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Stanoveni vybranych proliferacnich markert a receptoru
gonadotropnich hormoni v oocyty obklopujicich buiikach

Souhrn

V této praci byla studovdna exprese receptori gonadotropnich hormont
a proliferacnich markert v kumuldrnich buiikach c¢lovéka a prasete. Zaméfili jsme se
na detekci receptortt pro folikulostimulacni a luteinizacni hormon a detekci proliferacniho
markeru CD71 transferin R,

V obou typech kumularnich bun¢k jsme detekovali receptor pro FSH. Sila signalu reakce
antigenu s protilatkou proti FSHR na blotu byla vyjadiena na zaklad¢ parametru integrované
optické denzity (IOD), ktera je rovna soudinu pramérné optické denzity a plochy v misté
reakce antigenu s protilatkou. Aby bylo mozné posuzovat mnozstvi proteinu v kumularnich
bunkach, byly hodnoty integrované optické denzity vztazeny k hodnoté integrované optické
denzity proteinu tubulinu v pfislusném typu kumularnich bunék. Porovnavany byly vzdy
denzity proteinli na stejném blotu. Tubulin byl zvolen jako referencni protein, protoze se
vyskytuje ve vSech eukaryotickych bunkach. V porovnani s tubulinem se Vv kumularnich
bunkach ¢loveka i prasete vyskytuje vyssi mnozstvi proteinu FSHR.

Daéle bylo nasim cilem v kumuléarnich bunkéch ¢lovéka a prasete detekovat receptor pro
luteiniza¢ni hormon. Podle doporueni vyrobce byla pouzita primarni krali¢i protilatka
v koncentraci 1:2000. Po aplikaci chemiluminiscen¢niho substritu a vyvolani pfistrojem
Azure c600 nebyl detekovan zadny signal. Koncentraci pouzité protilatky jsme nejprve
zdvojnasobili, pozdé€ji jsme koncentraci jeSté upravili na 1:500, ale hledany protein
0 molekulové hmotnosti 85 kDa se nam detekovat nepodafilo. Pro dal§i experimenty bude
vhodné zvolit protilatku od jiného vyrobce S vyssi specifitou nebo zménit systém detekce
proteinu.

Dale jsme studovali expresi transferinového receptoru CD71. Hledany protein se nam
podarilo detekovat ve vzorcich obou typi kumularnich bun¢k. Sila signéalu reakce antigenu
s protilatkou proti CD71 receptoru na blotu byla stejné jako v pfipadé FSHR vyjadrena
na zakladé parametru integrované optické denzity a pro porovnani mnozstvi byly hodnoty
IOD CD71 R vztazeny k hodnoté 10D tubulinu. V porovnani s tubulinem se v kumuléarnich
buiikéch ¢loveéka 1 prasete vyskytuje nizs§i mnozstvi CD71 R.



V dalsi fazi experimentli budou kumularni buiiky ¢loveka a prasete kultivovany. Béhem
kultivace bude sledovan jejich vyvoj, proliferaéni aktivita a viabilita. Nasledn¢ budou
jednotlivé subpopulace bunék hodnoceny z hlediska jejich proliferace a diferenciace. Pro
tento postup bude vyuzito stanoveni charakteristickych mezenchymovych markert, jako jsou
proteiny CD29 B1 integrin, ¢i CD44 nebo CD 105 endoglin a také vySe detekované markery
proliferace jako je CD71 transferin R a receptory pro gonadotropni hormony.

Kli¢ova slova: Clovek; prase; markery proliferace; receptory gonadotropnich hormont;

detekce proteinti; Western blot.



Chosen proliferation markers and ganadotropin hormones
receptors determination in oocytes surrounding cells

Summary

In this thesis the expression of gonadotropic hormones receptors and proliferative
markers were studied in human and porcine cumulus cells. We focused on the detection
of follicle-stimulating and luteinizing hormone receptors, and the detection of the
proliferation marker CD71 transferrin R.

We detected receptors for FSH in both types of cumulus cells. The antigen response
signal to anti-FSHR antibody on the blot was expressed on the basis of the integrated optical
density parameter (I0D) which is equal to the product of the average optical density and the
area at the antigen-antibody response. In order to assess the amount of protein in cumulus
cells, the integrated optical density values were compared to the integrated optical density
of the tubuline protein in the respective type of cumulus cells. Protein densities on the same
blot were always compared. Tubulin had been selected as a reference protein because it
occurs in all types of eukaryotic cells. Compared to tubulin, there is a higher amount of FSHR
in human and porcine cumulus cells.

Furthermore, our goal was to detect the luteinizing hormone receptor in human and
porcine cumulus cells. According to recommendations of the manufacturer, a rabbit primary
antibody at a ratio 1:2000 was used. After application of the chemiluminescent substrate and
induction with Azure c600 no signal was detected. At first we doubled the concentration
of the primary antibody used, and later we adjusted the concentration to 1:500, but the 85 kDa
protein of interest was not detected. For further experiments, it would be appropriate to select
the antibody with a higher specificity or to change the protein detection system.

We also studied the transferrin receptor expression, CD71. We detected the protein
in samples of both types of cumulus cells. The signal response strength of the antigen with the
anti-CD71 receptor antibody on the blot was, as in the case of FSHR, expressed on the basis
of the integrated optical density parameter, and the IOD of CD71 R values were referenced
to the 10D value of tubulin for comparison. Compared to tubulin, there is a lower amount
of CD71 R in both human and pig cumulus cells.

In the next phase of the experiments, the human and porcine cumulus cells will be
cultured. During cultivation, the cell’s development, proliferation activity, and viability will

be monitored. Subsequently, individual cell subpopulations will be evaluated for their



proliferation and differentiation. For this procedure, determination of characteristic
mesenchymal markers, such as endoglin CD29 B1 integrin or CD44 or CD105 proteins,
aswell as the proliferation markers detected above, such as CD71 transferrin R and

gonadotropic receptors, will be utilized.

Keywords: Human; pig; prolifaration markers; gonadotropic hormone receptors; protein

detection; Western blotting.
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1 Uvod

V oblasti asistované reprodukce Cloveka je stale velké mnozstvi nevyjasnénych otazek,
jejichz zodpovézeni mize vyznamné ovlivnit proces ziskavani pohlavnich bunék, jejich zrani,
oplozeni a nasledny embryonalni vyvoj. Soudasny systém v Ceské republice neumoziiuje
jakékoliv invazivni analyzy vyvoje lidského zarodku, a to ani pokud se jedna o embrya
piebytec¢na. Veskeré znalosti ziskané o dané problematice proto pfichazi vyhradné ze studii
zaméfenych na oocyty a embrya experimentalnich zvitat, nejcastéji hlodavci. Je v§ak zndmo,
ze tada regulac¢nich mechanizmti vyznamnych naptiklad pro meiotické zrani a oplozeni se
mezi Clovékem a hlodavei vyznamné 1isi. Z tohoto divodu jsou hledany nové modelové
organizmy, jako je napiiklad prase. Vysledky tykajici se reprodukce jsou z prasete mnohem
snadnéji extrapolovatelné na ¢loveka, nez je tomu u laboratorni mysi a potkana.

Z dtvodu toho, ze legislativni normy neumoziuji praci s lidskymi oocyty, je vyznamné
studovat bunky, které jsou s oocyty v tésném kontaktu, coz jsou butiky folikularni. Soucasné
systémy vyuzivajici lidskych 1 zvitecich folikuldrnich bunck nejsou vSak dostatecné efektivni.
Optimalizace kultivacnich systémt pro lidské i zviteci folikuldrni buiiky a jejich ucelné
vyuziti jako modelové linie je cesta, jak rozvijet metody asistované reprodukce.

Prvnim krokem k naplnéni tohoto cile je buiiky obklopujici oocyty dostatecné poznat.



2 Cil prace

Cilem diplomové prace bylo stanovit expresi vybranych proliferaénich markert
areceptor gonadotropnich hormont v oocyty obklopujicich bunkéach clovéka a prasete.
Detekce markeru byla provedena ve vzorcich oocyty obklopujicich bunék metodou Western

blotting.



3 Literarni reSerSe
3.1 Oogeneze

Oogeneze je soubor evoluénich mechanismi, jejichz vysledkem je vznik oocytu, samici
pohlavni buniky. Oocyty vznikaji z kmenovych bunék, tzv. primordidlnich zarode¢nych bunék
(PGCs — Primordial Germ Cells), které maji extragonadalni ptvod.

Oogenezi lze rozdélit do tii fazi — mnoZeni, ristu a zrani (Picton et al. 1998).

Faze mnozeni

Pro fazi mnozZeni je typické opakované mitotické déleni diploidnich zarode¢nych bunék,
lokalizovanych v zarode¢né vrstvé na povchu gonad. Mitotickou aktivitou primordialnich
gonocytl se vytvareji provazce diploidnich oogoniii, které pronikaji hloubé&ji do kortexu
ovaria. Oogonie se poté oddéluji od spolecného provazce, obklopuji se vstvou bun€k a tim

vznikaji primordialni folikuly (Briggs et al. 1999).

Oogeneze je zahajena v prib¢hu casného embryonalniho vyvoje seskupenim PGCs
ve Zloutkovém vacku endodermu v zadni ¢asti stfeva embrya. Poté dochazi k jejich migraci,
ta probihd zprvu pasivné, poté améboidnim pohybem, podél dorsdlniho mesenteria genitalni
liSty na klenbé coelomu do mista budoucich gonad. Zde je postupné kolonizovana cela
genitalni liSta. K celému migraénimu procesu dopoméhaji chemotaktické substance jako je
transformujici ristovy faktor B1 a jiné intracelularni signalni molekuly, ale je ovlivnén také
pisobenim extracelularni matrix, ve které se méni distribuce kolagenu 1V, fibronektinu
a lamininu (Wassarman & Albertini 1994; Picton 2001; Vanderhyden 2002). Postup PGCs
fidi ristové faktory a jejich signalizace je vedena pies tyrokindzové receptory, popiipadé
I receptory spiazené s G-proteiny. Pohyb PGCs do zarode¢né ryhy také ovliviiuje C-kit
ligand, ktery tvoii somatické buiiky v oblasti migrace PGCs (Hutt et al. 2006; Moore et al.
2008).

Kdyz PGCs dosahnou povrchu epitelu gonad, vstupuji spolecné s podplrnymi
epitelovymi buiitkami do korové vrstvy vajecnikli, kde tak vytvareji zaklad pro kortikalni
gonadalni provazce. V mist¢ budoucich vajecnikd ztraceji PGCs motilitu a od chvile, kdy
dochazi k jejich intenzivnimu mitotickému dé€leni, jsou tyto bunky oznacovany jako oogonie

(Wassarman & Albertini 1994, Gosden & Bownes 1995). Oogonie spolu vzajemné



komunikuji pomoci mezibunéénych spoji (gap junctions) a dezmozomt, ¢imz je umoznén
pfenos aminokyselin, metabolitd, nukleotidi a dalsich latek (Eppig 1991). Oogonie timto
zpusobem komunikuji i s pfilehlymi somatickymi bunkami, ¢imz je ovlivnéno jejich d€leni
a degenerativni procesy. Toto spojeni bun¢k pomoci mezibunécnych spojii je pouze docasné

a je preruseno az ukoncenou cytokinezi oogonii (Guraya 2000).

Dle ptvodniho dogmatu se tvrdilo, Ze k mnozeni PGCs dochazi pouze v prenatalnim
obdobi samiciho vyvoje, poté ztraceji svou schopnost déleni a apoptdzou ¢i nekrozou dochéazi
uz jen k jejich postupnému ubyvani a tim jsou tedy veskerym zdrojem dospélych zarode¢nych
bunék pouze ty buiky, které vznikly béhem embryonalniho vyvoje (Wassarman 1988; Picton
et al. 1998). Bylo potvrzeno, ze toto dogma je mylné. Ve vajecnicich dospélych samic mysi
byly objeveny specifické buiiky s mitotickou aktivitou, které se svymi vlastnostmi podobaji
PGCs. Nasledné bylo také potvrzeno, Ze zasobarnou pro budouci oocyty mize byt také kostni
dren (Johnson et al. 2004; Johnson et al. 2005). Pfitomnost téchto mitoticky aktivnich bun¢k

byla nasledné prokdzana i u lidi (Bukovsky 2005).

Faze rustu

Po skonceni fize mnoZeni, nastavd faze ristu, kdy je oocyt zastaven v I. meiotickém
bloku. Ristova faze oocytu piedstavuje fadu modifikaci v mnozstvi, struktufe a rozloZeni jeho
organel, stejn¢ jako period transkripce, které jsou nezbytné k dosazeni meiotické a vyvojové
kompetence (Luciano et al. 2012).

Tim, jak oocyty rostou, zvétSuji svij primér a dochazi k prerozdélovani
cytoplasmatickych organel a také se objevuje perivitelinni prostor, kdy organely, jako jsou
mitochondrie, Golgiho aparat, kortikalni granula a jadro, migruji na vice periferni polohu
(Fair 2003).

Béhem rlstové faze dochdzi k zvySovani absolutniho poctu ribozomit, jejichz
koncentrace ale v disledku rostouciho objemu cytoplasmy naopak klesa. S ménici se
strukturou jadérka, v némz se vytvaieji fibrilarni centra, zacind syntéza RNA. ZvySuje se
aktivita RNA-polymerazy, probiha transkripce a tim se i zvySuje mnozstvi RNA v oocytu.
Syntéza RNA a jeji hromadéni jsou nezbytné pro proteosyntézu. Dale jsou béhem této faze
intenzivné syntetizovany zonalni glykoproteiny, proteiny kortikalnich granul a histony

(Wassarman 1988; Wassarman & Albertini 1994).



Také se v této dobé vytvari Balbianiho Zloutkové jadro, coz je shluk organel buniky, ktery
se nachazi pobliz cytoplasmy nedaleko od jadra. V rostoucim oocytu se Balbianiho Zloutkové

jadro rozsituje k periferii, kde se rozklada na nepravidelné ¢asti (Guraya 2008).

