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Autorsky referdt

V soucasné dob& probihd intenzivni rozvoj novych reprodukénich biotechnologii. Jejich
efektivita je vSak zatim nizka, ptedevsim diky pomérné omezenym znalostem biologickych a
biochemickych mechanismi v oocytech béhem jejich oogeneze, ptedevsim v prubchu
meiotického zrani.

Pokud chceme tuc¢innost biotechnologii zvysit, je tfeba dikladného prostudovani
mechanizmi, které reguluji oogenezi. Jednou z molekul, kterd miize vyznamné zasahovat do
regulacnich pochodi v oocytech je molekula s kratkym polo¢asem rozpadu, oxid dusnaty (NO).

Oxid dusnaty hraje roli mediatoru, ktery aktivuje cGMP — dependentni signélni kaskadu.
Za produkci NO je zodpovédny enzym NO — syntdza, jeZ se vyskytuje ve tfech izoforméach:
nervovd NOS (nNOS), indukovatelnd NOS (iNOS) a endotelidlni NOS (eNOS). NO ovliviiuje
fadu fyziologickych déju, jako je napft. relaxace hladkosvalovych bunék nebo produkce GnRH
(gonadotropin-realease hormones). Je velmi pravdépodobné, Ze se také podili na meiotickém
zrani oocyta.

Tato diplomova prace se zabyva G¢inkem oxidu dusnatého na meiotické zrani prasecich
oocytll. Oocyty prasete byly vybrany z toho diivodu, ze prase je krom¢ velkého hospodarského
vyznamu také vhodnym biomedicinskym modelem.

Utinek NO na meiotické zrani oocytii prasete byl sledovan na zakladé farmakologické
inhibice producentti NO, enzymli NOS za pouziti dvou komeréné dostupnych inhibitort, kviili
rozliSeni ucinkii obou hlavnich izoforem NOS byly pouzity iNOS specificky inhibitor
aminoguanidin (AG) a nespecificky inhibitor L-NAME (N® — nitro — L - arginin metyl ester),
ktery inhibuje katalytickou ¢innost vSech tfech izoforem NOS s nejvyssi specifitou k eNOS. Po
48 hodinovém oSefeni oocytli NOS inhibitory aminoguanidinem a L-NAME v koncentraci od 5
do 10 mM bylo naruseno meiotické zrani oocytti. Niz§i koncentrace inhibitor zrani
neovlivilovaly. Efekt inhibitoru byl zavisly na davce. U experimentu s AG po 24 hodinové
reverzi oocytll v ¢istém médiu doslo k vysokému narastu podilu partenogeneticky aktivovanych
embryi. Po 48 hodinové kultivaci oocyti s 0,05 — 2 mM NO donoru SNAP doslo ke snizeni
poctu oocytil ve stddiu prvni a druhé meiotické metafaze. Pouzita koncentrace oxidu dusnatého
byla pro oocyty toxicka a narusila jejich Zivotnost. Je otazkou jakym mechanizmem oxid dusnaty
v oocytech plisobi. Koncentraci jsme proto snizili na 0,5 mM a poté na 0,25, 0,1 a 0,05 mM. 0,01
mM SNAP jiZ inhibi¢ni u¢inek na oocyty nemélo. Oocyty s ukoncenym ristem kultivované 48

hodin v médiu s NO donorem v této koncentraci zraly z 91% do druhé meiotické metaféaze.



Déle byla pouzita efektivni koncentrace 5 mM aminoguanidinu a bylo sledovano, zda
SNAP v koncentraci 0,03, 0,05 a 0,1 mM dokaze zvratit inhibi¢ni uc¢inek tohoto iNOS
specifického inhibitoru. Jako nejicinnéjsi se jevila koncentrace 0,05 mM SNAP.

Zde uvedené experimenty prokazuji, Ze NO ma vliv na prekondni prvniho meotického
bloku a je patrné¢ dulezitym signalem pro meiotické znovuzahajeni prasecich oocytl. Déle jsme
zjistili, ze efekt inhibitoru je zavisly na jeho davce. Zmény v meiotickém zrani po aplikaci NOS
inhibitorit se podobaly zménam, ke kterym podle literatury dochdzi pii kultivaci oocyti

ziskanych od zvifat s vyblokovanym genem pro nékterou z izoforem NOS.

Klic¢ova slova: oxid dusnaty, NO syntdza, NO dependentni signilni kaskada, meiotické zran,

oocyt,



Author’s abstract

An intense advancement of new reproduction biotechnologies is taking it’s course at the
present time. However, their effectivity has been low so far, mainly because of our rather limited
knowledge of biological and biochemical mechanisms in oocytes during their oogenesis mainly
during their meiotic maturation process.

In order to increase the effectivity of biotechnologies a thorough study of oogenesis
regulation mechanisms is needed. A molecule contributing to a significant interference with
regulation mechanisms in oocytes is the molecule with a short half-life - the nitric oxide (NO).

Nitric oxide acts as a mediator, which activates cGMP-dependent signalling cascade. For
NO production is responsible the NO-synthase enzyme, which exists in three isoforms: Neuronal
NOS (nNOS), Inducible NOS (iNOS) and Endothelial NOS (eNOS). NO affects many
physiological processes such as smooth muscle cells relaxation or GnRH (Gonadotropin-
releasing hormones) production. Very probably NO also participates on meiotic maturation of
oocytes.

This theses deals with effect of NO on meiotic maturation of pig oocytes. Beside it’s
great agricultural importance, a pig is also a suitable biomedical model and hence pig oocytes
were chosen.

The effect of NO on meiotic maturation of pig oocytes was observed following the
farmacological inhibition of NO producers, the NOS enzymes, using two commercially available
inhibitors. For distinction between the effects of both main NOS isoforms an iNOS specific
inhibitor Aminoguanidine (AG) and a non-specific inhibitor L-NAME (N” — nitro — L —
Arginine-Methyl Esther) which inhibits catalytic activity of all three NOS isoforms with the
highest specifity towards eNOS were used. Meiotic maturation of oocytes was distorted after 48-
hour oocyte treatment with NOS inhibitors Aminoguanidine and L-NAME in concentration from
5 to 10 mM. Lower concentrations of inhibitors did not affect oocyte maturation. The inhibitor’s
effect was dose-dependent. After 24-hours reversion of oocytes with finished growth in a pure
medium a high increase of parthenogenetically activated embryos occured in experiment with
AG. NOS inhibitors block at the begining of oocytes maturation, oocytes are unable to go
through germinal vesicle breakdown.

After 48-hour oocyte cultivation with 0,05 —2 mM SNAP NO donor a decrease of oocyte
number in the first and second meiotic metaphase stadium occured. Applied concentration of
nitric oxide was toxic for oocytes and has distorted their vitality. The question remains as to the

mechanism by which nitric oxide has effect oocytes. Hence, we reduced the concentration to 0,5



mM and then to 0,25, 0,1 and 0,05 mM. 0,01 mM of SNAP had no more inhibitory effect on
oocytes. Oocytes with finished growth cultivated for 48 hours in medium with NO donor in this
concentration maturated to the 2nd meiotic metaphase in 91%.

Thereunto an effective concentration of 5 mM Aminoguanidine had been used and we
observed whether SNAP in 0,03, 0,05 a 0,1 mM concentration can reverse the inhibitory effect
of this iNOS-specific inhibitor. Concentration of 0,05 mM SNAP appeared to be the most
effective.

Experiments presented in this theses have shown that NO has an effect on overcoming
the first meiotic block and apparently it’s an imporant signal for meiosis resumption of pig
oocytes. Furthemore we discovered that the inhibitor’s effect is dose - dependent on it’s dose.
Changes in meiotic maturation after NOS-inhibitors application were similar to the changes
which, according to the literature, occur during the cultivation of oocytes taken from animals

with blocked gene for some of the NOS isoforms.

Key’s words: nitric oxide, NO synthase, NO dependent signalling pathway, meiotic,

maturation, oocyte.
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1 Uvod

V poslednich letech doslo k prudkému rozvoji biotechnologii, jez se vyznamné projevil
také v chovu a §lechténi hospodaiskych zvitat. Siroké uplatnéni nasly biotechnologie u skotu,
ovci a koz. U prasat se biotechnologické postupy prosazuji jen pomalu a jejich G¢innost je stale
jesté extrémné nizkd. Biotechniky rutinné pouZzivané u skotu ¢i ovci nardzi u prasete na obrovské
potize. Vzhledem ktomu, ze prase je krom¢ hospodaiského vyuziti vyznamnym
biomedicinskym modelem slouzicim pro vyzkum lidskych chorob, vyvoj novych 1€kt ¢i
xenotransplantace je tieba ti€¢innost pouzivanych biotechnickych metod u tohoto druhu zvysit.

Jednim z kli¢ovych problémt je nedostate¢nd znalost mechanizml regulujicich rust a
meiotické zrani oocytll prasete. Vyznamnou ulohu muize sehravat oxid dusnaty produkovany
enzymem NO - syntdzou. Oxid dusnaty je mala reaktivni molekula znama jako bioregulator
mnoha fyziologickych procesii. Experimenty provedené na laboratornich hlodavcich potvrzuji
jeho zapojeni do reprodukénich funkci véetné folikulogeneze, ovulace a spermatogeneze.

Dv¢ ze tfi znamych izoforem NO - syntazy byly nalezeny v mySich a potkanich oocytech.
Bylo zjisténo, Ze pfti jejich vyblokovani dochazi k naruseni meiotického zrani oocytl, coz svédci
o uloze NO — syntdzy v tomto procesu. Je velmi pravdépodobné, ze je NO - syntdza produkci
oxidu dusnatého zapojena také do regulace rstu a meiotického zrani oocytli prasete. Ma prace si

kladla za cil poznat ulohu NO - syntazy a oxidu dusnatého v téchto procesech.



2 Literarni prehled

2.1 Oogeneze

Oogeneze se uskuteciiuje ve folikulech vajecniku, vyvoj vajicka zahrnuje fazi mnozeni,
rustu a zrdni (Marvan ef al., 1998). Podobn¢ jako spermie i1 vajicka se vyvijeji z primordidlnich
gonocytl, které se usadily v zdkladu samici gonady, ve vajecniku.

Na konci faze mnozeni vstupuji zarode¢né buiky do profaze prvniho déleni meidzy a
stavaji se z nich primarni oocyty. Primarni oocyty vstupuji do ristové faze oogeneze, ktera vede
k obrovskému zvétSeni oocytu. V riistové fazi se jadro primarniho oocytu rovnéz velmi zvétSuje
a vytvaii tzv. zarodecny vacek. Po celé ristové obdobi je jadro v profazi prvniho déleni meiozy,
a to prevazné v diploténu. Po ukonceni ristového obdobi nastupuje faze zrani (Wassarman
1988).

Ve fazi zrani je dokonceno prvni déleni meiozy a z primdrniho oocytu vznika jediny
sekundarni oocyt a mald pdélova bunika. Pii druhém déleni meidzy, vznika ze sekundarniho
oocytu jedina ootida, kterd je jiz zralym vajickem a 2. po6lova bunka. Celkové tedy z jednoho
puvodniho priméarniho oocytu vznika ve zraci fazi jediné vajicko a 2 az 3 pdlové bunky, které u
vetsiny zivocichll nemaji vyznam a zanikaji. Inekvalni zraci dé€leni, charakterizujici oogenezi,
ma svlj vyznam v tom, ze veskeré informacni molekuly a vyzivné latky pro dalsi vyvoj vajicka,
syntetizované v riistové fazi, dostava jedina bunka — zralé vajicko, takZe vyvijejici se zdrodek ma

jejich nejveétsi mnozstvi (Sladecek, 1986).

2.1.1  Faze mnozeni

Z prapohlavnich bun¢k vznikaji oogonie. U savcl pronikaji oogonie bazalni membranou
zarodecného epitelu primitivni gonddy a spolu s epitelidlnimi buikami vnikaji v zdrode¢nych
pruzich do jeji dfen¢. Tyto oogonie prvnich generaci ziistdvaji v kortikdlnich vrstvach ovaria,
kde se dale mitoticky mnozi (Sladecek, 1986).

Proces pfemény oogonii v primarni oocyt probihd ve vaje¢nicich. Primarni oocyty vstupuji
jesté v prenatalnim obdobi do profaze prvniho zraciho déleni. V diplotenim stadiu je profaze
jesté v prenatalnim stadiu pierusena a v tomto stadiu primdrni oocyt pretrvava rtizné¢ dlouhou
dobu. Primarni oocyty postupné dozravaji az od obdobi pohlavniho dospivani (Marvan et al.,

1998).



2.1.2 Faze rustu

Zahrnuje dlouhé obdobi a trvd az do konce pohlavni ¢innosti. Od zafatku pohlavni
dospélosti v prubéhu kazdého ovaridlniho cyklu vstupuje do faze ristu vzdy nékolik primarnich
oocytli. Pro toto obdobi je charakteristicky rtst jadra, aktivni syntéza RNA a proteint,
hromadéni kortikalnich zrn pod bunéénou membranou, kterd jsou dulezita pro zajisténi
monospermatického typu oplozeni (Marvan ef al., 1998).

Oocyt je obklopen jednou nebo vice vrstvami somatickych bun¢k (vzniklych z epitelu
zékladu gonady), které se stavaji buitkami folikularnimi, uzavirajicimi vajicko do vacku zvaného
folikul (Sladecek, 1986). Pro fazi ristu je dilezity celkovy vyvin vaje¢nikovych folikult
(Marvan et al., 1998).

2.1.3 Faze zrani

U savcl zanikaji centroméry a na polech budouciho déliciho vieténka vznikaji shluky
vlaknitych télisek. Rozpadaji se jadérka, chromozomy piechazeji z diploténu do metafaze
prvniho déleni meidzy (metafaze I). To je zpravidla vyrazné inekvalni a dava vznik velkému
sekundarnimu oocytu a nepatrné polové buiice na jeho animalnim pdlu (Sladecek, 1986).

Brzy potom bez rekonstrukce interfdzového jadra vstupuje oocyt do druhého zraciho déleni,
pferuseného v metafdzi. Zraly oocyt (sekundéarni) je pfi ovulaci v metafdzi druhého zraciho
déleni a obsahuje haploidni pocet chromozoému u vétsSiny savct. Druhé zraci déleni je dokonceno
jeding v ptipadé oplozeni (Marvan et al., 1998).

Ve druhém déleni meidzy, rovnéz inekvalnim, vznikd zralé vajicko a druha polova buika

(Sladegek, 1986).



2.2 Meiotické zrani

Zraci déleni je modifikovanou mitézou a nazyva se meidza. Probihd v podstaté¢ shodné
v samicich i sam¢ich pohlavnich bunkéch (Sladecek, 1986).

Meidza ma funkci pii redukci diploidniho poctu chromozomii na haploidni pocet
v pohlavnich buiikach - gametach (Cerny et al., 1995).

Tento zplsob, kdy zraci déleni je soucasti vyvoje pohlavnich bunék, se nazyva gametickou
redukci. Zraci déleni u vSech mnohobunéénych zivocichli predchdzi vlastnimu oplozeni. Meioza
sestava ze dvou bezprostiedné za sebou nasledujicich déleni podobnych mitoze. V jejich pribehu
se vSak chromozémy rozd€li jen jednou, takze z jedné diploidni bunky vznikaji Ctyfi haploidni
buiiky dcefinné. Vysledkem obou meiotickych déleni je tedy redukce diploidniho poctu
chromozému na haploidni a soucasné rekombinace jejich genetické vybavy, pochazejici od otce
a od matky (Sladecek, 1986).

Hlavnim cilem je udrzeni konstantniho po¢tu chromozomii, protoze splynutim obou gamet

pti oplozeni vznikd zygota, kterd ma diploidni pocet chromozom (Marvan et al., 1998).

2.2.1  Prvni meiotické déleni

Nazyva se také heterotypickym délenim, protoze se odliSuje od mitézy (Sladecek, 1986).
Tato etapa se d&li rovnéz na &tyfi faze — profaze, metafaze, anafaze a telofize (Cerny et al.,

1995).

2211 Profaze

Profaze zaujimé ¢asové 90% dé&je. M4 pét subfazi (Cerny et al., 1995). Prvni stadium této

profaze se nazyva leptotén (Sladecek, 1986).
2.2.1.1.1 Leptotén
V bunécném jadre se zacinaji spiralizovat chromozomy (Hancova et Vlkova, 2002)

V diploidnim poctu se jevi jako dlouhd, tenka vlakna, jejichz konce (telomery) zpravidla smétuji

k urcitému mistu jaderné membrany (Sladecek, 1986).



