimi enzymy a je tedy zdrojem NO in vivo (Yamamoto a Bing, 2000; Megson, 2000).
Na zéklad¢ vysledki nasi predchozi studie (Petr et al., 2010) se SNAP jevil jako vhodnéjsi
donor NO pro oSetieni praseCich oocytl nezli SNP, ktery uvolituje NO jen na svétle a mtize
také uvoliovat pro oocyty Skodlivé kyanidové ionty (Butler a Glidwell, 1987). Nami pouzita
davka donoru NO 2 — 0,05 mM SNAP vsak narusovala zivotnost zrajicich prasecich oocyta.
Oocyty kultivované s témito koncentracemi NO-donoru SNAP nezraly a pokud byly nasledné
kultivovany po 24 hodin v médiu bez NO-donoru, pak nepokracovaly ve zrani. NO mize
poskodit buiiky fadou mechanismi. Je zndmo, ze vysoka mnozstvi NO vedou v somatickych
bunkach ke vzniku toxickych reakénich produkti (Messmer et al., 1995). V nékterych typech
bun¢k NO vyvolava apoptozu a posSkozeni DNA (Albina et al., 1993). K ¢emuz dochazi
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pravdépodobné také v pfipadé oocytu prasete. Inhibice meiotického zrani vysokymi
koncentracemi NO, dodanymi SNP donorem, byla pozorovana také u oocytli mysi, zatimco
nizké koncentrace NO donoru u téchto oocytd zrani stimulovaly (Jablonka-Shariff a Olson,
1998; Sengoku et al., 2001; Bu et al., 2004; Huo et al., 2005; Tao et al., 2004; 2005).

V nasi studii jsme zjistili, ze v pfipad¢ oocytu prasete nedokdze NO donor v nizké koncentraci
ovlivnit meiotickou kompetenci oocytl, protoze oocyty s ¢astecnou meiotickou kompetenci
nebyly v pfitomnosti donoru NO schopny prolomit blok metafaze 1. Spontanni blok
v metafazi I u netplné meioticky kompetentnich oocyt prasete kultivovanych in vitro sdili
nckteré¢ charakteristiky se spontdnnim meiotickym blokem v metafazi II u meioticky plné
kompetentnich oocytl. Néktera oSetfeni, ktera jsou ucinna pii partenogenetické aktivaci
oocytd v metafazi Il, se vnasich pfedchozich studiich ukdzala jako u¢innd pro indukci
vystupu z bloku v metafazi I u meioticky ¢aste¢né kompetentnich oocytti (Sedmikova et al.,
2003). To se ale v piipadé NO nepotvrdilo. I kdyz je SNAP v 1 mM koncentraci s to aktivovat
oocyty prasete po jejich oSetfeni ve druhé meiotické metafazi z 68% (Petr et al., 2010), pro
oocyty s ¢asteCnou meiotickou kompetenci, jejichz zrani bylo béhem kultivace in vitro
spontann¢ blokovano v metafazi I, je stejnd koncentrace donoru toxicka. Zda se, Ze oocyty
jsou béhem ristové faze k plisobeni NO mnohem citlivgjsi nezli oocyty s ukonéenym riistem
zablokované spontdnné ve stadiu druhé meiotické metafdze. Nelze vyloucit ani moZnost, ze
intarcelularni hladiny NO jsou v rostoucich oocytech vyssi a prostfednictvim aktivnich NOS
je produkovano velké mnozstvi endogenniho NO a exogenné dodany NO z NO-donoru pak
pisobi na oocyty toxicky podobné, jako je tomu u nékterych somatickych bun¢k (Albina et
al., 1993; Boje a Arora, 1992; Radons et al., 1994).

O specificité u¢inku inhibitort NOS na zrani meioticky neuplné kompetentnich i meioticky
plné¢ kompetentnich oocytii prasete v nasi studii svédci fakt, Ze efekt téchto inhibitord lze
alesponl Castené zvratit exogenné podanym NO prostfednictvim NO-donoru. Po podani
donoru vétsina oocyti prodéla GVBD, ale jejich zrani v drtivé vétSiné nepokracuje za stadium
prvni meiotické metafaze. Do stddia druhé metafaze dospélo malé procento oocyti.

