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Exprese izoforem hemoxygenazy ve starnoucich oocytech prasete

Souhrn

Kwvalita a oplozovaci schopnost oocytt dozravajicich v in vitro podminkach je zasadni
pro jejich vyuziti v biotechnologiich. V pribéhu prodlouzené kultivace dochdzi v oocytech
k mnoha morfologickym a funkénim zméndm, které maji za nasledek zejména sniZeni
oplozovaci schopnosti oocytti a vy$§i miru apoptozy, polyspermie, partenogenetické aktivace
a chromozomalnich aberaci. Tyto zmény maji negativni vliv také na nasledny embryonalni
vyvoj. Pochopeni mechanismu stdrnuti oocytli by tak mohlo zdsadnim zplsobem pfispét
Kk rozvoji reproduk¢nich biotechnologii hospodatskych zvitat a postupti v lidské asistované
reprodukci.

Enzym hemoxygenaza (HO) katalyzuje oxida¢ni $tépeni hemu na biliverdin, oxid
uhelnaty (CO) a Zeleznaté ionty. Existuji dvé izoformy hemoxygenazy, tj. HO-1 a HO-2.
HO-1 ma cytoprotektivni vlastnosti a v buiikkach je exprimovana zejména v reakci
na ptisobeni stresovych faktord. HO-2 je zodpovédna spiSe za bazalni produkci CO. CO
se fadi mezi gasotransmitery, coz jsou endogenné¢ produkované signalni molekuly plyni.
Vyznam systému HO/CO byl prokazan v reprodukéni soustavé samcii i samic. Jeho vyznam
pfimo v oocytech v8ak neni znam.

Cilem prace bylo ovéfit hypotézu, Ze je HO exprimovéna v prasecich oocytech béhem
jejich prodlouzené kultivace v in vitro podminkach a Ze se béhem starnuti méni exprese
jednotlivych izoforem. Hodnoceny byly oocyty ve stddiu metafize druhého meiotického
déleni (MII) a dale ve tfech fazich starnuti dle délky prodlouzené kultivace, tj. 24, 48 a 72
hodin. HO-1 a HO-2 byly lokalizovany imunocytochemickou metodou.

Vyhodnocenim experimentii bylo potvrzeno, Ze v prubéhu starnuti oocytd dochazi
k expresi obou izoforem HO, a to ve vSech hodnocenych oblastech, tj. v perichromozomalni
oblasti, korové oblasti a cytoplazmé. HO-1 se nachazi zejména v perichromozomalni oblasti
a béhem starnuti dochazi ke statisticky vyznamnému zvySovani intenzity signalu. V korové
oblasti a cytoplazmé byl detekovan statisticky vyznamny rozdil pouze v oocytech starnoucich
72 hodin a intenzita signalu je v téchto oblastech slabsi.

V ptipadé¢ HO-2 je signal rovnomérné rozmistén po celém oocytu a V porovnani
sHO-1 je vyrazné silngjsi. Ke statisticky vyznamnému zvySeni intenzity signalu zde

dochazelo mezi oocyty ve stadiu MII a skupinou oocytii starnoucich 24 hodin.



Béhem prodlouzené kultivace se tedy vyznamné zvySuje exprese HO-2 V porovnani
s dozralymi oocyty.

Védecka hypotéza tak byla potvrzena v piipadé obou izoforem HO, tj. podaiilo
se lokalizovat HO-1 i HO-2 ve starnoucich prase¢ich oocytech a zaroven zde dochazi
ke zménam v expresi v pribéhu prodlouzené kultivace. Z vysledkii experimentt lze
predpokladat, ze se v oocytech nachézi také produkty enzymatické ¢innosti HO-1 a HO-2,
véetné CO a systém HO/CO se tak pravdépodobné uplatiiuje v procesu starnuti oocyta.
Piedpokladem je, ze HO-1 zde ptisobi zejména jako cytoprotektivni faktor, ktery by mohl
pozitivné ovliviiovat kvalitu oocyti. HO-2 je pak zodpovédna zejména za bazalni produkci
CO, nicméné miize hrat roli také v regulaci oxidacniho stresu v oocytech.

Ziskan4d data je nutné provéfit dalSimi experimenty zaméfenymi na lokalizaci
a redistribuci obou izoforem béhem starnuti oocytt.. Pfedmétem dalsich vyzkumut by mél byt

také mechanismus t¢inku a konkrétni funkce HO-1 a HO-2 v oocytech.

Kli¢ova slova: oogeneze, oocyt, gasotransmitery, oxid uhelnaty, hemoxygendza



Expression of heme oxygenase isoforms during aging of porcine oocytes

Summary

Quality and fertilization rate of oocytes matured in vitro conditions is essential
for their use in biotechnology. Many morphological and functional changes occurs in oocytes
during prolonged cultivation, which result in decreased fertilization rates and higher levels
of apoptosis, polyspermy, parthenogenesis and chromosomal anomalies. These changes also
have a negative effect on subsequent embryonic development. Understanding the mechanisms
of oocyte aging could thus make a major contribution to the development of reproductive
biotechnologies in livestock and human assisted reproduction.

The enzyme heme oxygenase (HO) catalyzes the oxidative cleavage of heme
to biliverdin, carbon monoxide (CO) and ferrous ions. There are two isoforms of heme
oxygenase, i.e. HO-1 and HO-2. HO-1 has cytoprotective properties and in the cells is
expressed especially in response to stress factors. HO-2 is responsible for basal production
of CO. CO belongs to gasotransmitters, which are endogenously produced signaling gaseous
molecules. Meaning of HO/CO system was proven in reproductive system of both males
and females. Its importance in oocytes is not known.

The aim of this thesis was to verify the hypothesis that the HO is expressed in porcine
oocytes during their prolonged cultivation in vitro conditions and that the expression of both
isoforms changes during aging. Oocytes were evaluated at the metaphase stage of the second
meiotic division (MII) and three stages of aging according to the length of prolonged
cultivation, i.e. 24, 48 and 72 hours. HO-1 and HO-2 were localized by immunocytochemistry
method.

By evaluating the experiments it was confirmed that both HO isoforms are expressed
during aging in all evaluated areas, i.e. in the perichromosomal area, cortical area
and cytoplasm. HO-1 is located mainly in the perichromosomal area and during aging occurs
statistically significant increase in signal intensity. In the cortical area and the cytoplasm was
detected statistically significant difference only in oocytes aging 72 hours and the signal
intensity is weaker in these areas.

In the case of HO-2 signal is evenly distributed throughout the oocyte and compared
with the HO-1 the signal is significantly stronger. A statistically significant increase in signal
intensity occurred between oocytes at the MII stage and the group of oocytes aging 24 hours.



An expression of HO-2 compared with matured oocytes significantly increases during
prolonged cultivation.

A scientific hypothesis was confirmed in the case of both HO isoforms, i.e. HO-1
and HO-2 were localized in aging porcine oocytes and at the same time there is a change
in expression during prolonged cultivation. From the results of experiments it can be assumed
that products of enzymatic activity of HO-1 and HO-2, including CO are also present
in oocytes, and therefore HO/CO system is probably related to the oocyte aging.
The assumption is that HO-1 acts as a cytoprotective factor, which could have a possitive
effect on oocyte quality. HO-2 is responsible for basal production of CO, but it may also play
a role in the regulation of oxidative stress in oocytes.

The data obtained should be investigated further with more experiments focused
on localization and redistribution of both isoforms during oocyte aging. The subject of further
research should also be a mechanism of action and specific function of HO-1 and HO-2
in oocytes.

Keywords: oogenesis, oocyte, gasotransmitters, carbon monoxide, heme oxygenase
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1. Uvod

Starnuti oocytd ma negativni dopady jak in vivo, tak v in vitro podminkach. Jedna
se zejména o snizenou oplozovaci schopnost oocytl, Spatnou kvalitu embryi, vys$si miru
polyspermie, chromozomalnich aberaci a embryonalni mortality. Identifikace faktort
ovlivitujicich starnuti oocytu je tak dulezitd pro dalsi rozvoj biotechnologii v reprodukci
hospodarskych zvifat a v lidské asistované reprodukci. Ziskané poznatky by bylo mozné
vyuzit napt. pro modifikace kultiva¢nich médii a minimalizovat tak negativni vlivy starnuti
na oocyty.

Na regulaci starnuti a meiotického zrani oocytti se podili malé signalni molekuly
plynl zvané gasotransmitery. V pfipadé oxidu dusnatého (NO) a sulfanu (H,S) jiz byl
prokazan jejich pozitivni vliv na kvalitu oocytl. V potlacdeni projevi starnuti se uplatituje
zejména NO.

Vliv oxidu uhelnatého (CO) na zrani a starnuti oocytd neni v soucasné¢ dobé plné
prozkouman. Byly vSak prokazany ucinky CO na dalsi reprodukéni funkce, jako je erekce,
syntéza pohlavnich hormont, ovulace, funkce zlutého téliska nebo placentace. Vzhledem
K témto poznatkiim a také Cetnym interakcim, ke kterym dochazi mezi CO, NO a H,S lze

predpokladat, Ze také CO hraje dileZitou roli v regulaci meiotického zrani a starnuti oocyta.