2.2.1.1.2 Zygotén

Homologni chromozémy se k sobé postupné ptikladaji, a to od svych konci zakotvenych
v jaderné membran¢. Mezi homolognimi chromatidami se postupné od telomér vytvari utvar,
oznacovany jako synaptonemalni komplex. Je bilkovinné povahy a obsahuje RNA. Sparované

chromozomy se nazyvaji bivalenty nebo geniny (Sladecek, 1986).

2.2.1.1.3 Pachytén

Sparované chromozomy se zkracuji a tloustnou (Sladecek, 1986). V bivalentech lze
pozorovat rozdéleni na chromatidy, takze dostavaji vzhled tetrad (Cerny et al., 1995).

Jadro je tetraploidni pfi haploidnim poctu tetrdd. Kazda tetrdda ma dvé centroméry.
Syneptonemalni komplex je plné vyvinut. V pachyténu mize probéhnout rekombinace
homolognich nebo i sesterskych chromatid. Béhem tohoto déje se méni urCité useky DNA,
fikdime mu crossing-over. Jejim disledkem je redistribuce genetického materidlu mezi

chromatidami a jednotlivymi vlakny DNA spojenymi v synapsi (Sladecek, 1986).

2.2.1.1.4 Diplotén

Chomatidy se od sebe za¢nou oddélovat (Sladecek, 1986), ale jeSté jsou spojeny
v chiasmatech. Rozpojeni za¢ina u centromery a pokraéuje k teloméram (Cerny et al., 1995). V
chiasmatech pfetrvava jeSté syneptonemalni komplex, ktery je postupné nahrazen

chromatinovymi mustky (Sladecek, 1986).

2.2.1.1.5 Diakineze

V tomto obdobi kontrakce chromozémil pokracuje (Cerny et al., 1995). Chiasmata se
pfesouvaji na konec ramen chromozomti (Hancova et Vlkova, 2002). Nastava terminalizace
chiasmat. Jaderna membrana se rozpada (Sladecek, 1986). Tvoii se délici vieténko (Hancova et

Vlkova, 2002).



2.21.2 Metafaze

Chromozomy se pohybuji do ekvatorialni roviny bunky, centromery kazdého homologniho
paru vSak smétuji k opaénym konciim dé¢liciho vieténka (Sladecek, 1986). Tetrady se navazi

centromerami na délici vieténko (Hancova et Vlkova, 2002).

2.21.3 Anafaze

Chiazmata se uvolni a homologni chromozémy s vyménénymi nesesterskymi chromatidami
se nahodile rozchazi pohybem déliciho vieténka k polim (Cerny et al., 1995). Nastava rozestup
zdvojenych homolognich chromatid se spole¢nou centromérou k opacnym pélim deliciho

vieténka. Z tetrad se stavaji diady (Sladecek, 1986).

2214 Telofaze

V telofazi probihd rekonstrukce dcefinnych jader a obvykle jen kratkd interfaze, bez
syntézy DNA a bez dalSiho zdvojeni chromozomii. Chromozémy mirné dekondenzuji, vytvaii se
jadernd membrana a rozdéli se cytoplazma. Vzniknou dvé dcefinné buiiky s haploidnim poctem

chromozémi. Kazdy chromozom mé dvé chromatidy (Sladecek, 1986).

2.2.2 Druhé meiotické déleni

Druhé meiotické dé€leni se nazyva délenim homeotypickym, protoze se v podstaté nelisi od
normalni mitézy. Pokracuje kratka profaze. Chromozémy v podobé diad jsou v haploidnim
poctu. V metafazi se uspotradavaji do ekvatorialni roviny, jejich centroméry se dé€li a v anafézi se
sesterské chromatidy rozchazeji k opaénym pélim. Kazdé telofazni jadro ma nakonec jedinou

chromatidu ze Ctyft, které tvofily plivodni tetradu (Sladecek, 1986).



2.3 Folikulogeneze

V pritbéhu folikulogeneze vznikaji z primordialnich folikult folikuly ptedovula¢ni
(tercialni folikuly). Nejprve dojde k obklopeni oogonie jednou vrstvou plochych somatickych
bun¢k tzv. pregranuléznich bunck a vznika folikul primordidlni (Hafez et Hafez, 2000). Tyto
folikularni buniky jsou mezi sebou spojeny prostfednictvim dezmosomd, jedna se tedy o velmi
pevné mechanické spojeni (Miyano, 2003).

Ty oogonie, které nejsou obklopeny touto bunécnou vrstvou jsou dale degradovany a
pravdépodobné apoptoticky zanikaji (Coucovanis ef al., 1993). V ¢asném obdobi zivota v obdobi
fetalniho vyvoje (u prasete 64. den) je v oogoniich zahdjeno meiotické déleni. Z primordialniho
folikulu se stava folikul primarni a z oogonie oocyt. Oocyt primarniho folikulu je sféricka bunka
o praméru kolem 25 pm. M4 veliké mirné excentricky umisténé jadro, obsahujici veliké jadérko
(nukleolus). Cytoplazmatické organely se shlukuji pobliz jadra, je zde zna¢né mnozstvi
mitochondrii. Po zformovani struktury primarniho folikulu nastava faze klidu a granulozni
bunky se zastavi v GO fazi bunéného cyklu. Aby déle probihala folikulogeneze musi dojit
k iniciaci ristu folikulu. Je to velice slozity proces probihajici kontinudlné¢ béhem celého Zivota.
Doposud se jej nepodarilo zcela objasnit. Mezi faktory podilejici se na procesu iniciace patii
gonadotropni hormony, rastové faktory parakrinniho ptivodu a kit-ligand. FSH zvySuje expresi
rustovych faktord a jejich receptorii, a mé tedy nepifimy mitogenni efekt na folikularni buniky.
V tomto stadiu vyvoje ovSem folikul neni piimo zavisly na gonadotropni stimulaci. Jednim
z prvnich faktord, které zahajuji ¢asné déje ve folikulogenezi, se zda byt kit-ligand (Parrot et
Skinner, 1999). Nasledkem procesu iniciace dochézi k vystoupeni granul6znich bunék z GO faze
a nastava jejich pomald proliferace. Buiiky nejprve méni svlij tvar z plochého na kubicky a
zacnou se zvétSovat (Hirschfield, 1991). Postupné se tak stava z primarniho folikulu folikul
sekundarni. Sekundéarni folikul ma jednu vrstvu kubickych bunék, které se oznacuji jako bunky
granulozni (Eppig, 2001).

Béhem pohlavniho cyklu je mozné pozorovat rist folikulti v nékolika vinach. V pribéhu
kazdé viny se z kohorty rostoucich folikuld rekrutuje (v zévislosti na druhu ¢i plemeni) jeden
nebo nékolik dominantnich ovula¢nich folikull, pro které je charakteristicky intenzivni rist
(Hagemann, 1999). Vétsi ¢ast rostoucich folikulti postupné podléhd atrézii. Bez granuléznich
bunék, nebo alespon jejich faktort, nejsou oocyty schopny riistu. Pfitomnost granul6znich bunék
je nezbytna pro expresi proteinll na urovni transkripce i translace (Vanderhyden, 2002).

Postupné se zacind v tésném okoli oocytu vytvaret glykoproteinova vrstva zona pellucida
(Lundy et al., 1999). U nerostoucich oocytl se tato vrstva nevytvari (Wassarman, 1988). Formuji
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se vybézky granuloznich bunck, které umoziuji vzajemné interakce mezi oocytem a
somatickymi butikami folikulu (McGee ef Hsueh, 2000).

V dalsi fazi vyvoje folikulu se dokoncuje rist oocytu, ktery dosahne velikosti 120-150 pm
a zaroven probiha vyrazna proliferace granuldznich bunék, které vytvaii nekolik vrstev. Tento
nekolikavrstevny obal se oznacuje jako membrana granulosa (Hyttel et al., 1999). V tésném
okoli oocytu jsou buiiky vyssi cylindrické, usporddany radidln€ a vytvaii jednobunécnou vrstvu
oznacovanou jako corona radiata. Skupiny stromalnich fibroblastl a epitelialnich bun¢k migruji
do bazalni membrany obklopujici folikul, uspotfaddavaji se okolo vrstvy granuldéznich bunék a
vytvari tékalni vrstvu (theca folliculi) (Wassarman, 1988). Ta ma dvé vrstvy. Vnitini (theca
interna) priléha k bazalni membrané a po jejim vytvoreni folikul oznacujeme jako preantrélni.
Vnéjsi (theca externa) splyva s okolnim stromatem (Hyttel et al., 1999). Vyrazné se rozviji cévni
zasobeni tékalni vrstvy, pfiCemz granuldézni vrstva zlstava avaskularni (Ferin er al., 1997).
Vznikaji receptory pro LH a FSH (McGee et Hsueh, 2000) a folikul zacina byt citlivy na
gonadotropni stimulaci (Findlay ez al., 2000). V tomto obdobi se za¢nou vytvaiet mezi
granuldoznimi bunkami prostory vyplnéné folikularni tekutinou, které postupné splyvaji az
vytvoii antralni dutinu (Driancourt e Thuel, 1998). Vytvofenim folikularnich dutinek se stava ze
sekundarniho folikulu folikul tercialni.

V pribéhu faze ristu, piedevSim vSak v antralnim stadiu, dochazi k diferenciaci
granuldznich bun¢k na dvé funkéné odlisné populace. Kumularni bunky, které se nachdzi
v tésném okoli oocytu a muralni bunky, které ptiléhaji ke vnitini st€né folikulu (Buccione ef al.,
1990). Granulozni bunky jsou jiz schopné produkovat specifické rastové faktory (Cecconi et
Rossi, 2001). Komunikace mezi oocytem a granul6znimi bunkami je zajiSt€éna pomoci
propustnych spojii gap-junction a diky parakrinnim signdliim ovliviiujicim vyvoj vajecniku.
Mezi parakrinni regulacni systémy patii plisobeni fibroblastového rastového faktoru (FGF),
epidermalniho rtstového faktoru (EGF) a rustovy diferenciacni faktor (GDF-9) (Driancourt et
Thuel, 1998; Senbon et al., 2003). V granul6znich bunikach dochézi k vyrazné steroidogenezi
(pfedevSim k produkci estradiolu) a nastavd diferenciace bunck, které produkuji androgeny
v zé&vislosti na mife stimulace LH. Androgeny difunduji pfes bazalni membranu do granul6znich
bunék, kde jsou aromatizovany vlivem FSH na estrogeny (Orly, 1989).

Tyto estrogeny potom stimuluji st a déleni granuldéznich bunék a spolu s FSH stimuluji
produkci sekretil granuldznich bunek (riistové faktory, peptidy, steroidy a dalsi). Kone¢ny vyvoj
folikulu je tésné€ zavisly na gonadotropinech. FSH hraje urcujici roli pfi zvétSovani granuldznich
bunék a jejich udrzovani. Tyto déje jsou zprostiedkovavany a modulovany parakrinnimi faktory,
castecn¢ steroidy a rastovymi faktory. LH stimuluje steroidogenezi v tékalnich bunkéach a

podporuje konecné dozradvani granuldéznich bunék v preovulacnich folikulech. Postupné béhem
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rustu folikulu se méni jeho tvar ze sférického na ovoidni a folikul se zanotfuje hloub¢ji do kiry
vajecniku. Ve folikulu se vytvaii folikularni dutina (antrum folliculi) vyplnénéd folikuldrni
tekutinou (liquor folliculi) a folikul se oznacuje jako antralni popft. tercialni (Reece, 1998).
Poloha oocytu ve folikulu jiz neni centralni, ale oocyt se nachédzi excentricky na vejconosném
hrbolku — cumulus oophorus (Hyttel et al., 1999). Kumularni bunky hromadi kyselinu
hyaluronovou. Postupné se zvétSuje prostor mezi kumularnimi buitkami pfi sou¢asném zmnozeni
mezibunééné hmoty. Zralé oocyty se nachdzeji v lepkavé mucindézni matrix. Tento proces se
nazyva kumularni expanze, neboli mucifikace kumulu. Zbyvajici folikularni buniky podléhaji
morfologickym a funkénim zméndm. Po ovulaci se bunky theca folliculi a granuldézni bunky
méni v lutedlni bunky a formuji zluté télisko (corpus luteum) (Monniaux et al., 1997,

Romanovsky et al., 1988).

2.4 Hlavni faktory ovlivniujici zrani oocytu

Postup oocytii meidzou je fizen celym komplexem faktori. Uloha nékterych znich je
pomérné dobie prostudovana, u fady z nich je vSak jejich tloha zatim nejasna. Tyto faktory jsou
produkovany oocytem nebo somatickymi bunkami. Somatické buiiky se podileji na regulaci
bunécného cyklu oocytu, méni signdlni transdukéni cesty v oocytu a ovliviiuji expresi MPF (M-
phase promoting factor) a CSF (cytostatic factor). Regulace bunééného cyklu oocytu pres signaly
somatickych hormondlné regulovanych bunék ma pozitivni i negativni efekt. Touto cestou je
zajisténa synchronizace meiotického zrani oocytli s ostatnimi zasadnimi déji reprodukce savcu

vvvvvv

pribéh meiotického zrani savéich oocyti.

2.4.1  MPF (Metaphase Promoting Factor)

MPF byl poprvé popsan jako faktor nalezeny v zabich oocytech (Rana pipiens ) iniciujici
pokracovani meidzy (Masui et Market, 1971). V sav¢im oocytu byl vyskyt tohoto faktoru poprvé
potvrzen v roce 1977 u mysi, o Sest let pozdéji byl prokazan také v oocytu prasete (Fulka, 1983).
Nejprve byl oznacovan jako Maturation Promotoring Factor, ale vzhledem k tomu, Ze tento
faktor hraje kromé& meiotického zrani svou tlohu také v fizeni mitdézy somatickych buné¢k, byl

jeho nazev pozdéji pozménén na Metaphase Promoting Factor (Nurse, 1990).
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MPF je protein kindza spoustéjici svoji aktivitou celou fadu reakci vedoucich k rozpadu
jaderné membrany, kondenzaci chromozomii a formovani délicitho vieténka (Kastrop et al.,
1990; Peter et al., 1990; Verde et al., 1992). Zdarny pribéh meiotického zrani vyzaduje aktivaci
celé fady signalti sméfujicich k aktivaci MPF. Pro zahdjeni procesu kondenzace chromatinu je
nezbytnd ptritomnost aktivniho MPF (Levesque et Sirard, 1996).

MPF je heterodimérni komplex sklddajici se ze dvou podjednotek. Katalytickou
podjednotku tvoii protein p34°‘* (oznacovany také jako Cdc2, & Cdk1) a regulaéni podjednotku
predstavuje cyklin B. Hladina p34°*? se b&hem meiotického zrani neméni, zatimco cyklin B je
béhem meidzy syntetizovan a degradovan. Jeho dostupnost je jednim z mechanizmi regulace
MPF. Béhem zrani se méni celkova aktivita MPF. Pro aktivaci MPF je nutné spojeni obou
podjednotek (Stojkovic ez al., 1999). Aktivace p34°*“* je vyvolana fosforylaci na threoninu 161
protein kindzou nazyvanou cdc-aktivacni kindza a defosforylaci na threoninu 14 a tyrosinu 15
(Yamashita et al., 2000). Tyrosin 15 je pied defosforylaci inhibi¢né fosforylovan Myt 1-kindzou
a threonin 14 Wee-1 kinazou. Ob¢ inhibi¢ni fosfatové skupiny udrzuji MPF komplex neaktivni
az do té doby, nez dojde ke kontrole bezchybné replikace DNA (Nigg, 1998).

Defosforylaci vy3e zminénych dvou mist na p34°** katalyzuje cdc25 fosfataza , ktera je
aktivovana polo-like kinazou (Plk 1) (Yao et al., 2003). Pokud je zablokovana translace cdc25
fosfatazy, je blokovan rozpad plazmatické membrany a vznik achromatického vieténka (Dai et
al., 2000; Jones, 2004). K tomu, aby byla potlacena aktivita MPF je potieba degradace cyklinu
B. Ta je umoznéna navazanim ubiquitinu na N koncovou oblast cyklinu B. Diky navdzanému
ubiquitinu je cyklin B rozpoznan proteazomem a degradovan (Irniger, 2002).