Nase experimenty potvrdily zapojeni NO do regulace zrani prasecich oocytl jak bc¢hem
rustové faze a zisku meiotické kompetence, tak i u oocytli s ukoncenym ristem a plnou
meiotickou kompetenci. Mechanismus, jakym NO plsobi na meiotické zrani sav€ich oocytl
in vitro, neni zcela jasny. NO se v bunkach vaze na hemovou skupinu rozpustné guanylat
cyklazy (sGC) a tak zvySuje produkci cyklického cGMP. ¢cGMP snizuje hladinu cAMP a

ovliviiuje meiotické zrani aktivaci cAMP-fosfodiesterazy (Hofmann et al., 2000). Na druhé
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stran¢ existuji velice presvédCivé dikazy, ze NO miize vyvolavat fadu biologickych efekt
mimo cGMP signalni kaskadu, naptiklad vazbou na hemovou skupinu jinych proteinii nez
c¢GMP nebo nitrosylaci fady proteint typu Ras, ktery je soucasti MAPK drahy v oocytu, ¢i
tyrosinu (Moretto et al., 1993; Rettori et al., 1993).

Jasné neni ani to, zda a nakolik se 1liS§i mechanismus pusobeni NO u meioticky netplné
kompetentnich a meioticky pIn¢ kompetentnich oocyti. Oocyty obou kategorii na jedné strané
sice sdileji nckteré regulacni mechanismy, ale na druhé strané se v jinych regulacnich
mechanizmech vyznamné 1i§i. K vyznamnym odliSnostem mezi meioticky netplné
kompetentnimi a plné kompetentnimi sav¢éimi oocyty patii obsah cyklinu B, ¢dc25C a wee 1,
& schopnost aktivovat InsP3/ Ca?* systém (Murray a Kirschner, 1989; Hampl a Eppig, 1995;
Soboloff et al., 1995; Shinohara et al., 2000).

Partenogeneticka aktivace oocyti oxidem dusnatym a vliv cykloheximidu a 6-dimetyl
aminopurinu na tuto aktivaci.

V nasi studii jsme prokazali, ze doplnéni pulsa¢niho oSetieni prasecich oocytli donorem oxidu
dusnatého o kultivaci s inhibitorem protein kindz 6-dimetyl aminopurinem (6-DMAP) a
inhibitorem protein syntézy cykloheximidem zvySuje podil partenogeneticky aktivovanych
oocytll. Na druhé stran¢ se ale nepotvrdila nase hypotéza, podle které by mohlo oSetieni
cykloheximidem nebo 6-DMAP zvysit podil délicich se embryi a zvysit podil embryi, ktera se
vyvijeji az do stadia blastocysty.

Ve studii se potvrdila nase ptfedchozi zjiSténi, ktera prokéazala, Ze pulsacni reZim oSetfeni
donorem oxidu dusnatého je pii partenogenetické aktivaci oocytti u¢innéjsi nez kontinualni
oSetfeni se stejnou délkou expozice oocyti donoru oxidu dusnatého (Petr et al., 2010).
Kontinualni oSetfeni nevede k vyvoji za stadium 4 buné¢k (Petr et al., 2005). Potvrdilo se vSak
zjisténi, Ze po pulsacnim oSetfeni oxidem dusnatym se zvysi podil délicich se embryi, embrya
pokracuji ve vyvoji za stadium 4-bunék a nékterd jsou schopna dosahnout stadia moruly a
blastocysty (Petr et al., 2010).

Pti partenogenetické aktivaci sav€ich oocyti oxidem dusnatym je zfejmé& rozhodujici
ovlivnéni vnitrobunécného signalingu vapnikovych iontli, na ¢emz se podili aktivace cGMP-
dependentnich signalnich kaskad (Kuo et al., 2000; Petr et al., 2005a,b; 2006, 2007a; Jeseta et
al., 2012). Tyto vlivy na vapnikovy signaling mohou imitovat intracelularni pulsaci hladin
volnych vapnikovych iontl, které vyvolavd po oplozeni spermii aktivita zeta izotypu