2. Védecka hypotéza a cile prace

Cilem prace je ovéfit hypotézu, Ze je hemoxygendza pfitomnéd v prasecich oocytech
pfi jejich prodlouzené kultivaci v in vitro podminkach a ze se béhem starnuti oocytii méni

exprese jednotlivych izoforem.
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3. Literarni reSerse

3.1. Folikulogeneze a oogeneze

3.1.1. Primordialni zarodec¢né bunky a vznik folikuli

Vyvoj oocytl probihd ve tfech fazich: fdze mnozeni, faze ristu a faze zrani. K fazi
mnozeni dochézi jest¢ v prenatdlnim obdobi samice a jednd se o mitotické déleni oogonii,
které vznikaji z primordialnich zarode¢nych bun¢k (primordial germ cells — PGCs).

PGCs vznikaji z nediferencovanych epiblastickych bunék, které jsou béhem gastrulace
soucasti zadni Casti primitivniho prouzku (Gilbert, 2000). Nasledn¢ se dostavaji do entodermu
Zloutkového vacku, z n€j migruji do zadniho stfeva a poté podél dorzalniho mezenteria
do genitalni listy (Freeman, 2003). Do zadniho stfeva migruji PGCs pasivné, zatimco
do genitalni listy se jiz dostavaji améboidnim pohybem (Wassarman, 1994). Vznik PGCs
Z epiblastu reguluje zejména transformujici ristovy faktor-beta (TGF- — transforming growth
factor-beta) (Ying et al., 2000).

Migrace a proliferace PGCs ve vyvijejicich se gonadach je fizena mnoha faktory
azavisi také na interakci PGCs a okolnich somatickych bunék (Pesce et al., 2002).
Na povrchu PGCs je exprimovan c-Kit receptor a somatické bunky podél migra¢ni drahy
PGCs produkuji faktor kmenovych bunék (SCF —stem cell factor) neboli Kit ligand, ktery
sena n¢ vaze. SCF pak pozitivné pusobi na proliferaci PGCs (Fleischmann, 1993).
Glykoproteiny jako fibronektin vytvafi migraéni drahu a stimuluji translokaci migrujicich
PGCs (Fujimoto et al., 1985). V genitalni listé pak dochazi k produkci chemoatraktanti, které
ptitahuji PGCs a stimuluji jejich mitotickou aktivitu (Godin et al., 1990).

Jakmile PGCs dokon¢i migraci do genitalni listy, dochazi k jejich diferenciaci,
vyrazné mitotické a transkripéni aktivit¢ a vznikaji tak skupiny oogonii propojené
intercelularnimi cytoplazmatickymi mustky (Sawyer et al., 2002). U prasat se PGCs
do genitalni listy dostavaji do 26. dne po oplozeni (Takagi et al., 1997). Pro kolonizaci
a zanofeni PGCs do genitalni listy je dulezita exprese adheznich molekul B-1 integrinu
a E-kadherinu.

Oogonie jsou obklopeny mezonefrogennimi somatickymi bunkkami a vytvaii se tak
Klastry zarodecnych bunék neboli kortikalni pruhy (Anderson et al., 2001). Mitotické déleni
oogonii ustava jesté pred vznikem folikulti a dochazi k zahajeni meidzy (Ginsburg et al.,

1990). Oogonie, které dokoncily mitotické déleni, se nachazeji ve stadiu preleptotene, kdy
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dochdzi k premeiotické replikaci DNA. Tato synteticka aktivita signalizuje transformaci
oogonii v oocyty (Wassarman, 1994).

Po rozpadu kortikalnich pruhti se zacinaji vyvijet samotné folikuly (Pepling, 2006).
V této fazi mnoho oocyti podléha apoptoze, coz reguluji pro- a antiapoptotické proteiny
rodiny Bcl (B-cell lymphoma) (Ratts et al., 1995). Zbylé oocyty jsou poté obklopeny jednou
vrstvou 4-8 plochych somatickych (pregranuldéznich) bunck a intaktni bazalni membranou
a vznikaji tak primordialni folikuly (Byskov et al., 1997). Pregranul6zni bunky pochazi
Z bun¢k distalniho konce kortikdlniho pruhu (Picton et al., 1998). VétSina primordidlnich
folikulti vSak zanika, v puberté se jich u prasnic nachazi cca 420 000 (Gosden a Telfer, 1987).

Kromé vyse zminénych faktort se na vzniku primordidlnich folikuli vyznamné podili
také aktiviny. Aktiviny a jejich receptory jsou exprimovany v zarode¢nych a somatickych
buiikdch ovarii, pozitivné ovliviiuji tvorbu pregranuléznich bunék ajsou dilezité¢ také

pro vyvoj dostate¢ného poctu primordialnich folikula (Bristol-Gould et al., 2006).
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3.1.2. Faze rustu

Primordialni folikuly zlstavaji v klidovém stadiu az do nastupu puberty samice, kdy
dochazi k jejich aktivaci a kontinudln¢ se rekrutuji do rostouci populace folikulii. Dochazi zde
k transformaci plochych pregranuléznich bunék na jednu vrstvu kubickych granuléznich
bunék a vznika tak primarni folikul. Zvysuje se také pocet mitochondrii a drsného 1 hladkého
endoplazmatického retikula, coz je ddno zvySenymi pozadavky na energii a syntézu proteintl,
RNA, lipidi a dalSich latek. Tato fdze pfemény primordidlniho folikulu na primarni
se oznacuje jako pocate¢ni recruitment (Fair et al., 1997).

Pro aktivaci primordialnich folikuld je nezbytnd signalni drdha PTEN/PI3K
(phosphatase and tensin homolog / phosphatidylinositol 3-kinase), ktera je pfitomna
v oocytech béhem vyvoje od primordidlniho do primarniho folikulu a pozitivné pusobi
na proliferaci a zivotnost bun€k (Cantley, 2002). Aktivaci primordialnich folikuli naopak
inhibuje signalni draha TSC1/mTORCI1 (tuberous sclerosis complex 1/ mammalian target
of rapamycin complex 1) a udrzuje tak folikuly v klidovém stadiu (Adhikari a Liu, 2010).
Ob¢ drahy jsou proto kliCové pro regulaci aktivace primordialnich folikulti. Dale se zde
vyznamné uplatiiuje anti-Miillerian hormon (AMH) produkovany v granuldznich buiikach,
ktery inhibuje pocatecni recruitment a je proto dilezity pro zachovani rovnovahy mezi
poctem aktivovanych a klidovych folikulti (Durlinger et al., 1999). V granuléznich buiikach
dale dochazi k produkci faktoru kmenovych bunék (SCF —stem cell factor), ktery se vaze
na c-kit receptor na povrchu oocytu. SCF se podili na zahajeni folikulogeneze, pozitivné
ovliviiuje rist oocytl a zvySuje intenzitu pfemény primordidlnich folikul na primarni
(Nilsson a Skinner, 2004).

Za dal$i vyvoj primarnich folikulti odpovida zejména proliferace granuldéznich bunék,
které¢ vytvaii kolem oocytu postupné né€kolik vrstev a vznika tak sekundarni (preantralni)
folikul (Kanitz et al., 2001). Vyvoj primarnich folikult v sekundarni jes$té¢ neni fizen
gonadotropnimi hormony a stale zavisi na intraovaridlnich faktorech, které jsou produkovany
oocyty a granuldznimi bunikami (Kol a Adashi, 1995). Klicovou roli zde mé zejména kostni
morfogeneticky protein-15 (BMP-15—bone morphogenetic protein-15) a ruastovy
diferencia¢ni faktor-9 (GDF-9 — growth differentiation factor-9). Oba stimuluji proliferaci
granuloznich bunék a jsou produkovany v oocytech (Yan et al., 2001).

Ve stadiu sekundarniho folikulu dochazi K intenzivnimu ristu oocytu, granulézni
buiiky déle proliferuji a stromalni bunky kolem nich vytvafi vnitini a vnéjsi thekalni vrstvu
(theca folliculi interna a externa) (van den Hurk et al., 1997). Béhem ristu se oocyt také
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diferencuje, pticemz dochazi k tvorbé novych produkti a organel a modifikaci a redistribuci
téch stavajicich (Picton et al., 1998). V rostoucich oocytech se dale zvySuje pocet ribozomti,
mitochondrii a dal$ich buné¢nych organel a dochazi k intenzivni syntéze RNA a proteint
(van den Hurk a Zhao, 2005). Syntéza proteind je duleZita zejména pro diferenciaci oocytu,
interakci s okolnimi buikami, tvorbu zony pellucidy, oplozeni a vyvoj raného embrya.
Neékteré proteiny se netvofi pfimo v oocytu, ale dostavaji se do néj endocytdzou z folikularni
tekutiny nebo granuldéznich bunék (Picton et al., 1998). Dale se akumuluji lipidy, glykogen
a mnoho organel se piesouva smérem k periferii oocytu (van den Hurk a Zhao, 2005).
glykoproteinové membrany, zony pellucidy, ktera tvofi ochranny obal kolem oocytu a sklada
se celkem ze tfi (mys) nebo Ctyf (prase, ¢lovek) typt glykoproteint — ZP1, ZP2, ZP3 a ZP4
(Gupta et al., 2007). Tyto proteiny jsou dulezité pro spravny folikularni vyvoj a jejich exprese
je zavisla na transkripénim faktoru FIG-a (factor in the germline-alpha) (Soyal et al., 2000).
Exprese glykoproteinu ZP2 zacina jiz v primordidlnich folikulech, ostatni se zacinaji
exprimovat po zahajeni ristu oocytu. Zonu pellucidu tvoii dlouha filamenta slozena z dimerd
ZP2-7P3, které¢ jsou nekovalentné spojeny pomoci dimertt ZP1. ZP3 funguje jako primérni
receptor pro spermie, dochdzi zde k navazani hlavicky a spousti se akrozomalni reakce.
ZP2 pusobi jako sekundarni receptor a usnadiiuje spermii prunik zonou pellucidou (Picton
etal., 1998).