Samotny p34°“? neni vétsinou degradovan, je pouze defosforylovan a ziistava v bufice pro
dalsi vyuziti (Parrish et al., 1992). MPF aktivita je regulovana piedevsim dostupnosti cyklinu B,
protoze p34°®? je v butice nadbytek (Dekel, 1995). MPF mé schopnost fosforylovat mnoho
proteint. Fosforylacni motiv se Casto vyskytuje u jadernych a DNA vazebnych proteinti. MPF
zpusobuje disociaci téchto proteinli od DNA, a tak podporuje kondenzaci chromatinu a rozpad
zarodecného vacku. Dale MPF fosforyluje proteiny jaderné laminy a napomaha jejimu rozpadu,
prostiednictvim src-kindzy ovliviiuje mezibunéénou aktivitu a komunikaci, fosforyluje
centrozém a zpusobuje zmény v dynamice mikrotubuli (Stojkovic ez al., 1999). Béhem ristu
oocytu je MPF hromadén jako neaktivni komplex p34°d°2/cyklin B, oznacovany jako pre-MPF.

Pre-MPF je neaktivni z divodu fosforylace p34°4<

inhibi¢ni kindzou. Po vytvofeni antralniho
folikulu se jiz pre-MPF nehromadi, ale kratce pfed GVBD za¢ind mit oocyt schopnost tento
komplex aktivovat (Kanayama et al., 2002; Kubelka et al., 2002). Tento pre-MPF vytvofeny
behem faze ristu je dostate¢ny pro znovuzahdjeni meidzy. U nékterych zivocisnych druhi je pro

zvySeni aktivniho MPF potieba syntézy novych proteinii a fosforylace bunéénych proteinii
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(Fulka et al., 1991; Stojkovic et al., 1999). Napiiklad pro oocyty prasete, skotu, ovci, a nebo
tteba 1 drapatky, je pro GVBD potiebnd proteosyntéza de novo (Schmitt et Nebera, 2002).
Aktivita MPF béhem bunééného cyklu kolisa. Oocyt, ktery se nachazi ve stddiu GV ma nizkou
hladinu aktivniho MPF. ZvySeni aktivity MPF ma za nésledek prolomeni prvniho meiotického
bloku, rozpad zarode¢ného vacku (GVBD) a vstup do diakineze. Maximdlni hladina aktivniho
MPF se nachazi v metafazi prvniho meiotického déleni (metafdze I). Po dokonceni metafaze I
dochazi ke snizeni aktivity MPF a zalind anafaze prvniho meiotického déleni (anafaze I)
(Dedieu et al., 1996).

Pokles aktivniho MPF v anafazi I je zptsoben snizenim hladiny cyklinu B vlivem faktoru
oznacovaného jako tzv. anaphase promoting complex (APC). APC je faktor zahajujici segregaci
chromozém1 a je nezbytny pro néstup anafaze 1. Po poklesu aktivniho MPF v anafézi I a telofazi
I nastava vyrazné zvyseni hladiny v metafazi druhého meiotického déleni (metafdze II) (Fulka et
al., 1992; Naito et Toyda, 1991; Wu et al., 1997). Meioza je zastavena v metafazi II s vysokou
hladinou aktivniho MPF. Piedpokladéa se, Ze za toto zastaveni je odpovédny CSF (cytostatic
factor), udrzujici vysokou hladinu aktivniho MPF v oocytu. Aktivni cast, nebo cely CSF
pravdépodobné predstavuje c-mos protein (Wu et al., 1997). Tato vysokd hladina je udrzovéana
po celé obdobi druhého zastaveni meidzy a pokud dojde k oplozeni, anebo k partenogenetické
aktivaci nastane prudky pokles hladiny aktivniho MPF (Fulka er al., 1992; Hashimoto et
Kishimoto, 1988; Kishimoto, 1999).

2.4.2 MAP kinaza ( Mitogen Activated Protein Kinase)

Spolu s MPF se na regulaci priibéhu meiotického zrani také vyrazné€ podili MAP kinaza. Je
zapojena také do dynamiky mikrotubult (Kishimoto, 2003). MAP kinaza patii do skupiny
serin/threonin protein kinaz, které zistadvaji vysoce aktivni v pribéhu zrani sav€ich oocyti
(Meinecke et Krischek, 2003; Campbell et al., 1995; Gotoh et al., 1991).

U prasecich oocytti je MAP kinaza aktivovéana spole¢n¢ s MPF pii znovuzahéjeni meidzy.
Inaktivace MAP kinazy je Zadouci po oplozeni pro formaci prvojadra u mysi, prasat a lidi (Sun
et al., 1999; Sun et al., 2001). K aktivaci MAP kindzy dochazi prostiednictvim MEK kinazy (téz
oznacovana jako MAPKK) fosforylaci na tyrosinovych a serin- threoninovych zbytcich. MEK
kinaza je aktivovéana fosforylaci bud’ pies Rafl nebo ptes Mos kinazu (u mysi) (Matsuda et al.,
1992).

Aktivita MAP kinazy zGstava vysoka az do aktivace oocytu, kdy bud’ klesd soucasné,
anebo az po poklesu aktivity MPF (Sugiura et al., 2001; Ye et al., 2003). MAP kinaza ma Siroké
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spektrum ucinnosti. Umoziluje pfenos signalu pro zrani z cytoplazmy do jadra a indukuje
znovuzahajeni mei6zy (Inoue et al., 1995; Stojkovic et al., 1999).

Studie provadéné na mysich ukazuji, Ze MAP kindza pravdépodobné neni nezbytnd pro
zahajeni meiotického zrani jejich oocyt (Sun ef al., 1999). Ugastni se ziejmé aZ v amplifikaénim
kroku (Nebera et al., 1993). Ovliviiuje dynamiku zmén mikrotubularniho systému pii prechodu
z interfaize do metafdze. Béhem meidzy zmény mikrotubularniho systému a kondenzace
chromatinu koreluji s MAP kindzovou aktivitou vice nez s aktivitou MPF (Verlhac ef al., 1994).
MAP kinaza také fosforyluje proteiny laminy na stejnych mistech jako MPF a tak se
pravdépodobné podili na prubéhu GVBD (Murray et Hunt, 1993).

Dokonce miize dojit k rozpadu jaderné membrany zarodecného vacku pii inhibici MPF,
tedy pravdépodobné vlivem MAP kindzy (Kubelka et al., 2002). MAP kin4za fosforyluje
proteiny zodpovédné za udrzovani chromatinu v kondenzovaném stavu. Pravdépodobné je toto
jednou z pti¢in, pro¢ chromozomy mezi metafazemi zlstavaji v kondenzovaném stavu a oocyt
neptechdzi do interfaze (Dekel, 1995). Aktivace celé kinazové drahy je podstatna pro vytvoieni
meiotického vieténka, vydéleni polového téliska a zastaveni meidzy v metafazi II. V neposledni
fad¢ je MAP kindza spolecné s Mos kinazou soucasti cytostatického faktoru (CSF) (He et al.,

1997).

2.4.3 CSF (Cytostatic Factor)

Existence cytostatického faktoru, ktery udrzuje vysokou aktivitu MPF a zastavuje zrani
oocytl savell v metafazi 11, byla poprvé prokdzana v oocytech obojzivelniki (Masui et Markert,
1971). Pozdéji byla identifikovana hlavni katalytickd komponenta cytostatického faktoru (CSF)
serin/threonin protein kindza Mos, produkt protoonkogenu c-mos. Mos ma pfedevsim za kol
stabilizovat MPF a u nekterych Zivo€isnych druhti také MPF aktivaci. Aktivace MPF neni pfima,
Mos totiz nejprve fosforyluje MEK 1 kindzu a tak stimuluje MAP kindzovou drahu (Sagata,
1997). Aktivovana MAP kinaza v metafazi II fosforyluje p90Rsk (ribozomalni protein S6-
kindza), ktery aktivuje Bub 1 (,,checkpoint gen*), jenz ptes proteiny Mad 1 a 2 inhibuje APC
(activated protein C) faktor. Diky tomu nemtze APC degradovat cyklin B a v oocytu zistava
vysoka hladina aktivniho MPF (Kishimoto, 2003).

Kratce po stimulaci oocytii k znovuzahidjeni meidzy nastupuje aktivita Mos, nejvyssi
hodnoty pak dosahuje po GVBD a v této Grovni se udrzuje az do aktivace. DlleZité je, Ze Mos
zastavuje meiotické zrani v metafazi II, ale nikoli v metafdzi I. Mechanizmus, jakym je toto
zajisténo neni dosud znam (Stojkovic et al., 1999). AZ po proniknuti spermie do oocytu pfi
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procesu oplozeni se zvy3uje hladina Ca®" iontd pomoci proteinu oscilinu, jeZ vnasi do oocytu
spermie, je aktivovana kalmodulin dependentni protein kindza II zprostfedkovavajici inaktivaci
CSF a naslednou destrukci MPF (Sun, 2003; Suzuki et al., 2002). C-mos/CSF je pravdépodobné
zapojen také do regulac¢niho systému organizace mikrotubull v riznych fazich meiotického zrani
(O’Keefe et al., 1989).

Cyklin B je po oplozeni nebo partenogenetické aktivaci degradovan pies DBRP
(Destruction-Box Recognition Protein). Ten se vaze na cyklin B, ubiquitin-ligasa pak pfipoji na
tento komplex nékolik molekul ubiquitinu (Ubi), coz navodi degradaci cyklinu B
v proteasomech. Polyubikvitanci cyklinu B klesa aktivita protein kinasy MPF, a to ma za

nasledek prolomeni druhého meiotického bloku a dokonceni meidzy (Yamano et al., 2004).

2.4.4  Plk 1 (Polo-like kinase)

PIk1 patii do skupiny polo-kinaz, které se strukturalné lisi od cyklin dependentnich kinaz a
jsou na cyklinech nezéavislé. Tyto kindzy jsou nezbytné pro zdarny pribéh bunééného cyklu
(Nigg, 1998). Polo-like kinase (Plk 1) se pravdépodobné podili na regulaci a aktivaci cdc25.
Zvyseni fosfatazové aktivity cdc25 hraje nezbytnou roli v kontrole pocatku meiotického a
mitotického zrani. Aktivni cdc25 zvySuje koncentraci aktivniho MPF konverzi neaktivniho pro-
MPF komplexu. Plk 1 je u prasecich oocytl aktivovand dfive nez nastava aktivace MPF a je
dilezitym bunéénym regulatorem (Anger et al., 2004).

Utastni se regulace centrosomalniho zrani, formace déliciho vieténka, aktivace APC a
separace homolognich chromozomt béhem meiotického zrani (Lane et Nigg, 1996). Méteni
urovné exprese RNA zjistila vysoky vyskyt Plk 1 mRNA v proliferujicich buitkdch. Maximalni
hladina mRNA byla zjisténa v G2/M fazi bunééného cyklu, naopak v G1 fazi mRNA Plk 1 chybi
(Uchiumi, 1997).

2.4.5 PKC (Protein kinaza C)

Protein kinaza C se podili pfedevSim na fizeni ptechodu z G1 do S faze buné¢ného cyklu a
z G2 do M faze bunécného cyklu (Black, 2000). Rodina PKC zahrnuje 11 riiznych serin/threonin
kinaz, jez mohou byt aktivovany Ca®" ionty a diacylglycerolem (Nishizuka, 1988). PKC miZeme
podle jejich struktury rozdé€lit do tfi skupin: 1. konvencni, jez maji jak misto pro vazbu

diacylglycerolii tak i misto pro vazbu véapniku. 2. nové, jimz chybi vazebné misto pro vapnik
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(Jsou nezavislé na vapniku) a 3. atypické, jez fadime na zaklad¢ jejich homologie s predchozimi
dvéma tfidami k PKC, i kdyz nemaji vazebna mista ani pro DAG ani pro Ca®" (Mellor et Parker
1998). Tyto kindzy mohou mit na meiotické zrani jak stimulacni, tak také inhibi¢ni G¢inek, zalezi
na nacasovani aktivace v cyklu a na izoformé, kterd se akce ucastni (Livneh et Fishman 1997;
Sun ef Nagai, 2003).

Uloha PKC v fizeni meiotického zrani sav&ich oocytll je objasnéna jen zmalé &asti.
Vétsina experimentalnich studii byla provadéna na laboratornich hlodavcich. Nejvétsi znalosti
mame o Uloze PKC v metafazi I mySich oocytl. Vime, Ze se podili na udrzeni metafdzniho stavu
a udrzeni aktivity MPF. Pro ptechod z metafaze I do anafaze I u mysich oocytl je nezbytné, aby
doslo k jeji inaktivaci (Viveiros et al., 2001). Aktivace PKC v prasecich oocytech obklopenych
kumularnimi bunikami brani aktivaci MAP kindzy a rozpadu zarode¢ného vacku (Fan et al.,

2002).

2.4.6 Vapnik

Vépnik je vyznamnou intracelularni signalni molekulou. Vépnikové ionty hraji kli¢ovou
roli vregulatnim mechanismu meiotického zrani (Kaufman et Homa, 1993).
V intracytoplazmatickych zdsobarnach (pfedevSim v endoplazmatickém retikulu, mensi
zasobarny predstavuji téZ mitochondrie a nékdy i dal§i organely) byva uskladnén vépnik
navazany na proteiny jako je calsequestrin a calreticulin (Clapham, 1995).

U prasecich oocytli jsou hlavni depozita vapniku umisténa v karyoplazmé, vakuoléch,
mitochondriich a na povrchu lipidovych granul a vyskytuji se rovnéz v cytoplazmé a jadre
kumularnich bun¢k (Petr e al., 2001). Volné kalciové ionty jsou druhym poslem ve vSech typech
bun&k. Ugastni se regulace riiznych fyziologickych procest, jako je riist, vyvoj &i zanik buiiky,
ale napftiklad i proteosyntézy, kontrakce svalovych vldken a oogeneze. Nejlépe je prozkoumana
role vapniku pii oplozeni (Miyazaki, 1991; Yanagimachi, 1994).

Ptechod vapniku do cytosolu umoziuji predevsim 2 signdlni kaskady — dradha vyuzivajici
inositol 1,4,5 — trifosfatové (IP;) receptory (IP3R) a drdha vyuzivajici ryanodinové receptory
(Clapham et al., 1995; Petr et al., 2002). Z cytoplazmy jsou Ca*" ionty transportovany do lumen
zasobnich organel ATP4azovymi SERCA pumpami (Pozzan et al., 1994).

Klicovym proteinem stojicim na vrcholu IP; signalni kaskddy je membranovy enzym
fosfolipaza C (PLC). PLC hydrolyzuje fosfatidyl inositol 4,5, - bis fosfat (PIP;) na 1,2 —
diacyglycerol (DAG) a 1,4,5 — trifosfat (IP3;). DAG zlstava v plazmatické membrané a spolecné
s Ca” pomaha aktivovat enzym protein kinazu C (PKC). IP; opousti plazmatickou membranu a
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difunduje cytosolem. Kdyz doséhne endoplazmatického retikula, navaze se na n&j a otevie Ca"
kanaly vjeho membrang. lonty Ca®" uloZené uvnité endoplazmatického retikula proudi
otevienymi kandly ven do cytosolu, ¢imZ prudce vzroste cytosolovéa koncentrace volnych iontl
Ca®", ktera je normalné udrzovana na velmi nizké urovni (Alberts ef al., 1998). Bylo potvrzeno,
ze 1P; receptory hraji vyznamnou ulohu pfi regulaci meiotického zrani oocytii jezovky (Clapper
et Lee, 1985), mysi (Carroll et al., 1994), skotu (Yue et al., 1995) a prasete (Machaty et al.,
1997).

Dal$imi vyznamnymi receptory, jez mohou byt zodpovédné za vyliti Ca*" do cytoplazmy

jsou ryanodinové receptory (RyR). V oocytech je aktivuje cyklickd adenosindifosfat riboza
(cADPR), kterd vznikd pfeménou nidotinamidadenindinukleotidu (NAD") ADP — ribosyl
cyklazou (McPherson et Campbell, 1993). Uloha RyR byla prokézana u oocytii skotu (Yue et al.,
1995), ¢loveka (Sousa et al., 1996) a prasete (Machaty et al., 1997). Vapnik je obsazen ve svych
zasobarnach jiz v nezralych oocytech, jeho receptory jsou vSak mén¢ citlivé k uvoliiujicim se
stimultim (Shiraishi ez al., 1995).
Ofetieni mysich a kie&&ich oocytii Ca®* ionofory vede k porueni meiotického bloku, zatimco
inhibice Ca*" kanald tento blok podporuje (Wassarmann, 1988). Byl potvrzen vyznam vapniku
pro znovuzahajeni meiotického zrani také pro oocyty prasete (Rozinek et al., 2003). Pii blokaci
vapnikovych kanalli dosSlo k zastaveni meiotického zrani oocytl v prvni meiotické metafazi.
Uvolnénim vapniku z intracelularnich zdroji v prvni metafazi naopak meiotické zrani podpotilo
(Petr et al., 1997).