Faze zrani

Zmeény, které probihaji pii zrani oocytu, jej piipravuji na budouci fertilizaci, iniciaci
a zahajeni embryonalniho vyvoje. Zrani oocytu je spojeno se ziskdnim meiotické kompetence,
neboli schopnosti prodélat jak zrani jaderné, tak i cytoplasmatické a genomické. (Opiela
& Katska-Ksiazkiewicz 2004)

V této fazi vyvoje dochazi k obnoveni prvniho meiotického déleni a vstoupeni
do Il. meiotického bloku a ptipravé ocytu na oplozeni. Pouze oocyty na konci ristové faze
a meioticky kompetentni jsou schopné reagovat na hormonalni stimulaci a vystoupit
z druhého meiotického bloku (Marteil et al. 2009).

Vystoupeni z prvniho meiotického bloku je iniciovdno zvySenim koncentrace
luteinizaéniho hormonu nebo vyjmutim oocytu z antrdlniho folikulu, ¢imz dojde
ke spontannimu meiotickému zrani. Zrani oocytu je zcela zavislé na vzajemné komunikaci
mezi oocytem a folikularnimi buitkami a cely tento proces je pod kontrolou gonadotropnich
hormont (Torner et al. 1998; Kanitz et al. 2001).

Jaderné zrani

Do zraci faze oocyty vstupuji v profazi prvniho meiotického déleni ve stadiu zarode¢ného
vacku neboli germinal vesicle stage (GV), kde je jadro tvofené jadernou membranou
a jadérkem, které obklopuje rozptyleny chromatin. Pfi vstupu do této faze dochazi k rozpadu
zarode¢ného vacku v procesu zvaném germinal vesicle break down (GVBD) (Torner et al.
1998; Kanitz et al. 2001).

Béhem jaderného zrani nastdvaji zmény na chromatinu béhem rozpadu zéarodecného
vacku. Pivodné se mélo za to, Ze rozpad zarodecného vacku je zpisoben MPF (Metaphase
Promoting Factor), nicmén¢ pozdé&ji bylo prokazano, ze MPF je univerzalnim regulatorem pro
vstup do metafaze Il a je v oocytu pifitomen jest¢ pred GVBD. Jeho hladina se snizuje

po konci prvni meiotické faze a zase se zvySuje se zacatkem druhé (Wang et al. 2007).



Jaderné zrani je mozno rozdé¢lit do 5 fazi, faze GV 0 — GV IV. Ve fazi GV 0 je chromatin
lokalizovan po celém GV, je to stddium intaktniho GV. Pro fazi GV I je charakteristicky
chromatin, ktery zaujima podobu konské podkovy okolo jadérka. GV II je prvni fazi rozpadu
zarode¢ného vacku, chromatin je zde stale pfitomen v podobé¢ prstynku ¢i podkovy. Ve fazi
GV I chromatin vytvaii shluky ¢i sité filament, které jsou rozptyleny po celém jadre, jaderna
membrana je stale pozorovatelnd. Ve fazi GV IV je jadérko jiz nepozorovatelné a jadernd
membrana je rozptylena do membranovych fragmentti, které jsou spojeny
s endoplasmatickym retikulem. V této fazi je pozorovatelné délici vieténko s chromozomy

(Lucas et al. 2002).

Cytoplasmatické zrani

Ve vyvoji meiotické kompetence oocytu ma cytoplasmatické zrani velmi dtlezitou roli.
V této fazi dochazi k prerozdéleni organel, cytoskeletarni dynamice a molekuldrnimu zrani

(Marteil et al. 2009).

Komplex wudalosti béhem zrani oocytu nezavisi pouze na spravné dynamice
chromozomalni separace, ale také na redistribuci cytoplasmatickych organel a ulozeni
mRNA, proteinid a transkripénich faktort, které jsou potiebné v dalSich procesech. Jedna se
0 specificky proces hromadéni substratl a zivin, které jsou nezbytné pro dosazeni vyvojové
kompetence oocytu. Transkripty a proteiny, jeZ jsou ulozené v cytoplazmé oocytd, jsou
dilezité pii procesu zrani (Sirard et al. 2006; Ferreira et al. 2009).

Pierozdéleni organel oocytu

Béhem zrani oocytu je mozné pozorovat nékolik ultrastrukturalnich zmén, které se tykaji
pfedevS§im morfologie a rozdéleni cytoplasmatickych organel. Béhem jednotlivych fazi
vyvoje dochdzi k distribuci organel pomoci mikrotubuli a mikrofilament v zavislosti
na momentalnich potfebach bunky (Ferreira et al. 2009).

Béhem prerozdélovani vnitrobunéénych organel dochazi k pfesunu mitochondrii,
ribozomil, endoplasmatického retikula, Golgiho komplexu a kortikdlnich granul.

Mitochondrie jsou kli¢ovou soucasti metabolickych dé€ji zodpovédnych za pifisun energie

vvvvvv



cytoplazmatické zralosti oocytu, jelikoz je dilezity pro produkci ATP, ale také pro regulaci

apoptozy a homeostazy vapniku (Stojkovic et al. 2001; Sun et al. 2001; Sato et al. 2014).

Ve zrajicim oocytu jsou mitochondrie ve velkém poctu, to souvisi s budoucimi naroky
na zrani. U oocytl s dostateCnym stupném zrani se loziska mitochondrii piesouvaji nejdiive
z perifernich casti cytoplazmy do ostatnich, s meiotickou kompetenci 1ze pozorovat pfesun
mitochondrii az kolem jadra (Ferreira et al. 2009).

Ditlezitou roli v maturanim procesu ma také endoplazmatické retikulum, ve kterém
dochazi ke skladani a degradaci proteinti a metabolismu lipidti. Uéastni se také intracelularni
regulace vapenatych iontd a je jejich hlavni endogenni zdsobarnou, diky cemuz ma
podstatnou roli pifi aktivaci oocytu béhem fertilizace. Nachazeji se zde také receptory
pro inositol-3-fosfat (IP3) a ryanodinové receptory (RYR), které zprostiedkovavaji vypusténi
vapenatych iontl. Pro spravnou funkci regulace intracelularniho vépniku jsou dilezité
biochemickeé a strukturdlni zmény v endoplazmatickém retikulu béhem zrani (Mehlmann et al.
1995; Ferreira et al. 2009).

K formovani kortikalnich granul dochazi diky hypertrofické a proliferaéni cinnosti
Golgiho koplexu (Gulyas 1979; Guraya 1982). Kortikalni granula, ktera byla rozptylena

po celé cytoplazmé, se béhem zrani postupné presouvaji do kiry oocytu (Marteil et al. 2009).

Dynamika cytoskeletalnich filament

Cytoskeletalni filamenta jsou dynamické a adaptabilni struktury, které mohou prodé¢lat
potiebné zmény nebo zlstat nezménéné. Jsou zodpovédné také za segregaci chromozomul
béhem mitdzy 1 meidzy, déleni buniky béhem cytokineze a za presun molekul a organel uvnitt
buniky (Alberts et al. 2002). Cytoskelet se sklada z mikrotubult a aktinovych vlaken, coZ jsou
polymery lobularnich podjednotek, a - B tubulin a G - aktin. Déale se mezi né fadi
intermedialni filamenta, ktera jsou sloZena z tetrameru fibroznich polypeptida (Marteil et al.
2009).

Molekularni zrani

V dob& mezi zacitkem jaderného zrani a aktivaci embryondlniho genomu nedochazi
k zadné genové transkripci. Proteiny, popfipadé jejich mRNA, které jsou potieba k regulaci

jaderného zrani, fertilizaci, formovani prvojader a ¢asnému embryondlnimu vyvoji, jsou



uskladnény v oocytu béhem oogeneze ve stabilni inaktivni formé az do doby, nez mohou byt

vhodné vyuzity (Sirard 2001; Marteil et al. 2009).

3.2 Folikulogeneze

Primordialni folikuly, skladajici se z oogonie a nékolika plochych pregranuldznich
bunék, Ize nalézt jiz prenatdlné, kdy dochazi k obklopeni oogonii somatickymi buiikami. Ty
zustavaji v klidovém stadiu po rizné dlouhou dobu, dokud nejsou stimulovany k dal§imu

rustu (Hafez & Hafez 2000).

Zména morfologie granuldéznich bunék z plochych na kubické je znamkou aktivace
folikuld a v tomto stadiu folikuly oznacujeme jako primarni, zadroven také meidézou dochazi
K zméné oogonie na oocyt prvniho fadu. Oocyty zlstavaji v I. meiotickém bloku, ve fazi
diplotene profaze I. a jejich nasledny vyvoj je spojen s folikularnim vyvojem (Hafez & Hafez
2000). Od puberty az do senia je z primordialnich folikuli kontinualné¢ vybirano malé
mnozstvi oocytl, které nasledné vstupuje do rastové faze (Miyano 2005). Kdyz je folikul
vybran, v oocytu dojde k zahajeni transkripce a translace a tento stav je udrzovan tak dlouho,

dokud oocyt nedosahne své koneéné velikosti (Gosden 2002).

Postupnym délenim granul6znich bunék primarniho folikulu se vytvaii nékolik vrstev
bunék, ¢imz se formuje sekundarni (preantralni) folikul (Krisher 2013). V tuto chvili vstupuje
oocyt do rozsahlé ristové faze, kterd je typickd vysokou proliferacni aktivitou granul6znich
bunck. (Picton et al. 1998). V tomto stadiu se u folikulu vytvari théka, kterd spolecné
s granuléznimi bunikami produkuje hormony a podporuje rust oocytu (Hafez & Hafez 2000;
Krisher 2013). Tu lze rozdé€lit na theca foliculi interna, ktera je odd€lena od granuldznich
bun¢k bazalni membranou a vznikd pfeménou z vazivovych bun€k, a na theca foliculi
externa, kterd se skladé z husté usporadaného vaziva, kde se nachazeji predevsim kolagenni
vlakna (Wassarman 1988). Theca foliculi interna spolu s granuléznimi bunikami jsou
nezbytné pro nabyvani meiotické kompetence oocytu, jelikoz theca foliculi interna je schopna
produkovat androgeny vV zavislosti na vin¢ luteinizacniho hormonu, ty dale vstupuji do
granuloznich bunék a plsobenim enzymu cypl9 aromatazy se preméiuji na estrogeny

(Vanderhyden 2002).



V tomto obdobi je dillezitd komunikace mezi oocytem a granuldéznimi buiikami, kterd je
zabezpeCovana pomoci mezibunécnych spojui, tzv. gap junctionS. Tyto spoje umoziuji
vymeénu zivin, metabolickych prekurzorti, informa¢nich molekul a informacnich a inhibi¢nich
faktorti, jez jsou nezbytné pro indukci a regulaci diferenciace folikularnich oddilt z urcité
vyvojové faze na dalsi (Smith 2001; Van den Hurk & Zhao 2005).

Oocyt mezitim vystupuje z prvniho meiotického bloku a dokoncuje tak I. meiotické dé€leni.
Jeho zrani je ovSem opét zastaveno ve II. meiotickém bloku, v metafazi II., pficemz druhé

meiotické déleni je dokonceno, pouze pokud dojde k oplozeni (Ohashi et al. 2013).

Nasleduje pfeména v terciarni (antralni) folikul, Casto také oznacovany jako Graafiiv,
pro ktery je typicka tvorba velké dutiny naplnéné antralni tekutinou s vejconosnym hrbolkem,

cumulus oophorus, jenz je tvofen granuldznimi bunikami (Epping 2001; Miyano 2005).

3.3 Kumularni buiky

V posledni fazi folikularniho cyklu se folikuldrni buiiky formuji a davaji vznik struktuie
tzv. cumulus oophorus. Tento utvar se sklada z tisice bunék, které jsou vzajemné propojeny
siti gap junctions a ndsledné, po fyziologické ovulaéni stimulaci luteinizaénim hormonem
(LH), rozséhlou extracelularni matrix. Preovulacni uklddani kumuldrni matrix zplsobuje
charakteristické zvétSeni objemu komplexu kumulus-oocyt (COC) a disociaci COC ze stény
folikulu, doprovdzené obnovenim meidzy oocytu, kterd je charakterizovana rozpadem
zarodecného vacku a vydélenim prvniho polového téliska. Zaroven tato vina LH stimuluje
aktivni steroidogenezi, prostaglandin/leukotrien syntézu a sekreci matrix-degradujici proteazu
Vv murdlnich bunkéch a thékalnich bunikkach a pfispiva ke zménam v permeabilité folikulo-
krevni bariéry, které vedou k akumulaci folikularni tekutiny a zvySeni intrafolikularniho tlaku.
V dusledku téchto zmén dochazi k naruseni kumulo-oocytarniho komplexu. Cumulus
oophorus ma velmi dulezitou roli pfi vyvoji oocytl, ovulaci a fertilizaci (Zhuo & Kimata
2001).

Kumuléarni a granuldézni bunky maji stejny zéklad, ale maji jinou funkci a hormonalni
vnimavost. Granuldzni buiiky lze rozdélit do tfi podskupin dle jejich hormonalni vnimavosti
a genové exprese. Prvnim typem jsou murdlni granuldzni buiiky, které obklopuji folikularni

sténu a Casto jsou v kontaktu s folikularni bazalni membranou. Druhym typem jsou antralni



granul6zni bunky, které obklopuji antralni dutinu. Poslednim typem jsou kumularni buniky,
které jsou v pfimém kontaktu s oocytem pomoci bunéénych projekei (projections), které
prochazeji pifes vrstvu zona pellucida a formuji zde gap junction spoje S oocytarni

plasmatickou membranou (Winterhager & Kidder 2015).

Na kumularni buniky maji specificky vliv morfogeny produkované oocyty, konkrétné
Growth and Differentiation Factor 9 (GDF9) a Bone Morphogenic Protein 15 (BMP15). Tyto
dva specifické oocytarni rastové faktory indukuji v kumularnich bunkach expresi gend, které
zahrnuji predev§im supresi receptoru na luteinizatni hormon (LHR) a expresi
progesteronového receptoru, coz zabranuje reakci kumuldrnich bunék na endokrinni stimuly
granuloznich bunék (Eppig et al. 1997; Elvin et al. 1999).

GDF9 a BMPI15 aktivuji expresi klicovych kumulo-specifickych genti, jako jsou
glykolytické enzymy a enzymy syntézy cholesterolu, které jsou zasadnimi mediatory
pro spravné fungovani oocytd (Siguira et al. 2007; Su et al. 2008; Peng et al. 2013).