fosfolipazy C (Jones et al., 1998; Parrington et al., 2002; Fujimoto et al., 2004; Konig et al.,
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2006). Tyto efekty jsou patrné uz pii kontinudlnim oSetfeni donorem oxidu dusnatého, které
ma pomérné nizkou ucinnost (Petr et al., 2005b). Na druhé strané ale naSe pifedchozi
experimenty (Petr et al, 2007b) naznacuji, ze partenogenetickd aktivace oxidem dusnatym
nespousti vSechny signalni kaskady, jejichz aktivita je nezbytna pro aktivaci kalcium-
dependentnimi umélymi stimuly. Naptiklad partenogeneticka aktivace praseCich oocyti
kalcium ionoforem vyZzaduje aktivni protein kinazu C izotypu delta, ale partenogeneticka
aktivace prasecich oocytli oxidem dusnatym je na tomto izotypu protein kindzy C nezavisla.
Pulsaéni oSetieni donorem oxidu dusnatého je vyrazné G¢innéjsi nez kontinualni oSetieni.
Mechanismus pozitivniho efektu pulsacniho oSetfeni donorem NO vSak neni zcela jasny.
Nelze vyloucit piimy efekt NO na partenogenetickou aktivaci. Pro vystup z metafaze Il a
aktivaci oocytu je nezbytny pokles aktivity mitogen activated protein (MAP) kinaz a pokles
aktivity komplexu cyclin B-cdc2 (Dekel, 2005). Oxid dusnaty ptimo ovliviiuje aktivitu
cyklint a cyklin-dependentnich kinaz u mitotickych bunék (Guo et al., 1998) a ma ptimy vliv
i na aktivitu MAP kindzy u sav¢ich oocyti (Huo et al., 2005). JeSeta et al. (2012) ale
prokazali, ze pii aktivaci oocytu drapatky Xenopus laevis ucinky NO-donoru dochazi
k inaktivaci MAP kinaz, ale komplex cyclin B-cdc2 zastava i nadale aktivni.

S ohledem na fakt, Ze za primarni signal pro vystup z metafdze II a aktivaci savciho oocytu
jsou obecné povazovany vapnikové ionty (Yanagimachi, 1988; Hyslop et al., 2001; Leckie et
al.,, 2003) se muzeme domnivat, Ze pulsacni oSetfeni praseCich oocyti donorem oxidu
dusnatého méni vyznamnym zpiisobem intraceluldrni signaling vapnikovych iontl a to vede
K lepsi aktivaci oocytu. Propojeni NO-dependentnich a Ca-dependentnich signalnich drah pii
aktivaci oocytti drapatky Xenopus laevis NO-donorem prokazali JeSeta et al. (2012), ale
mechanismus, jakym NO ovliviiuje vapnikovy signaling zastal i v jejich studii blize
neidentifikovan. Pro Gi¢inek NO na vapnikovy intraceluldrni signaling se nabizi vice moZnosti.
Vapnikové ionty napiiklad aktivuji kalmodulin, ktery je aktivatorem NOS. Zaroven
kalmodulin aktivuje kalmodulin-dependentni kinazu II, ktera se podili vyznamné na aktivaci
oocytl (Lorca et al., 1993) a zprostfedkovava efekty pulsacniho signalingu vapnikovych ionti
na jeho cilové systémy (Dupont a Goldbeter, 1998).

Obecné plati, Ze kombinace aktivacnich stimulll (etanol, kalcium ionofor, elektrické pulsy)
s cykloheximidem nebo 6-DMAP vede k vyssimu podilu aktivovanych oocytil i vySSimu
podilu embryi, ktera dosahnou stadia blastocysty (Pressice a Yang 1994; Nussbaum a Prather
1995; Petr et al., 1996; Jilek et al., 2000; Jilek et al., 2001). Davod, pro¢ se V nasi studii

projevil pii partenogenetické aktivaci donorem oxidu dusnatého efekt obou inhibitort jen
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zvySenim podilu aktivovanych oocytl, ale nikoli vys$si podilem embryi vyvijejicich se do
stadia blastocysty, neni jasny.

Pozitivni ucinek cykloheximidu na partenogenetickou aktivaci sav€ich oocyti umélym
stimulem je obvykle spojovan s prerusenim syntézy proteinti s kratkym biologickym
polo¢asem aktivity, které se podileji na stabilizaci druhého meiotického bloku v oocytu, ktery
dozral do stadia metafaze I1 (Pressice a Yang 1994).

Pozitivni efekt 6-DMAP na partenogenetickou aktivaci sav¢ich oocytli umélym stimulem ma
ziejmeé komplexné€jsi pozadi. Na jedné strané je efekt pficitan inhibici kinaz, které jsou
zodpovédné za udrzovani oocytu dozralého do metafaze II v druhém meiotickém bloku
(Collas et al., 1993; Pressice a Yang, 1994; Soloy et al., 1997; Swann a Lai, 1997). Na druhé
stran¢ vSak Im et al. (2007) prokazali, ze 6-DMAP siln¢ ovliviiuje i vapnikovy signaling
aktivovanych oocytl prasete. V nasi studii jsme neméfili de novo syntézu proteint,
intracelularni koncentrace volnych vapnikovych iontd, ani jsme nestanovili aktivitu kinaz
zodpovédnych za udrzeni druhého meiotick¢ého bloku v oocytech dozralych do stadia
metafaze II. Proto mizeme jen spekulovat, ktery z téchto mechanismii a nakolik se mohl na
pozitivnim efektu 6-DMAP na aktivaci prasecich oocytll pulsaénim oSetfenim donorem oxidu
dusnatého podilet.