U vétSiny druhli je dale velmi vyznamné piechodné zvySeni hladiny vapniku v dobé
oplozeni (Machaty et al., 1997). Mezi vazebné proteiny Ca>" patii kalmodulin (CaM), jehoZ cile
pusobeni jsou rozmanité, pfedevS§im ma schopnost aktivovat na ném dependentni kinazy
(CaMK) a fosfatazy. Pro vyvoj oocytl je vyznamna hlavné CaMK I, jez se uplatiiuje ve zpétné
vazb¢ na IP; drahu, fosforyluje IP;R a inhibuje tak dalsi vylev vapniku a aktivuje IP;R kinazu,
jez ma schopnost modifikovat rtizné fosfoinositidy (Matifat ez al., 2001).

CaMK II se ucastni fady krok aktivace, vyznamna je ucast v iniciaci degradace cyklinu B
(Lorca et al., 1993). Dalsi na vapniku zavisla molekula, proteaza kalpain, mize modifikovat

proteiny buné¢ného cyklu a jadra a ovliviiovat vystavbu a rozpad mikrotubulti (Williams, 2002).
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2.4.7 OMI (Oocyte Maturation Inhibitor)

Soucasti folikularni tekutiny je také OMI (Oocyte Maturation Inhibitor), dalsi z inhibi¢nich
faktord udrzujicich oocyty v diplotennim stadiu prvniho meiotického déleni. Je to polypeptid o
molekulové hmotnosti 1 — 2 kDa, jehoZ koncentrace se snizuje imérn¢ zvétSovani folikulu (Van
de Wiel, 1983). OMI neptlisobi pfimo na oocyt, ale na kumularni buniky (Hillens;jo et al., 1979).
Oocyty znichz byly odstranény kumularni buiiky zraji i v pfitomnosti OMI. Je mozné, Ze

inhibi¢ni u¢inek OMI na meiotické zrani je zvySovan cAMP (Wassarman, 1988).

2.4.8 Cyklické nukleotidy

Vyznamnym regulatorem meiotického zrani jsou cyklické nukleotidy, pfedevsim cyklicky
adenosin a guanosinmonofosfat ((AMP a cGMP) (Tornell ef al., 1991; Bevers et al., 2002).
Cyklické nukleotidy jsou soucésti folikularni tekutiny antralnich oocytl a hraji diilezitou roli
v regulaci meiotického zrani. Cyklické nukleotidy jsou syntetizovany kumuldrnimi bunkami

(Sato et Koide, 1987).

2.4.8.1 cAMP

cAMP pravdépodobné pusobi na meidzu pires cAMP dependentni protein kinazu (PKA),
ktera ma v aktivni form¢ inhibi¢ni G¢inek na meiotické zrani (Schmitt et Nebera, 2002;
Bornslaeger et al., 1986). Na aktivaci této kaskady se zfejmé podili ristovy hormon (Sirard et al.,
2001). Enzym PKA ma dvé podjednotky, katalytickou (K) a regulac¢ni (R) (Wassarman, 1988).
Vysoka koncentrace aktivni PKA pied znovuzahajenim meidzy inhibuje translaci mRNA pro
Mos. PKA totiz inhibuje polyadenylaci této mRNA, kterd je nutnid pro efektivni translaci.
Jakmile poklesne hladina cAMP, dojde kpoklesu PKA a nastane GVBD. Nasleduje
polyadenylace mRNA pro Mos a proteosyntéza Mos, ktera je dilezitd pro organizaci
mikrotubularniho systému a druhy meioticky blok (Lazar ef al., 2002).

V oocytu se nachazi vysoce aktivni fosfodiesterdza (PDE-3A), kterd odbouravda cAMP
produkovany adenylatcyklazou a udrzuje tak konstantni hladinu cAMP. Pteruseni gap-junctions

pres LH (Larsen, 1987) a néasledné snizeni hladiny cAMP v oocytu je jednim z faktort
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iniciujicich znovuzahajeni meidzy a nastup GVBD (Dekel et al., 1988). Ke snizeni hladiny
cAMP tedy dojde pomoci dvou mechanismil. Jednim z nich je aktivita fosfodiesterazy a druhym

je zastaveni pfilivu cAMP produkovaného granuléznimi buitkami.

2.4.8.2 cGMP

Role ¢cGMP je sporna. Bylo experimentalné zjisténo, Zze zvySeni cGMP snizuje hladinu
cAMP a podporuje meiotické zrani kiec¢ich oocytli (Hubbard et Price, 1988). Bylo také zjisténo,
ze ¢cGMP stimuluje u potkanil a kifecki znovuzahajeni meidzy. cGMP byl nalezen v potkanich
granuloznich buiikach a jeho hladina je regulovana gonadotropiny (Dail et al., 1980; Ratner et
Saborn, 1980). Naopak Tornell et al. (1991) sledovali inhibi¢ni efekt na meiotické zrani pres
zvySeni koncentrace cGMP u potkanich COC (komplex oocytu s kumularnim buikami).

Ziejmé existuji dva signalni mechanismy ptsobici bud’ stimula¢né, a nebo inhibi¢né na
zdarny prubéh meiotického zrani mySich oocytd. Je mozné, ze stimula¢ni G¢inek NO na
znovuzahijeni a pribeh meidzy probiha pies cAMP a inhibi¢ni mechanismus pfes cGMP (Bu et

al., 2004).

2.5 cGMP - dependentni signalni kaskada

cGMP kaskada pfedstavuje vyznamny regulacni mechanizmus, uplatitujici se v tadé
fyziologickych déji. Do cGMP dependentni signalni kaskady jsou zapojeny molekuly, které se
vzajemné aktivuji a nasledné se Ucastni dalSich biochemickych procesi. S postupnou aktivaci
jednotlivy zéstupci, vzriustd mnozstvi aktivovanych cilovych molekul. Proto i pii minimalnich
mnozstvich primarnich stimulacnich latek je dosahovano velkého mnozstvi cilovych molekul,
které¢ jsou schopny zprostiedkovat fyziologickou odpovéd. Do ¢cGMP signalni kaskady jsou
zapojeny: Ca’’, oxid dusnaty (NO), solubilni guanylat cyklaza (sGC), cyklicky guanosin
monofosfat (cGMP), protein kindza G (PKG) a fosfodiesteraza 5 (PDE 5). Vépnik, NO a PKG
jsou pravdépodobné hlavnimi regulatory kaskady.

cGMP aktivuje PKG, ktera miize upravovat jeho vlastni syntézu 1 degradaci. Na druhé

stran¢ PKG miZe snizovat intracelularni vapnikovou koncentraci.
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2.5.1 Uplatnéni vépnikovych ionti (Ca**) v NO/cGMP kaskadé

Ptijem vapniku do buiiky je do ur&ité miry fizen koncentraci Ca*" v intracelularnich
zdsobarnach. Vydani Ca** z intracelularnich rezervoart zpasobuje vy&erpani bundénych zasob,
coz aktivuje vstup novych Ca®" iontii do bun&&nych prostort. Timto zpisobem je pravddpodobné
udrzovan zvySeny obsah Ca® v butice (Parekh et Penner, 1997). Nicmén& mechanismus, ktery
tento d¢j fidi, nebyl jesté€ objasnén. V nékterych typech bunck byla zjiSténa aktivace vstupujiciho
Ca®" pomoci rozpustného mediatoru, ktery vytvaii zmény v endoplazmatickém retikulu ménici
propustnost plazmatické membrany pro Ca** (Randriamampita et Tsien, 1993).

Vstup Ca’" miZe byt fizen i jinymi faktory, v&etnd molekul s nizkou molekularni
hmotnosti napt. G proteinem (Bird et Putney, 1993; Fasolato et al., 1993), tyrozin kinazou
(Vostal et al., 1991) a tyrozin fosfatazou (Jenner et al., 1994). cGMP muze hrat klicovou roli pii
regulaci vstupu Ca”**do buiiky. Bylo pozorovano, ze cGMP muze aktivovat vstup vapnikovych
iontl do bunék exokrinni ¢asti pankreatu (Bahnson et al., 1993; Xu et al., 1994) a epitelialnich
bunék rekta (Bischof ef al., 1995). Aviak jini autofi tvrdi, Ze cGMP koncentraci Ca ** snizuje
(Fasolato ef al., 1993). Zvyseni intracelularniho Ca®" miZe zdvihat hladinu bun&éného cGMP,
ktery mize ovlivnit vstup Ca>" do bunéénych zasobnikt v endotelovych buiikach. Bylo zjisténo,
7e zvysena hladina ¢cGMP miiZe za uréitych podminek inhibovat vstup Ca **. ¢cGMP a PKG
mohou byt zakladni soucasti kontroly vstupu Ca®" do intracelularniho prostoru minimalng
u endotelovych bun¢k (Xu et al., 1994).

Tento mechanismus zabrafiuje buiikdm v nadm&mém piijimani Ca®, coZ je chrani pred
apoptozou (Murphy, 1999; Balligand et Cannon, 1997). Po pfidani PKG (protein kindza G)
inhibitoru  KT5823 a inhibitoru vépnikovych kanall endoplazmatického retikula PCA
(Cyclopiazonic acid), dochazi ke zvyseni hladiny Ca®" v bun&énych zasobarnach. PCA zvysuje
hladinu cGMP, ktery za normélnich okolnosti stimuluje aktivitu PKG. PKG ale v tomto piipadé¢
neni  piili§ aktivni. Pfiginou je piitomnost PKG inhibitoru. Dochazi k doplnéni Ca®*
v rezervoarech endotelovych bunék. Pii zvySeni hladiny cGMP a odstranéni inhibice PKG
v ptitomnosti PCA, se pfiliv vapenatych iontl téméf zastavi.

Je pravdépodobné, ze PKG, vnimava k vstupujicimu Ca®*, hraje jedinou limitujici roli,
ktera udrzuje vapnik pod zakladnim nestimulovanym stavem. Bylo zjiSténo, Ze vstupni cesta
vapenatych iontl je vétSinou uzaviena PKG fosforylaci. Nicméné muize byt oteviena ve stavu
vy&erpani zasobaren Ca ', pravdépodobné produkei ,,vapnik uvoliiujiho faktoru“ nebo aktivaci
tyrozin kinazy (Randriamampita et Tsien, 1993). Na druhé stran¢, vyCerpané zasobarny mohou

stimulovat produkci cGMP. V tomto useku se tedy vyskytuji dva odlisné mechanismy, jeden
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stimuluje pfijimani vapniku do bunky, zatimco druhy pfijem vapniku inhibuje (Kwan et al.,
2000). Néazory na inhibici ¢cGMP se rizni. Bylo zjisténo, Ze vysoka koncentrace cGMP
zptisobuje naopak aktivaci vstupu Ca®" do buiiky (Bahnson et al., 1993; Bischof et al., 1995).
Kwan et al. (2000) jsou toho nazoru, ze mechanismy regulujici vstup vapnikovych iontd do

buniky jsou rozdilné u jednotlivych typii bunck.

2.5.2 Uplatnéni oxidu dusnatého (NO) v cGMP dependentni kaskadé

NO je rozptyleny volny radikal, v nizkych koncentracich plni funkci signdlni molekuly, ve
vysokych koncentracich funguje jako ochranny cytotoxin. Jako intracelularni ptenasec je zapojen
do mnoha fyziologickych déji (Bredt et Snyder, 1994) vcetné reprodukce (Biswas ef al., 1998).
Byl identifikovan jako dilezitd signalni molekula, hrajici kliCovou roli v kardiovaskularnim a
nervovém systému (Waldman et Murad, 1987). Mimo jiné muze také modulovat produkci
hormonii (Moncada et al., 1991), je dalezitym poslem bunéfné smrti, mize také regulovat
tkanovou prestavbu souvisejici s ovulaénim cyklem (Elman et al., 1993). Byla popséana aktivace
prasecich oocyti oxidem dusnatym. Tento stimulus je velmi specificky v mnoha aspektech. NO
stimuluje nékteré signalni kaskady (NO — dependentni), které jsou inaktivni za normalnich
podminek. (Petr et. al., 2007). NO — syntaza (NOS) je enzym odpovidajici za produkci NO z L —
argininu (Nathan et Xie, 1994). ZvysSeni koncentrace NO byva zplsobeno stimulaci NOS
cytokininy a jinymi biologicky modifikovanym molekulami (Lamas et al., 1992). Produkce
intracelularniho mediatoru NO, hraje roli pfedevsim v aktivaci sGC (solubilni guanylat cykazy)

(Ignarro et al., 1986).

2.5.3  Guanylat cyklazy (GC)

Jedna se o skupinu signélnich a transdukénich enzymu.. GC katalyzuji vznik cGMP z GTP.
Princip je podobny jako u jinych transdukc¢nich a signédlnich enzymovych skupin napft. protein
tyrozin kinazy a protein tyrosin fosfatdzy. Je zndma forma vdzana na bunéné membrany a tzv.
solubilni guanylat cyklaza (sGC) pfitomna uvnitt bun€k v cytoplazmeé. Membranova forma GC
se vyskytuje ve trech izoformach (GC-A, GC-B, GC-C). GC-A a B jsou stimulovany
natriuretickymi peptidy a GC-C je ovliviilovdna enterotoxinem Escherichie coli. Tyto proteiny se

vazi na receptorové skupiny téchto enzymi. Jednotlivé izoformy se liSi svou extracelularni
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enzymovou skupinou, intracelularni skupinu, ktera je zodpovédna za tvorbu cGMP, maji stejnou

(Koesling et al., 1991).

2.5.3.1 sGC (soluble guanylyl cyclase)

Solubilni forma guanylat cyklazy je hlavnim receptorem pro NO (Ignarro, 1993; Hobbs,
1997). Tento enzym se ucastni nepostradatelnych fyziologickych a biochemickych procesi ve
vétSiné orgdnovych soustav (napf. obchové, dychaci a nervové). Nachdzi se v témét vSech
savéich bunikach. sGC je heterodimer, ktery se skladd z podjednotek a a B. Kazda z téchto
podjednotek se rozdéluje na dva dalsi typy (al, a 2; Bl a B2) (Koesling et al., 1988; Nakane et
al., 1988). Ob¢ podjednotky jsou nepostradatelné pro funkéné aktivni protein (Nakane et al.,
1990; Russwurn et al., 1988). V sav¢ich buiikdch byly prokazany dva rtzné heterodimerni
enzymy alfl a a2PB1, prestoze se al a a2 1i$i primarni strukturou, jsou si oba heterodiméry
funkéné podobné (Russwurm et al., 1988; Zabel et al., 1999). Heterodimer al1B1 je pfitomen ve
vSech tkdnich. Nedavno byla potvrzena aktivace samostatné podjednotky B2 oxidem dusnatym
(NO) 1 prestoze ma tento enzym monomerni strukturu (Koglin ef al., 2001).

Strukturalné kazda podjednotka obsahuje C- termindlni cyklazu s katalytickou skupinou,
centralni dimerni oblast a N — terminalni ¢ast. Tato posledni ¢ast predstavuje hemovou skupinu
umoznujici vazbu NO. (Russwurm et al., 1988; Zabel et al., 1999). Hem je nebilkovinna ¢ast
hemoglobinu skladajici se z centralniho atomu dvoumocného Zeleza Fe” a pofyrinového Fetézce.
Pravé hemova komponenta je zodpovédna za senzitivitu sGC k NO (Zhao et al., 1999).

sGC hraje pravdépodobné roli receptoru endogenniho i exogenniho NO (Koesling et
Friebe, 1999; Andreopoulos et al., 2000). Aktivaci sGC roste mnozstvi cGMP (Moncada et al.,
1991; Moncada et Higgs, 1995). V ptipadé inhibice endogenni NO — syntazy, vnimavost sGC
stoupa (Papapetropoulos ef al., 1996; Ujiie ef al., 1994). Nicméné mechanismus tohoto fenoménu
zUstava nejasny. Redoxni reakce mohou byt vérohodnym mechanismem pro inaktivaci enzymu.
Nékteré studie dosly k zdvéru, ze redoxni stav hem — vazicich enzymt a protein thiolovych
skupin mé majoritni roli pti kontrole enzymatické aktivity (Papapetropoulos et al., 1996; Dierks
et Burstyn, 1998). Tato aktivita muze byt také regulovéna fosforylacnimi a defosforylacnimi
mechanismy (Ferrero et al., 2000; Zwiller et al., 1985).