Mezi oocytem a granul6znimi bunikami (a také mezi granuloznimi buiikami navzajem)
se vytvafi mezerové bunécné spoje (gap junctions) (Fair et al., 1997). Gap junctions
se skladaji ze specializovanych proteini konexind, konkrétn¢ z konexinu-32, 37, 43, 45 a 57
(Wright et al., 2001). Exprese konexinli je spojena s proliferaci granuléznich bunék
a jednotlivé druhy konexinl jsou specifické pro rlizna stddia diferencovanych granul6znich
bun€k nebo rizna stadia folikulogeneze (Johnson et al., 1999). Napiiklad konexin-37 je
exprimovan v oocytech ve vSech fazich folikulogeneze. Gap junctions umozZiuji
obousmérnou komunikaci a transport zivin, metabolickych prekurzori (aminokyseliny,
nukleotidy), hormonti a dalSich signalnich molekul. Diky témto spojim mohou oocyty
aktivné stimulovat rast a diferenciaci granuldéznich bun¢k, zatimco granulézni bunky
podporuji rist a diferenciaci oocytu (van den Hurk a Zhao, 2005).

Vyvoj sekundarnich folikulli stale zavisi primarné na intraovarialnich faktorech, ale jiz
se Vnich tvofi receptory pro gonadotropni hormony, tj. FSH (folikulostimula¢ni hormon)
a LH (luteiniza¢ni hormon). Gonadotropiny jsou produkovany v adenohypofyze a ovliviuji

pocet, velikost a miru atrézie folikuld. FSH dale stimuluje vznik gap junctions a zvySuje
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prezitelnost folikuld (van den Hurk et al., 1997). Folikuly jsou vsSak schopny se spravné
vyvinout i S minimalni hladinou FSH nebo defektnimi FSH receptory (McGhee a Hsueh,
2000). Prostiednictvim LH receptori Vv thekalni vrstvé se spousti biosyntéza androgent, které
stimuluji tvorbu FSH receptort v granuldznich buiikach a tim zesiluji efekt FSH na folikuly
(Joy et al., 1999). Syntéza androgent je stimulovana pomoci neurotropinti (Adashi a Leung,
1993).

Stejné¢ jako v pfipad¢ primarnich folikuli jsou pro vyvoj sekundarnich folikult
nezbytné faktory BMP-15a GDF-9, které stimuluji proliferaci granuldéznich bunék. Dale
reguluji tvorbu SCF, pficemz GDF-9 zde plsobi jako inhibitor a BMP-15 jako aktivator. SCF
pak stimuluje rist samotného oocytu (Otsuka a Shimasaki, 2002). GDF-9 navic zodpovida
za dostupnost biologicky aktivnich aktivinl a inhibint (Elvin et al., 1999). Vyznamné se zde
podili také inzulinu podobny ristovy faktor-1 (IGF-1 — insulin-like growth factor-1) a ristovy
hormon (GH —growth hormone). Tyto faktory pasobi na rist a piezitelnost folikuld,
diferenciaci a proliferaci granuldéznich a thekalnich bunék, tvorbu kortikalnich granul
V 0ocytu a na expresi konexinu-43 a receptorti pro FSH (Silva et al., 2009).

Ze sekundarniho folikulu vznika antralni folikul, ktery obsahuje dutinu vyplnénou
tekutinou (antrum). Antralni tekutina slouzi jako dulezity zdroj regulacnich faktorii
pochazejicich z krve nebo folikularnich bunék, napf. gonadotropinti, steroidl, rtstovych
faktorli, enzymu, proteoglykanti a lipoproteinti. B&hem folikuldrniho vyvoje se produkce
antralni tekutiny zvySuje vlivem vzriistajici vaskularizace folikulu a propustnosti cév, coz je
spojeno také s intenzivnim zvétSovanim folikulu (Hartshorne, 1997).

Vyvoj antralnich folikuld se sklada z faze rustu, recruitmentu, selekce a dominance.
Rané antralni folikuly obsahuji v granuléznich builkach receptory pro FSH, ale b&hem
pocatecni faze riistu jsou na gonadotropinech relativné nezavislé a zvétSuji svou velikost
za absence nebo jen malého mnozstvi FSH a LH. Za téchto podminek dochazi v thekalnich
buikdch ke wvzrastajici expresi enzymi ucastnicich se biosyntézy steroidli, zatimco
v granuldznich bunkach jeSt€é nedochazi k expresi aromatazy, ktera v rekrutovanych
folikulech umoznuje syntézu estrogeni z androgennich prekurzorti pochazejicich z thekalnich
bunék. Vranych antralnich folikulech tak dochazi zejména k tvorbé androgent
a progesteronu, ale v dasledku chybéjici aromatazy nedochazi k produkci estrogent.

U dospélych prasnic se antrdlni folikuly o velikosti v priméru 1 mm stavaji
gonadotropin-dependentni a po prechodném zvyseni hladiny FSH dochazi k jejich
recruitmentu do rostouci kohorty oocytti (Driancourt, 2001). Pocet rekrutovanych folikula je

mezidruhové rozdilny, u prasnic jich je vice nez 50. V kazdém estralnim cyklu dochazi
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k recruitmentu a selekci antralnich folikulti v ramci jedné nebo vice folikularnich vin, pficemz
prasnice maji pouze jednu folikuldrni vinu.

Ve fazi recruitmentu Ize v granuldznich bunkéch poprvé detekovat aromatazu (Webb
et al.,, 1999). Syntéza androgend je stimulovana pomoci LH, coz je navic podporovano
prostfednictvim inhibinu a naopak inhibovéno aktivinem a epidermalnim rastovym faktorem
(EGF — epidermal growth factor). Produkci estrogentt stimuluje FSH, tento ucinek je
podpofen aktivinem, IGF-1 a BMP-2, 4 a 7 a tlumen pomoci EGF. Aktivita a biologicka
dostupnost rastovych faktorti zavisi na jejich receptorech a vazajicich proteinech (Tonetta
a diZerega, 1990). FSH redukuje expresi proteinu vazajiciho inzulinu podobny rustovy
faktor-2 (IGFBP-2 —insulin-like growth factor-binding protein-2) v granuléznich burkach,
coz vede klepsi dostupnosti IGF-1, ktery spole¢né s FSH zvySuje aktivitu aromatazy
a odpovidavost folikuli na gonadotropiny. FSH-dependentni inhibice exprese IGFBP-2
v granuloznich bunkach je tak klicova pro dalsi rist rekrutovanych antralnich folikult
(van den Hurk a Zhao, 2005).

V rekrutovanych folikulech dale pokracuje modifikace, proliferace a redistribuce
organel. Objevuje se perivitelinni prostor, klesa mnozstvi drsného i hladkého retikula
a mitochondrie, Golgiho aparat, kortikalni granula a jadro se presouvaji k periferii oocytu
(Fair et al., 1997).

Selekce rekrutovanych antrdlnich folikuld je vyvoldna poklesem hladiny FSH.
Rekrutované folikuly se proto musi adaptovat na nizkou hladinu FSH, jinak podléhaji atrézii.
Vyssi intrafolikularni hladina IGF-1 stimuluje proteolyzu IGFBP-4, coz dale vede ke zvySené
produkci IGF-1 v granul6oznich bunkach a IGF-2 v thekalnich bunikach (Webb et al., 1999).
Na konci faze recruitmentu se dale méni pomér aktivinu a inhibinu ve prospéch inhibinu.
Vysoka hladina IGF-1 a inhibinu stimuluje ve folikulu steroidogenezi a zvysuje se tak hladina
estrogent (Driancourt, 2001). Déle dochazi k tvorbé dalSich FSH a LH receptort, coz vede
ke vzniku vétsi citlivosti na FSH a odpovidavosti na LH.

Hladina FSH klesa prostfednictvim vysoké produkce inhibinu ve folikulech
a negativni zp&tné vazby estrogenli na hypofyzu. Dalsiho vyvoje jsou schopny pouze folikuly,
které prod¢laly adaptaci na nizkou hladinu FSH (Xu et al., 1995). FSH vSak neni jedinym
faktorem regulujicim selekcei folikulli, protoze velké antralni folikuly mohou pfimo redukovat
citlivost menSich folikuli na gonadotropiny (Driancourt, 2001).

Selekci vznikd v zavislosti na druhu nebo plemeni jeden nebo vice dominantnich
(preovulacnich) folikult. U prasnic dosahuji tyto folikuly velikosti 8—10 mm. V dominantnim

folikulu je oocyt obklopen tizce propojenymi granuléznimi bunkami (kumularni bunky)
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a spolecné tvoii kumulo-oocytarni komplex, ktery tvoti vybézek do folikularni tekutiny a je
spojen s muralnimi granul6znimi buitkami, které obklopuji antrum (Eppig, 2001).

Folikularni dominance je podpofena nejméné dvéma lokalnimi faktory, konkrétné
se jedna o IGF-1, ktery stimuluje tvorbu receptorti pro LH, a vaskularni endotelidlni rastovy
faktor (VEGF —vascular endothelial growth factor), jehoz produkce je stimulovana
prosttednictvim LH (Garrido et al., 1993). ZvySeny piitok krve do dominantnich folikult
maximalizuje dodavku LH a FSH. Kromé gonadotropini a jiz zminénych intrafolikularnich
faktorti ovliviuji proliferaci a diferenciaci granuloznich a thekalnich bunck dalsi systémové
(GH, IGF-1, inzulin) a lokalni (BMPs) faktory (Eppig, 2001).