Zklamanim byl velmi nizky vyvoj embryi do stadia blastocysty u oocyti partenogeneticky
aktivovanych pulsa¢nim oSetfenim donorem oxidu dusnatého v kombinaci s cykloheximidem
nebo 6-DMAP. Pfi¢ina neni jasna.

Vyvojovou schopnost embryi vyznamnou meérou urcuje intracelularni signaling volnych
vapnikovych iontl, ktery mize byt dostate¢ny pro aktivaci, ale nemusi stait pro navozeni
vSech procesu dulezitych pro vyvoj embrya, reaktivaci embryonalniho genomu a vyvoje
embrya a plodu az do porodu (Malcuit et al., 2006b; Morozumi et al., 2006; Ozil et al., 2006;
Rogers et al., 2006). Je mozné, Ze ani pulsacni osetfeni donorem oxidu dusnatého nenavodi
vzor vapnikového signalingu nezbytny pro zdarny prabéh pokrocilejsich vyvojovych stadii.
Také nelze vyloucit, Ze 1 pulsaéni oSetfeni donorem oxidu dusnatého ma na oocyty negativni
efekt, ktery se projevi v priibéhu embryondlniho vyvoje napt. béhem procesti kompaktace
moruly nebo diferenciace embryonalnich bun¢k na embryoblast a trofoblast. Oxid dusnaty ma
vliv na expresi mnoha genti v riiznych typech bun¢k (Sparkman et al., 2004; Garban et al.,
2005; Campbell et al., 2007) a je sto negativné poznamenat aktivitu fady dulezitych
biologicky aktivnich molekul, naptiklad ménit aktivitu proteinti jejich pfimou nitrosylaci (Xu

et al., 1998). Nadmérné mnozstvi oxidu dusnatého je s to narusit ¢i zablokovat embryonalni
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vyvoj (Athanassakis et al., 2000; Tranguch et al., 2003; Kim et al., 2006). Oxid dusnaty miize
Vv zavislosti na okolnostech sehravat roli jak antiapoptotického tak i proapoptotického faktoru
(Stefanelli et al., 1999). Vysledky Novotné et al. (2010) vsak prokazaly, ze praseci oocyty
vystavené pulsacnimu oSetfeni donorem oxidu dusnatého, maji vyrazné redukovany piiznaky
apoptozy nejen ve srovnani s kontinualnim oSetfenim donorem oxidu dusnatého, ale
prekvapivé 1 ve srovnani s oocyty partenogeneticky aktivovanymi kalcium ionoforem. To
dokazuje, ze alespoii co do udrzeni integrity DNA je pulsacni osetieni oocytli donorem oxidu

dusnatého velmi Setrné.

Vliv PKC na starnuti prasecich oocytu in vitro

V nasi studii jsme prokazali, Ze aktivace protein kinaz C ma pozitivni vliv na oocyty prasete
starnouci v podminkach in vitro. Doslo k vyraznému potlaceni fragmentace. Tento efekt byl
patrny, jen kdyz byly pouzity aktivatory PMA a STEAR, které aktivuji jak kalcium-
dependentni, tak i kalcium-independentni PKC. Podobného efektu se podaiilo dosdhnout také
kombinovanym osetfenim oocytii specifickym aktivatorem kalcium-dependentnich PKC OLE
s aktivatorem kalcium- independentnich PKC DIPALM. Efekt Ize ptipsat soucasné aktivaci
obou typli PKC vzhledem k tomu, ze samotny aktivator OLE nebo DIPALM byl v pouzité
koncentraci neti¢éinny a na fragmentaci prasecich oocyti starnoucich in vitro nem¢l vyznamny
vliv.