Pro pteziti oocytl a jejich spravny rozvoj je tésné spojeni s kumularnimi buitkami velmi
dalezité. Dokonce i v poslednich hodindch dozradvani oocytu mize disociace kumulérniho
plasté (vestment) zavazné ovlivnit jejich kompetenci (Zhang et al. 2008). Kumularni  bunky
pfimo komunikuji s oocytem pomoci dlouhych transzonalnich vystupktl (projections)
s koncovymi gap junctions spojujicimi oocyt s kumulem (Winterhager & Kidder 2015). Tyto
gap junctions spoje umozhuji transport malych molekul (~1kDA) mezi oocytem
a cytoplasmou kumularnich bunék (Edry et al. 2006; Sela-Abramivich et al. 2006). Endogenni
molekuly transportované z kumuldrnich bun¢k do oocytli zahrnuji metabolity glukozy, laktat
a pyruvat, ATP, cAMP a cGMP.

Transport téchto latek je dulezity, jelikoZ oocyt neni schopen samostatné metabolizovat
glukozu a je tedy zcela zavisly na kumularnich bunkéch, které glukézu rozstépi a poté
produkty této reakce dopravi do oocytu, kde jsou vyuzity mitochondriemi jako zdroj energie
(Johnson et al. 2007). Cyklické nukleotidy cAMP a cGMP jsou vyznamnymi reguldtory pro
zastaveni meidzy oocytll (Russel et al. 2016).

Kumuléarni buiiky také zajistuji oocytu ochranu pied zanikem zplsobenym zvySenim
reaktivnich kyslikovych radikalii prostfednictvim pfenosu antioxidantu glutathionu
ptes gap junctions (Ozawa et al. 2010).

Kumuléarni buiiky spolu s granuléznimi hraji vyznamnou roli ve vyvoji oocytu béhem
meidzy. Oocyty jsou schopny opustit meioticky blok az po aktivaci metaphase protoming
factoru (MPF) (Eppig et al. 1997).
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Matrix cumulu oophoru je bohatd na hyaluronan, ktery je sekretovan kumuldrnimi
bunikami. Napfiklad u mysi je syntéza hyaluronanu poprvé detekovatelna po 2 - 3 hodinach
po stimulaci gonadotropiny, maximalnich hodnot dosahuje béhem 4 - 10 hodin a klesa
po 18 hodinach (Tirone et al. 1997). V plné expandovaném cumulu oophoru je koncentrace
hyaluronanu 0,5 - 1 mg/ml, a tak tvofi pievladajici slozku matrix poskytujici viskoelastickou
vlastnost struktury cumulu oophoru. Syntéza hyaluronanu je Casové ptisn¢ regulovana urovni
transkripce hyaluronan syntazy 2 (HAS2), jelikoz casovy ramec exprese HAS2 mRNA
koreluje s hyaluronan syntézou. Zpocatku chybé&jici mRNA se v kumulu objevuje béhem
jedné hodiny po nartistu gonadotropinu pied zac¢atkem hyaluronan syntézy a znovu ustava

v dobg, kdy se syntéza hyaluronanu snizuje (Fulop et al. 1997).

Dulezitymi komponenty matrix cumulu oophoru jsou proteoglykany a proteiny
sekretované kumuldrnimi a murdlnimi granuléznimi buiikami. Glykosaminoglykany v téchto
proteoglykanech zahrnuji chondroitin sulfat, dermatan sulfat a heparan-like substance
(Salustri et al. 1999).

3.4 Expanze kumulu

Kumularni expanze je zavisla na syntéze glykosaminoglykanu bohatého na hyaluronovou
kyselinu v extracelularnim prostoru, kde ma vyznamnou roli jako strukturalni slozka
expandované¢ho kumulu a signalni molekula regulujici zrani oocytl. Spravny pocet vrstev
kumularnich bunék a adekvatni produkce hyaluronové kyseliny zajiStuje kumuléarni expanzi,
ktera je klicova pro uspé$né zrani oocytu, fertilizaci a Casny embryonalni vyvoj (Chen et al.
1993; Tirone et al. 1993; Kimura et al. 2002; Han et al. 2006; Yokoo et al. 2010).

Kumulo-oocytarni komplex je tvofen jednotlivymi oocyty a sousednimi buikami.
Soucasné s ristem folikuld rostou uvnitf nich i samotné oocyty (Marchal et al. 2002).
Soucasné se zranim oocytd uvnitf folikuld dochdzi v kumularnich bunkach k syntéze
strukturalnich komponentl extracelularni matrix, coZ umoznuje néaslednou expanzi kumulu
(Dekel et al. 1979; Eppig 1979).

Kumularni expanze nastava bezprostfedné pred ovulaci a dochazi k ni i béhem in vitro
zrani. Expanze kumulu zavisi na syntéze extracelularni hmoty slozené z proteoglykanii.

Proteoglykany jsou tvofené membranovymi proteiny a glykosaminoglykany (GAGs)
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kumulédrnich bunék. Béznymi GAGs u zivocichi jsou kyselina hyaluronova, chondroitin
sulfat, keratan sulfat a heparan sulfat (Murray Jr. et al. 2003). Kyselina hyaluronova je
nejhojnéji zastoupena slozka extracelularni matrix v expandovaném kumulu (Chen et al.
1990; Nakayama et al. 1996).

Kumularni expanze usnadnuje uvolnéni kumulo-oocytarniho komplexu ze stény folikulu,
jeho uvolnéni pii ovulaci a zachyceni nalevkou vejcovodu a je nezbytnd pro uspesné
oplodnéni a vyvoj zygoty (Vanderhyden & Armstrong 1989; Chen et al. 1993). Kumularni
expanze zpusobuje pieruseni gap junctions spoji, nasledkem ¢ehoz neni oocyt schopen
pfijimat inhibi¢ni molekuly z kumularnich bunék, a tak dochazi k opétovnému zahdjeni
meidzy (Sutovsky et al. 1994).

Na regulaci kumuldrni expanze se vyznamné podili preovulacni vina LH a také rstovy
diferenciacni faktor 9 (GDF9) (Elvin et al. 1999), jehoz piisobeni je pozorovano béhem celé¢ho
folikularniho vyvoje (Richards et al. 2002). GDF9 vyvolava sekreci hyaluronové kyseliny
kumularnimi bunkami a také indukuje cyklooxygendzu 2, ktera je dulezita pro syntézu
prostaglandinu E2, jenz se vaze na prostaglandin E2 receptory (COX-2). Dale GDF9
potlacuje produkci plasminogenového aktivatoru urokinazového typu (uPA) v granul6znich
bunkach (Elvin et al. 1999; Richards et al. 2002). Plasminogenové aktivatory (PA) jsou
serinové proteazy Stépici plazminogen na aktivni protedzovy plazmin. Tyto enzymy se
zapojuji do pfestavby extraceluldrni matrix v riznych tkanich vcetné vajecniki. UPA jsou
zodpovédné za zménu struktury preovulacnich folikulli na ovulaéni (Salustri 2000).

Za stimulaci kumularni expanze oocytem je zodpovédny faktor umoziujici expanzi
kumulu (CEEF), ktery produkuji granul6zni 1 kumulérni buiiky. Zatimco produkce CEEF
granuléznimi bunikami pln€ dorostlého folikulu je zcela zavisla na gonagotropni stimulaci,
produkce CEEF kumuldrnimi builkami hormonélni stimulaci nevyZaduje a parakrinni
signalizace je dostacujici (Zhang et al. 2008).

Dalsimi faktory, které se podileji na regulaci kumularni expanze, jsou epidermalni
rastovy faktor (EGF) a rustovy faktor podobny inzulinu (IGF) (Némcova et al. 2007).
Ve folikularni tekutin€ se tyto faktory podili na parakrinni regulaci kumularni expanze a zrani

oocytu (Naito et al. 1988).
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3.5 Faktory regulujici oocyt

MPF (M-phase Promoting Factor)

MPF se tfadi mezi proteinkindzy a je univerzalnim bunéénym regularem mitdzy i meiozy,
vyznamn¢ se podili na mitotickém déleni somatickych bun¢k a na meiotickém zrani oocyta.
Jedna se o heterodimer, ktery se sklada z katalytické a regula¢ni podjednotky (Nurse 1990;
Stojkovic et al. 1999; Li et al. 2013).

Katalyticka podjednotka je tvotena serin/threonin protein kindzou p34°®*(Cdk1 — cyklin-
dependentni kinaza) zrodiny tyrosinovych cyklin - dependentnich kinaz a regulacni
podjednotkou je cyklin B (Li et al. 2013). Dalsi soucasti komplexu MPF je Greatwall kinaza
(Dupré et al 2013).

V rustové fazi oocytu je pfitomen pre - MPF, coz je neaktivni komplex Cdk1/cyklin B.
Tento komplex je katalyticky neaktivni v disledku inhibice fosforylace Cdk1 na threoninu 14
a tyrosinu 15 (Tunquist & Maller 2003), ktera je fizena aktivitou Weel/Mytl kinazou (Jones
2004). Zakladnim kontrolnim bodem ke vzniku komplexu pre - MPF je syntéza a degradace
cyklinu B. Vytvoteni pre - MPF plisobi na zmény hladin cyklinu B a dochézi tak po konecné
aktivaci komplexu MPF Kk regulaci faze bunééného cyklu v pribéhu meiézy (Murray &
Kirschner 1989; Brunet & Maro 2005). Pro znovuzahajeni meidzy je nezbytna aktivace
nashromazdéného komplexu pre - MPF (Motlik & Kubelka 1990). K aktivaci MPF dochazi
vysoka aktivita Cdc25 a zaroven nizka aktivita Weel/Mytl. Béhem né¢kolika hodin po
aktivaci MPF pak dochazi k zaniku zarodeéného vacku (Jones 2004).

K poklesu aktivity MPF dochéazi béhem meiotického zrani oocytu. Nejdiive se aktivita
MPF zvySuje v metafazi prvniho meiotického déleni, nicméné s pfechodem z metafaze
do anafaze jeho aktivita klesa (Motlik & Kubelka 1990; Jones 2004). Za pokles MPF je
zodpovédny komplex podporujici anafazi (APC). APC (Anaphase Promoting
Complex/Cyclosome) je E3 ubikvitin ligazovy komplex, ktery umoziiuje pfipojeni ubikvitinu
na cyklin B, ktery je poté rozeznéan a degradovéan proteazémem (Jones 2004).

V metafazi II dochazi kopétovnému zvySeni aktivity MPF prostfednictvim

cytostatického faktoru CSF (cytostatic factor). CSF udrzuje po celou dobu MPF ve vysoce
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aktivnim stavu tim, Ze zabranuje proteolytické degradaci cyklinu B (Murray & Kirschner
1989; Li et al. 2013).

Bé&hem celého bunécného cyklu je hladina Cdk1 stabilni, naproti tomu hladina cyklinu B
je kolisava, coz je jednou z moznosti regulace MPF. MPF je pro spravny pribéh faze zrani

naprosto nezbytna (Stojkovic et al. 1999).

MAP kinaza (Mitogen Activated Protein Kinase)

Mitogeny aktivovana proteinkinaza (MAPK, jinak také ERK — extracellular signal-
regulated kinase) patii mezi serin/treonin proteinkindzy a muze nabyvat nékolik izoforem,
Z nichZ jsou nejcastéji exprimovany izoformy MAPK1 a MAPK2 (Davis 1993). Aktivace
MAPK je regulovdna kaskadou fosforylacnich reakei, kterou zahajuje aktivace MAPKKK
(Mos), ktera poté aktivuje MAPKK (Mek). MAPK je aktivovana fosforylaci na serinovych
atreoninovych zbytcich. Cela tato kaskdda je ftizena prostfednictvim G-proteind
a membranovych tyrozin-kinaz (Matsuda et al. 1992; Roux & Blenis 2004; Liang et al. 2007)

Aktivace MAP-kinazové kaskady zacina navazanim extracelularniho ligandu na receptor
v plasmatické membrané bunky. Jako extracelularni ligandy zde figuruji rastové faktory,
ncékterymi patologickymi procesy, jako mnapf. bunénym stresem, tepelnym Sokem,
osmotickou disbalanci ¢i poSkozenim DNA (Garrington & Johnson 1999).

Umisténi MAPK se béhem meiotického zrani oocytu dynamicky méni. V rostoucich
oocytech jsou neaktivni formy MAP kinazy lokalizovany pouze v cytoplasmé a na zacatku
zraci faze se ¢ast molekul pfesunuje pred procesem GVBD do zarodecného vacku (Stojkovic
et al. 1999).

V oocytech saveli ma MAP kinaza uplatnéni pii procesu meiotického zrani. Mezi jeji
funkce patfi ucast na aktivaci MPF prostfednictvim pozitivni zpétné vazby na translaci
cyklinu B a zabranéni inhibi¢ni fosforylace cdk2, ¢imz dochdzi k udrZeni jeji pocatecni
aktivity. Také se ucastni tvorby déliciho vieténka (Fan et al. 2002; Liang et al. 2007). Dale ma
vyznamny podil na regulaci dynamiky mikrotubuli a reguluje velikost a vydéleni prvniho
polového téliska (Choi et al. 1996; de Vantéry et al. 1997).

Cas aktivace MAP kinazy je druhové specificky. U savctl je MAPK aktivovana ve chvili,
kdy probiha rozpad zarodecného vacku nebo kratce po ném (Inoue et al. 1995; Lee et al.
2000).
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CSF (Cytostatic Factor)

Cytostaticky faktor (CSF) je komplex proteind, ktery potlacuje piechod metafaze II
do anafaze II, podili se tedy na udrzeni II. meiotického bloku. CSF neni pouze jedina
molekula ¢i protein, ale je to komplex tvofeny z nékolika typt proteinkinaz. Katalytickou
soucasti CSF je Mos, serin/treonin kinaza, produkt proto-onkogenu c-mos. Dalsimi proteiny,
ze kterych se CSF skladé, jsou MAPK a p90™ (ribozomaélni protein S6-kinaza) (Albertio et
al. 2001; Fan et al. 2002).