Jakmile dominantni folikuly dosdhnou maximalni velikosti, dochazi zde k nékterym
zménam, napf. se zvySuje obsah lipidli a zmenSuje se velikost Golgiho aparatu. Béhem
preovulaéniho vyvoje a kone¢ného zrani folikulu se velikost Golgiho aparatu dale redukuje,
jadernd membrana je zvinéna a jadérko dostdva prstencovitou strukturu. Dochazi
k prodluzovani kumularnich bun€k (Assey et al., 1994) a zvétSuje se perivitelinni prostor.
Tyto zmény se objevuji jesté pied preovulaéni LH vinou a oznacuji se jako kapacitace (Hyttel
et al., 1997). Na konci rustové faze jesté pred zaCatkem meiotického zrani ma jadro
charakteristickou podobu velkého a svétlého tzv. zarode¢ného vacku (GV — germinal vesicle)
(Picton et al., 1998). Pokud nedojde Kk preovulacni LH vIn¢, dominantni folikul podléha

regresi a spousti se recruitment nové folikularni viny (Fair, 2003).
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3.1.3. Faze zrani

Zrani oocytu je vyvolano preovula¢ni LH vinou a nastava pouze v pln¢ dorostlych
a meioticky kompetentnich oocytech dominantnich folikuli. Zrani oocytu zahrnuje jaderné
a cytoplazmatické zrani. Jaderné zrani trvd u prasnice cca 44 hodin adochédzi zde
ke znovuzahajeni meidzy (van den Hurk et al., 1999).

Meiodza je poprvé zahajena jiz v prenatadlnim obdobi samice a zacina profazi, ktera
sestava z péti dil¢ich stadii: leptotene, zygotene, pachytene, diplotene a diakineze. Ve fazi
zygotene se paruji homologni chromozomy, béhem pachytene pak dochazi ke crossing overu.
Prvni meioticky blok nastava ve stadiu diktyotene (konec faze diplotene) a vznika tak oocyt
I. fadu. V tomto stadiu oocyty zlstavaji, dokud folikul nezanikne nebo plné nedoroste
az do preovula¢ni LH viny (Wassarman, 1994). Po LH peaku probiha meidza az do metafaze
II, kdy nastava druhy meioticky blok a vznikd oocyt II. fadu. Meidza je poté dokoncena
aZ po oplozeni (van den Hurk et al., 1999).

Cytoplazmatické zrani je nezbytné napi. pro SChopnost oocytu zabranit polyspermii
atvorbu prvojadra azahrnuje redistribuci organel aakumulaci Kkortikalnich granul
(van den Hurk et al., 1999).

Hlavni faktor zodpovédny za zahdjeni zrani oocytu je M-fazi podporujici faktor
(MPF — M-phase-promoting factor). MPF se sklada ze dvou podjednotek: Kkatalytickou
podjednotku tvoii serin / threonin protein kiniza p34°* a regulacni podjednotku cyklin B
(Dunphy et al., 1988). Pied preovulacni LH vlnou se Vv oocytu nachazi vysoka hladina
cyklického adenosinmonofosfatu (cAMP — cyclic adenosine monophosphate), ktery brani
aktivaci MPF a udrZuje tak oocyt v prvnim meiotickém bloku. Do oocytu se cAMP dostava
z granul6znich bunék prostrednictvim gap junctions. Granulézni buniky produkuji také
cyklicky guanosinmonofosfat (cGMP — cyclic guanosine monophosphate), ktery v oocytu
inhibuje fosfodiesterazu 3A (PDE3A — phosphodiesterase 3A), kterd je v aktivnim stavu
zodpovédna za odbouravani cAMP (Sun et al., 2009). Vysoka hladina cAMP v oocytu dale
udrzuje vyssi koncentraci protein kindzy A (PKA — protein kinase A), kterd fosforyluje kindzy
Weel a Mytl. Tyto kinazy jsou zodpovédné za fosforylaci MPF. Fosforylovany MPF je
neaktivni. PKA dale fosforyluje a tim inaktivuje fosfatdzu cdc25, kterd je klicova pro aktivaci
MPF (Kanki a Donoghue, 1991).

LH peak stimuluje rapidni vzestup intracelularniho vapniku v kumularnich buiikéch
prostiednictvim aktivace fosfolipazy C (PLC — phospholipase C). Intracelularni mobilizace

vapniku je néasledovana influxem vapniku do oocytu (Homa, 1995). V dtsledku toho dochazi
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k poklesu hladiny cAMP a PKA, coz vede k aktivaci mitogenem aktivované protein kinazy
(MAPK — mitogen-activated protein kinase). Aktivni MAPK je nezbytna pro inhibici kinazy
Mytl, kterd je zodpovédna za inhibi¢ni fosforylaci p34Cdcz a tim MAPK napomaha aktivaci
MPF (Stojkovic et al., 1999). MAPK dale zptasobuje pokles hladiny cGMP a v disledku toho
stoupa hladina PDE3A, ktera déale hydrolyzuje cAMP v oocytu. LH dale stimuluje
defosforylaci cdc25 kinazy, ktera tak miZe odstranit inhibi¢ni fosfatovou skupinu na p34°®
a tim aktivovat MPF (Kanki a Donoghue, 1991).

Fosforylaci pfislusSnych proteinii zpusobuje aktivni MPF kondenzaci chromozomii,
rozpad zarode¢ného vacku (GVBD — germinal vesicle breakdown) a reorganizaci cytoskeletu
pii tvorbé déliciho vieténka (Alberts a kol., 2005). GVBD nastava u prasnice cca 24 hodin
po LH peaku (Torner et al., 1998). Aktivita MPF béhem GVBD stoupa, nejvyssich hodnot
dosahuje v metafazi I a klesa béhem piechodu z anafaze do telofaze. V metafazi Il je aktivita
MPF opét vysoka (Mattioli et al., 1991). Aktivita MAPK postupné stoupa az do metaftaze Il
a zastava vysoka i béhem anafiaze a telofaze (Wehrend a Meinecke, 1998).

Po dokonceni prvniho meiotického déleni se oocyty brani partenogenetické aktivaci
pozastavenim bunécéného cyklu v metafazi 1l (Tunquist a Maller, 2003). Druhy meioticky
blok je udrzovan pomoci cytostatického faktoru (CSF — cytostatic factor), ktery se nachazi
Vv cytoplazmé ovulovanych oocytl. Jedna se o skupinu molekul, které zabraiuji odbouravani
cyklinu B, coZ je nezbytné pro udrZeni aktivity MPF. Dtllezitym komponentem cytostatického
faktoru je Mos protein, ktery stimuluje aktivitu MAPK (Stojkovic et al., 1999). Systém
Mos/MAPK nasledné inhibuje degradaci cyklinu B a tim stabilizuje MPF. Pro udrzeni oocytt
v druhém meiotickém bloku je nezbytnd také inhibice anafdzi podporujiciho komplexu
(APC/C — anaphase-promoting complex). Oocyty zistavaji v metafazi II az do oplozeni
a pro vystoupeni z meiotického bloku je nezbytné sniZeni aktivity MPF. Priinik spermie
do oocytu zpisobuje rapidni nartist koncentrace vapniku, coz stimuluje aktivitu APC/C, ktery
je zodpovédny za odbouravani cyklinu B (Yamamoto et al., 2005). V piipadé, Ze nedojde
k oplozeni, zustavaji neoplozené oocyty ve vejcovodu a dochazi k jejich starnuti (Tatone
et al., 2008).

Cytoplazmatické zrani zahrnuje zejména zmény v lokalizaci, morfologii
a biochemickych vlastnostech organel a cytoskeletu a oocyty tak ziskavaji vyvojovou
kompetenci, ktera je nezbytna pro oplozeni a nasledny embryonalni vyvoj. Béhem
cytoplazmatického zrani dochézi k syntéze proteint a dal§im procestim, které vyzaduji velké
mnozstvi energie (Krisher a Bavister, 1998). V dusledku toho se zvySuje pocet mitochondrii

a presouvaji se do mist s vysokou spotiebou energie (Dumollard et al., 2006). Béhem rastové
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faze vznikaji z Golgiho aparatu kortikdlni granula, ktera jsou v nezralych oocytech nahodné
rozptylena v cytoplazmé. Béhem zrani se piesouvaji k periferii oocytu a jejich migrace
probiha pomoci mikrofilament (Yoshida et al., 1993). Dale dochazi k fragmentaci Golgiho
aparatu a formovani endoplazmatického retikula do 1-2 um velkych klastra, které se také
soustiedi v kortikalni ¢asti oocytu. Reorganizace retikula je dulezita pro schopnost oocytu
dlouhodobé oscilace vapniku (FitzHarris et al., 2003).

Vlivem LH dale dochézi k produkci kyseliny hyaluronové v kumulérnich buiikach
atvori se tak muko-elasticky extracelularni matrix, ktery je dualezity pro uvolnéni oocytu
z folikulu a jeho zachyceni fimbriemi vejcovodu. Tento proces je oznacovan jako kumuldrni
expanze (Talbot et al., 2003). Dulezitou roli zde hraje i rustovy diferenciaéni faktor-9
(GDF-9 — growth differentiation factor-9), ktery stimuluje produkci kyseliny hyaluronové
(Elvin et al., 1999). Vlivem kumularni expanze dochazi k naruSeni gap junctions, coz je také
jednim ze spoustécich signald pro znovuzahéjeni meidzy, protoze dochézi k redukei dodavky
CAMP do oocytu (Picton et al., 1998). Pro expanzi kumulu je dale dulezity epidermalni
rastovy faktor (EGF — epidermal growth factor), ktery slouzi také jako parakrinni mediator
LH v indukci ovulace (Park et al., 2004).