Aktivitu sGC ovliviiuje koncentrace obou podjednotek a zaroveit mRNA (Shimouchi ez al.,
1993; Papapetropoulos et al., 1995). Snizeni aktivace sGC vede ke stimulaci NO produkce.

Inaktivace je zplsobena snizenou koncentraci f1 nebo mRNA, ktera podjednotky sGC koduje
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(Ferrero et al., 2000). Nadmérné mnozstvi NO pravdépodobné snizuje hladinu podjednotky 1
ptes translokaéné-nezavisly mechanismus (Schrammel ez al., 1996).

sGC je velmi vnimava k oxidaci, enzym ztraci svou vnimavost k NO (Papapetropoulos et
al., 1996). Antioxidanty napt. vitamin E snizuji vaskuldrni aniontové uspofadani a zvySuje

hladinu beta 1 a tim 1 sGC v aortalni tkani krys (Bauersachs et al., 2001).

2.5.4 cGMP (cyklicky guanosin monofosfat)

cGMP je tvoten z GTP (guanosin trifosfat) aktivovanou sGC (Koesling et Friebe, 1999).
Bunécné cGMP efekty vyplyvaji z aktivace odliSnych ¢cGMP efektorovych proteint, jako je
cGMP-dependentni protein kindza (PKG) (Hofmann et al., 2000), fosfodiesterdza 5 (PDE 5)
(Juilfs et al., 1999) a cGMP - iontové kandly (Biel et al., 1999). ZvySovani koncentrace cGMP
podporuje aktivaci PDE 5, ktera je schopna cGMP degradovat (Francis et al., 2001).

Po aktivaci sGC a nasledném rapidnim vzrastu cGMP jeho hladina prudce klesd, to mtize
predstavovat kontrast mezi aktivitou PDE 5 a syntézou cGMP. sGC cyklizuje GTP na cGMP,
ktery mize byt hydrolyzovan PDE 5 na GMP. GMP je pfipraven na fosforylaci za pfitomnosti
fosfokinazy. Jejim pribéhem GMP/GDP/GTP se z néj stava opét GTP. Jediny enzym, ktery je
schopny konvertovat cGMP na GMP, jenz se dale vraci do metabolismu, je PDE 5. Pfi produkci
cGMP v pfitomnosti PDE 5 inhibitori dochdzi k vyraznému sniZeni koncentrace guanosin
trifosfatii. Je pravdépodobné, ze snizeni GTP vede k masivnimu snizeni pfistupu substratu pro
sGC (Pfeifer et al., 1998).

¢GMP ma vliv na uvoliiovani Ca’’, protoze piimo aktivuje kalciové kanaly, to bylo
pozorovano u mnoha typli somatickych bun¢k (Cataldi er at., 1999, Carabelli et al., 2002,
D’Ascenzo et al., 2002) a také v oocytech (VanCoppenolle et al., 1997)

2.5.5 Protein kinaza G (PKG)

PKG byla poprvé popsana Kuoem a Greengardem (1970). Jedna se o cGMP - dependentni
protein kinazu, ktera je soucasti proteinové vybavy fady eukaryotickych bun¢k (Lohmann et al.,
1997). Nalezi do rodiny serin/treonin kinaz. PKG fosforyluje proteiny, které dale reguluji
hladinu Ca®", vybava t&chto proteinii se li§i podle typu buitky (Cornwell ez al.,1991).

Protein kindzy G jsou slozeny ze tii funk¢nich domén: N — termindlni, regulacni a
katalytické domény (Pfeifer er al., 1999). Regula¢ni doména vytvaii dvé za sebou ulozena
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vazebna mista pro cGMP, zatimco katalytickd doména umoziuje vazbu ATP a peptidt. Posledni
doména zprostfedkovava prenos y - fosfatu z ATP na serin/treoninovy zbytek cilového proteinu.
N — terminalni doména ma tfi funkce:

1. Dimerizace — PKG jsou homodimery, které jsou spojeny leucinem z N — termindlni
domény.

2. Aktivace/inhibice — ovliviiuje vazbu cGMP s regula¢ni doménou, ¢imZ umoziiuje
aktivaci PKG.

3. Specifické pilisobeni — tyto enzymy puasobi specificky v rtiznych subcelularnich
lokalizacich, praveé diky N — terminalni doméné (Hofmann et al., 2000).

Mechanismus ptisobeni a funkce ¢cGMP — dependentni kaskddy na bunku a stim

souvisejici uloha PKG, byla nejlépe popsana u bun€k hladkého svalu. Hladkosvalova relaxace je
zprostfedkovavana generaci NO a naslednou aktivaci PKG (Pfeifer et al., 1998). Svalové napéti
je regulovano intracelularni koncentraci Ca*". P¥i sniZzené intracelularni hlading Ca*" nedochazi
k aktivaci myosinu a hladkosvalova buiika zlstava relaxovand (Hofman et al., 2000).
Bylo prokéazano, e svalova relaxace mize byt ovliviiovana i pii konstantnich hladinach Ca**
zménou senzitivity kontrakéniho aparatu k témto ionttim (Lee ef al., 1997). PKG pravdépodobné
ovliviiuje jak hladinu Ca®" v cytosolu, tak i jeho senzitivitu na cilové receptory. Piepoklada se
propojeni Ca — dependentni a NO — dependentni kaskaddy pifes cGMP nebo PKG nékolika
procesy. PKG fosforyluje a aktivuje ADP- ribosyl cykdzu, kterd syntetizuje cADP — ribozu
(tlumeni ryadinovych receptori) (Lee, 1996, Graeff et al., 1998), coZ zpusobuje zadrzovéani Ca**
v intracelularnich rezervoarech (Clapper et al., 1987, Galione et al., 1991). Nékteré studie
popisuji jak PKG inhibuje hydrolyzu inositol bisfosfatu na IP3 (zvysuje hladinu Ca** v cytosolu)
a diacyl glycerol (DAG) (Rapoport, 1989, Ruth ef al., 1993). DAG je zndm jako aktivator protein
kinazy C (PKC) (Gomez — Fernandez et al., 2004), ktera mimo jiné hraje dulezitou roli v aktivaci
sav¢ich oocytll (Sedminkova et al., 2006). Dale PKG fosforyluji IP3 - receptor typu 1 in vivo i in
vitro (Komalavilas et Lincoln, 1996). Tato fosforylace ma ptimy vliv na intracelularni hladinu
Ca** (Haug et al., 1999).

PKG piimo fosforyluje kalcium-aktivujici K™ kanaly, ¢imz plisobi hyperpolarizaci bunééné
membrany (Alioua et al., 1998). Samotna hyperpolarizace uzavira celou fadu riznych iontovych

kanalt, vcetné L — typu kalciovych kanalt (White et al., 1993).
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2.551 Typy PKG

Protein kinazy G se vyskytuji ve dvou typech. Typ I (PKG I) je homodimer o velikosti 78
kDa, méa dv¢ izoformy I - a a I - B. Byva hojné zastoupen ve vSech sav¢ich buitkkdch (Walter,
1988). Typ II (PKG II) mé molekularni hmotnost 86kDa, nevyskytuje se tak hojné jako typ L.
Vysoké hladiny obou izoforem byly prokazany v hladkosvalovych bunkéch d€lohy, cév, stieva a
trachei (Keilbach et al., 1992).

2.5.5.1.1 PKG I

Jedna se o skupinu solubilnich enzym, které reaguji s riznymi proteiny prostfednictvim N
— termindlnich domén. Jejich vysoka koncentrace (nad 0,1 pM) byla prokazana
v hladkosvalovych buikach, krevnich destickach, mozku, hipokampu, zadnich miSnich
gangliich, nervosvalové ploténce a ledvinnych cévach. PKG I se vyskytuje v nizkych mnoZstvich
v endotelu cév, granulocytech, chondrocytech a osteoklastech. Izoenzym alfa je zastoupen

predevsim v plicich, srdci, trombocytech a mozku (Hofmann et al., 2000).
2.5.5.1.2 PKG 11

Jedna se o enzymy ukotvené v plazmatické membrané (Vaandrager et al., 1998). Jejich
pfitomnost byla potvrzena v buiikdch nékterych mozkovych jader, stfevni sliznice, ledvin,

chondrocytt a plic (Lohmann et al., 1997).

2.6.6 PDE 5 (fosfodiesteraza typ 5)

Nekolik raznych cyklickych fosfodiesteraz (PDE 5) muze hydrolyzovat cGMP a tim
kontrolovat délku a rozsah jeho plisobeni (Juilfs ef al., 1999). Selektivni inhibitory PDE 5 mohou
zapri¢init hladkosvalovou relaxaci (Boolell et al., 1996). Molekuldrni mechanismy regulujici
aktivitu PDE 5 nejsou dosud zcela objasnény. Je znamo z in vitro studiji, ze cGMP mutze byt
vazan s nekatalytickym vaznym mistem PDE 5. Toto spojeni umoziiuje aktivaci PDE 5

fosforylaci serinu 92 (McAllister-Lucas et al., 1993).
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Tim se reguluje aktivita PDES. Toto fosforylacni misto bylo popsano u skotu, lidi, psi a
krys. Nekteré izoformy PDE 5 mohou byt in vitro aktivovany pifes PKG nebo PKA (Thomas et
al., 1990). V hladkosvalovych buiikach je témét vSechna PDE 5 v defosfarylované formé a muize
byt rychle fosforylovana aktivovanou PKG. V mysich buiikkach in vivo je PDE 5 v zékladnim
stavu jen castené fosforylovana. Protoze PKG i PKA muze aktivovat PDE 5 in vitro, nebylo
tkanich. Mechanizmus hlavni regula¢ni kaskaddy vede pfes cGMP/PKG (Fukao et al., 1999).
PDE 5 je pravdépodobné specifickym substratem pro PKG a zéaroven jeho reguldtorem
(Smolenski et al., 1998). I minimalni mnozstvi PDE 5 miize vyznamn¢ ovlivnit hladinu cGMP a
PKG. Tyto proteiny jsou spojeny s regulaci koncentrace vapenatych ionti v buiice (Sergei et al.,

2002).
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Obrazek 1. Schéma cGMP dependentni signalni kaskady (Plilz et Broderick, 2005)
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2.6 Néktereé faktory ovlivnujici NO/cGMP kaskadu

2.6.1  FSH (Folikuly stimulujici hormon)

FSH zvySuje hladinu ¢cGMP ve folikulech (Makris et Ryan, 1978). Nicmén¢ jiné studie
buitkkami v in vitro prostiedi (Hubbard, 1983). Mechanizmus umoznujici dozrdvani oocytu,
muze iniciovat snizeni hladiny inhibitoru cAMP v savéim ooctu (Dekel et Beers, 1978; Schultz
et al., 1983). U mysi se snizeni cAMP ptedpoklada jak u kumularnich bunék tak i v samotném
oocytu. SniZzeni muze byt nezbytné pro iniciaci znovuzahdjeni meiodzy (Schultz et al., 1983;
Salustri et al., 1985). Napiiklad u kifecka cAMP klesa v kumuldrnich buiikach, ale nikoliv
v oocytu (Hubbard, 1983; 1986; Racowsky, 1985). Mechanizmus, ktery snizuje hladinu cAMP,
vychazi ze zvyseni aktivity cAMP-PDE (cAMP-phopsphodiesterase) (Bornslaeger ef al., 1984).

FSH a ¢cGMP zvysuji aktivitu cAMP-PDE (Beavo et al., 1971; Conti et al., 1984). FSH a
cGMP mize sniZzovat hladinu cAMP v komplexech oocyti s kumularnimi buiikami (COC) a
podporuje zrani aktivaci cAMP — PDE. N¢které studie uvadi moznost aktivace cGMP vlivem
proteosyntézy, ktera je zptisobend zvysenou aktivaci cAMP — PDE (Hubbard et Price, 1988).
Bylo zjisténo, ze cGMP muze byt dalezitym faktorem snizujicim hladinu cAMP béhem anebo po
gonadotropinové vin¢. Zatimco pocateéni vzestup cAMP muze slouzit ke spousténi zraciho
procesu, zvySend hladina cGMP miZze byt nepostradatelnd pro rychlé snizeni cAMP
v kumularnich bunkach a povoluje pokracovani zraciho procesu (Racowsky, 1985; Hubbard,

vvvvvv

nez v oocytu (Hubbard ef Price, 1988).

2.6.2  GnRH (Gonadotropin - Realease Hormones)

GnRH jsou uvoliiovany hypotalem a pravdépodobné slouZzi jako neurohormonalni kontrola
reprodukce, kterd stimuluje gonadotropinovou sekreci v hypofyze (Peter, 1983). U obojzivelnikl
byly identifikovany nékteré formy GnRH, které jsou strukturdlné piibuzné s formami savct,
dritbeze a lososi (Lincht ef al., 1994). U obojzivelnika je hlavnim tkolem téchto forem, ovlivnit
hypofyzu, aby dochéazelo k sekreci gonadotropinu. Je fakt, Ze tyto neuropeptidy indukuji

uvolnovani gonadotropinti (Licht et Porter, 1987).
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Hypofyzialni hladina GnRH interaguje se specifickym G protein-pfipojujicim receptorem
gonadotropinové hladiny a tim spousti aktivaci n€kolika intracelularnich kaskdd. GnRH receptor
reaguje hlavné pomoci aktivované fosfolipazy s hydrolyzou membranovych fosfoinositoli, které
jsou prestavény na diacylglyceroly a inositol fosfatdzy (InPs). To jsou postreceptory
transdukujici pienagece, které aktivuji protein kindzu C (PKC) a mobilizaci intracelularniho Ca**
(Schrey, 1985; Kiesel et al., 1986). Jini autofi popisuji tento mechanizmus pomoci cGMP a Ca **

(Naor et al., 1980; Snyder et al., 1980).

2.7 Oxid dusnaty

NO je dvouatomova molekula, ktera snadno pronikd skrz biomembrany a je hydrofobni
(Kupkova et Benes, 2004). Odstranénim neparového elektronu z NO vznikne nitrosoniovy ion
NO". Redukci oxidu dusnatého vznikd nitroxylovy ion NO". V organismu reaguje NO
s kyslikem, superoxidovymi anionty a jinymi radikdly odvozenymi od kysliku a také
s oxyhemoproteiny (Ignarro, 1993). Z biologického hlediska jsou dulezité zejména reakce NO
s kyslikem a s ionty transitnich kovli (Brune ef Lapetina, 1995).

Pti rozkladu oxidu dusnatého vznikaji dusitany, které se v pfitomnosti hemoproteinti oxiduji az
na dusi¢nany (Kupkové ef Benes, 2004). Téchto reakci se vyuziva pti nepfimém stanoveni NO,
protoze dusitany a dusi¢nany se na rozdil od NO (jehoz polocas rozpadu je kratky a mnozstvi
malé) daji spektrofotometricky stanovit v takovém mnozstvi, v jakém v zivé buiice vznikaji

(Clementi, 1998).

2.7.1  Mechanismus pusobeni

Produkce intracelularniho mediatoru NO, hraje roli pfedev§im v aktivaci sGC (solubilni
guanylat cykazy), kterd nasledné katalyzuje syntézu cGMP (Ignarro et al., 1986). cGMP jako
cilovd molekula pro NO se ucastni také na zvySeni hladiny cAMP, dulezitého faktoru
v meiotickém zrani oocytt. Také ionty vapniku mohou byt diilezité¢ v reprodukcnich procesech
(Sun et Nagai, 2003). NO neaktivuje jen sGC, mlZe se vazat i s mnoha jinymi hem -
obsahujicimi proteiny a tim regulovat jejich aktivitu (Salvemini et al., 1993), spoustét oxidaci
zelezitych komponent a riznych zbytkl nejcastéji cysteinu. Jsou zndmy enzymy, na které NO

ptsobi inhibi¢né (Nathan, 1992). Nékteré z téchto enzymi maji klicové role v energetickém
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metabolismu nebo v syntéze purinovych a pyrimidinovych bazi (prekurzory syntézy nukleovych
kyselin) (Ischiropoulos et al., 1992). NO destabilizuje proteiny (Schrammel et al., 1996). Ve
vysokych koncentracich plisobi cytotoxicky (Titheradge, 1999; Iadecola, 1997).