Pti probihajici metafazi II je aktivita CSF vysokda, nicméné kratce po oplozeni se jeho
aktivita rapidn¢ snizuje. Bylo popséno, ze CSF mé také vliv na regulaci zahgjeni
partenogeneze 1 proces oplozeni (Schmidt et al. 2006).

CSF ma vyraznou roli pii regulaci aktivity MPF. CSF chrani béhem druhého meiotického
bloku MPF pied destrukei tim, ze udrzuje APC v neaktivnim stavu. Schopnost inhibice APC
je dilezitou funkei CSF. Protein p90™* fosforyluje s MAP kinazou, jejiz aktivita je ovlivnéna

pomoci Mos, a p90~

také aktivuje protein Bubl, ktery pomoci proteint Madl a Mad2
inhibuje APC. APC tedy neni schopen degradovat cyklin B v proteazomech, tim padem
hladina MPF neklesa (Yamano et al. 2004; Heytens et al. 2008).

Béhem fertilizace je naopak dilezité, aby hladina MPF klesla natolik, aby byl oocyt
schopen dokoncit meidzu a zahgjit zrani. Véapnenaté kationty poté aktivuji CaMKII
(kalmodulin dependentni kinazu II), enzym citlivy na frekvenci Ca?* oscilaci. CaMKII pfimo
aktivuje APC a zaroven také podpofii degradaci CSF, v disledku ¢ehoz se uvolnuje APC.
Aktivace APC zptsobuje pokles aktivity MPF a zaroven vede k prolomeni druhého
meiotického bloku. Oscilace vapenatych kationtli zabranuji opétovné aktivit¢ MPF, a tim se

vyrazné podileji na Gspésné aktivaci oocytu (Heytens et al. 2008).
OMI (Oocyte maturation inhibitor)

Inhibitor zrani oocytu (OMI) je nizkomolekularni peptid produkovany granuldéznimi
bunkami, ktery zptisobuje, ze primarni oocyty zustavaji blokovany ve fazi diplotene profazi I
a pred pubertou nedokoncuji své prvni meiotické déleni (Sadler & Langman 2004).

Inhibi¢ni ucinek OMI je pravdépodobné do oocytl zprostiedkovavan pies kumularni
bunky pomoci gap junctions spoju, nicmén¢ je pouze jednim z faktort, jakymi jsou napiiklad
I komunikace mezi oocyty a kumulem, cyklicky AMP ¢i steroidy, které kontroluji meioticky

proces (Pincus & Enzmann 1935). Hladina OMI je snizena béhem piedovula¢niho zrani
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folikulu. Inhibi¢ni uc¢inek OMI je ziejm¢ ovlivnén pomoci cAMP, ale stale neni zcela jisté,
zda je OMI ¢i cAMP do oocytu pfenesen jako inhibitor. Jelikoz tato inhibice neni druhové
specificka, je mozné pomoci OMI ziskaného z prasec¢iho oocytu inhibovat meiézu i u oocytu
lidského. LH ziejmé& umoziiuje znovuzahajeni meidzy tim, ze odstrani inhibi¢ni signal bud’to
tak, ze znemozni dal$i prichod OMI pies gap junction, nebo ze zcela zablokuje tvorbu OMI

(Tsafriri et al. 1982; Tsafriri & Pomerantz 1986; Wassarmann 1988).
PKC (Protein kinase C)

Protein kindza C je enzym ze skupiny serin/threonin kinaz, ktery pro svou cinnost
potiebuje zaporné nabité fosfolipidy. Aktivita PKC je regulovana diacylglycerolem (DAG)
a také vapenatymi kationty (Newton 1995).

Podle struktury je mozné jej rozdelit do ¢ty skupin. Prvni skupinou je skupina
konvenc¢nich PKC, ktera zahrnuje izoformy PKC-a, PKC-B;, PKC-B, a PKC-y. Vsechny
izotopy z této skupiny maji vazebné misto pro Ca® i pro DAG, takZe pro svou aktivaci
vyZzaduji Ca?*, DAG anebo fosfolipidy. Druhou skupinou jsou nové PKC, které tvoii izotopy
PKC-3, PKC-¢, PKC-n, PKC-0. Tyto izotopy maji vazebné misto pouze pro DAG, jejich
regulace tedy neni mozna pomoci Ca®*. Tteti skupinou jsou atypické PKC, do které patii PKC-
¢ a PKC-A izotopy, jeZ nemaji vazebna mista ani pro Ca** ani pro DAG a jejich aktivita je
regulovana pomoci fosfatidyl serinu. Posledni skupinou jsou neddvno popsané PKC-p a PKC-
v. PKC slouzi v organismu Kk pienosu velkého mnozstvi signalt, pifedevsim pak k prechodu
Z jedné faze bunécného cyklu do druhé. U prasecich oocytli neni dosud zndma piima tloha
PKC pfi meiotickém zrani, naproti tomu u mysi bylo prokdzano, Ze se podili na udrZzeni
metafazniho stavu a udrZzeni ¢innosti MPF. U mysich oocytl inaktivace PKC zahajuje

ptechod z MI do Al (Newton 1995; Dempsey et al. 2000; Viveiros et al. 2001).
Cyklické nukleotidy

Cyklické nukleotidy jsou vyznamné regulatory meiotického zrani, predevS§im pak
cyklicky adenosinmonofosfat (cAMP) a cyklicky guanosinmonofosfat (cGMP) (Ganong

2005). Syntéza cyklickych nukleotidi probiha v kumularnich buikach, ze kterych se pomoci
gap junctions dostavaji do oocytu (Epigg 1982).
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Cyklicky adenosin-3’,5"-monofosfat patii mezi vyznamné druhé posly bunécnych
kaskad. Vznikd z adenosintrifosfatu (ATP) pilisobenim enzymu adenylatcyklaza (AC).
Dynamika cAMP je regulovana dvéma mechanismy. Prvnim z nich je regulovan jeho vznik
prostiednictvim aktivace AC a druhym naopak jeho degradace prostiednictvim enzymu
CAMP-fosfodiesterazy. Mechanismus, ktery reguluje zménu extracelularni koncentrace
CAMP, je zavisly na aktivaci/inhibici AC heterotrimernimi G-proteiny. Pti vazbé ligandu
na stimula¢ni receptor dochazi k aktivaci stimulaéniho G-proteinu a nasledné tak k aktivaci
AC. Naproti tomu, pokud dojde k vazbé ligandu na inhibi¢ni receptor, aktivuje se inhibi¢ni G-
protein, a tim se inhibuje i aktivita cAMP. K degradaci cAMP dochazi prostiednictvim
enzymu cAMP-fosfodiesterazy, ktery preméinuje cAMP na fyziologicky neaktivni 5'-AMP
(Ganong 2005).

CAMP ma vyznamnou ucast pii zrani oocytu. Aktivuje cAMP-dependentni proteinkinazu
A (PKA), ktera je katalyzatorem pro fosforylaci dalSich proteini. PKA je enzym, ktery je
sloZzen ze dvou podjednotek — katalytické a regulacni. Pokud se cAMP navaze na inaktivni
enzym PKA, vyvola rozpad komplexu a aktivaci katalytické podjednotky, coz umozni
fosforylaci proteinli, které zpiisobi pozastaveni meidzy a udrzuji prvni meioticky blok
v diktyotene profaze 1. Pii nizké hladiné cAMP klesa i hodnota PKA, a tak mohou byt naopak
tyto proteiny defosforylovany a meidoza muze pokraCovat, coz nasledné zpusobi i rozpad
zarode¢ného vacku (Wassarman 1988; Kishimoto 2003).

Po stimulu luteiniza¢nim hormonem dochézi v disledku morfologickych zmén obalu
kumulérnich bun¢k k pferuseni gap junctions spojii mezi oocytem a kumularnimi bunikami.
Toto znemozni pienos CAMP z kumularnich bun¢k do oocytu, a tim jeho hladina v oocytu
klesa. Regulace cAMP v oocytu je tedy mozna pomoci hydrolytické degradace PDE nebo
zastavenim pienosu cAMP z kumularnich bunék (Sengoku et al. 2001; Kishimoto 2003).

Nizka hladina cAMP v oocytu je zachovana v prubéhu celého meiotického zrani az
do druhého meiotického bloku v metafazi II (Dekel & Beers 1980).

Cyklicky guanosin-3,5"-monofosfat (cGMP) je stejné jako cAMP druhy bunéény posel.
Jeho vznik je ovlivnén ucinkem guanylatcyklazy, kterd je aktivovana oxidem dusnatym, a
vznika z guanosintrufosatu (GTP) (Ganong 2005).

cGMP se syntetizuje v kumularnich buiikach a poté je pies gap junctions transportovan
do oocytu, kde se nasledn¢ podili na inhibici meiotického zrani a udrZeni meiotického bloku.

Degradace cGMP je zajisténa enzymem cGMP-fosfodiesterazou. V kumulo-oocytarnich
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komplexech prasat byl zjistén nartst dagradacniho enzymu cGMP v kumularnich bunkach
po ptsobeni luteinizacniho hormonu (Tornell et al. 1991; Sasseville et al. 2008).

Inhibi¢ni u¢inek ¢cGMP pii meiotickém zrani spo¢iva v inhibici CAMP-fosfodiesterazy,
¢imz je voocytu inhibovana degradace cAMP. Plsobeni cGMP tak udrzuje vysokou
koncentraci CAMP, a tim pomaha udrzovat meioticky blok. Stejn¢ jako CAMP, i koncentrace
cGMP pted GVBD klesa (Norris et al. 2009; Sun et al. 2009).

Vapenaté kationty

Vapenaté kationty se fadi mezi signdlni molekuly a plni ulohu intraceluldrnich posli
(Ganong 2005). Ca** se vazou na specifické intracelularni proteiny vézajici kalcium, jako jsou
kalmodulin, troponin a kalbindin, z nichz je nejhojné&jsi a nejbéznéjsi kalmodulin, ktery nese
Styfi vazebna mista pro vapnik. Po navazani Ca®* na kalmodulin dojde ke zm&né konformace,
kterd umoznuje vazat cilové proteiny a meénit jejich aktivitu. Pro tento komplex jsou
dilezitym cilem Ca*/kalmodulin dependentni protein kindzy (CaMKII), které fosforyluji
dalsi proteiny (Alberts et al. 2002, Ganong 2005).

Koncentrace Ca’* je zhruba 12000krat vyssi v intersticidlni tekuting nez v cytoplasmé,
tudiz je zde vyznamny koncentracni i elektricky gradient sméfujici z vnéjsku dovniti bunék.
Jako intracelularni zasobarny pro vapenaté Kationty slouzi zejména endoplazmatické
retikulum a mitochondrie, ze kterych mohou byt mobilizovany pies kandly fizenym ligandem,
¢imz se koncentrace volnych vapenatych kationtl v cytoplasmé zvysi (Ganong 2005).

Nejznaméjs§im zpisobem, jakym dochézi k uvolnéni Ca®* z intracelularnich depozit, je
uvolnéni Z endoplazmatického retikula. Tento proces je fizeny buné¢nou kaskadou, na jejimz
zacatku je extracelularni signalni molekula, ktera se vaze na receptor sprazeny s G-proteinem.
G-protein poté aktivuje membranovy enzym fosfolipazu C, kterd S$t€pi membranovy
inositolovy fosfolipid na dvé molekuly — inositol-1,4,5-trifosfat (IP3) a diacylglycerol (DAG).
IP3 z plazmatické membrany difunduje do cytosolu a vazbou na endoplazmatické retikulum
otevira Ca’ kanaly. DAG zistava pfipojeny k plazmatické membrané, kde spolecné
S vapenatymi kationty aktivuji proteinkinazu C. Dal$im zptsobem, jak dochazi k aktivaci
intracelularniho vapniku, je prostiednictvim ryanodinovych receptori (RYR), které jsou
aktivovany cyklickou adenosindifosfat rib6zou (cADPR) (Alberts et al. 2002).

Ca?* maji vyznamonou funkci pfi regulaci meiotického zrani prostfednictvim ménici se
koncentrace kationtll v oocytu a kumularnich buiikach. Po pfedovulacnich vinach LH, které

pusobi jako stimula¢ni faktor, se koncentrace Ca** v kumularnich buiikach zvysuje. Z téch je

18



pak pies gap junctions signal prenaen do oocytu, &imz dochézi ke zvyseni koncentrace Ca”*
voocytu (Mattioli et al. 1998). Takto zvysend koncentrace Ca®* v oocytu spousti dalsi
bunécné kaskady, které zptisobi znovuzahéjeni meiotického zrani. Tyto bunécné kaskady jsou
zamifené specidln¢ na regulatory meiotického zrani — adenylatcyklazu a MPF, z nichz jsou
oba regulovany pisobenim Ca*'/kalmodulin dependentni proteinkindzou. Aktivni CaMKII
inaktivuje AC a zédroven je nutnd pro spravnou funkci MPF. Prase¢i oocyty, které jsou
vystaveny inhibitoru CaMKII, nejsou schopny akumulovat regula¢ni podjednotku MPF cyklin
B, a tak nedokazou plné fosforylovat MAPK, tim je zamezeno znovuzahajeni meiozy (Fan et
al. 2003; Horner et al. 2003; Chen et al. 2013).

Zvysené koncentrace Ca®* v kumularnich buiikach maji také dilezitou funkci. Vépenaté
kationty aktivuji MAPK drahu, ktera se podili na sekreci progesteronu a estrogenu, ale také
expresi parakrinnich faktoru, jez ovliviiuji zrani oocyt (Yu et al. 2005; Miyoshi et al. 2007;
Ebeling et al. 2011).

Vépenaté kationty maji také podil na exocytdéze kortikalnich granul, ktera zabraiuji

polyspermii, a vydéleni druhého polového téliska (Fan et al. 2003).

Zinek

Na regulaci meiotického zrani ma vyznamny podil také zinek, ktery ma v buiikach funkci
intracelularniho druhého posla. ZvySeni intracelularni koncentrace zinku v oocytu v dobé
prvniho meiotického bloku zabranuje pred¢asnému rozpadu zarode¢ného vacku. Zinek je také
nezbytny pro dokonceni meiotického zrani a pro dosaZeni a udrZeni druhého meiotického
bloku (Kim et al. 2010; Bernhardt et al. 2011; Kim et al. 2011; Bernhard et al. 2012; Kong et
al. 2012). Vytvofeni druhého meiotického bloku je mozné prostiednictvim zinek vazajiciho
proteinu — inhibitoru ¢asné meidzy 2 (early meiosis inhibitor 2 — EMI2), jenz inhibuje anafézi
podporujici komplex, coz mé za nasledek degradaci cyklinu B béhem metafaze II (Shoji et al.
2006).