Postovulacni starnuti savéich oocytt, které dozraly do metafaze II, je komplexni proces a
predstavuje alternativni drahu k oplozeni a vyvoji embrya (Fissore et al., 2002). Starnouci
oocyty maji defektni mitochondrie (Liu et al., 2000; Perez et al., 2000; Wilding et al., 2001),
maji pozménou rovnovahu pro-apoptotickych a anti-apoptotickych faktorti, napt. proteini
Bcl-2 rodiny gent (Perez et al., 1999; Morita et al., 1999), lze u nich pozorovat zmény
v cytoskeletu (Webb et al., 1986), redukci v aktivit¢ MPF (Kikuchi et al., 1995; 2000) a
kromé dalSich zmén, maji naruSeny signaling vapnikovych ionti (Takahashi et al., 2000).
Soucasti vapnikového signalingu v oocytech jsou i PKC (Tatone et al., 2003). Nicmén¢ PKC
se vyznamn¢ podileji i na regulaci funkce mitochondrii (Ruvolo et al., 1998; Baines et al.,
2003), na funkcich cytoskeletu (Keenan a Kelleher 1998; Ma et al., 2008) a maji vliv na MPF
v sav¢ich oocytech (Collona et al., 1997; Yu et al., 2004). Pro pozorovany efekt aktivatorii
PKC se tedy nabizi mnoho cilovych struktur a nase pokusy nebyly uspotfadany tak, aby

adresovaly odpovéd’ na tuto otazku.
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Starnuti po dobu 24 hodin nemélo v naSich kultivacnich podminkach vliv na uspéSnost
partenogenetické aktivace oocytli po oSetfeni kalcium ionoforem v kombinaci s 6 DMAP.
Tato uspésnost nebyla vyrazné ovlivnéna, ani kdyz byly oocyty vystaveny starnuti 24 hodin
Vv ptitomnosti aktivatord PKC. Partenogeneticka aktivace po standardnim aktiva¢nim oSetfeni
kalcium ionoforem a DMAP (Jilek et al., 2001) u oocytu starnoucich in vitro pod vlivem
PMA, méla podobnou uc¢innost jako partenogeneticka aktivace oocytd starnoucich bez PMA.
Podil partenogeneticky aktivovanych oocyti u skupiny oocyti starnoucich 24 hodin s PMA
byl srovnatelny s kontrolni skupinou, ktera byla partenogeneticky aktivovana bezprostfedné
po dokonceni meiotického zrani.

KdyZ budeme na starnuti nazirat jako na alternativni drdhu k oplozeni a vyvoji embrya, pak
musime konstatovat, ze ani podil jednotlivych izotypti PKC na regulaci aktivace oocytu pfi
oplozeni nebo pfi partenogenezi neni zatim do detailu prozkoumén. Néktefi autofi déavaji
procesy aktivace do souvislosti s Ca?* dependentnimi izotypy PKC (¢cPKC). Luria et al.(2000)
prokazali v oocytech mysi aktivaci PKC-a a PKC-; v mySim oocytu po oplozeni. Raz et al.
(1998) prokazali relokalizaci cPKC isotypti PKC-o a - pii aktivaci potkanich oocytt. Fan et
al. (2002b) pozorovali ve zralém prase¢im oocytu PKC-a, ;¥ & po oplozeni nebo
partenogenetické stimulaci téchto oocytu kalcium ionoforem A23187 popisuji translokaci
téchto cPKC uvnitf oocytu.

Jini autofi p¥ipisuji hlavni roli pfi zréni a aktivaci oocyti Ca®* independentnim izotypiim PKC
(nPKC). Gangeswaran a Jones (1997) povazuji pravé nPKC isotyp PKC-d a aPKC isotyp
PKC-A za dominantni isotypy PKC pfitomné v oocytech mysi. Podil PKC-8 na aktivaci
mySich oocytli po oplozeni 1 partenogenezi prokazali Viveiros et al. (2003) a Tatone et al.
(2003). Vyznam PKC-6 pfi partenogenetické aktivaci prasecich oocytl prokazali Sedmikova
et al. (2006). O vyznamu aktivace nPKC pro vystup z meiotické metafaze sv€d¢i 1 zjisténi, Ze
PKC-6 reguluje u mysich oocytt také vystup z metafdze I a pfechod do metafaze II (Viveiros
etal., 2001).