20



3.2. Starnuti oocyti

Oocyty nachazejici se ve stadiu druhého meiotického bloku jsou obvykle oplozeny
brzy po ovulaci. Optimalni obdobi pro oplozeni se lisi u jednotlivych druhti (Lash
a Whittaker, 1974). Pokud nedojde k oplozeni v¢as, dochazi u zbylych oocyti ve vejcovodu

(in vivo) nebo v kultufe (in vitro) k procesu zvaném starnuti oocyti (Tatone et al., 2008).

3.2.1. Zmény ve starnoucich oocytech

Funkéni zmény spojené se starnutim oocytll zahrnuji snizenou oplozovaci schopnost
(Lanman, 1968), zvysenou miru polyspermic (Badenas et al., 1989), partenogeneze (Blandau,
1952), chromozomalnich aberaci (Szollosi, 1971) a apoptézy (Fujino et al., 1996), snizenou
vnimavost na aktivaéni stimuly (Szollosi, 1971), zahajeni anafaze II (Xu et al., 1997),
Caste¢nou exocytozu kortikalnich granul (Szollosi, 1971), sniZzenou aktivitu MPF a MAPK
(Kikuchi et al., 1995), epigenetické zmény (Liang et al., 2008) a naruseny a/nebo zpomaleny
vyvoj embryi nebo plodi (Lanman, 1968).

Béhem starnuti dochazi dale k ¢etnym morfologickym zménam, které¢ zahrnuji zmény
ve struktufe cytoplazmatické membrany, zony pellucidy, cytoskeletu a mitochondrii, posun
déliciho vieténka, poloveho téliska a kortikdlnich granul a rozptyleni centrozomalniho
materialu (Szollosi, 1971).

Konkrétné dochéazi k tvorbé klkovitych vybézkii cytoplazmatické membrany, kterd
muze takto prechazet aZ do perivitelinniho prostoru, kde tvofi struktury vlockovitého vzhledu
(Szollosi, 1971). Zona pellucida starych oocyti je tvrdda a sklada se ze shluki
granulo-fibrilarniho materialu oddélenych od sebe navzajem cca 0,3 pm Sirokym prostorem
a zona pellucida tak ziskava dlazdicovitou strukturu (Longo, 1981).

Dalsi dusledkem starnuti je posun a degenerace prvniho polového téliska. Polové
télisko Casto zacind degenerovat jesté pied ovulaci a ptiblizné 70 % jich je degenerovanych
V prib¢hu 6 hodin po jaderném zrani. Néktera téliska se béhem jaderného zrani posouvaji
smérem od déliciho vieténka a vzdalenost se béhem starnuti oocytu dale zvétSuje. Dochazi
také ke zvétSovani perivitelinniho prostoru, coz dale pfispiva k posunu a degeneraci polového
téliska (Miao et al., 2004).

Kortikalni reakce se u starych oocyti snadno spousti spontanné bez oplozeni.

Kortikalni granula podléhaji Castecné exocytdoze a meéni svou polohu v oocytu (Szollosi,
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1971). Nachazi se ve dvou morfologicky odlisnych skupinach, jedna se o prstenec granul
nachdzejici se pod cytoplazmatickou membranou a dale o oblast o vyssi hustoté kortikalnich
granul nachazejici se nad chromozomy (Ebner et al., 2000).

Béhem starnuti se také méni potencial mitochondridlni membrany a dochazi
k nabobtnani mitochondrialni matrix (Wilding et al., 2001).

Intaktni délici vieténko je kli¢ové pro spravnou distribuci chromozémii v délicich
se blastomerach, coz je zdsadni pro spravny embryonalni vyvoj. Béhem starnuti se délici
vieténko zkracuje a muze byt bi- nebo multipolarni a dochazi tak K naruseni segregace
chromozému (George et al., 1996). Ztrata centrozomalnich struktur je pak spojena se ztratou
integrity mikrotubuli (Sun a Schatten, 2007). Dale dochazi k narusené expresi proteinil
nezbytnych pro stabilitu vieténka a zménam motorového proteinu kinezinu EG5 (Hall et al.,
2007). U starnoucich mysich oocytl byla pozorovana postupna ztrata mikrotubull z déliciho
vieténka, k ¢emuz dochéazelo prednostné v jeho centralni ¢asti v blizkosti chromozémi.
Také cytoplazmatické mikrotubuly postupné podléhaly depolymerizaci (Longo, 1974).

Ve starnoucich oocytech miize dale dochéazet k pted¢asné separaci chromozomi, coz
je spojeno se vznikem aneuploidii (Mailhes et al., 1998). Byla pozorovana také ztrata

chromozomu, jejich fragmentace, shlukovani a separace chromatid (Rodman, 1971).
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3.2.2. Mechanismus starnuti oocyti

Béhem starnuti se v oocytu hromadi volné kyslikové radikaly (ROS — reactive oxygen
species), zejména pak peroxid vodiku (H,0O,), peroxynitrid (ONOO") a superoxidovy anion
(O; * ) (Takahashi et al., 2003). ROS wvznikaji v mitochondriich jako vedlejsi produkt
oxidativni fosforylace, ale jejich produkci podporuji 1 riizné faktory vnéjSiho prosttedi, napf.
pusobeni svétla nebo nedostatek folikularni a tubalni tekutiny bohaté na antioxidanty
(Mastroianni a Jones, 1965). Béhem starnuti oocytu dale dochazi k vycerpavani
intracelularnich faktord, které slouzi jako ochrana proti ROS, napt. antioxidantu glutathionu
(Boerjan a de Boer, 1990).

V disledku postupného zvySovani produkce ROS a vycerpani antioxida¢ni ochrany
dochazi v oocytu k oxida¢nimu stresu. Predpokladem je, Ze oxidacni stres pfimo ovliviiuje
nékteré biochemické déje a zaroven funguje jako spoustéc pro kaskadu dalSich procesut, které
jsou zodpovédné za starnuti oocytu (Lord et al., 2013). S oxida¢nim stresem souvisi pokles
koncentrace dulezitych faktort, jako jsou MPF a MAPK a naruSeni funkce mitochondrii
a homeostazy vapniku v oocytu (Lord a Aitken, 2013).

ROS mohou dale zptsobovat ubytek antiapoptotickych (Takahashi et al., 2009)
a zvysSeni exprese proapoptotickych faktora (Chaube et al., 2007) a maji tak vliv na spusténi

programované bunécné smrti v oocytu.

3.2.2.1. MPF

V piipadé MPF se ROS uplatiuji jako inhibitory tyrozin fosfatdzy cdc25 (zodpovédné
za odstranéni inhibi¢nich fosfatovych skupin na p34°® a aktivaci MPF) (Brisson et al., 2007)
a jako stimulatory tyrozin kinaz Weel a Mytl (Chan et al., 1986), které fosforyluji p34CdC2
a tim inaktivuji MPF. Ve starnoucich oocytech tak dochéazi ke vzniku inaktivni formy MPF

(pre-MPF), ktera obsahuje inhibi¢ni fosforylace na p34°%?

. Béhem starnuti oocytu tak
koncentrace aktivniho MPF postupné klesa, coz je spojeno s vyssi Grovni partenogenetické

aktivace a fragmentace (Kikuchi et al., 2000).
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3.2.2.2. Dysfunkce mitochondrii

DNA, proteiny a lipidy mitochondrii se nachazi v tésné blizkosti zdroje ROS (vnitini
mitochondrialni membrana) a jsou tak obzvlasté¢ citlivé na oxidacni stres. V pripade
mitochondrialni DNA (mtDNA) hraje roli i absence protektivnich histonli a repara¢nich
mechanismt (Shigenaga et al., 1994). S prodluzujici se dobou po ovulaci je vlivem
oxidacniho stresu funkce mitochondrii naruSena a dochazi k poSkozeni mtDNA (Sohal
a Dubey, 1994), ztrat¢ mitochondridlniho membranového potencialu (Liu et al., 2000),
zvySené tvorbé ROS béhem oxidativni fosforylace (Liu et al., 2009) a k poklesu produkce
ATP (Chi et al., 1988).

S nedostatkem ATP dale souvisi napf. naruseni dynamiky aktinu a tubulinu
(Bershadsky et al., 1980), coz ma negativni vliv na funkci cytoskeletu a dochazi napf.
k exocytoze kortikalnich granul a posunu polového téliska (Chi et al., 1988).

Dysfunkce mitochondrii je dale spojena se vznikem apoptozy, kdy v disledku jejich
poskozeni dochéazi k uvoliiovani cytochromu C z vnitini mitochondridlni membrany, ktery
aktivuje dalsi faktory, jako jsou kaspazy (Takai et al., 2007). Kaspazy jsou rodina cystein
protedz, které zprostiedkuji apoptozu a zanétlivy proces prostiednictvim aspartat specifického

Stépeni Sirokého spektra bunéénych substratt (Lamkanfi et al., 2002).

3.2.2.3. Oscilace vapniku

Oxidacni stres mize byt dale zodpovédny za naruseni homeostazy vapniku v oocytu
(lgarashi et al., 1997). ROS maji schopnost piimo ovliviiovat vapnikové kanaly
a Ca2+-dependentni ATPazy endoplazmatického retikula (Rohn et al., 1993) a také signalni
molekulu kalmodulin (Gao et al., 2001).