2.7.2 Produkce NO

NO - syntdza (NOS) je enzym, ktery katalyzuje produkci NO zL — argininu (pé&ti
elektronovou) oxidaci. L — arginin podléhd dvéma oxida¢nim reakcim. Po prvni této reakci
vznikd meziprodukt N“hydroxy-L-arginin, ktery se druhou oxygena¢ni reakci méni na L -
citrulin a volny radikal NO (Koppenol et Traynham, 1996). Na tvorbu 1 molu NO je spotiebovan
1 mol O; a 1,5 molu NADPH (nikotinamidadenindinukleotid fosfat) (Liu et Gross, 1996).

2.7.3 NO - syntaza

NO-syntazy jsou homodimery obsahujici vazebnd mista pro NADPH (nikotin-
amidadenindinukleotid fosfat), FMN (flavinmononukleotid), FAD (flavin-adenindinukleotid)
a kalmodulin (CaM) (Hemmens et Mayer, 1998; Boggs et al., 2000). Jejich soucasti jsou takeé
pevné vazané kofaktory tetrahydrobiopterin (HB4 = 6R-5,6,7,8 tetrahydrobiopterin) a hemova
skupina (protophorfyn IX). Soucasti kazdého NOS monomeru je oxidacni doména leZici na
amino-konci a redukéni doména lezici na karboxylovém konci. Na redukéni doméné se nachéazi
vazebna mista pro reduk¢ni kofaktory NADPH, FMN, FAD a kalmodulin. Oxida¢ni doména
pevné vaze tetrahydrobiopterin a thioldtové vazanou hemovou skupinu, kterd je reakénim
centrem pro oxidacni reakce. Kalmodulin aktivuje funkce NOS a ovliviiuje pfedevsim redukéni
doménu (Stuehr et al, 1999). Uvoliovani NO je prisn¢ regulovano aktivitou NOS (Gross et al.,
1994). Zvyseni koncentrace NO byva zptisobeno stimulaci NOS cytokininy a jinymi biologicky
modifikovanymi molekulami (Lamas et al., 1992).

Byly popsany tii izoformy NOS:

nNOS (nervova), tato izoforma syntetizuje pouze malé mnozstvi oxidu dusnatého. Je
exprimovana konstitutivn¢ (jako konstitutivni jsou oznaovany enzymy, které jsou v bunce
trvale pfitomny ve viceméné stalé koncentraci) a je aktivovdna vzestupem hladiny
vnitrobunééného vapniku (je kalcium a kalmodulin dependentni) (Janssens et al., 1992).

iNOS (indukovatelnd), iNOS byla objevena také ve folikulu savct. iNOS katalyzuje

syntézu NO v fad¢ riznych bunék a zajistuje jeho stdlou produkci po dlouhou dobu (Jablonka -
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Shariff a Olson, 1997). Na rozdil od nNOS a eNOS vzdy obsahuje pevné vazany kalmodulin
s vapnikem. Tato izoforma je regulovana na Urovni transkripce (Alderton, 2001). iNOS je
produkovdna v zavislosti na  stimulu, jez  pfedstavuji  nejcastéji  endotoxiny
a proinflamacni cytokiny (Bian et Murad, 2003).

eNOS (endotelialni), eNOS byla detekovéna taktéz ve folikulu savch (Jablonka - Shariff
et Olson, 1997). Je zavisla na zvySeni hladiny kalcia, stejné jako isoforma nNOS (je kalcium a
kalmodulin dependentni). Endotelidlni NO - syntdza také syntetizuje jen malé mnoZstvi oxidu
dusnatého po kratkou dobu. eNOS je vétSinou spojena s endotelidlnimi bunéénymi membranami
(Janssens et al., 1992).

Buiiky mohou exprimovat nékolik izoforem NOS soucasné (Mehta et al., 1995). Jednotlivé
izoformy jsou produkty riiznych genti sriiznou lokalizaci, regulaci, katalytickymi U¢inky a
ruznou citlivosti k inhibitorim (Alderon et al., 2001). nNOS a eNOS jsou konstitutivni enzymy,
jez jsou bunkami produkovany stale, nezavisle na podminkach prosttedi. Produkuji pouze mala

mnozstvi NO (Ignarro ef al., 1999; Hattori et al., 2000).

2.7.4 Regulace NO - syntazy

Aktivitu NOS izoforem reguluje pravdépodobné celd fada faktorl. Zndma je zatim uloha jen
nékterych z nich (Alderton, 2001).

Kalmodulin je nezbytny pro enzymovou aktivitu vSech tfi izoforem. nNOS a eNOS maji oviem
mnohem vy$si pozadavky na Ca*" nezli iNOS (protoZe méa pevné vazany kalmodulin) (Alderton,
2001).

Fosforylace nNOS a eNOS ma také efekt na jejich aktivitu. Dilezitou ulohu
ve fosforylaci sehravaji protein kindzy. Jestlize je eNOS fosforylovan na Ser 1179 pomoci
proteinkindzy Akt, zvysi se produkce NO (Alderton, 2001). Fosforylace izoforem NOS protein
kinazou C (PKC) vyznamné snizuje jejich aktivitu (Bredt ez Snyder, 1992).

PIN (protein inhibitor of NOS) inhibuje oxidacni aktivitu nNOS, eNOS 1 iNOS v zavislosti na
mnozstvi (Nathan et Xie, 1994).
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2.7.5 Inhibitory NO — syntazy

Mezi metody studia fyziologické tlohy NO patii métfeni tcinku inhibice syntézy ¢i ucinku
NO na sledovanou fyziologickou funkci. Od zacatku devadesatych let jsou k dispozici
kompetitivni inhibitory NOS. Prvni inhibitory NOS jsou modifikovanymi analogy L-argininu.
NG-nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME) a NG-monomethyl-L-arginine. Tyto inhibitory
nejsou selektivni pro jednotlivé izoformy NOS (Southan et Szabo, 1996).

Dalsi NOS inhibitory byly jiz selektivni k jednotlivym izoformam NOS. Patfi mezi né
7-nitroindazole pro nNOS, N-omega-nitro-L-arginine pro eNOS (Szabo et al., 1994) a nebo
aminoguanidin pro iNOS. NOS inhibitory interaguji s molekulou NOS riznymi zpisoby
na ruzném misté, v zavislosti na Case a v zavislosti na substratu a také v zavislosti na

mechanismu inhibice (Southan et Szabo, 1996; Misko et al., 1993).

2.7.5.1 Kompetitivni inhibitory NOS

Tyto inhibitory ucinkuji na zakladé kompetitivni inhibice, coz znamend, ze se inhibitor
navaze na vazebné misto pro arginin a ten se pak nemuze navazat. Jedna se o derivaty L-argininu
(Rees et al., 1989; 1990). Mezi nejcasteji pouzivané patii NG-monometyl-L-arginin (L-NMMA),
N-omega-nitro-L-arginin (L-NA) a N-omega-nitro-L-arginin metylester (L-NAME). Derivaty L-
argininu vSak obsahuji alkoholové, aminové, anebo karboxylatové skupiny, které mohou
interagovat s fadou intracelularnich systémii obsahujicich zelezo. Nespornou vyhodou téchto
inhibitorii je existence neuc¢inného D-konformeru. Tyto neudinné D-konformery jsou potom
vyhodné pouzivany jako negativni kontrola efektu vlastnich inhibitorti. Tyto typy inhibitord byly
uspesné pouzity v celé fad¢ experimentl pii sledovani vlivu NO na meiotické zrani (Peterson et

al., 1992).
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2.7.5.2  Akompetitivni inhibitory NOS

Akompetitivni inhibitory jsou inhibitory zédkladniho mechanismu iNOS a vyzaduji aktivni
enzym a NADPH substrat. Inhibice zac¢ind vazbou enzym - inhibitor. Nastanou bud’ konformacni
zmény tésné vazby, nebo kovalentni zmény enzymu inhibitorem a nebo oboji. Do této skupiny
patti iNOS specificky inhibitor aminoguanidin (AG) spole¢né s acetamidovymi inhibitory (L-
NIO, L-NIL, GW273629). V ptipad¢ inhibice pomoci AG se zda, Ze pravdépodobné dojde ke
kovalentnim zméndm enzymu (Bryk et Wolf, 1998; Corbett ef al., 1992). Pro inaktivaci NOS
aminoguanidinem je nutnd soufasnid  piitomnost Ca’’, kalmodulinu, NADPH,
tetrahydrobiopterinu a kysliku. Diky této vlastnosti je aminoguanidin oznacovan jako inaktivator
zakladniho mechanismu NOS se ziejmou specifitou k iNOS (Wolff er Lubeskie, 1995).
Aminoguanidin je ale mnohem slabsi inhibitor konstitutivnich izoforem. Efekt aminoguanidinu

1ze zvratit pouzitim NO donoru (Yamauchi et al., 1997).

2.7.6  Puasobeni NO na rtizné organové systémy

Pritomnost NOS byla prokazéna v hypotalamickych oblastech (Bonavera et al., 1993;
Moretto et al., 1993) a laloku hypofyzy (Dawson et al., 1991). To naznacuje, ze mezi hlavni
funkce NO mitzZe patfit 1 neuroendnokrinni modulace reprodukéniho procesu. Reguluje
uvoliiovani hormont, jako jsou GnRH (gonadotropin-realease hormones) a gonadotropiny
(Gross et al., 1994).

Je pravdépodobné, ze zakladni LH sekrece neni ovlivnéna NO (Duvilanski et al., 1995; Aguilar
et al., 1996), zatimco jini jsou pfesvédCeni o inhibici LH sekrece timto volnym radikélem
(Ceccatelli et al., 1993; Kaiser ef al., 1996). Chiodera et al. (1995) potvrzuje, ze NOS inhibitor
snizuje hladinu LH a FSH. Bylo zjisténo, Ze u skokana jsou béhem namluv hladiny NOS a
cGMP vyssi nez obvykle (Linch et al., 1983). Mimo jiné se ucastni regulace folikularniho rtistu a
ovulace (Sengoku et al., 2001), spermatogeneze (Zini et al., 1996) a embryonalni implantace

v déloze (Moncada et al., 1991).
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2.7.7 NOS v reprodukci samic

Neékolik praci se zaméfilo také na sledovani exprese NOS v praseCich oocytech.
V oocytech ziskanych z folikuld o velikosti 1 — 3 mm prokdzali expresi eNOS (Hattori
et al., 2000). Vyskyt eNOS v kumularnich bunkach tento tym nepotvrdil. Déle Hattori
et al. (2000) sledovali vliv FSH na expresi eNOS v komplexech oocyti s kumuladrnimi bunikami
(COC). FSH stimuloval proliferaci kumularnich bunék, mnozstvi eNOS proteinu se nemenilo.
Me¢éieni mnozstvi metaboliti NO vsak ukazalo, ze FSH vyvolal v COC pokles produkce NO.
Ve své dalsi praci nalezli Hattori et al. (2001) v praseCich oocytech také nalezli mRNA pro
eNOS. Takesue et al. (2003) mapovali expresi eNOS v pribéhu vyvoje prasecich folikuld, ale
nesledovali velikost oocytli v téchto folikulech, tudiz ani vztah exprese eNOS k meiotické
kompetenci oocytl. Analyzovali folikuly mensi nez 2 mm (Casné antralni stddium) a vétsi nez 7
mm (pozdni antrdlni stddium). Sledovany protein nalezli v oocytech ziskanych z obou
velikostnich ~ skupin  folikuld. V  oocytech cCasnych antralnich folikuld byla pfi
imunohistochemickém sledovani nalezena eNOS na periferii oocytll. Zona pellucida a lipidova
granula eNOS neobsahovaly, povrchova vrstva granul6znich bun¢k a kumularni buiiky byly pfi
imunohistochemické reakci eNOS pozitivni. Oocyty ziskané z pozdnich antralnich folikula
obsahovaly vice proteinu eNOS neZli oocyty ¢asnych antralnich folikuld. Autofi pfedpokladaji,
ze ke zvyseni proteinu doslo v pribéhu vyvoje folikuli vlivem pilisobeni gonadotropind. Dale
tito autofi prokazali, ze oocyty ziskané z folikult o velikosti 3 — 6 mm produkuji po 15 hodindch
in vitro kultivace malé mnozstvi NO. Po oSetfeni ionomycinem, jez vyvolava piechodné zvyseni
hladiny intracelularniho véapniku syntéza NO v oocytech vzrostla. Na sledovani exprese a
aktivity eNOS a iNOS izoforem v prasecich granul6znich bunkach ¢asnych antralnich folikult
(< 3 mm) se zamé¢fili Grasselli ef al. (2001). V granuldze nalezli pouze eNOS izoformu, jez byla
pfitomna také po 48 hodindch kultivace granuldzy v podminkach in vitro. mRNA pro eNOS

izoformu nalezli v granul6znich buiikach antralnich folikuli (1 — 4 mm) Takesue ef al. (2001).
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2.7.8 Vliv NO na meiotické zrani oocytt

Vyznam NO pro meiotické zrani oocytl savcil byl potvrzen fadou studii provedenych na
mySich s vyblokovanym genem pro nékterou z izoforem NOS. U mysi po eNOS genovém
knockoutu doslo k naruSeni zrani oocytu a to nejen in vivo, ale i in vitro pii kultivaci komplext
oocytli s kumulédrnimi buitkami. U oocytli byl zpomalen proces rozpadu zarode¢ného vacku,
znacna cast oocytl nedokoncila zrani dosazenim druhé meiotické metafaze, byla zablokovéna ve
stadiu prvni metafdze nebo vykazovala atypické morfologické zmény (Jablonka - Shariff et
Olson, 1998; 2000). Rovnéz experimenty vyuzivajici zvifata s vyblokovanymi geny pro dvé
izoformy NOS (double knockout) potvrzuji nutnost produkce NO pro meiotické zrani oocytl
(Tranguch et Huet-Hudson, 2003). Hefler et Gregg (2002) a Sigmund (2000) uvadé¢ji, ze
v piipad¢ zvitat s vyblokovanym genem pro NOS je ale tfeba brat v uvahu fakt, ze vysledny
fyziologicky efekt miize byt u téchto zvifat vyznamné ovlivnén genetickym pozadim. Mysi se
stejnou genovou mutaci se mohou liSit ve fenotypu v zavislosti na kmeni (Phillips et al., 1999).

Vyznam NO pro zrani oocytl ovSem doklada také skutecnost, Ze podobné jako NOS
genovy knockout pisobi na zrani mysSich oocytl inhibitory NOS. Pfi kultivaci komplexti oocytt
a jejich kumularnich bunék s kompetitivnim inhibitorem L - NAME (N — nitro — L - arginin
metyl ester, inhibuje produkci NO eNOS a iNOS izoformami, vice vSak inhibuje produkci NO
izoformou eNOS) mély oocyty v zavislosti na davce inhibitoru naruSen rozpad zarode¢ného
vacku a postup meiotického zrani z prvni meiotické metafize do druhé. Rada z nich vykazovala
atypické zmény, jez se shodovaly se zmé€nami pozorovanymi u oocytl ziskanych od eNOS
knockoutovanych mysi. Mnoho oocytli ve stadiu prvni metafize a atypickych oocyti bylo
nezivych, oocyty ve stddiu druhé metafize mély abnormdalné distribuované maternalni
chromozémy. Inaktivni konformer inhibitoru — D - NAME nem¢l na meiotické zrani mysich
oocytl vliv (Jablonka - Shariff ez Olson, 1998; 2000). Rovnéz Sengoku et al. (2001) ve své praci
potvrdili vyznam NO pro meiotické zrani mysich oocyti. L - NAME prokazateln¢ inhiboval
meiotické zrani komplexii oocytl a jejich kumuldrnich bunék (COC), inhibi¢ni efekt byl zvracen
pfidanim donoru NO nitroprusidu sodného (SNP). Tito autoti dale ukazali, Ze nizké davky SNP
(107 mol/1) stimuluji zrani komplexd oocytt s kumularnimi buiikami do stadia druhé meiotické
metafaze. Na zrani oocytti bez kumularnich bunék nemél SNP ani L - NAME vliv. K podobnym
vysledkim dospéli také Bu er al. (2003 a). Kdyz byl SNP intraperitonedln¢ injikovan mySim
spoleéné¢ s L. - NAME nedoslo k inhibici meiotického zrdni oocytid ziskanych od téchto
experimentalnich zvifat. OSetfeni komplexti oocytii s kumuldrnimi buikami nizkymi davkami
SNP (24 hodin kultivace, davka 107 — 10 mol/l) stimulovalo meiotické zrani do druhé
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metafize, a to i za pfitomnosti hypoxantinu, jez méa schopnost zrani blokovat. PHli§ nizké (10®) a
vysoké (10 a 107) koncentrace SNP nemély na zréni oocytil blokovanych hypoxantinem vliv.
Optimalni koncentrace SNP stimulujici zrani COC nevykazovala u¢inek na oocyty zbavené
kumularnich bunék. Vysledky téchto dvou studii naznacuji, ze NO muze jak stimulovat, tak také
inhibovat meiotické zrani mysSich oocytl v zavislosti na davce, coz potvrzuje i1 dal§i prace
publikovana timto vyzkumnym tymem (Bu et al., 2003 b).