I kdyZ jsou role riznych izotypi PKC pii plnohodnotné aktivaci sav€iho oocytu ziejmé
nezastupitelné, jejich role se li§i v zavislosti na druhu. U mySich oocyti dokdze samotny
aktivator kalcium-independetnich PKC aktivovat dozralé oocyty (Tatone et al., 2003). Oocyty
prasete nelze prostfednictvim samotnych PKC aktivovat (Sun et al., 1997; Fan et al., 2002a).
To odpovida i naSim vysledkim, protoze po oSetieni starnoucich oocyti PMA, jez je
aktivatorem jak kalcium.dependentnich, tak i kalcium-independentnich PKC, nebyla prvni

den starnuti pozorovana aktivace oocytll a ndstup spontanni aktivace byl jest¢ druhy den
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prikazné niz$i nez u oocyti starnoucich v médiu bez PMA. Teprve tieti den starnuti je
u oocytll kultivovanych s PMA podil aktivovanych oocytl srovnatelny s kontrolnimi oocyty
starnoucimi po tfi dny bez PMA. Vzhledem k tomu, ze aktivace, dekondenzace chromatinu a
tvorba prvojadra u starnoucich oocytl zavisi na poklesu aktivity MPF a MAP kindzy (Kikuchi
et al., 1995; 2000), mizeme spekulovat, ze aktivace PKC pomoci PMA plisobi alespon
docasné (prvni dva dny) proti tomuto poklesu aktivity MPF a MAP.

V nasich experimentech se potvrdilo, ze starnouci oocyty maji ve srovnani s oocyty, jez prave
dokoncily meiotické zrani, snizenou vyvojovou schopnost. Aktivace PKC béhem starnuti
oocyti nedokdze tomuto sniZzeni vyvojové schopnosti zabranit.

Skute¢nost, ze schopnost partenogenetické aktivace oocyti nebyla vyrazné ovlivnéna, ani
kdyz byly oocyty vystaveny starnuti 24 hodin v pfitomnosti aktivatort PKC, naznacuje, ze
PMA nenaruSuje bezprostiedné zivotaschopnost nebo schopnost oocytu vystoupit z metafaze
IT a zah4jit déleni embrya. Tento nazor je podpofen faktem, Ze podil oocytl starnoucich pod
vlivem PMA, které se po aktivatnim oSetfeni déli, je srovnatelny s podilem délicich se
oocytd, jez byly aktivovany bezprostiedné po dokonceni meiotického zrani. Podil dé€licich se
oocytd, které byly partenogeneticky aktivovany po jednom dni starnuti bez PMA, byl
prikazné niz§i. U mySich oocytl bylo prokazano, ze aktivace PKC ma na déleni ranych
embryi nepfiznivy vliv (Pouyemirou a Schultz, 1987; Winkel et al., 1990; Pauken a Capco,
2000).

U prasecich oocytli jsme v naSich experimentech pozorovali po umélém aktiva¢nim stimulu
prikazné snizeny vyvoj u oocytil starnoucich s PMA az ve vysSich vyvojovych stadiich
blastocysty. Je znamo, ze PKC se podili vedle vystupu z metafaze Il po partenogenetické
aktivaci ¢i po oplozeni i na kompaktaci moruly (Winkel et al., 1990). Je otazka, zda pokles
podilu blastocyst u oocytli starnoucich v PMA souvisi s aktivaci PKC béhem starnuti.
Vzhledem k tomu, Ze stejny podil blastocyst byl pozorovan i u oocytt, vystavenych starnuti
24 hodin bez PMA muzeme piedpokladat, ze nejde o specificky efekt aktivatoru PKC.

Na zaklad¢ nasich vysledkii mizeme ucinit zavér, ze aktivace PKC potlacuje nékteré projevy
starnuti prasecich oocytu in vitro, predevsim pak jejich fragmentaci. Tento efekt je patrny jen
po simultanni aktivaci jak kalcium-dependentnich, tak i kalcium-independentnich PKC.
Aktivace PKC dovoluje oocytim udrzet si po 24 hodinovém starnuti schopnost déleni po
partenogenetické aktivaci umélym stimulem, ale nedokéze zabranit snizeni schopnosti vyvoje

do blastocysty.
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7. Zaveér

Dostatek kvalitnich oocyti je zakladnim pfedpokladem pro praktické vyuzivani
reproduk¢nich biotechnologii v humanni i1 veterindrni mediciné, v chovu a Slechténi
hospodatskych zvifat. Z populace oocyti, pfitomnych v ovariu samic savci, se nabizeji
jednak oocyty ve fazi ristu, které maji meiotickou kompetenci vyvinutou na riizné urovni a
podstatné méné¢ pocetnd populace oocytl s ukonfenym ristem a plnou meiotickou
kompetenci.