Pti oplozeni dochazi u savcl k zahajeni dalSiho vyvoje oocytu pomoci rapidniho
vzestupu koncentrace vapniku (Bos-Mikich et al., 1995). Za oscilaci vapniku jsou
zodpovédné receptory pro inositoltrifosfat (IP3 — inositoltriphosphate) na endoplazmatickém
retikulu oocytu (Yoon et al., 2008). V ptipad¢, ze dojde k oplozeni starého oocytu, mize
v disledku naruseni homeostazy dochazet k abnormalni oscilaci vapniku, ktera tak funguje

jako iniciator apoptozy (Takahashi et al., 2000). Frekvence uvoliiovani vapniku je v téchto
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oocytech vyrazné vyssi, ale amplituda je naopak podstatné mensi nez v Cerstvych oocytech
(lgarashi et al., 1997).

Ptredpokladem je, Ze pokles hladiny ATP a antiapoptotického faktoru Bcl-2
ahromadéni ROS béhem postovulaéniho starnuti funguje jako proapoptoticky stimul
a za téchto podminek oscilace vapniku po oplozeni spousti bunécnou smrt (Fissore et al.,

2002).

3.2.2.4. Kumularni buniky

Na starnuti oocytu se podili také kumularni bunky, pficemz v jejich pfitomnosti
dochazi ke starnuti rychleji. Oocyty starnouci in vivo, piipadné in vitro s kumularnim obalem
vykazuji zvySeny vyskyt partenogenetické aktivace a fragmentace a rychlejsi pokles MPF
a MAPK v porovnani s denudovanymi oocyty starnoucimi in vitro (Miao et al., 2005). Stejné
tak po pfidani kumularnich bun¢k do kultivaéniho média s denudovanymi oocyty dochazi
K urychleni starnuti na stejnou uroven jako v ptipad¢ oocytl, které maji kumularni obal (Qiao
et al., 2007). Dale bylo zjisténo, Ze zablokovani gap junctions v ramci kumulo-oocytarniho
komplexu nezabrani zrychlenému stdrnuti oocytu. Na zakladé¢ téchto pozorovani
se predpoklada, ze kumuldrni bunky vylucuji rozpustné parakrinni faktory, které podporuji

postovulaéni starnuti oocytu (Wu et al., 2011).
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3.2.3. Dusledky starnuti oocyti

V duisledku starnuti oocyti dochazi zejména ke snizeni jejich oplozovaci schopnosti
(Marston a Chang, 1964), produkci nekvalitnich embryi (Yanagida et al., 1998) a vys§imu
vyskytu embryonalni mortality (Wilcox et al., 1998) a abnormalit u mlad’at (Tarin et al.,
1999).

3.2.3.1. SniZena oplozovaci schopnost oocytu

K naruSeni oplozovaci schopnosti dochazi v diisledku biochemickych a funkénich
zmeén, které se voocytu hromadi béhem postovulacniho starnuti. Jedna se zejména
0 pfed¢asnou exocytozu kortikalnich granul (Szollosi, 1971) a tvrdnuti zony pellucidy (Longo,
1981), coz narusuje schopnost interakce zony pellucidy se spermiemi a zahajeni akrozomalni
reakce. Dale dochazi ve zvySené mife k peroxidaci lipidi a snizeni fluidity cytoplazmatické

membrany, coz snizuje pravdépodobnost flize membrany a spermie (Takahashi et al., 2003).

3.2.3.2. Nizka kvalita embryi a abnormality u mlad’at

Embrya pochazejici ze starych oocytll vykazuji obecné horsi kvalitu a opozdény nebo
naruseny vyvoj (Yanagida et al., 1998). Pokles kvality embryi je spojen s cytoplazmatickym
starnutim, které do zna¢né miry omezuje schopnost oocytu podporovat embryonalni vyvoj,
zejména pokud dochazi ke zménam ve skladbé proteinti a mRNA (Tarin et al., 2000).

U mySich mlad’at pochazejicich ze starych oocytt byl pozorovan zpomaleny rist,
opozdény vyvoj a niz§i Zzivotaschopnost. Negativni vliv postovulacniho starnuti dale
pfetrvaval u jejich potomkd, ktefi vykazovali horSi reprodukéni uspéSnost. U synd byl
pozorovan zejména vyS$i vyskyt neplodnosti, u dcer pak prodlouzené intervaly mezi porody
anizsi pocet vrhi a mlad’at za zivot samice. Také v dalSi generaci pak stale dochazelo
ke vzniku vrozenych defektd, vys$Si mortalité pied odstavem a nizs$i vaze pii odstavu.
Ptedpokladem je, Ze tyto abnormality mohou vznikat pfenosem subpopulace defektnich
mitochondrii (Tarin et al., 2002). Jinym vysvétlenim miize byt zmeéna epigenetického profilu,
coz ovliviiuje genovou expresi vembryu (Mayer et al., 2000), protoze vlivem starnuti
se vyznamné meéni metylacni vzor imprintovanych gent v oocytu a vyvijejici se placenté
(Liang et al., 2008).
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3.3. Oxid uhelnaty jako gasotransmiter

3.3.1. Gasotransmitery

Gasotransmitery jsou endogenné produkované signalni molekuly plynd. Vsechny
gasotransmitery maji své specifické enzymy zodpovédné za jejich produkci a také substraty,
se kterymi reaguji. Jedna se o malé molekuly s jednoduchou strukturou a jejich produkce
nevyzaduje slozité chemické procesy nebo dodavku velkého mnozstvi substrati. Jejich
jednoducha struktura jim umoziuje rychle se pohybovat v intracelularnim i extracelularnim
prostoru a volné prochazet pres bunécnou membranu. Pro jejich uvolnéni z buiiky tak neni
potieba exocytoza a mohou volné¢ prostupovat do bunék bez nutnosti receptory
zprostiedkovaného transportu nebo aktivni endocytézy. Mezi vyznamné gasotransmitery patii
oxid uhelnaty (CO), oxid dusnaty (NO) a sulfan (H,S) (Wang, 2002).

Na rozdil od neurotransmiterli, nejsou gasotransmitery ulozeny ve vezikulech a musi
tak byt v pripadé potieby rychle syntetizovany. Oproti klasickym signalnim molekulam, které
pusobi prostfednictvim receptorii sprazenych s G proteiny nebo tyrozinkindzovych receptort,
gasotransmitery své cilové intracelularni substraty chemicky modifikuji. Pomoci
posttranslaénich modifikaci jsou schopny vyvolat bezprostiedni efekt v cilové buice

(Untereiner et al., 2012).

3.3.2. Oxid uhelnaty a hemoxygenaza

Oxid uhelnaty je bezbarvy plyn, ktery vznika pifi nedokonalém spalovani uhlikatych
latek (Goldbaum et al., 1975). V biologickych systémech typicky reaguje s kovy
hemoproteint (Piantadosi, 2002). Jedna se o jedovaty plyn, ktery vstupuje do organismu pies
respiratni trakt, a jeho pifevazna ¢ast se vaze na zelezo hemoglobinu za vzniku
karboxyhemoglobinu. Vlivem zvysené koncentrace CO v tkanich dale dochazi k naruseni
mitochondrialnich funkci. CO je tak ve vysokych koncentracich pro Zivé organismy toxicky
(Goldbaum et al., 1975).

Mezi CO, H,S a NO existuje nékolik zasadnich rozdila. CO se vaze pouze
na pfechodné kovy, zatimco NO a H,S reaguji jak s kovy, tak s rGznymi organickymi
slozkami biologickych systémt (Fukuto et al., 2012). Na rozdil od NO a HS neni CO v téle
savcl metabolizovan a K jeho eliminaci tak dochazi pouze vydechovanim z plic (Kreck et al.,

2001). Ztéchto tii plynt je CO nejstabilngjSim gasotransmiterem. Vzhledem k tomu,
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ze postradad neparové elektrony a nedochézi k jeho disociaci ve vodném roztoku, je velmi
malo reaktivni. Diky tomu mize CO pusobit delsi dobu a na delsi vzdalenosti nez NO a Hj,S
(Untereiner et al., 2012).

Syntéza endogenniho CO Vv organismu je fizena pomoci enzymu hemoxygenazy (HO)
a je spojena skatabolismem hemu. Hemoxygenaza katalyzuje oxidacni Sté€peni hemu
na biliverdin, CO a Zeleznaté ionty (Fe?*). Elektrony vyuzité v této reakci poskytuje NADPH
(nikotinamidadenindinukleotid fosfat)-dependentni cytochromreduktaza. V pocate¢ni fazi je
hem oxidovan na alfa-metahydroxyhem. V dalsi fazi pak reaguje s kyslikem a vznika
verdohem a CO (Tenhunen et al., 1969). Verdohem je nakonec pieveden na biliverdin,
ze kterého pusobenim biliverdin reduktazy vznika bilirubin (Tenhunen et al., 1970).

Minoritni ¢ast endogenniho CO miiZe vznikat také z nehemovych zdrojii, napt. jako
vedlejsi produkt oxidace lipidd nebo cytochrom P450-dependentniho metabolismu xenobiotik
(napt. metylenchloridu) (Vreman et al., 2000).

Existuji tii izoformy hemoxygenazy — HO-1 (indukovatelna forma, znama také jako
heat shock protein 32), HO-2 a HO-3 (konstitutivni formy).

HO-1 ma cytoprotektivni vlastnosti a K jeji zvySené expresi dochazi v ptipadé, zZe je
bunka vystavena fyzikalnimu, chemickému nebo oxidaénimu stresu. HO-1 je dale
zodpovédna za odbouravani hemoglobinu starnoucich erytrocyta (Otterbein a Choi, 2000).