Zda se, ze mnozstvi NO hraje diileZitou roli také béhem meiotického zrani oocytu prasete.
Tao et al. (2005) zjistili, ze vysoké mnozstvi NO dodané pomoci donoru oxidu dusnatého SNP (1
— 10 mM) narusuje meiotické zrani komplexii prasec¢ich oocytl a jejich kumularnich bunék
v dobé prechodu mezi prvni a druhou meiotickou metafazi.

Piesny mechanizmus, jakym NO/NOS systém ovliviiuje meiotické zrani oocytd savci neni
znam. Vysledky studii ukazuji, Ze pfi zastaveni meiotického zrdni oocyti hlodavch
a jeho znovuzahgjeni dochazi ke zménam v mnozstvi cyklickych nukleotidt, ptedevsim poklesu
hladiny cAMP v oocytu (Tornell et al., 1991). cAMP mutze byt v oocytu degradovan enzymem
fosfodiesterazou (PDE) nebo je mozné, ze dochdzi k zastaveni jeho pienosu z granuléznich
bunék do oocytu a tim se snizuje jeho mnozstvi. O oxidu dusnatém je znamo, ze aktivuje enzym
guanylat cyklazu (sGC), jez §tépi v cilovych buitkdch GTP na ¢cGMP (Schmidt et al., 1993).
Hubbard et Price (1988) zjistili, ze zvySend hladina cGMP vyvolana 8 — Br - cGMP nebo SNP
snizuje hladinu cAMP v oocytech kieCka s kumuldrnimi buitkami a zvySuje podil oocytl ve
druhé metafazi aktivaci PDE. Grasselli et al. (2001) zjistili, ze v prasecich granul6znich buiikach
cGMP dale aktivuje cGMP dependentni protein kindzu (PKG). NO se vSak miize vazat i na jiné
enzymy obsahujici hemovou skupinu nez je guanylat cyklaza (Gross et Wolin, 1995).

V pribéhu zrani dochazi k vyznamnym strukturdlnim zméndm — reorganizaci mikrotubuld,
vCetné agregace organel v prabéhu GVBD, vzniku achromatického vieténka a segregaci
chromozému (Messinger et Albertini, 1991). Oocyty ziskané od eNOS knockoutovanych mysi ¢i
kultivované s NOS inhibitorem vykazuji morfologické anomalie (Jablonka - Shariff et Olson,
1998; 2000). Nalezeny byly oocyty s abnormdlné zvétSenym prvnim pélovym tcliskem, coz
ukazuje na abnormalni déleni, které mize byt zpiisobeno poskozenim metafazniho vieténka.
Casto jsou v téchto oocytech piitomna dvé prvni poélova téliska. Zralé mysi oocyty zlstavaji
v druhé meiotické metafazi az do oplozeni diky vysoké aktivit¢ CSF (Motlik et Kubelka, 1990).
Nékteré abnormality v meiotickém zrani oocytl ziskanych od eNOS knockoutovanych mysi jsou
velmi podobné zménam, jez byly pozorovany u mysi s vyblokovanym genem pro mos, jez fidi
CSF (Choi et al., 1991). NO miize byt kliCovym regulatorem signalni kaskady, jez kontroluje
piechod mezi metafazemi prvniho a druhého meiotického déleni (M I a M 1I), stejné tak se mize

podilet na udrzeni oocytu vM II (Dixit et Parvizi, 2001).
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3 Cil

Cilem této diplomové prace bylo ovéfeni hypotézy, podle které je oxid dusnaty zapojen do
procesu meiotického znovuzahdjeni u oocytl prasete. Tato hypotéza byla ovéfena na zakladé¢
sledovani farmakologického ucinku inhibitori enzymu NO syntazy, ktery v buiikdch NO
produkuje, dale bylo sledovano, jak zrani ovlivni oxid dusnaty dodany z externiho zdroje, ve

formé donoru NO, a také zda je donor schopen zvratit G¢inek inhibitoru.
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4 Material a metody

4.1  Ziskavani vajecniku

Prase¢i vajecniky byly ziskavany z prasnic porazenych na jatkach (Pfibram) v blize
neuréeném stadiu pohlavniho cyklu. Vaje¢niky byly transportovany do laboratote KVD

ve vytemperované termolahvi naplnéné fyziologickym roztokem (0,9 % chlorid sodny) o teploté

39°C.

4.2 Ziskavani oocytu s ukoncenym ristem

Oocyty sukonCenym ristem (120 pum) byly ziskavany aspiraci folikuli o velikosti
2 — 5 mm pomoci jehly 20G (Sterican, Braun Melsungen, Némecko). Pod stereomikroskopem
(Nikon SMZ 645, Japonsko) byly oocyty sklenénou pipetou odsavany ze ziskané folikularni
tekutiny a pfenaseny do kapek cistého média M 199 (sloZeni viz tabulka 4.1).

Tabulka 4.1 Modifikované médium M 199

3,9 ml 7 % uhli¢itan sodny

60 mg laktat vapenaty

25 mg pyruvéat sodny

2,5 mg gentamicin

150 mg HEPES (vSe Sigma-Aldrich, Némecko)

8 ml 10x konc. médium M199 (Gibco BRL, Life Technologies, Skotsko)
100 ml H,O

13,4:6,6 IU/ml | eCG : hCG (PG 600, Intervet Boxmeer, Holandsko)

10 % fetalni teleci sérum (Alseva, Ceska republika)

4.3 Kultivace oocytu

Oocyty byly kultivovany v modifikovaném médiu M199 v Petriho miskach o priméru 3,5
cm (Nunc, Roskilde, Denmark) pfi teplot€¢ 39°C ve smési 5 % CO, se vzduchem 48 hodin in
vitro. Do kultivaéniho média byl v odpovidajici koncentraci ptidan bud’ néktery z inhibitori
NOS (aminoguanidin, L — NAME) nebo donor NO SNAP (S-nitroso-N-acetylpenicillamine). Ke
kazdé pokusné skupiné oocytli byla vytvorena skupina kontrolni, ktera byla kultivovana v ¢istém

modifikovaném médiu M199.
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4.4  Fixace oocytu a urceni faze jejich meiotického zrani

Po uplynuti 48 hodin kultivace byly oocyty vybrany z média a pomoci sklenéné pipety
opakovanym nasdvanim a vysavanim zbaveny kumularnich bunék. Takto oSetiené oocyty byly
pfeneseny na podlozni sklo a ptekryty krycim sklickem na vazelinové prouzky. Nésledovala
fixace roztokem ledové kyseliny octové a ethanolu (1:3) po dobu nejméné 24 hodin a poté byly
oocyty barveny 1% vodnym roztokem orceinu. Oocyty byly snimany pomoci pocitatového
programu pro analyzu a zpracovani obrazu L.U.C.I.A (Laboratory Universal Computer Image
Analysis verze 4.71, Laboratory Imagining s.r.o., Ceska republika). Poté bylo hodnoceno

stadium jejich meiotického zrani podle kriterii uvedenych Motlikem a Fulkou (1986).

4.5  Statisticka analyza dat

Data vSech experimentl byla podrobena statistické analyze. Experimenty byly
4x opakovany. Vysledky byly hodnoceny v programu STATISTICA verze 6.0. Ke zjisténi
statistické vyznamnosti mezi skupinami oocytti byla pouzita analyza rozptylu jednoduchého
tfidéni (One-way ANOVA).

Pro podrobnéjsi vyhodnoceni rozdilu byl zvolen Tukeyho test na hlading vyznamnosti o = 0,01.

4.6 Experimentalni schéma

4.6.1  Ugéinek aminoguanidinu (AG) na oocyty

V tomto experimentu byl sledovan vliv iNOS specifického inhibitoru aminoguanidinu
(AG) na oocyty. Byla hleddna efektivni koncentrace inhibitoru. Vzdy byly vytvofeny dvé
skupiny oocytt. Prvni, pokusna, kde byl do kultivacniho média pfiddvan inhibitor v urcité
koncentraci a druhd, kontrolni, kde byly oocyty kultivovany v ¢istém médiu M199 s pridavkem
PG600. Aminoguanidin byl pouZit v koncentraci: 10 mM (0,0037 mg/3 ml média M199), 7,5
mM; 5 mM a 2,5 mM. Oocyty byly kultivovany in vitro 48 hodin a poté byly zbaveny
kumularnich bun¢€k a fixovany pro stanoveni stddia meiotického zrani (dle Motlika a Fulky,
1986). Pro kazdou koncentraci AG (4 koncentrace) bylo pouzito béhem 4 opakovani celkem 120
oocytl a kontrolni oocyty. ProtoZze aminoguanidin nema D netGc¢inny konformer, byla pouzita

jako negativni kontrola 24 hodinova reverzni kultivace. Kdy jsou oocyty pokusné skupiny dale
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kultivovany v ¢istém mediu M199. Tim se zjiStuje, jestli pfi kultivaci s inhibitorem nedoslo ke

znizeni jejich zivotaschopnosti.

4.6.2 Uginek L-NAME na oocyty

V tomto experimentu byl sledovan vliv riznych koncentraci nespecifického inhibitoru L-
NAME na oocyty. Tento inhibitor pisobi na vSechny tfi zndmé izoformy NOS, nejvyssi specifitu
ma vsak k eNOS izoform¢. Jako negativni kontrola byl pouzit D - konformer inhibitoru (D-
NAME), jez je neucinnou formou inhibitoru. Oocyty byly kultivovany v podminkach in vitro 48
hodin. Rozdéleny byly do tii skupin. Prvni skupina byla experimentalni, oocyty této skupiny
byly kultivovany v médiu obsahujicim pfisluSnou koncentraci inhibitoru L - NAME. Zbylé dvé
skupiny byly kontrolni (v jedné skupiné byly oocyty kultivovany v Cistém médiu, v druhé
v médiu obsahujicim D-NAME). Pouzité koncentrace L-NAME a D-NAME byly: 10 mM
(0,0081 mg/3ml média); 7,5 mM; 5 mM a 2,5 mM. U oocytd bylo v obou kontrolnich skupinach
pozadovéano procento zrani (dosaZeni stadia druhé meiotické metafaze) vyssi nez 85%. Pokud v
kontrolni skupiné dosdhlo méné nez 85% oocytl stadia druhé meiotické metafaze, experiment
nebyl déle hodnocen. Pro kazdou koncentraci L-NAME (4  koncentrace)
a D-NAME (4 koncentrace) bylo pouzito béhem 4 opakovani celkem 120 oocytli a kontrolni
oocyty.

4.6.3 Uginek donoru SNAP na oocyty

V tomto experimentu byl sledovan vliv riznych koncentraci donoru NO SNAP na
meiotické zrani oocytli. Byla hleddna efektivni koncentrace donoru. Vzdy byly vytvoieny dvé
skupiny oocytl. Prvni, pokusnd, kde byl do kultivatniho média piiddvan SNAP v urcité
koncentraci a druhd, kontrolni, kde byly oocyty kultivovany v ¢istém médiu M199 s pridavkem
PG600. SNAP byl pouzit v koncentracich: 0,01 mM, 0,03 mM, 0,05 mM, 0,1 mM a 2mM.
Oocyty byly kultivovany v podminkach in vitro 48 hodin. SNAP nema neucinou formu, proto

byly oocyty podrobeny reverzi v ¢istém médiu (jako u experimentu s AG).
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4.6.4 Uginek donoru SNAP a AG na meiotické zrani oocytt

V tomto experimentu byl sledovan vliv efektivni koncentrace inhibitoru AG (SmM) a
riznych koncentraci SNAP na zrani meioticky kompetentnich oocytii. Inhibitor NOS a donor
NO byly aplikovany do media souc¢asné. SNAP byl pouZit v koncetracich: 0,03 mM, 0,05 mM a
0,1 mM. Oocyty byly opét rozdéleny do dvou skupin a nésledné kultivovany v podminkach in
vitro 48 hodin. Jedna skupina byla experimentalni (s ptidavkem SmM AG a dannym mnoZzstvim
SNAPu) a druhd skupina byla kontrolni (kultivace probihala pouze v ¢istém mediu s piidavkem
PG600. Poté byly oocyty zbaveny kumularnich buné¢k a fixovany pro stanoveni stadia
meiotického zrani (dle Motlika a Fulky, 1986). Zjist'ovali jsme, zda SNAP dokaze zvratit

inhibi¢ni uc¢inek aminoguanidinu.
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5 Vysledky

5.1 Ué&inek aminoguanidinu na oocyty

Aminoguanidin v koncentracich 10 mM, 7,5 mM a 5 mM inhiboval meiotické zrani
oocytl. Koncentrace aminoguanidinu 2,5 mM neméla na meiotické zrani oocyti vliv a oocyty po
48 hodinach dosahly druhé meiotické metafaze (91,95 %). Vysledky jsou shrnuty v tabulce 5.1 a
grafu 5.1

Tabulka 5.1
% oocytit v daném stadiu meiotického zrdani po 48 hod
Stadium

jaderného zrani
10 mM AG 7,5 mM AG 5mM AG 2,5mM AG
GV 92,60 + 4,69 * 95,14 + 4,06 * 90,15+ 4,89 * 22942964
MI 298+3,11° 3,16 £2,66° 5,88 +2,64° 5,75+240%
MII 443 +354 " 1,58 +2,14 " 3,98+328°" 91,95 +4,08 ®
Kontrola v MII 88,71 +2,60 * 89,59 + 3,56 * 89,16 +3,18* 92,08 +2,26 °

Statisticky vyznamny rozdil P<0,01 v fadcich (mezi stddiem GV= stadium zarode¢né¢ho vacku, metafdzi I a metafazi
I1) je vyjadien odlinymi superskripty ( **)
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Graf 5.1

% oocytii v daném stadiu meiotického zrani po 48 hod v zavislosti na
koncentraci AG

100 -
90 -
80 -
70 1—
60 -
50 -
40 -
30 -
20 -
10 -

0

Procentualni zastoupeni oocyti (%)

10 mM AG 7,5 mM AG 5 mM AG 2,5mM AG

Pouzité koncetrace AG

oGV oMl B MIl B Kontrola v MlI

5.2 Uéinek L-NAME a D-NAME na oocyty

Kultivace meioticky kompetentnich oocytli s L-NAME v koncentraci 10 mM, 7,5 mM a 5
mM vyrazn¢ ovlivnila meiotické zrani téchto oocytd (tab 5.2). Po kultivaci s témito
koncentracemi inhibitoru se ve stadiu MII nachéazelo statisticky vyznamné méné oocyti (méné
nez 5%) oproti kontrolni skuping, kde stddia MII dosahlo ptes 90% oocytl (graf 5.2) a to i po
kultivaci s D-NAME (neaktivni konfomer k L-NAME, ktery se pouZziva jako kontrola) (graf 5.3).
Vysledky se podobaji vysledkiim z prédchoziho experimentu s AG. Pouziti vysSich koncentraci
tohoto inhibitoru zabranilo prolomeni prvniho meiotického bloku a vysoké procento oocytl
zustalo ve stadiu GV. Koncentrace 2,5 mM jiz neovlivnila meiotické zrani oocytl. Do stadia MII
dozradlo pres 90% oocytl, coz se statisticky vyznamné neli§i v porovnani s kontrolnimi
skupinami (kontrola i D-NAME). Statisticky neni vyznamny rozdil ani mezi procenty oocyti ve

stadiu GV a MI oproti kontrolnim skupinam.
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Tabulka 5.2

Stadium % oocytit v daném stadiu meiotického zrani po 48
Pouzita latka | jaderného hod
zrani
10 mM 7,5 mM 5 mM 2,5 mM
GV 92,7+494 90,8 +2,5% 91,0+224 45+34
L-NAME MI 44+388 474228 6,7+32°8 54+25%
MII 290+£29°8 4742258 244228 90,2 +2,1°"
GV 48+408 2,3+23°8 3,9+3,1°8 3,0+34
D-NAME MI 29+28°% 494245 43+34° 46+33%
MII 925+1,6% 929+3,14 91,8+1,7% 93,7+28°%
Kontrola MII 92,1+1,94 90,3 +2,5% 90,2 +2,9" 91,5+3,3"

Statisticky vyznamny rozdil P<0,01 v fadcich (mezi stddiem GV= stadium zarode¢né¢ho vacku, metafdzi I a metafazi
I1) je vyjadien odlignymi superskripty ()

Graf 5.2

% oocyti v daném stiadiu meiotického zrani po 48 h v zivislosti na
koncetraci L - NAME.
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Graf 5.3

% oocyti v daném stadiu jaderného zrani po 48 hod v zavislosti na
koncetraci D - NAME.
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5.3  Ué&inek SNAP na oocyty.