Bé&hem obdobi zrani je vySe koncentrace zinku v oocytu regulovéna prostfednictvim
interakci mezi oocytem a kumuldrnimi buikami. Kumularni bunky maji schopnost snizovat

hladinu volného zinku v oocytu béhem zrani a pted ovulaci (Lisle et al. 2013).
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Gasotransmitery

Mezi gasotransmitery patii oxid dusnaty, oxid uhelnaty a sirovodik. Jsou to malé plynné
molekuly, jejichz syntéza probiha v buiitkach pomoci enzymu a je piisn¢ regulovana. Snadno
prostupuji plasmatickou membranou a maji mnoho autokrinnich, endokrinnich a parakrinnich
efektt. Je pro né typicka rychla degradace, endogenni produkce a specifita cilovych molekul a

také schopnost vzajemné spoluprace (Wang 2002; Pae et al. 2009).

Oxid dusnaty (NO) je nejlépe popsanym gasotransmiterem. Je to volna dvouatomova
molekula, slouzi jako bunéény posel s kratkym polo¢asem rozpadu 3 — 5 sekund, jenz
zprostiedkovava rizné bunééné funkce. NO difunduje pies bunétné membrany a reguluje
funkei bunék béhem fyziologickych i patologickych procesii v riiznych tkénich véetné oocytl
(Dixit & Parvizi 2001; Bu et al. 2003; Huo et al. 2005).

V sav¢ich bunkéch je oxid dusnaty syntetizovany pomoci enzymu NO-syntazy (NOS)
z molekularniho O, a aminokyseliny L-argininu a nezbytny pro reakci je také
nikotinamidadenin-dinukleotid fosfat (NADPH). NOS katalyzuje pfeménu L-argininu na L-
citrullin, diky ¢emuz vznika i oxid dusnaty (Rosselli et al. 1994; Huo et al. 2005).

NO-syntaza ma nékolik izoforem. Jako typ I je oznacovana nervova ¢i neuronova forma
nNOS, ktera se vyskytuje predev§im v mozku (Bredt et al. 1990; Huo et al. 2005). Nicméné
byla detekovana i v prasecich oocytech a byla potvrzena jeji ucast béhem meiotického zrani in
vitro Vv praseCich oocytech i kumuldrnich bunikach (Chmelikova et al. 2010). Typ Il
indukovatelnd ¢i makrofdgovd iNOS je exprimovana v mnoha buné¢nych typech vcetné
makrofagl a hepatocyti a jeji pfitomnost byla prokazana také v savc¢ich folikulech (Jablonka-
Shariff & Olson 1997; Huo et al. 2005) a typ III endotelialni eNOS je exprimovana v cévnim
endotelu, nadledvinach, plicich, d¢loze a také ve folikulech sav¢ich vaje¢nikd (Dinerman et
al. 1994; Jablonka-Shariff & Olson 1997; Huo et al. 2005). Lze ji také nalézt v
prase¢ich kumularnich buiikach, oocytech a endotelidlnich bunkéch (Tao et al. 2004).

Oxid dusnaty je dulezity pro fizeni regulace reprodukce samic. Na urovni hypotalamu
reguluje gonadotropin releasing hormon (GNRH), ktery zajistuje vyplaveni gonadotropinil
aktivaci nNOS v hypofyze. U lidi a mysi ma vyznamny podil na folikulogenezi, navozeni
ovulace, apoptoze folikularnich bunék, steroidogenezi, na relaxaci myometria i na luteolyze.
NO se dale podili na proliferaci a diferenciaci bun¢k. U prasat byl NO detekovan
ve folikulech, granuléznich a kumularnich bunkach oocytu (Rosselli et al. 1994; Hattori et al.
2000).
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Utinky oxidu dusnatého na meiotické zrdni oocytu zavisi na jeho koncentraci.
Pti nizkych koncentracich ma stimulaéni ucinek a naopak pii vyssich koncentracich ptsobi
inhibi¢né. U praseCich oocyti meéla vysokd koncentrace oxidu dusnaté¢ho jednoznacné
inhibi¢ni G¢inek na znovuzahdjeni meidzy (Sengoku et al. 2001; Bu et al. 2003; Tao et al.

2005; Viana et al. 2007).

3.6 Mezenchymové markery

CD molekuly jsou antigeny v bunééné membrané, jez se objevuji béhem specifickych
fazi vyvoje. Zde po urc¢itou dobu zlstavaji a funguji jako charakteristicky marker, az dokud
nedojde Kk zaniku bunééné membrany. Jelikoz se vétSina téchto molekul omezuje pouze na
urcitou tkan ¢i buiku, jsou oznacovany také jako diferenciacni antigeny (Buc 2001). Dle
nékterych studii se CD molekuly, pfedev§im tetraspaniny, integriny a regulacni proteiny
komplementu, Gi€astni procesu oplozeni (Fabryova & Simon 2009).

Integriny se ftadi do skupiny na kationtech zavislych heterodimerickych
transmembranovych receptora sloZzenych z nekovalentné spojenych a a  podjednotek (Hynes
1992). Patii mezi adhezni receptory, jez jsou zapojené do interakci mezi buiikami a také mezi
bunikou a matrix a také usnadnuji pfenos informaci do buniky (Fabryova & Simon 2009).
Integriny ziejmé také usnadiuji adhezi spermie s oocytem, jelikoz podporuji somatickou
adhezi (Evans 2002).

3.6.1 CD29

CD29 je B1 podjednotkou integrinu o molekulové velikosti 130 kDa. Spojuje se s CD49f
a a6 integrinovou podjednotkou a tim spolu vytvari integrin VLA-6 (CD49f/CD29; a6p1),
ktery je exprimovan mimo jiné i na povrchu oocyti u mysi a lidi (Barclay et al. 1997).
Almeida et al. (1995) se domnivali, Ze integrin a6B1 by mohl slouzit jako receptor
pro navazani spermie na oocyt. Nicmén¢ integrin a6 u mysich oocytl neni pro vazbu spermie
s oocytem nezbytny (Miller et al. 2000), ale naopak pro fizi lidskych gamet je integrin a6f1
dulezity, jelikoz u 96 % fuzi spermie s oocytem byla po ptidani a6B1 protilatky zaznamendna
inhibice (Ziyyat et al. 2006). U prasat byla exprese CD29 zaznamenana v zarodecnych
vajecnikovych bunkach (Lee et al. 2016).
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Dle obecné hypotézy plati, ze pro oplozeni je nezbytna spoluprace mezi CD molekulami
(Fabryova & Simon 2009). U mySich gamet je pro jejich spojeni dulezita interakce mezi
fertilinem a integrinem a6P1 (Almeida et al. 1995). Fertilin a a B se fadi do skupiny
disintegrinii a metalloprotedz (ADAM). Fertilin a je dulezity pro fuzi plazmatické membrany
oocytu a spermie a fertilin B je zfejme soucasti mechanismu pfi navazani spermie na oocyt,
které vede k jejich fuzi (Ramaro et al. 1996; Evans et al. 2002). Fertilin B vytvaii vazbu piimo
s integrinem a6Bl na povrchu oocytu, coz usnadnuje splynuti spermie s oocytem. Toto

spojeni je jesté podpofeno tetraspanem CD9 (Chen & Sampson 1999).

3.6.2 CD44

CD44 je polymorfni transmembranovy glykoprotein, ktery je hojné zastoupen v mnoha
typech bunck. Patii do skupiny protein vézajicich hyaluronovou kyselinu, jez se nazyvaji
také jako hyaladheriny. Spousta z téchto proteini nese sekvenci aminokyselin homologni
K proteinu, jenz je dulezity pro vazani hyaluronové kyseliny (Ohta 1999).

CD44 je hlavnim receptorem na povrchu buniky pro extracelularni hyaluronovou matrix
(Aruffo et al. 1990). Jeho molekulova velikost v kumulo-oocytarnim komplexu se pohybuje
mezi 85 a 90 kDa a jedna se o izoformu CD44s (Yokoo et al. 2004), avSak vyskytuje se
I v n€kolika jinych formach s molekulovou velikosti od 80 do 250 kDa a na mnoha bunéénych
typech (Aruffo et al. 1990).

V epitelidlnich oblastech, které jsou bohaté na proliferujici bunky, se hojné exprimuje
CD44, zvlasté varianta obsahujjici exon v6. Typickymi proliferujicimi epitelidlnimi buikami
jsou granul6zni bunky, jelikoz obaluji povrchy a obklopuji dutiny nepietrzitymi vrstvami
bungk, které jsou spojené pomoci gap junctions. CD44 se vyskytuje i u in vitro dozralych
kumulo-oocytarnich komplext lidi a u pfedimplantacnich embryi savci (Ohta et al. 1999),
mRNA pro CD44 byla detekovana i v kumulo-oocytarnich komplexech prasat (Kimura et al.
2002). Je znadm rozdil v experesi CD44 u muralnich a kumuléarnich bunék, kdy byla prokazana
vys8i exprese tohoto proteinu u kumularnich bunék, jez tésn€ obklopuji oocyt, coz znaci, Ze
by CD44 mohl mit vyznamny efekt na oocyt (Ohta 1999).

U granul6znich bungk bylo zjisténo, Ze exprimuji pouze formu CD44s a ne jiné izoformy,
coz znali, Ze se granulozni bunky diferencuji z epitelidlnich bun€k a maji tak jinou funkci
(Ohta et al. 1999). Pouze forma CD44s je schopna vazat hyaluronovou kyselinu (Stamenkovic
etal. 1991).
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Prostfednictvim CD44 je za komunikaci mezi builkami a extraceluldrni matrix
zodpovédny hyaluronan. Ten také inhibuje apoptdzu, zvyseni nddorovych bunck a metastiz
a stimulaci lymfocytt (Yokoo et al. 2010). Komunikace mezi CD44 a hyaluronanem ziejmé
také ovliviiuje plodnost i kvalitu oocytli (Schoenfelder & Einspanier 2003). Interakce mezi
CDA44 a hyaluronanem je zapojena v indukci navratu do meidzy, proto se mé¢lo za to, ze CD44
je exprimovan i na oocytech, avSak s vyuzitim Real-time PCR bylo prokazano, ze je tento
protein lokalizovan v kumularnich buiikach (Tienthai et al. 2003). Béhem expanze kumulu je
v kumulo-oocytarnim komplexu exprimovan primarni hyaluronovy receptor CD44.
Komunikace mezi CD44 a hyaluronanem je ve vztahu s gap junctions komunikaci komplexu

b&hem navratu do meidzy (Yokoo et al. 2010).

CD44 je nezbytny pro meiotické zrani oocytli prasat. Aktivni forma CD44 ma Ucast na
fosforylaci proteind gap junctions, uzavieni bunéénych spojii a preruSeni pfisunu cyklickych
adenosinmonofosfatli do oocytu z kumularnich bunék (Yokoo et al. 2010). CD44 receptor
aktivovany hyaluronovou kyselinou reguluje kumularni expanzi (Yokoo et al. 2003), nicméné
jeho aktivace pro expanzi kumulu neni nezbytné nutna. AvSak kdyz byla interakce mezi
CDA44 a hyaluronanem béhem in vitro kultivace kumulo-oocytarnich komplexd nedostate¢na,
vedlo to k netspésné maturaci, oplozeni a Casnému embryonalnimu vyvoji (Yokoo et al.
extracelularni domény CD44 zplsobené sialovou kyselinou (Bartolazzi et al. 1996).
Napiiklad u embryi skotu navazani hyaluronanu k CD44 receptoru usnadiiuje jejich Casny
embryonalni vyvoj (Toyokawa et al. 2005).

Expresi CD44 nestimuluje jen hyaluronan, ale také ligand pro CD44 a jiné
glykosaminoglykany, jeZ ovliviiuji schopnost CD44 vazat hyaluronovou kyselinu (Esford et
al. 1998). mRNA pro syntézu hyaluronové kyseliny neni exprimovana pouze v kumularnich
buiikéach, ale 1 v samotném oocytu, coZ znamena, ze hyaluronovou kyselinu syntetizuji nejen

kumulérni bunky, ale 1 oocyty (Yokoo et al. 2004).

3.6.3 CD105

CD105 neboli endoglin patfi mezi membranové glykoproteiny a je soucasti receptoru
komplexu transformujiciho rastového faktoru p (TGFp). Jeho molekulova velikost je 180 kDa
a je vysoce exprimovan hlavné ve slezin¢ a plicich, dale je také pfitomen V pojivové tkani,

makrofazich, monocytech a hemotopoetickych progenitorovych bunach.
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Tento protein ma vyznamnou roli pfi vyvoji kardiovaskuldrni soustavy a také pii
remodelaci cév (Basini et al. 2016) a je dulezity pro spravnou tvorbu krve béhem
embryonalniho vyvoje. Nedostatek CD105 muze vést az k naruseni hematopoézy (Borges et
al. 2012). Dale se CD105 podili na regulaci cytoskeletarni organizaci aktinu (Sanz-Rodriguez
et al. 2004). Exprese endoglinu mize mit za nasledek zmény diferenciacnich a polariza¢nich
procesi u makrofadgii (Aristorena et al. 2014). Jeho exprese je vysokd v endotelidlnich

bunkach béhem hojeni ran a zanétl, u vyvijejicich se embryi i v tumorech (Basini et al. 2016).

3.7 Gonadotropni hormony

Gonadotropiny jsou hormony glykoproteinové povahy ovliviiujici vyvoj a ¢innost gonad,
zrani pohlavnich bunék a tvorbu pohlavnich hormont (steroidti). Mezi gonadotropiny patii
FSH (folikuly stimulujici hormon), LH (luteinizatni hormon) a hCG (lidsky choriovy
gonadotropin). FSH a LH jsou pulsatné¢ uvoliovany piednim lalokem hypofyzy -
adenohypofyzou vlivem gonadotropiny uvolfiujiciho hormonu (GnRH) (Simoni et al. 1997;
Buffet et al. 1998; Ciccone & Kaiser 2009), hCG je z hypofyzy uvoliovan pouze v malém
mnozstvi a pochazi prevazné z placenty (Cole et al. 2008; Cole 2010).