Exprese HO-2 neni regulovdna chemickou nebo fyzikalni zatézi, ale je aktivovadna
pomoci glukokortikoidd nadledvin (Raju et al., 1997).

HO-3 wvznikd alternativnim sestfihem primarniho transkriptu genu pro HO-2
a vysledny enzym ma nizsi enzymatickou aktivitu (Hayashi et al., 2004).

HO-1 a HO-2 katalyzuji stejnou reakci a vykazuji zna¢nou homologii, ale jejich
distribuce v tkanich je odlisna (Ryter et al., 2006). Jejich sekvenéni homologie aminokyselin
je piiblizné 40 % (Abraham a Kappas, 2008). Bazalni hladina HO-1 se vyskytuje v tkanich,
které se pravidelné ucastni odbourdvani erytrocytt, jako je slezina, jatra a kostni dien.
V ostatnich tkénich je hladina HO-1 obvykle nizka, ale jeji exprese mize byt stimulovana
Sirokou Skdlou stresovych podnéti, jako jsou extrémni teploty, ROS, thiolové slouceniny,
tézké kovy, metaloporfyriny, NO a jeho derivaty, metabolity lipid, nadorové promotory,
zmény v tenzi kysliku, nékteré antioxidanty a cytokiny a endogenni hormony. Mechanismus
exprese HO-1 se lisi mezi riznymi zivocisSnymi druhy a bunéénymi typy, ale vyskytuje
se ve vétsiné tkani a u vétSiny vysSich obratlovet. CO, ktery vznikd v disledku aktivace
HO-1, se ucastni zejména erytropoézy a antiapoptotickych, protizdnétlivych

a antiproliferativnich mechanismu a puisobi cytoprotektivné (Ryter et al., 2006).
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K nejvyssi urovni exprese HO-2 dochazi ve varlatech, nervové soustaveé, jatrech,
endotelu a hladké svaloviné. Produkce CO katalyzovana pomoci HO-2 je cast&ji Spojena
s fyziologickymi procesy probihajicimi Vv tkanich, které nejsou vystaveny stresu. Jedna
se napf. o steroidogenezi, pamét’ a uceni, udrzovani svalového tonu stiev a cév a transport
iontl ve stievech (Wu a Wang, 2005).

Reakce katalyzované pomoci HO-1 a HO-2 jsou fizeny identickymi kofaktory, ale
uplatnuji se zde jiné efektorové mechanismy a ob¢ izoformy jsou kédovany odlisSnymi geny.
V dusledku toho maji rtizné strukturni a funkéni vlastnosti (Abraham a Kappas, 2008).
Vzhledem k tomu, ze ke zvysené expresi HO-1 dochazi vlivem ruznych stresovych faktord
pusobicich na buiiku, je pravdépodobné, ze degradace hemu zde probiha také za ucelem
produkce biliverdinu a bilirubinu, které maji antioxida¢ni vlastnosti. HO-2 pak slouzi zejména
k podpofe odbouravani hemu za téelem udrzeni homeostazy Zeleza a vlastni produkce CO

(Maines et al., 1986).

3.3.2.1. Interakce oxidu uhelnatého, sulfanu a oxidu dusnatého

Mezi CO, NO a H,S dochazi k ¢etnym interakcim. CO mize potlacovat ale
i stimulovat expresi a aktivitu syntazy oxidu dusnatého (NOS —nitric oxide synthase)
prostiednictvim vazby na hemovou ¢ast NOS a tim regulovat odpovéd tkéni na stres
(Motterlini et al., 1997). NOS je zodpovédna za tvorbu NO, ktery zvySuje expresi HO-1 a tim
1 produkei CO, pficemz se fadi mezi nejsilng€jsi induktory HO-1 viibec (Foresti a Motterlini,
1999). Vzhledem Kk cytoprotektivnim vlastnostem HO-1 se tento mechanismus uplatiiuje
béhem pisobeni stresu na buiiku. Aktivita HO-1 naopak inhibuje expresi NOS. CO funguje
jako inhibitor NOS také pti vzestupu koncentrace NO nad prahovou hodnotu a podili se tak
na udrzovani homeostazy (Sawle et al., 2005).

Prostiednictvim H,S dochazi ke zvySeni exprese HO-1 a koncentrace CO (Qingyou
etal., 2004). V dasledku zvysené produkce HO-1 se poté snizuje mira exprese NOS
a produkce NO (Oh et al., 2006). H,S dale inhibuje vSechny izoformy NOS a reguluje tim

produkci HO-1 a CO (Kubo et al., 2007).
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3.3.3. Funkce oxidu uhelnatého v organismu

Dle Wu a Wang (2005) se CO Vv buiice pravidelné ucastni péti hlavnich signalnich
drah:

1. Aktivace rozpustné guanylatcyklazy (sGC — soluble guanylate cyclase) s odpovidajicim
vzestupem intracelularniho cyklického guanosinmonofosfatu (¢cGMP — cyclic guanosine
monophosphate)

2. Zména membranového potencidlu obvykle prostiednictvim zmén v aktivité kalciem
aktivovanych draslikovych kanalt (Kcg)

3. Zvyseni nebo sniZeni u¢inkli NO

4. Modulace enzymatického systému cytochromu P450

5. Zmény v aktivit¢ MAPK

CO se podili na regulaci produkce ROS z mitochondridlnich a cytoplazmatickych
zdroji, coz je hlavni mechanismus, kterym CO ptisobi na bunééné signalni drahy (Kim et al.,
2008). Piechodné zvyseni produkce ROS vyvolané prostiednictvim CO je pravdépodobné
zodpovédné za stimulaci antioxida¢nich enzymii a protektivnich genii, protoze nuti bunku
upravit oxida¢ni rovnovahu a tim snizovat dalsi produkci ROS (Lutter et al., 1985).

Kli¢ové pro fungovani CO v organismu je jeho schopnost regulovat nékolik typu
iontovych kanald. Patii sem zejména kalciem aktivované draslikové kanaly s vysokou
vodivosti (BKc,), nékteré vapnikové kanaly, P2X receptory a epitelialni sodikové kanaly.

V kardiovaskularnim systému CO stimuluje vazorelaxaci cév pomoci aktivace sGC
(Ramos et al., 1989), stimulace BK¢, (Dubuis et al., 2005) a aktivace NOS (Foresti et al.,
2004).

Prostiednictvim aktivace sGC dochdzi ke zvySeni hladiny intracelularntho cGMP.
V disledku vzestupu ¢cGMP dochazi k vazodilataci cév (Ramos et al., 1989), regulaci
(Nizamutdinova et al., 2009) a inhibici apoptdzy (Liu et al., 2002).

Otevienim BKc, dochazi k hyperpolarizaci, coz vede k uzavieni napétim fizenych
vapnikovych kandall, eliminaci intracelularniho vapniku a vazodilataci. Signalizace CO
zprostiredkovava aktivaci BKc, napt. v hladké svaloviné tepen (Wang et al., 1997) a zilnich

endotelialnich bunkach (Williams et al., 2004). CO je dale dilezity napt. pro vazodilataci
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aferentnich ledvinnych arteriol (Botros a Navar, 2006), snizuje intrahepatalni vaskularni
rezistenci a zvysuje pritok krve v jatrech postizenych cirhozou (Van Landeghem et al., 2009).

Pii oxida¢nim stresu muze CO pisobit naopak jako vazokonstriktor. Pusobenim
antioxidant se CO meéni zpét na vazodilatator. Redoxni rovnovaha buiiky tak miize mit
rozhodujici vliv na to, zda bude CO putsobit vazokonstrikéné nebo vazodilatatné, coz mu
umoziuje podilet se na udrzovani vaskularniho tonu (Lamon et al., 2009). Kromé¢
vazodilatace mize CO udrzovat spravny prutok krve inhibici agregace trombocytd v misté
poskozeni cév (Wagner et al., 1997).

Vliv CO na apoptdzu se lisi dle typu tkané a bunky. Antiapoptoticky efekt CO byl

prokazan napf. v endotelidlnich buiikach (Brouard et al., 2000), hladkosvalovych buikéach
(Liu et al., 2002), hepatocytech (Choi et al., 2003), fibroblastech (Petrache et al., 2000)
a kardiomyocytech (Clark et al., 2003). V pfipad¢ fibroblasti (Zhou et al., 2005)
a hladkosvalovych bunék (Peyton et al., 2002) byl pozorovan také efekt proapoptoticky. CO
se dale podili naregulaci bunécného cyklu a proliferace hladkosvalovych bun¢k (Durante
et al., 2006).
a regulace aktivity piislusnych signalnich molekul, jako je MAPK, sGC a hypoxii indukovany
faktor-1 (HIF-1— hypoxia-inducible factor-1) (Untereiner et al., 2012). Dale sniZzuje miru
adheze leukocytt K cévni stén¢, migrace neutrofilti do mist zanétu (Pae et al., 2004) a aktivace
makrofagt (Fujita et al., 2001) a inhibuje uvoliovani histaminu z mastocytii a aktivaci
bazofilt (Otterbein et al., 2000).

CO hraje dilezitou roli také v regulaci nervového systému. Reguluje napt. cirkadianni
rytmus, adaptaci na pachy, pamét a zmény chovani. Neurodegenerativni onemocnéni
(Alzheimerova choroba, Parkinsonova choroba, Huntingtonova choroba, roztrousena
skler6za) negativné pusobi na produkci CO, ktery mize pusobit jako neuroprotektivum. CO
chrani buiikky nervového systému pred produkci ROS a nadmérnou syntézou NO (Mahan,

2012).
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3.3.3.1. Oxid uhelnaty v reprodukci

Ptitomnost HO byla prokadzana také v organech a tkénich zodpovédnych
za steroidogenezi (Maines, 1992). HO se podili na steroidogenezi pravdépodobné
prostfednictvim regulace aktivity a koncentrace enzymatického systému cytochromu P450.
Existuje zde také vztah mezi steroidogenezi a metabolismem hemu, kdy se zmény
V biosyntéze a degradaci hemu odrazi v koncentraci cytochromu P450 (Kutty et al., 1988).