Z vysledki je zfejmé (tab. 5.3 a graf 5.4), ze kultivace oocytil s ptfidanym SNAP
v koncentracich 0,03 mM, 0,05 mM, 0,1 mM a 2 mM vyznamné ovlivnila meiotické zrani. Po
kultivaci s NO donorem v téchto koncentracich byl u vétSina oocytl zjistén atypicky vyvoj (nad
73%), toto procento se zvySuje s narUstajici koncentraci SNAP. Koncetrace 0,01 mM jiz
meiotické zrani neovlivnila, pres 90% oocyti dozrdlo do stddia M II, coz je srovnatelné

s kontrolni skupinou.
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Tabulka 5.3

L. % oocytit v daném stadiu meiotického zrani po 48 hod
Stadium
jaderného zrani 0,01 mM 0,03 mM 0,05 mM 0,1 mM 2 mM
SNAP SNAP SNAP SNAP SNAP
GV ot 1,34 7,94 254 254
MI 8.8" 11,54 5,38 ot ot
MII 91,28 14,14 2,6" o* ot
Atyp. 0* 738 84,2° 758 758
Kontrola 95,8" 942" 88,28 88,98 97,7°

Statisticky vyznamny rozdil P<0,01 v fadcich (mezi stddiem GV= stadium zarodeéného vacku, metafizi I a metafazi

1) je vyjadien odlisnymi superskripty (

Graf 5.4
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Uéginek SNAP a AG na oocyty

Ptidani AG a SNAP do kultivaéniho média mélo vliv na meiotické zrani oocyti, protoze do
stddia M II dozradlo podstatné méné oocytll v experimentalnich skupinach nez-li ve skupinach
kontrolnich (tab 5.4 a graf 5.5). Po ukonceni kultivace byla zjiSténa ptitomnost atypicky
vyvinutych oocytti (az 52%). Experimentalni skupina s 5 mM AG a 0,05 mM SNAP méla

nejvyssi procento oocytl ve stadiu M I (34,8%).

Tabulka 5.4

Stadium jaderného

% oocytii v daném stadiu meiotického zrani po 48 hod

zrani 0,03 mM SNAP +5 | 0,05 mM SNAP+5 | 0,1 mM SNAP +5
mM AG mM AG mM AG
GV 0t 4,34 13,8*
MI 36,8" 26,14 57,44
MII 10,5 34,8" 11,45
Atyp. 52,7° 34,8% 17,4*
Kontrola 81,5" 81,1° 93,7%

Statisticky vyznamny rozdil P<0,01 v fadcich (mezi stddiem GV= stadium zarodecného vacku, metafazi I a metafazi

1) je vyjadien odlignymi superskripty ( )
Graf 5.5
% oocyti v daném stadiu meiotického zrani po 48 hod v zavislosti na
koncetraci SNAP a AG.
120

100 -
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6 Diskuze

Pomoci farmakologické inhibice byl sledovan t¢inek NO syntdzy na oocyty s dokoncenou
rustovou periodou a plnou meiotickou kompetenci. Oocyty savcli mohou exprimovat nékterou
z izoforem NOS. V mySich oocytech byly detekovany dvé izoformy NOS, eNOS a iNOS
(Jablonka - Shariff et Olson, 1997; Huo et al., 2005). U prasat byly detekovany eNOS i iNOS jak
v oocytech, tak také v jejich kumularnich bunkach (Hattori et al., 2000). Tteti z NOS izoforem,
nNOS, nebyla v oocytech detekovana. Pouze Abe ef al. (1999) detekovali mRNA pro nNOS
v mySich oocytech. Bylo pouzito dvou typl inhibitori pro odliSeni ucinki obou hlavnich
izoforem vyskytujicich se v ovariich prasete. Pro detekci vlivu indukovatelné izoformy byl
pouzit iNOS specificky inhibitor aminoguanidin, ktery ma nizkou toxicitu (Makita et al., 1992).
Pro odliSeni vlivu eNOS izoformy byl pouzit nespecificky inhibitor NOS, L-NAME, ktery
inhibuje katalytickou ¢innost vSech tfech izoforem, s nejvyssim tcinkem k eNOS izoformé. Byl
sledovan vliv téchto inhibitorti o riznych koncentracich na oocyty. Tento inhibitor také velice
dobie prostupuje skrz buné¢né membrany (Wolff ez al., 1997).

Nase vysledky naznacuji, Ze pouZiti vysSich davek AG v kultivacnim médiu, blokuje
GVBD prasecich oocytl s plnou meiotickou kompetenci. Efekt AG na oocyty je zavisly na jeho
davce. Davky 10 mM; 7,5mM a SmM ucinné blokovaly meiotické zrani oocytl, vétSina oocyti
zustala ve stadiu GV (90,15 — 95,14% oocyti). Kultivace s 2,5 mM AG jiZ nemé vliv na
meiotické zrani oocytl. U¢inné koncentrace AG, které inhibuji meiotické zrani oocytii prasete
tedy jsou 10 mM; 7,5mM a SmM. Tyto vysledky ukazuji, Ze se signalni kaskada iNOS/NO
pravdépodobné ucastni fizeni prechodu z GV do MI, regulace meiotického znovuzahajeni a
procesu GVBD.

Nase vysledky koresponduji s vysledky Tao et al. (2004), kteti rovnéZ potvrdili inhibicni
ucinek aminoguanidinu na prase¢i oocyty. VIiv AG na zrdni oocytl potkana sledovali Nakamura
et al. (2002), kteti popisuji, Ze tento inhibitor ptisobi naopak na zrani stimulacné a urychluje
rozpad zarodecného vacku a cely proces meiotického znovuzahijeni. Tento dvoji ucCinek AG
muze byt zptisoben odlisSnymi kultivaénimi podminkami a riznymi zivo¢iSnymi druhy. Zjistili
jsme, ze u prasete aminoguanidin plisobi na meiotické zrani jiz v jeho samém pocatku a naruSuje
u prasete proces GVBD. Protoze aminoguanidin nema D netGc¢inny konformer, byla u oocytt
s plnou meiotickou kompetenci provedena reverze, oocyty byly nejprve kultivovany 48 hodin
s nejvyssi koncentraci aminoguanidinu, 10 mM, a poté 24 hodin v ¢istém médiu. Bylo testovano,
zda koncentrace 10 mM AG neni pro oocyty toxickd, oocyty po odstranéni inhibitoru po 24

hodinové¢ kultivaci znovu zraly. Reverze u meioticky kompetentnich oocytli méla za nasledek
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vysoky nartst podilu partenogeneticky aktivovanych embryi. Vysledky naznacuji, ze iNOS/NO
dependentni signdlni kaskdda je zapojena do fizeni meiotického zrani oocytu prasete a
pravdépodobné se méni jeji regulace béhem zrani a aktivace, kdy se mnozstvi nutného NO pro
oocyt pravdépodobné snizuje.

L-NAME inhibitor mé¢l na meiotick€é zrani oocyti prasete podobny ucinek jako
aminoguanidin. Vysoké procento oocytl s témito koncentracemi L-NAME nedokézalo dokoncit
meiotické zrani do stddia metafaze II. Podobné plsobi L-NAME na meiotické zrani oocytl
potkana a rovnéz mysi (Bu et al., 2003; Jablonka - Shariff et Olson, 2000).

Jablonka-Shariff et al.(1999) uvadi, Ze u potkanti po 48 hodinové kultivaci s vyrazné nizsi
koncentraci 0,1 -1 mM L-NAME se relativné vysoké procento oocytl (primérné 28 %)
nachdzelo ve stddiu metafize I a ve stddiu metataze II se nachézelo podle pouzité¢ koncentrace 45
— 65 % oocytl. Postupné se zvySujici se davkou se v experimentech u potkanii zvySovalo
procento oocytl, které se nachazely ve vyvojové nizSich fazich meiotického zrani. Podobny
efekt byl pozorovan i1 u mysSich oocyt. Na rozdil od téchto praci se v nasi praci po kultivaci
s vy$§imi koncentracemi L-NAME ve staddiu MI nachazelo jen nizké procento oocytl (4,4 — 6,7
%). Vétsina oocytl ztistala zabrzdéna v GV (90,8 — 92,7%).

Zmény v meiotickém zrani po aplikaci inhibitori NOS se podobaly tém, které byly
pozorovany u oocytu ziskanych od zvitat s vyblokovanym genem pro nékterou z izoforem NOS
(Jablonka - Shariff et Olson, 1998; 1999; 2000; Sengoku et al., 2001; Bu et al., 2003; Huo et al.,
2005). Pro meiotické zrani je dulezity NO produkovany jak iNOS, tak také eNOS izoformou.
Otazkou ziistava, jakym mechanizmem se NO v oocytu uplatiiuje. Casto piisobi prostiednictvim
aktivace rozpustné guanylat cyklazy (Ignarro et al., 1987; Murad, 1994). Je také aktivatorem
enzymi z rodiny MAP kindz, inhibuje enzymy cytochromu P - 450 véetn¢ P - 450 aromatazy
(Snyder et al., 1996).

Dale jsme zjistovali, jak oxid dusnaty z externiho zdroje ovliviiuje meiotické zrani
prase¢ich oocytli. Z ptfedchozich experimenti provedenych na Katedie veterinarnich disciplin
CZU v Praze bylo znamo, ze donor NO SNAP v koncentraci 2mM pfidany k oocytiim ve stadiu
MII aktivuje tyto oocyty ze 71%. Tuto koncentraci donoru jsme proto pouzili jako vychozi pro
kultivaci oocytli s ukonc¢enou ristovou fazi (120 pum). U oocyti doslo po 48 hodinové kultivaci
s NO donorem ke snizeni poctu oocyti ve stadiu prvni a druhé meiotické metafaze. Po 24
hodinové reverzi v ¢istém médiu oocyty nepokraCovaly ve zrani. Nami pouzitd koncentrace
oxidu dusnatého byla pro oocyty toxickd a narusila jejich zZivotaschopnost. Stejné jako 2mM
SNAP pisobila na oocyty také koncentrace 0,1 mM, kterd aktivuje praseci oocyty ve stadiu

druhé meiotické metafaze ze 68%. Koncentraci jsme proto snizili na 0,05 mM a poté na 0,03 a
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0,01 mM. 0,01 mM SNAP jiz inhibicni u€inek na oocyty nemélo. Oocyty kultivované 48 hodin
v médiu s NO donorem v této koncentraci zraly z 91% do druhé meiotické metafaze.

Z literatury je znamo, ze vysoka mnozstvi oxidu dusnatého vedou v somatickych buikach
ke vzniku toxickych reakénich produktti, k cemuz dochazi pravdépodobné také v oocytech
(Schrammel et al., 1996). V nékterych typech buné¢k NO vyvolava apoptdzu a poskozeni DNA
(Elman et al., 1993).

Je znamo, Ze vysoké koncentrace NO dodané SNP (nitroprussid sodny) donorem inhibuji
meiotické zrani oocytlh mysi, zatimco nizké koncentrace NO donoru zrani stimuluji (Bu et al.,
2003). Nizké davky (0,1 pM) donoru oxidu dusnatého, nitroprusidu sodného (SNP), stimuluji
zrani komplexti mysich oocytl a jejich kumularnich bunék do stadia druhé meiotické metafaze
(Sengoku et al., 2001). Nizké davky donoru NO stimuluji meiotické zrani oocytl prasete. Dale
jsme sledovali, zda externé¢ dodany oxid dusnaty ve formé NO donoru dokaze zabranit
inhibi¢nimu G¢inku NOS inhibitorti. Pouzita byla efektivni koncentrace aminoguanidu, 5 mM.
SNAP byl pouzit v koncentracich 0,03 mM, 0,05 mM a 0,1 mM. Ve vSech tfech skupinach
vétSina oocyti dokazala prolomit meioticky blok a prosla rozpadem zarode¢ného vacku. Faze M
II vSak dosahla jen mald ¢ast znich. Velka ¢ast oocytii zrala atypicky. Podobny experiment
provedli Sengoku et al. (2001), ktefi sledovali kombinovany u¢inek NO donoru a inhibitoru na
komplexy mycich oocytl s kumularnimi buikami. Zjistili, ze v ptipad¢ mySich oocytl 1ze ufinek
NO inhibitoru donorem NO plné& zvratit. Zjistili, Ze donor a inhibitor ovliviiuji pouze komplexy
mySich oocytl s kumuldrnimi bunikami, nikoli vSak oocyty samotné, coz dokladd vyznam
kumularniho obalu pro oocyty. K podobnym vysledkiim dospéli také Bu et al. (2003 a). Kdyz
byl SNP intraperitonedln¢ injikovan mySim spolecné sL - NAME, nedosSlo k inhibici
meiotického zrani oocytli ziskanych od téchto experimentdlnich zvifat. OSetfeni komplext
oocyttl s kumularnimi butikami nizkymi davkami SNP (24 hodin kultivace, davka 107 — 107
mol/l) stimulovalo meiotické zrani do druhé metafaze, a to i za pfitomnosti hypoxantinu, jez ma
schopnost zrani blokovat.

P1ili§ nizké (10°) a vysoké (10 a 10”°) koncentrace SNP nemély na zrani oocyti blokovanych
hypoxantinem vliv. Vysledky téchto dvou studii naznacuji, Ze NO muze jak stimulovat, tak také
inhibovat meiotické zrani mysSich oocytd v zavislosti na davce, coz potvrdily také naSe

experimenty provedené na prasecich oocytech.
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7 Zaver

Oxid dusnaty je velmi dileZitou signalni molekulou pro fadu fyziologickych pochodi.
Cilem této prace bylo ovéfit hypotézu, podle které je NO zapojen do regulace meiotického
znovuzahajeni prasecich oocytll. Nejprve byl sledovan vliv NO — syntazy na priabéh meiotického
zrani prase¢ich oocytti metodou farmakologické inhibice.

Po 48 hodinovém oSefeni plné meioticky kompetentnich oocyti NOS inhibitory
aminoguanidinem a L-NAME v koncentraci od 5 do 10 mM bylo naruSeno meiotické zrani
oocytl. Nizsi koncentrace inhibitorl zrani neovliviiovaly. Efekt inhibitoru byl zavisly na davce.
Po 24 hodinové reverzi oocytil s ukoncenym rastem v ¢istém médiu doslo k vysokému nartistu
podilu partenogeneticky aktivovanych embryi. Inhibitory NOS blokuji meiotické zrani oocyti jiz
na samém pocatku, oocyty nejsou schopny projit rozpadem zarode¢ného vacku.

Po 48 hodinové kultivaci oocytl s 0,05 — 2 mM NO donoru SNAP doslo ke snizeni poctu
oocytll ve stadiu prvni a druhé meiotické metafaze. Pouzita koncentrace oxidu dusnatého byla
pro oocyty toxickd a naruSila Zivotnost oocytii. Oocyty byly dale kultivovany se SNAP
v koncentraci 0,01 - 0,05 mM. Koncetrace 0.01 mM jiZ inhibi¢ni ucinek na oocyty neméla.
Sledovan byl také vliv NO donoru SNAP v kombinaci se specifickym inhibitorem AG. AG byl
v jednotné koncentraci SmM a SNAP byl v koncentracich 0,03 - 0,1 mM. Do stadia M II dozralo
nejvice oocytli ve skupiné s koncentraci 0,05mM. Procento vSak nebylo vysoké (34%).
Pravdépodobné nebylo dosazeno idedlni koncentrace donoru NO, ktery by vyprodukoval presné
mnozstvi NO, které oocyt potiebuje pro pokra¢ovani v meiotickém zrani.

Zde uvedené experimenty prokazuji, ze NO ma vliv na piekonani prvniho meotického

bloku a je patrné dilezitym signdlem pro meiotické znovuzahdjeni prasecich oocytl.
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