Tyto hormony jsou heterodimery majici spole¢nou a-podjednotku a unikétni B-
podjednotku, pficemz kazda z podjednotek ma dvé N-glykosyla¢ni mista. Glykosylace ma
vliv na jejich stabilitu, bioaktivitu a také zivotnost v obéhu (Ji et al. 1998; Fox et al. 2001).
hCG ma na C-konci jesté dalsi ¢tyfi O-vazané glykosilace, které zapii¢inuji jeho delsi polocas
rozpadu v krvi a také zvysenou bioaktivitu oproti LH (Olijve et al. 1996).

Glykoproteinové hormony jsou nejvétSimi (30 — 40 kDa) a nejkomplexnéjsimi ligandy

receptort sprazenymi s G-proteiny (Ji et al. 1998).

Bé&hem ovaridlniho cyklu zapocne svilj vyvoj v ovariu nekolik folikulfi, z nichZz velka
vétSina zanikne kvuali apoptéze a zlstdva jen malé mnoZstvi téch, které jsou schopné
v dostate¢né mife reagovat na FSH. FSH na folikuly ptsobi jako antiapoptoticky faktor
a zaroven také podporuje jejich findlni zréni, ¢imz ma zdsadni vliv na vybér a maturaci
dominantniho folikulu.

Luteiniza¢ni hormon je nepostradatelny pro terminalni maturaci preovula¢nich folikuld,

syntézu androgent a pro indukci samotné ovulace.
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Dominantni folikul pod vlivem FSH pfeménuje androgeny na estrogeny, vcetné
estradiolu, ktery plisobi na sliznici délohy a pfipravuje ji na naslednou implantaci. Po ovulaci
dochazi k migraci luteinizovanych granuloznich bunék pies indukci exprese vaskularniho
endotelialniho rastového faktoru (VEGF), diky zvySené expresi integrinii osfB; a osPs, coZ
napomahd k vytvoteni zluté¢ho téliska a jeho udrzeni. Pro vznik a zachovani zlutého téliska je
také nezbytny LH, ktery sekretuje progesteron a tim podporuje ¢asnou fazi biezosti a spolu
s dal$imi latkami se podili i na synchronizaci vyvoje dé€lozni sliznice a oocytu (Buffet et al.
1998; Piersma et al. 2007; Rolaki et al. 2007).

3.7.1 Receptory gonadotropini - LHR a FSHR

Receptor luteinizaéniho hormonu (LHR) a receptor folikulostimula¢niho hormonu
(FSHR) hraji vyznamnou roli v reprodukci samic i samct.

LHR je dalezity pfi regulaci reprodukénich funkei zahrnujicich ovarialni steroidogenesi
a ovulaci u samic a produkci testosteronu v Leydigovych buiikach varlat u samct. Diky své
schopnosti vazat jak LH, tak i hCG s vysokou afinitou, je LHR oznacovan jako LH/hCG
receptor. Je nezbytny pro zrani folikulG a ovulaci, ale i pro lutedlni funkci. V piipadé
t¢hotenstvi je restimulovan zvySovanim hladin choriovych gonadotropind. Pomoci 3B5 mysi
monoklonélni protilatky bylo u prasecnich a lidskych ovarii identifikovano Sest odliSnych
LHR velikosti — 92, 80, 68, 59,52 a 48kDa (Bukovsky et al. 2003; Menon & Menon 2012).

FSHR naproti tomu je schopen vazat pouze FSH. FSHR je tak nepostradatelnou
molekulou v regulaci ovaridlni funkce prostfednictvim jejiho pusobeni na vyvoj folikult
a stimulaci tvorby estrogend, u samcti pak reguluje funkci Sertoliho bunék a spermatogenesi.
Molekulova hmotnost FSHR u lidi i prasat dosahuje hodnoty okolo 78 kDa (Simoni et al.
1997; Menon & Menon 2012).

Oba tyto gonadotropni receptory jsou receptory spiazené s G-proteinem (GPCR)
obsahujici velké extracelularni N konce. Stejné jako ostatni receptory sprazené s G-proteinem,
se 1 LHR a FSHR skladaji ze sedmi transmembranovych alfa-helixovych domén
a ptiléhajicich smycek, tfi extraceluldrnich a tfi intracelularnich, které na vnitrobunééné strané

membrany asociuji s G-proteinem (Banerjee & Mahale 2015).

Za normalnich podminek zlstavaji receptory v neaktivnim stavu a k jejich aktivaci

dochdzi ve dvou krocich. Za prvé je zde nutnd vysokd afinita hormondlni vazby
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k extracelularni doméné a za druhé hormon ¢i extracelularni doména (souhrnné tzv ligand)
musi interagovat s extracelularnimi smyckami transmembranové domény za ucelem vyvolani
aktivace receptoru prostiednictvim konformacni zmény, coz vede k aktivaci intracelularnich

signaliza¢nich kaskad (Banerjee & Mahale 2015).

Ptresny mechanismus, kterym interakce mezi ligandem a receptorem aktivuje receptor,
neni znam, existuji vSak tfi modely.

Za prvé, cast ligandu vazana na extracelularni doménu interaguje s oblasti
transmembranovych helixi, coz vede k aktivaci receptoru.

Za druhé, interakce ligandu a extracelularni domény vede k interakci mezi extracelularni
doménou a transmembranovymi helixy a tim dochazi k aktivaci receptoru.

A za tfeti, extraceluldrni doména ma4 inhibi¢ni ¢inek na transmembranové domény, které
udrzuje v inaktivnim stavu, a navazani ligandu tedy zptsobuje zmirnéni tohoto jevu (Menon

& Menon 2012).

PrestoZze neni zcela vysvétleno, jak je receptor aktivovan, je jisté, ze extracelularni
doména, extracelularni smyc¢ky a ligand jsou nezbytné nutné pro vytvoieni specifické vazby,
ktera vede ke konformacni zméné a tim umoznuje pienos signalu do bunék (Themmen
& Huhtaniemi 2000).

Mistem pifenosu signalu je transmembranovd doména. Jakmile je ligand navédzan
na receptor, je fosforylovan proteinkinazou. Receptor je poté funkéné odpojen od G-proteinu,
coz znamena, ze G-protein je pfipraven k vazbé s dalsimi faktory v signalni draze.
Po odpojeni G-proteinu se aktivuje adenylatcykldza, kterd katalyzuje syntézu cyklického
adenosinmonofosfatu (cAMP) a to vSe vede Kk aktivaci proteinové kinazy A (PKA). LHR
aFSHR jsou tak schopny aktivovat signalni drdhu vedouci k narGstu produkce
isositoltrifosfatu  (IP3), zvySeni obsahu véapniku a aktivaci mitogenen aktivované

proteinkinazy (MAPK) (Themmen & Huhtaniemi 2000).

Signalizace je poté ukoncena bud'to desenzitizaci nebo sniZenim vnimavosti LHR
a FSHR mechanismy zabrafiujicimi nadmérné stimulaci. Desenzitizace zahrnuje fosforylaci
receptoru a oddéleni signalnich cest. Pfi regulaci, ktera vede ke snizeni vnimavosti, maji
vyznamnou roli také arrestiny. Arrestiny navazané k aktivovanému a fosforylovanému GPCR
prostorové blokuje interakci GPCR s G-proteinem, tim dojde k terminaci G-protein-

dependentni signalizace. Receptor-ligand-arrestinové komplexy jsou nasledné endocytdézou
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vnofeny do buiikky. Tento proces je oznaCovan jako receptorova sekvestrace nebo
internalizace a je dilezity nejen pro tlumeni GPCR signalizace pfi dlouhodobém plisobeni
podnétu, ale také pro receptorovou resenzitizaci a downregulaci (Luttrell & Lefkovitz 2002;
Shenoy & Lefkovitz 2003; Banerjee & Mahale 2015).

Exprese LHR prochdzi dynamickymi zménami béhem normalniho ovaridlniho cyklu.
Granulozni bunky casnych antralnich folikuli exprimuji FSHR se zvySujicim se riistem
folikulti. Antralni folikuly také exprimuji malé mnozstvi LHR, které je vétSinou omezeno na
bunky theca interna. Hladina exprese LHR vzrtsta s ristem folikuld po odezvé na FSH,
estradiol a dal$i parakrinni faktory dosahujici maximalnich hladin pted ovulaci, exprese LHR
je prechodné downregulovana v zavislosti na preovulacni viné LH beéhem diferenciace
estrogen produkujicich granuléznich bunék na lutedlni buniky. Béhem této doby pfeménéné
granul6zni buiiky zlstavaji nevnimavé vuci LH v disledku desenzitizace reakéniho systému
spojeného s G-proteiny. Nejsou zadné dikazy, ze by FSHR bylo obdobn¢ downregulovano
béhem tohoto obdobi. Toto je poté nasledovano Uplnym obnovenim LHR stejné jako
vnimavost preménénych granuléznich bunék viaci LH. Exprese LHR dosahuje maximalni
urovné béhem stfedni lutedlni faze (mid-luteal) se zvysenou produkci progesteronu.

Uroveti receptori poté klesa sregresi zlutého téliska. LHR je tedy regulovano
transkripcni cestou a vice pak také post-transkripénimi mechanismy. FSHR je ziejmé
regulovano zejména na urovni transkripce, nicméné jeho regulace miZe byt ovlivnéna i post-
transkripénimi procesy. Faktory, ovliviiujici expresi FSHR, zahrnuji FSH, faktory ze skupiny
transformujicich rustovych faktort TGF-b a TGF-a a epidermalnich rustovych faktort

(Menon & Menon 2012).

3.8 Transferin

Transferin je glykoprotein patiici do skupiny B-1 globulini a jeho primarni funkci je
prenos Zeleza v plazmé. Ptestoze je syntetizovan v jatrech, je znama i jeho extrahepateticka
produkce (Entman et al. 1987).

U samic je transferin jednim z mnoha proteinti nachazejicich se ve folikularni tekuting,
ale nijak se nepodili na folikulogenezi, ovaridlni steroidogenezi nebo vyvoji oocytu, nicméné

je nezbytny pro proliferujici buiiky obklopujici oocyt (Entman et al. 1987).
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Proliferujici buniky maji absolutni pozadavek na Zelezo, které je do bunck dopravovano
transferinem s naslednym intracelularnim transportem ptes transferinovy receptor (Aleshire et
al. 1989).

Preovulacni folikul je avaskularni a tak, jelikoz je transferin dilezity pro bunécny rist,

muze jeho lokalni koncentrace korelovat s vyvojem folikulii (Entman et al. 1987).

Trasferin a jeho receptor je uzce spjat s dozravanim ovarialnich folikult. Protein
transferin se vyznamné podili na proliferaci bunék savci. Zelezo se vaze s vysokou afinitou
na apotransferin, a tak se dostava do jak proliferujicich, tak i neproliferujicich bun¢k, kde se
zelezo stavd nedilnou soucasti cytochromového elektronového transportniho fetézce.
Pfipojeni transferinu na bunéénou membranu je zajisténo pomoci transferinového receptoru.
Tento receptor, ktery prispiva k pfijmu zeleza do bunék, se nalézd na povrchu aktivnich
proliferujicich bungk, ale naptiklad i na transformovanych malignich buiikach. Ferotransferin
je, na rozdil od apotransferinu, nezbytny pro bunécnou proliferaci. Nicméné apotransferin
mize s ferotransferinem soupefit o transferinovy receptor a tim tak snizovat rychlost ristu
bunék. (Aleshire et al. 1989).

3.8.1 Transferinovy receptor

Trasferinovy receptor je disulfidovou vazbou vazany dimer, slozeny ze dvou identickych
podjednotek a kazda je schopna vazat jednu molekulu trasferinu. Jedna se o transmembranovy
glykoprotein obsahujici alespon tii N - asparaginové oligosacharidy a prevazna cast receptoru
je vystavena na povrchu bunky (Trowbridge et al. 1984; Ward 1987).

Transferinovy receptor by mél byt neustale nasycen ligandem, ¢imz se lisi od vétSiny
hormondlnich receptori. Protoze transferinovy receptor je neustile nasycen, pocet
transferinovych receptori miize byt hlavnim determinantem bunééného vychytavani zeleza

(Ward 1987).

Navazani transferinu, uvolnéni zeleza do buiiky a navrat apotransferinu do vnéjSku bunky
se nazyva transferinovy cyklus. Pfi fyziologickém pH ma transferinovy receptor monohem
vy$$i afinitu k ferotransferinu nez k apotransferinu, to dovoluje bufice vazat pouze ty
molekuly transferinu, které nakonec dodaji do vnittku buiiky Zelezo. Poté, co je takovyto
transferin navazan na transferinovy receptor, dochazi k endocytéze zprostredkované

receptorem pomoci klathrinovych vacki. Tento vacek obsahuje jak receptor, tak i navazany
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ligand, ktery je predan endozémim. V endozomu je pH nizsi nez 5,5, coz umozinuje uvolnéni
zeleza z transferinu, které je nasledné z endozomu odstranéno. Apotransferin v tomto nizkém
pH zistava stile navazan na transferinovy receptor a tento komplex se vraci v transportnim
vacku zpét na povrch cytoplasmatické membrany k opétovnému pouziti. Jakmile se komplex
apotransferinu a transferinového receptoru vrati zpét na bunéény povrch, dovoli nizka afinita
transferinového receptoru k apotransferinu neutralnim pH jeho rychlou disociaci od receptoru,
coz umozhuje apotransferinu opét navazat zelezo a tak iniciovat dalsi cyklus (Ward 1987;

Alberts 2002).
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4 Metodika

4.1 Priprava vzorki kumularnich bunék ¢lovéka a prasete

K analyze byly vyuzity lidské a prase¢i kumularni bunky ziskané z oocytd s plnou
meiotickou kompetenci ve stadiu zarode¢ného vacku.