Nase studie (Tichovska et al., 2011), ktera se zabyva vlivem donortt NO a inhibitortt NOS na
meiotické zrani oocyti s riznou urovni meiotické kompetence napomohla k charakteristice
populace rostoucich oocytti. Dikladna charakterizace a odhaleni vyznamnych rozdild, jimiz
se 1isi meioticky plné kompetentni oocyty od oocytl s netplnou meiotickou kompetenci, je
dalezitym predpokladem pro praktické vyuziti populace rostoucich oocytl pro potieby
reprodukénich biotechnologii. Proces postupného zisku meiotické kompetence béhem ristu
savéiho oocytu zlstavd poznan jen nedokonale. NaSe studie pfispéla k poznani role
gasotransmiteru NO pro zisk meiotické kompetence.

V této studii byl pozorovan bezesporu zajimavy fenomén, kdy po reverzi t¢inku inhibitori
NOS kultivaci v médiu bez inhibitoru dochazi k rychlé kompletaci meiotického zrani bez
druhého meiotického bloku a nasledné k vyvoji partenogenetickych embryi. Kvalita téchto
embryi a jejich potencidl pro vyuZiti v reprodukcnich biotechnologiich (napf. pro tvorbu
partenogenetickych linii embryondlnich kmenovych bun€k nebo pro vyuziti ke klonovani
metodou agregace embryi a embryondlnich kmenovych buné€k) by si jist¢ zaslouZily
pozornost pii dalSim vyzkumu.

Tento aspekt studie zamétené pirednostné na meioticky netplné kompetentni oocyty prasete
jen podtrhl potencialni vyznam gasotransmiteru NO pro regulaci vystupu oocytu z druhého
meiotického bloku v metafazi 11 meiotického dé€leni a pro partenogenetickou aktivaci oocytu.
Tato problematika byla pfedmétem druhé studie zahrnuté do této disertace (Krejcova et al.,
2009). V této studii jsme se snazili o optimalizaci aktiva¢niho protokolu vyuzivajiciho
gasotransmiter NO jako hlavni aktiva¢ni stimul.

Zda se, ze NO hral pivodné v aktivaci oocyti pomérné vyznamnou roli, jak dokazuji prvni
prace prokazujici klicovou roli NO v aktivaci oocytli bezobratlych zivocicht (Kuo et al.,
2000) V pozdéjsi studii kolektivu KVD byl poprvé prokazan aktiva¢ni t¢inek NO u sav¢ich

oocytll. Ve srovnani s bezobratlymi je ale ti€¢inek NO na sav¢i oocyty podstatné slabsi a
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mnohé procesy dilezité pro vyvoj budouciho jedince (napt. exocytdéza kortikalnich granul
jako soucast polyspermniho bloku) jsou po aktivaci savéiho oocytu u¢inky NO oslabeny nebo
absentuji.

Z tohoto hlediska se ukazala velmi piinosna studie (JeSeta et al., 2012), kterou provedli
Clenové tymu z KVD ve spolupraci s tymem profesora Bodarta na université v Lille na
modelu oocytl drapatky africké. Efekty NO na aktivaci oocytd drapatky jsou v fadé ohleda
intermediarni s ohledem na situaci popsanou u bezobratlych na stran¢ jedné a savcl na strané
druhé. Mizeme se proto domnivat, ze evolucné ztracel gasotransmiter NO jako latka
podilejici se na aktivaci oocytu na vyznamu a u savcu hraje spiSe vedlejsi roli. Tomu
odpovida 1 vysledek nasi studie, kde jsme se pokusili efektivitu aktivaéniho protokolu
zalozeného na pulsaénim podavani donoru NO zvysit kombinaci s kratkodobou kultivaci
s inhibitorem protein syntézy cykloheximidem nebo inhibitorem protein kinaz 6-dimetyl
aminopurinem. Bylo dosazeno jen dil¢ich Gspéchi, napt. zvyseni podilu aktivovanych oocytt,
ale nebyla zvySena vyvojova kompetence oocytii a pfedimplantacni embryonalni vyvoj in
vitro byl neuspokojivy.