Kumularni bunky byly od oocytti oddéleny opakovanym pipetovanim skrze sklenénou
tenkosténnou pipetu a nasledné byly preneseny do zkumavky eppendorf. Kazdy ze vzorka
obsahoval kumulérni buiiky z dvaceti oocyti pfislusného druhu. Ziskané kumulérni buiky
byly tfikrat promyty v PBS pufru (Sigma — Aldrich Chemie GmbH, Mnichov, Némecko).
Nasledovala jejich lyzace v lyzaénim pufru (0,15 mI10% Triton X; 0,05 ml 10% SDS; 4,3 ml
PBS), ktery obsahoval inhibitory proteaz (Roche, Némecko) v mnozstvi 50 pl na 1 ml pufru.
Poté byly vzorky zmrazeny pii teploté - 20°C a takto byly uchovavany az do analyzy metodou
Western blot.

4.2 Stanoveni exprese prolifera¢nich markera a receptori gonadotropnich

hormonu

4.2.1 Elektroforeticka separace proteint

Principem elektroforézy je rozdil v rychlosti pohybu rizn& velkych nabitych castic
stejnosmérnym elektrickym polem. VEtsi Castice a ¢astice s nizsi hustotou naboje se pohybuji
pomaleji a po urcité dobé dochézi k jejich zietelné separaci. Jako médium pro pohyb castic se
pouziva polyakrylamidovy gel. Pro usnadnéni pohybu molekul proteinti byla nejprve
provedena eliminace disulfidickych vazeb pomoci redukéniho €inidla (beta merkaptoetanol).
Poté dochdzi k navazani SDS (dodecylsulfat sodny) pro ziskani jednotného zédporného naboje.
Diky svym elektrostatickym vlastnostem zpusobuji molekuly SDS denaturaci a natazeni
proteinu. Eliminuji tak vliv tvaru molekuly na jeji pohyblivost a poZadovany pohyb mezi

elektrodami polyakrylamidovym gelem je tak zavisly pouze na molekulové hmotnosti.

Pro elektroforézu byl pouzit 10% akrylamidovy separacni gel s pfidavkem dodecylsulfatu
sodného (SDS-PAGE) (viz Tabulka ¢. 1), ktery byl nalit mezi skla pfipevnéna ve stojancich,
prevrstven destilovanou vodou a ponechan 30 minut polymerovat. Po ztuhnuti separa¢niho

gelu se slila vrstva destilované vody a na separacni gel byl aplikovan 4% zaostfovaci gel
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SDS-PAGE (viz Tabulka ¢. 2), do které¢ho byla pro lepsi viditelnost jamek ptidana pipetou
kapka bromfenolové modfi. Do zaostfovaciho gelu byl vloZen hiebinek pro vytvofeni patnacti
jamek na piislusné vzorky a cela tato soustava byla ponechana 15 minut polymerovat. Po
uplném ztuhnuti zaostfovaciho gelu byla skla vlozena do aparatury na elektroforézu (Bio Rad,
USA), zalita elektroforézovym pufrem a byl vyjmut hiebinek. Do vytvofenych jamek byly
poté pomoci Hamiltonovy jehly naneseny vzorky lidskych a prase¢ich kumularnich bunék a
vzorkovy pufr (17 pl na jamku). Pro pozdéjsi ovéfeni pietiSténi proteinli na membranu a
jejich naslednou identifikaci byl pouzit hmotnosti marker (5 ul) prestained molecular weight
bovine standard (Bio-Rad, Montreal, Kanada, 161-0318). Elektroforéza byla spusténa na 20
minut pii konstantnim elektrickém napéti 80 V a nasledné zvysena na 150 V po dobu 60

minut.

Tabulka ¢. 1 Slozeni 10% separa¢niho gelu

destilovana voda (ml) 4,16
roztok A (ml) 3,33
pufr B (ml) 2,5
10% SDS (ul) 100
TEMED (ul) 4,5
10% APS (ul) 70

Tabulka €. 2 Slozeni 4% zaostrovaciho gelu

destilovana voda (ml) 1,52
pufr C (ml) 0,625
roztok A (ml) 0,325
10% SDS (ml) 0,025
TEMED (ul) 3,8
10% APS (ul) 50
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Tabulka €. 3 Slozeni jednotlivych roztokt pro pfipravu separa¢niho a zaostfovaciho elfo gelu

58,4 g akrylamidu
1,6 g bis akrylamidu
200 ml destilované vody

Roztok A
30% AA, bis AA

18,5 g Tris

Pomoci destilované vody upraveno na
Pufr B objem 80 ml

1,5 M Tris.HCI, pH 8,8 pH upraveno pouzitim HCI na 8,8

Dolito destilovanou vodou na objem

100 ml

6 gTris

60 ml destilované vody

pH upraveno pouzitim HCI na 6,8
Dolito destilovanou vodou na objem

Pufr C
0,5 M Tris.HCI, pH 6,8

100 ml
10 g SDS
0,
10% 303 100 ml destilované vody
10% APS 1 g persiranu amonného

10 ml destilované vody

4,2 ml destilované vody

1ml 0,5M Tris.HCI pH 6,8
Vzorkovy pufr-neredukujici 0.8 ml glycerolu

1,6 g 10% SDS

0,4 g 0,05% bromfenolové modri

3,8 ml destilované vody

1,0 ml 0,5M Tris.HCI pH 6,8

0,8 ml glycerolu

1,6 ml 10% SDS

0,4 ml 0,05% bromfenolové modfi
0,4 ml merkaptoetanolu

Vzorkovy pufr-redukujici

4.2.2 \Western blot

Pti analyze Western blotting jsou proteiny separované metodou SDS PAGE pieneseny na
nitrocelul6zovou nebo polyvinylidendifluridovou membranu. V naSem pifipadé bylo
provedeno pieneseni separovanych proteini na oba typy blotovacich membran (Hybond,
Amersham Pharmacia Biotech, USA) vyuzitim metody elektroblottingu, pfi niZ je hnaci silou

pfenosu energie elektrické pole.

Nejprve byly pfipraveny vSechny komponenty, filtraéni papiry, membrana a houby, které
byly na 15 minut namoceny v blotovacim pufru. Gel se separovanymi proteiny byl nejdiive
promyt v destilované vod¢ a pak také v blotovacim pufru. Poté byla pfipravena blotovaci
kazeta, do které¢ byla nejdiive na Cernou stranu vloZzena houba, na ni byly umistény dva

filtra¢ni papiry, gel, membréana, opét dva filtraéni papiry a houba. Takto vytvoiené kazety

32



byly umistény do aparatury a zality transferovym pufrem. Pfenos proteinti z gelu
na membranu probihal 90 minut pii konstantnim elektrickém proudu 0,5 A. Po ukonceni
blottingu byla membrana vyjmuta a oplachnuta destilovanou vodou. Pro dikaz pieneseni
proteinli na membranu byla membrana obarvena pomoci Ponceau cCervené, kterad
na membrané oznacila pretiSténé proteiny. Pied dal$im pouzitim membrany byla Cerven
znovu odmyta pomoci destilované vody a PBS. Membrana byla poté inkubovana ptes noc
v lednici v 5% roztoku susené¢ho netu¢ného mléka (Blotting Grade Blocker Non-Fat Dry
Milk, Bio-Rad, USA) v PBS s pfidavkem 0,1% Tween 20.

4.3 Imunodetekce proteint ve vzorcich kumularnich bunék ¢lovéka a

prasete

Byla provedena detekce receptori gonadotropnich hormonid FSHR a LHR

a prolifera¢niho markeru CD71-transferin R v kumularnich buinkach ¢lovéka a prasete.

Zakladem pro detekci proteinil je vyuziti specifické vazby protein — protilatka. Inkubace

protilatkou byla provadéna ve dvou fazich.

Nejprve byla membrana promyta PBS s 0,05% Tweenem (PBS-T) 20 na tiepacce. Poté
byla inkubovéana pomoci specifické primarni protilatky ptes noc v lednici. Protilatka proti
FSHR (FSHR Polyclonal Antibody, PA5-50963, ThermoFisher Scientific, USA) byla fedéna
v poméru 1:1000 a 1:500, CD71 (Transferrin Receptor Polyclonal Antibody, PA5-27739,
ThermoFisher Scientific, USA) 1:1000 a 1:500 a proti LHR (LHR Polyclonal Antibody, PA5-
77474, ThermoFisher Scientific, USA) v poméru 1:2000, 1:1000, 1:500.

Po inkubaci byla membrana tfikrat v odstupu 10 minut promyta PBS-T. Poté byla
na membranu nanesena sekundarni krali¢i protilatka (Goat Anti-Rabbit 1gG (H+L)-HRP
Conjugate, 170-6515, Bio Rad, USA), ktera ma schopnost vazat se na primarni protilatku a je
konjugovana s latkou emitujici svéteny signal umoziujici vizualizaci, fedéna v PBS v poméru
1:3000 a byla inkubovana po dobu 60 minut na tfepacce.

Po inkubaci v sekundarni protilatce byla membrana pétkrat po péti minutach promyta
PBS-T. Poté byla provedena vizualizace pfenesenych proteind s navazanou protilatkou.

Pro vizualizaci byl pouzit chemiluminiscen¢ni substrat (SuperSignal West Femto Maximum
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Sensitivity Substrate; 34095, Themo SCIENTIFIC, USA) a pristroj Azure c600 (Azure
Biosystems; Biocev, Vestec).

Experimenty byly celkem Sestkrat opakovany.

4.4 Vyhodnoceni experimentu

Vysledky experimentu byly méfeny s vyuzitim programu pro analyzu a zpracovani
obrazu NIS (Laboratory Imaging, CR).

V programu byly nadefinovany ptfiznaky pro méieni, plocha a primérné opticka denzita.
Pomoci piikazu Zmeérit jednotlive objekty byly poté zméfeny objekty na segmentovaném
optickém obrazu. Sila signdlu reakce byla na blotu vyjadiena na zakladé¢ parametru
integrované optické denzity — IOD, pfi¢emz integrovand opticka denzita je rovna soucinu
primérné optické denzity a plochy v misté reakce antigenu s protilatkou.

Pro porovnani mnozstvi detekovaného proteinu vV kumuldrnich bunkach byly hodnoty
IOD prislusného detekovaného proteinu vztazeny k 10D proteinu tubulinu v kumularnich
buiikach pfislusného druhu. Timto zplisobem byla ziskdna relativni integrovana opticka
denzita RIOD, ktera byla v piipadé¢ tubulinu v kumularnich bunkach ¢lovéka i prasete rovna
1. Porovnavany byly vzdy denzity proteinti na stejném blotu. Tubulin byl zvolen jako
referencni protein, protoze se vyskytuje ve vSech eukaryotickych buiikach.

Data ze vSech experimenti byla vyhodnocena pomoci statistické analyzy, ktera byla
provedena pomoci programu STATISTICA, verze 12. Pro zjisténi statistické vyznamnosti
mnozstvi proteinli v kumuléarnich bunikach byla pouzita analyza rozptylu jednoduchého tiidéni
(One-way ANOVA). Pro podrobnéjsi zjisténi rozdilu byl zvolen Tukeyho test na hladiné

vyznamnosti a = 0,05.
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5 Vysledky

Metodou Western blot byly analyzovany kumularni bunky ¢lovéka a prasete ziskané
Z oocytl s plnou meiotickou kompetenci.

Po SDS elektroforetické separaci proteinli na gelu byly proteiny nasledné pfetiStény
na membranu. Spravné pretiSténi proteinli z elfo gelu na blotovaci membranu bylo vzdy
ovéieno pomoci kontrolniho barveni membrany cervenym roztokem barvy Ponceau
(Obrazek ¢. 1). Poté byla Cervend barva z mebrany odmyta a nasledovala inkubace membrany

S ptisluSnymi protilatkami.

Obrazek €. 1 Kontrolni barveni membrany pomoci Ponceau cervené

Pro porovnani mnozstvi detekovanych proteini v kumularnich bunkach byl pouzit jako
referenéni protein tubulin o, o kterém je znamo, Ze se vyskytuje ve vSech typech bunék.
Obrazek ¢. 2 ukazuje detekci tubulinu a ve vzorcich kumularnich bun€k ¢lovéka a prasete.
Sila signalu protilatky s tubulinem byla na blotu vyjadiena na zékladé parametru integrované
optické denzity — 10D, kdy 10D je rovna sou¢inu pramérné optické denzity a plochy v misté

reakce tubulinu s protilatkou.
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Obrazek ¢. 2 Exprese tubulinu v kumularnich buiikach
VP — vzorek prasec¢ich kumulérnich bun¢k

VL — vzorek lidskych kumularnich bun¢k

M — marker

5.1 EXxprese receptortu gonadotropnich hormonii ve vzorcich kumularnich

bunék

51.1 Exprese FSHR

Byla zjiStovana exprese FSH receptoru v lidskych kumuldrnich buiikdch a prasecich
kumularnich buiikéch.

Primarni protilatka byla nejprve fedéna s 5% roztokem suseného mléka dle doporuceni
vyrobce v poméru 1:1000, ale signal byl prili$ slaby, proto pro dalsi detekce tohoto proteinu
byla zvolena koncentrace protilatky 1:500, kterd poskytla vys§i intenzitu signalu
detekovaného proteinu. Pfi této koncentraci byl v analyzovanych lidskych 1 prasecich
kumularnich buiikach nalezen hledany protein FSHR s molekulovou hmotnosti 78 kDa.

Smimek blotu (Obrazek ¢. 3) doklada expresi FSHR proteinu v kumularnich bunikach

prasete 1 ¢lovéka.

e - . . —80kDa
VP VL M

Obrazek ¢. 3 Exprese FSHR v kumularnich buikéch

VP — vzorek prasecich kumuldrnich bunék
VL — vzorek lidskych kumularnich bun¢k
M — marker
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V tabulkéch €. 4 a 5 jsou uvedeny namétené hodnoty plochy, primérné optické denzity a
relativni integrované optické denzity FSHR a tubulinu v kumularnich bunkach clovéka
a prasete spolecné s jejich smeérodatnymi odchylkami. Pro porovnani mnozstvi detekovaného
proteinu FSHR v kumularnich bunkach, byly hodnoty IOD FSHR vztazeny k IOD tubulinu
V kumulérnich bufikach pfislusného druhu. Timto zplUsobem byla ziskana relativni
integrovand optickd denzita RIOD, kterd byla v pifipad¢ tubulinu v kumularnich bunikach

Cloveéka 1 prasete rovna 1.

Tabulka €. 4 Exprese FSHR v lidskych kumulérnich bunikach

) Lidské kumularni buniky
Sledované ukazatele n
('x£5s) tubulin FSHR
Plocha (mm?) 6 3,21+0,05 4,32+0,03
POD 6 0,71+0,02 0,69:0,02
10D 6 2,28+0,03” 2,98+0,028
RIOD 6 1,00% 1,317

POD - primérna optickd denzita, |IOD - integrovana optickd denzita, RIOD - relativni
integrovana opticka denzita, n - poGet opakovani, X - pramér, s - smérodatna odchylka
Hodnota integrované optické denzity tubulinu v lidskych kumularnich buiikach byla zvolena
jako vychozi pro vypocet RIOD.

Statisticky vyznamné rozdily (P<0,05) mezi praméry (IOD, RIOD) jsou vyjadfeny riznymi

pismennymi superskripty.

Tabulka €. 5 Exprese FSHR v prasec¢ich kumularnich buiikéach

Prase¢i kumuldrni burky
Sledované ukazatele n
(x*s) tubulin FSHR
Plocha (mm?) 6 3,15+0,04 4,51+0,02
POD 6 0,56+0,02 0,72+0,03
10D 6 1,76+0,03" 3,24+0,025
RIOD 6 1,00% 1,84

POD - primérna optickd denzita, IOD - integrovana optickd denzita, RIOD - relativni
integrovana opticka denzita, n - poGet opakovéani, X - pramér, s - smérodatna odchylka
Hodnota integrované optické denzity tubulinu v prase¢ich kumularnich bunkach byla zvolena

jako vychozi pro vypocet RIOD.
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Statisticky vyznamné rozdily (P<0,05) mezi praméry (IOD, RIOD) jsou vyjadfeny riznymi

pismennymi superskripty.

5.1.2 Exprese LHR

Dalsim proteinem, ktery byl studovan, byl receptor pro LH v lidskych a prasecich
kumularnich bunkach. Primarni protilatka byla nejprve pouzita v fedéni 1:2000, které
doporucuje vyrobce, ale intenzita signalu byla velmi slaba. Proto byla zvySena jeji
koncentrace na 1:1000, pozdéji az na 1:500. Ani Vv posledni vyse uvedené koncentraci vsak
nebylo mozné protein nami zvolenou metodou Western blot detekovat. Jednim z divodu
muze byt pravdépodobné nizké mnozstvi proteinu, které je pod detekénim limitem nami
zvolené metody.

V ptipadé potieby detekce LH receptoru metodou Western blot v dalSich experimentech
by bylo nezbytné jesté navysit koncentraci primarni protilatky proti LHR, popfipadé zvolit
protilatku jiného vyrobce, dale by bylo mozné zménit systém detekce proteinu, popiipadé

pouzit jinou metodu detekce.

5.2 Exprese transferinového receptoru

Byla zjistovana exprese transferinového receptoru u lidskych a prasecich kumularnich
bunék. Primarni protilatka byla nejprve fedéna s 5% roztokem suSené¢ho mléka dle doporuceni
vyrobce v poméru 1:1000. Pti tomto fedéni primarni protilatky byl signal ptilis slaby, proto
byla pro dalsi detekce tohoto proteinu zvolena koncentrace protilatky 1:500. Pti této
koncentraci jiz bylo mozné v analyzovanych lidskych i prase¢ich kumularnich bunikach nalézt
hledany transferinovy receptor s molekulovou hmotnosti 90 kDa.

Smimek blotu (Obrazek ¢. 4) doklada expresi transferinového receptoru v lidskych

a prasecich kumulérnich bunkach.
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Obrazek ¢. 4 Exprese transferinového receptoru v kumuldrnich buiikach

VP

VP - vzorek prasecich kumularnich bunék
VL - vzorek lidskych kumularnich bun¢k

M — marker

V tabulkach €. 6 a 7 jsou uvedeny naméfené hodnoty plochy, primérné optické denzity a
relativni integrované optické denzity transferinového receptoru a tubulinu spole¢né s jejich
smérodatnymi odchylkami. Pro porovnani mnozstvi detekovaného proteinu receptoru
transferinu v kumularnich buiikdch byly hodnoty 10D receptoru transferinu vztazeny k 10D
tubulinu v kumularnich bunkach pfislusného druhu. Timto zpisobem byla ziskana relativni
integrovana opticka denzita, kterd byla v pfipad¢ tubulinu v kumularnich buiikach ¢lovéka

| prasete rovna 1.

Tabulka €. 6 Exprese transferinového receptoru v lidskych kumularnich buitkach

Lidské kumularni buiiky

Sledované ukazatele n
(x*s) tubulin Transferin R
Plocha (mm?) 6 3,08+0,02 4,02+0,02
POD 6 0,73+0,03 0,25+0,03
10D 6 2,25+0,02" 1,01+0,028
RIOD 6 1,00" 0,45°

POD - primérna optickd denzita, |IOD - integrovana optickd denzita, RIOD - relativni
integrovana opticka denzita, n - poGet opakovéani, X - pramér, s - smérodatna odchylka
Hodnota integrované optické denzity tubulinu v lidskych kumularnich buiikach byla zvolena
jako vychozi pro vypocet RIOD.

Statisticky vyznamné rozdily (P<0,05) mezi praméry (IOD, RIOD) jsou vyjadfeny riznymi
pismennymi superskripty.

39



Tabulka €. 7 Exprese transferinového receptoru v prasec¢ich kumularnich buiikéch

Prase¢i kumularni burnky

Sledované ukazatele n
('x£5s) tubulin Transferin R
Plocha (mm?) 6 3,02+0,03 4,15+0,03
POD 6 0,63:+0,02 0,28+0,02
10D 6 1,87+0,02% 1,16+0,028
RIOD 6 1,00% 0,628

POD - primérnd optickd denzita, IOD - integrovand optickd denzita, RIOD - relativni
integrovana opticka denzita, n - pocet opakovani, X - pramér, s - smérodatna odchylka
Hodnota integrované optické denzity tubulinu v praseéich kumularnich buiikach byla zvolena
jako vychozi pro vypocet RIOD.

Statisticky vyznamné rozdily (P<0,05) mezi praméry (IOD, RIOD) jsou vyjadieny riznymi

pismennymi superskripty.
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6 Diskuze

V této praci byla studovana exprese receptoriit gonadotropnich hormonti a proliferac¢nich
markerd v kumulérnich buiikach ¢lovéka a prasete. Zaméfili jsme se na detekci receptorii pro
folikulostimulac¢ni a luteinizacni hormon a detekci proliferacniho markeru CD71 transferin R.

V obou typech kumularnich bunék jsme detekovali receptor pro FSH. Tento protein byl
detekovan v oblasti kolem 80 kDa, coz odpovida literatufe, ktera uvadi molekulovou
hmotnost FSHR u ¢lovéka a prasete 78 kDa (Simoni et al. 1997; Menon & Menon 2012).
Podle doporuceni vyrobce jsme fedili primarni krali¢i protilatku s 5% roztokem suSeného
mléka v poméru 1:1000, ale detekovany signal byl pfili§ slaby. Proto jsme zvysili koncentraci
protilatky 1:500, kdy byla sila signdlu detekovaného proteinu dostatecna. Sila signalu reakce
antigenu s protilatkou proti FSHR na blotu byla vyjadiena na zaklad¢é parametru integrované
optické denzity, kterd je rovna soucinu prumérné optické denzity a plochy v misté reakce
antigenu s protilatkou. Stejnym zptsobem méfili mnozstvi proteinu napf. Vogel et al. (1997)
¢i Chmelikova et al. (2009). Aby bylo mozné posuzovat mnozstvi proteinu v kumularnich
bunkach, byly hodnoty integrované optické denzity vztazeny k hodnoté integrované optické
denzity proteinu tubulinu v pfislusném typu kumularnich bunék. Porovnavany byly vzdy
denzity proteinli na stejném blotu. Tubulin byl zvolen jako referencni protein, protoze se
vyskytuje ve vSech eukaryotickych bunkéch, je zékladni slozkou mikrotubuld, které jsou
dilezitou soucasti cytoskeletu. Jedna se o dimérni protein, ktery se sklada z alfa a beta
podjednotky (Downing & Nogales 1998). V naSich experimentech byla pouzita jako
referencni exprese podjednotky o. V porovnani s tubulinem se v kumularnich bunkach
Cloveéka i prasete vyskytuje vyssi mnozstvi proteinu FSHR.

Déle bylo nasim cilem v kumularnich bunkach ¢lovéka a prasete detekovat receptor pro
luteiniza¢ni hormon. LHR je dillezity pii regulaci reprodukénich funkci zahrnujicich ovarialni
steroidogenesi a ovulaci u samic a produkci testosteronu v Leydigovych burikach varlat
u samcu. Diky své schopnosti vazat jak LH, tak i hCG s vysokou afinitou, je LHR oznacovan
jako LH/hCG receptor. Molekulova hmotnost pro LHR se u ¢loveéka pohybuje kolem 85 kDa
(Bukovsky et al. 2003; Menon & Menon 2012). Podle doporuceni vyrobce byla pouzita
primarni krali¢i protilatka v koncentraci 1:2000. Po aplikaci chemiluminiscenéniho substratu
a vyvolani pfistrojem Azure c600 nebyl detekovan zadny signal. Podobné jako v ptipade
detekce FSHR jsme koncentraci protilatky nejprve zdvojnasobili, pozdéji jsme koncentraci
jeste upravili na 1:500, ale hledany protein o molekulové hmotnosti 85 kDa se ndm detekovat

nepodafilo. Protein byl stanovovan ve vzorcich kumularnich bun€k z 20 oocytl, pro dalsi
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experimenty by bylo vhodné mnoZzstvi oocytli navysit, také by bylo mozné jesté¢ zvysit
koncentraci pouzité primarni protilatky, nebo pro dalsi sledovani zvolit protilatku od jiného
vyrobce, ktera by méla vyssi citlivost nez protilatka nami zvolena. Popiipadé by také bylo
mozné zménit systém detekce ¢i zvolit zcela jinou metodu detekce zvoleného proteinu.

Daéle jsme studovali expresi transferinového receptoru, CD-71. Hledany protein se nam
podafilo detekovat ve vzorcich obou typt kumularnich bunék. Expresi jsme potvrdili na
membrané v oblasti molekulové hmotnosti 90 kDa (Ward 1987). Nejprve byla primarni
protilatka proti transferinovému receptoru, CD-71 pouzita v fedéni doporu¢eném od vyrobce,
1:1000. Ale stejné jako v ptipad¢ detekce FSHR se ukdzalo, ze je doporucend koncentrace
primarni protilatky pfili$ nizkd a intenzita signdlu na blotu byla velmi mala. Proto byla
koncentrace primarni protilatky zdvojndsobena a po provedeni Western blotu byla sila signalu
detekovaného proteinu dostatecnd. Stejn€ jako v pfipadé FSHR byly hodnoty integrované
optické density CD71 porovnavany s hodnotami integrované optické density referencniho
proteinu tubulinu. V obou typech kumularnich bun€k bylo méné proteinu nez tubulinu.

Transferinovy receptor je disulfidovou vazbou vazany dimer, slozeny ze dvou
identickych podjednotek a kazda je schopna vdzat jednu molekulu transferinu. Jedna se o
transmembranovy glykoprotein obsahujici alespon tfi N — asparaginové oligosacharidy a
prevazna ¢ast receptoru je vystavena na povrchu bunky (Trowbridge et al. 1984; Ward 1987).
Transferin a jeho receptor je izce spjat s dozravanim ovarialnich folikuld. Protein transferin
se vyznamné podili na proliferaci bunék savci. Zelezo se vaze s vysokou afinitou na
apotransferin a tak se dostava do jak proliferujicich, tak i neproliferujicich bunék, kde se
zelezo stava nedilnou soucasti cytochromového elektronového transportniho fetézce.
Ptipojeni transferinu na bunéénou membranu je zajisténo pomoci transferinového receptoru.
Tento receptor, ktery ptispiva k pfijmu zeleza do bunék, se naléza na povrchu aktivnich
proliferujicich bunék, ale naptiklad i na transformovanych malignich burnikach. Ferotransferin
je, na rozdil od apotransferinu, nezbytny pro bunétnou proliferaci. Nicméné apotransferin
muze s ferotransferinem soupefit o transferinovy receptor a tim tak snizovat rychlost ristu
bunék (Aleshire et al. 1989).

V naSich experimentech jsme optimalizovali metodu detekce transferinového receptoru,

CD71 areceptorii pro gonadotropni hormony v kumularnich buiikach ¢loveka a prasete.
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[ Zavér

Byla optimalizovana detekce proliferacniho markeru CD71 a receptorii gonadotropinti
Vv oocyty obklopujicich bunikéch cloveéka a prasete. V dalsi fazi experiment budou kumularni
bunky clovéka a prasete kultivovany. Béhem kultivace bude sledovan jejich vyvoj,
prolifera¢ni aktivita a viabilita. Jednotlivé subpopulace budou béhem kultivace pasazovany
Vv zévislosti na intenzité jejich proliferace. Nasledné budou jednotlivé subpopulace bunck
hodnoceny z hlediska jejich diferenciace. Pro tento postup bude vyuzito stanoveni
charakteristickych mezenchymovych markera, jako jsou proteiny CD29-B1 integrin, ¢i CD44
nebo CD 105 endoglin a také vySe detekované markery proliferace jako je CD71 — transferin
R a receptory pro gonadotropni hormony. Pokud bude béhem kultivace studovéana také
kumularni expanze, bude mozné se zaméfit i na dalsi faktory, které ji reguluji, jako je GDF9,
HAS2, SMAD 2/3, cyklooxygenaza 2, PTX3 a dalsi. Optimalizace technik in vitro kKultivace
folikularnich bun€k je velmi perspektivni a pfedstavuje zajimavou alternativu, jak zvysit

uroven vyzkumné prace v oblasti asistované reprodukce ¢lovéka i zviftat.
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