Zda se, ze aktivace sav€ich oocytli gasotransmiterem NO nardzi na evoluéné dané limity.
U savcil jde zfejm¢ do zna¢né miry o rudimentarni signalni drahu, kterd je 1 nadale zajimava
z teoretického hlediska. Praktickému vyuZiti manipulace s procesy na této NO-dependentni
signalni draze se ale zatim stavi do cesty tézko piekonatelné prekazky. Z tohoto divodu
vidime v nejbliz§i budoucnosti jako problematické tfeba 1 vyuZiti patentl, které ndm byly na
aktivaci sav¢ich oocytl gasotransmiterem NO udéleny.

Nejasné zustava, nakolik navozuje gasotransmiter NO u oocytti dozralych do metafaze 11
procesy, zahrnuté do aktivace a nakolik navozuje procesy, které jsou soucasti postovula¢niho
starnuti oocytu. Procesy aktivace a postovulac¢niho starnuti zcela jisté sdileji alespoil v prvnich
hodinach celou fadu sty¢nych bodt. Situace je ale i v tomto piipad€ notn€ neptehlednd a
poznani obou procesti — a 0 postovula¢nim starnuti to plati zvlaste¢ — je netplné. 1 proto jsme
se ve tieti studii (Petr et al., 2011) zaméfili na postovulacni starnuti prasecich oocytl a roli,
jez pfi ném sehravaji protein kinazy C.

Vyzkum postovulacniho starnuti oocyti na modelu praseciho oocytu se jevi jako perspektivni.
Ptipadné starnuti oocytli ma vyznamny dopad na efektivitu fady reprodukénich biotechnik,
jako je IVF nebo klonovani pfenosem jader somatickych bunék do enukleovaného oocytu.
MozZnosti zbrzdéni spontanniho postovulaéniho starnuti by proto mohlo najit potencidlni

uplatnéni ptedev§im v reprodukénich biotechnologiich u hospodaiskych zvirat. Humanni
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asistovand reprodukce je pifi  vyuzivani podobnych postupii obvykle podstatné
konzervativngjsi a opatrnéjsi.

Vsechny tii studie jasné ukézaly, kam je mozné zamétit dalsi vyzkum, pokud na jeho
provadéni bude dostatek finan¢nich prostiedki. Teoreticky vyzkum v oblasti regulace zisku
meiotické kompetence a regulace postovulacniho starnuti ma evidentné potencial vyustit i
v prakticky vyuzitelné poznatky. U vyzkumu role gasotransmiteru NO pro aktivaci oocytl je

vvvvvv

orientovany vyzkum piijemné piekvapeni v podobé¢ prakticky vyuzitelnych poznatk.
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9. Seznam pouzitych zkratek

AG - aminoguanidin

APC/C - APC - komplex podporujici anafazi (anaphase-promoting complex)
ATP — adenosintrifosfat

CaMKII — kalcium/kalmodulin dependentni kindza I1

CAMP — cyklicky adenosin monofosfat

cdc20 — cell division cycle 20

CG - kortikalni granula

CGMP — cyklicky guanosin monofosfat

CL — corpus luteum

CSF — cytostaticky faktor

DAG - diacylglycerol

DIPALM - dipalmitoyl-L-alpha-phosphatidylinositol-3,4,5-triphosphate heptaammonium
DMSO - dimetylsulfoxid

eNOS — endotelova izoforma syntdzy oxidu dusnatého

GV - zarodecny vacek (germinal vesicle)

GVBD - rozpad zarode¢ného vacku (germinal vesicle breakdown)
CHX - cykloheximid

INOS — indukovatelna izoforma syntazy oxidu dusnatého

IP3 — inositol 1,4,5-trifosfat

LD- pozdni diakeneze

L-NAME - L- o nitro-L-arginin methyl ester

MAD?2 - mitotic arrest deficient protein 2

MAPK - protein kinaza aktivujici mitogen (mitogen-activated protein kinase)
MI — metaféze I

MII — metafaze 11

MPF - faktor podporujici metafazi (metaphase promoting factor)
MTOC — mikrotubuly organizujici centrum

NNOS — neuronova izoforma syntazy oxidu dusnatého

NOS — syntdza oxidu dusnatého

NO — oxid dusnaty

OLE - 1-oleoyl-2-acetyl-sn-glycerol
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PIP2 — 4,5-bisfosfat

PKA — protein kindza A

PKC — protein kindza C

PLC — fosfolipaza C

PMA - forbol 12-myristyl 13-acetat

RyR - ryanodinové receptory

SNAP - S-nitroso-N-acetylpenicillamin
STEAR - 1-stearoyl-2arachidonoyl-sn-glycerol
ZP — zona pellucida

6-DMAP — 6-dimetyl aminopurin
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