Varlata patii mezi organy s nejintenzivnéjsi aktivitou HO. HO-1 je exprimovana
zejména v zdrodeCnych bunkach, intersticidlnich makrofazich a Sertoliho a Leydigovych
bunkach. HO-2 se vyskytuje v subpopulaci zralych zarodeénych bunék. Aktivita a distribuce
obou izoforem je vyznamné ovlivéna riznymi stresovymi faktory (Ozawa et al., 2002).
Béhem stresu se zvySuje exprese HO-1 v Leydigovych buiikach, které vyuzivaji systém
HO-1/CO pravdépodobné pro omezeni poc¢tu zarodeénych bunc¢k pomoci apoptozy. Apoptoza
zprostfedkovana CO se tak pod vlivem stresorti podili na vzniku oligospermie (Maines
a Ewing, 1996). Mnozstvi HO-2 naopak klesa v dasledku tbytku zarodeénych bunék (Ozawa
et al., 2002). CO ve varlatech dale zprostfedkovava relaxaci myofibroblastt, které se ucastni
regulace peristaltiky semenotvornych kanalkd, coz je nutné pro transport spermii
(Middendorff et al., 2000).

Piitomnost HO byla prokdzdna v neuronech i ostatnich buikach dolnich cest
mocovych prasete a CO zde vyvolava relaxaci hladké svaloviny moc¢ové trubice spojenou
s malym vzestupem hladiny cGMP (Werkstrom et al., 1997). CO se dale podili na reflexni
aktivité musculus bulbospongiosus. Jedna se o sval, ktery u samcl napomaha vypuzeni moci
a ejakulatu z mocové trubice a ovliviiuje také erekci (Burnett et al., 1998). U mysi s deleci
genu pro HO-2 dochazi ke zpozdéni ejakulace (Abdel-Hamid, 2004) a naruSeni funkce
m. bulbospongiosus (Burnett et al., 1998).

Systém HO/CO pravdépodobné hraje dulezitou roli také béhem erekce. U krys byla
HO-2 nalezena v endotelu vystylajicim vendzni prostory topofivého télesa a v adventiciich
a bunkach obklopujicich tepny penisu. S pfibyvajicim veékem se obsah HO-2 snizuje,
coz muze byt spojeno s poruchami erekce (Hu a Han, 2006).

U samic byla HO pozorovana v dulezitych strukturach vaje¢niku (granuldzni
a thekalni bunky, zluté télisko a ovarialni stroma) (Alexandreanu a Lawson, 2003), déloze,
trofoblastu (Acevedo a Ahmed, 1998) a placent¢ (Lyall et al., 2000).

HO-1 je dulezita pro vyvoj oocytl, ovulaci, vznik Zlutého téliska a také oplozovaci

schopnost oocytu. U mysi s deleci genu pro HO-1 byla pozorovdna vyrazné nizsi produkce
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oocyti a oocyty byly méné¢ oplozenischopné (Zenclussen et al., 2012). Po ovulaci
se V luteinizujici tkani nachdzi imunitni buiiky, zejména makrofagy a eozinofily. Pfitomnost

-----

HO-1 zde muaze predstavovat dulezity protizanétlivy mechanismus. HO-1 pusobi
2002). Nedostatek HO-1 ma negativni vliv také na bfezost, coz souvisi s niz§im poctem
a horsi kvalitou zlutych télisek (Zenclussen et al., 2012).

Exprese HO-1 béhem cyklu je regulovana pomoci hormont. V nejvyssi mife se HO-1
exprimuje béhem fije samice, coz je kli¢ové pro implantaci blastocysty (Zenclussen et al.,
2014). HO-1 se exprimuje v trofoblastu embrya i endometriu délohy a podporuje vcasné
uchyceni blastocysty. HO-1 dale reguluje naslednou diferenciaci trofoblastu a placentaci
(Zenclussen et al., 2011).

V lidské placent¢ byla ve vysokém mnozstvi nalezena zejména HO-2 a jeji
koncentrace postupné dale stoupa s postupujicim te€hotenstvim. Kromé placenty se nachazi
také v plodovych obalech, bunikach trofoblastu, endotelu a hladké svaloving cév (Yoshiki
etal.,, 2000). Regulace HO v placenté z velké ¢asti zavisi na lokalni koncentraci kysliku
(Appleton et al., 2002) a glukdzy (Appleton et al., 2003). Tepny fetoplacentarni jednotky jsou
udrzovany ve stavu téméf maximalni dilatace kvili snazsi dodavce kysliku a zivin (Boura
a Walters, 1991). Placenta postrada inervaci a je proto odkazana na lokalni a ob&hové
vazoaktivni latky (Reilly a Russell, 1977). Vzhledem Kk mnozstvi HO v placenté
a vazodilataénim vlastnostem CO je pravdépodobné, Ze se CO podili na udrZzovani spravného
vaskularniho tonu béhem celého obdobi gravidity (Lyall et al., 2000). Kromé toho zvySuje
také prutok krve placentou (Farley et al., 2004).

Mnozstvi HO-1 a HO-2 se béhem gravidity zvySuje i v myometriu. Koncentrace HO-1
zde stoupa také plsobenim progesteronu (Acevedo a Ahmed, 1998). Intenzivni produkce
progesteronu tak muze byt divodem vysokého mnozstvi HO-1 ve zlutém télisku
(Alexandreanu a Lawson, 2003).

CO se vplacent¢ dale podili na inhibici nadmérné aktivace zanétlivych
a apoptotickych procest (Bainbridge a Smith, 2005) a udrzovani rovnovahy oxidantd
a antioxidantd (Kiely et al., 1999).
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4. Material a metody

4.1. Ziskavani a kultivace oocyti

Oocyty byly aspirovany z vajeénikii odporazenych prepubertdlnich prasnic¢ek
vneznam¢ fazi estrdlniho cyklu. Vajeniky byly transportovany v termo lahvich
s fyziologickym roztokem (0,9% chlorid sodny) o teplot¢ 39 °C do laboratofe Katedry
veterinarnich disciplin a zpracovany byly do 2 hodin po odbéru. V laboratoii pak byly
vajeCniky dezinfikovany ethanolem a folikularni tekutina s oocyty byla aspirovana z folikult
0 velikosti 2-5 mm pomoci injek¢ni stiikacky (10 ml, Lauer solo, B. Braun) s jehlou 20 G
(Sterican, Braun Melsungen, Germany). Folikularni tekutina byla vypusténa do Petriho misky
(Nunc, Roskilde, Denmark) a oocyty z ni byly vybirany pod binokularni lupou pomoci
sklenéné pipety. Pro kultivaci byly selektovany pIné¢ dorostlé oocyty s kompaktnim
kumularnim obalem a neporusenou cytoplazmou.

Pted kultivaci byly oocyty tfikrat proplachnuty v modifikovaném kultivacnim médiu
M199 (GibcoBRL, Life Technologies, Paisley, Scotland). Oocyty byly kultivovany
ve vicejamkovych destickach 4-well multidish (Nunc, Denmark) v 1 ml média M199, které
obsahuje v1ml 0,6 mg laktatu vapenatého, 0,039 ml 7% roztoku hydrogenuhlicitanu
sodného, 0,025 mg gentamicinu, 0,25 mg pyruvatu sodného, 1,5 mg HEPES, gonadotropni
hormony eCG a hCG v poméru 13,5 1.U. : 6,6 1.U./ml (P.G. 600, Intervet, Holland) a 10 %
(v/v) fetdlniho bovinniho séra (GibcoBRL, Life Technologies, Deutsdsland). Médium bylo
vzdy pftefiltrovano a min. 30 minut temperovdno v termoboxu, kde probihala 1 samotna
kultivace oocytli a to V podminkach fizené atmosféry 5% CO; ve smési se vzduchem
pti 39 °C po dobu 4448 hodin do stadia MIIL. Poté byl oocytim protahovanim sklenénou
pipetou odstranén kumuléarni obal. Oocyty byly poté vystaveny prodlouzené kultivaci v médiu

M199 po dobu 24, 48 a 72 hodin.

4.2. Imunolokalizace HO-1 a HO-2

K experimentu byly ziskany oocyty ve tfech stadiich starnuti dle délky prodlouzené
kultivace (24, 48 a 72 hodin). Pfed vlastni imunolokalizaci HO-1 a HO-2 byly oocyty
svléknuty ze zony pellucidy, aby mohlo dochazet k penetraci protilatek proti HO-1 a HO-2
do cytoplazmy. Zona pellucida byla odstranéna pomoci 0,1% pronazy v PBS-PVA. Oocyty
byly poté 1-2 minuty oplachovany ve tfech kapkach 0,1% BSA v PBS a nasledné fixovany
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v 2,5% roztoku paraformaldehydu v PBS pii laboratorni teploté. Fixace probihala celkem
1 hodinu, pfi¢emz po 30 minutach byl fixa¢ni roztok vyménén za Cerstvy.

Oocyty byly déale po dobu 2 hodin vystaveny ucinku permeabilizacniho roztoku, ktery
obsahuje 0,5 ml 10% Triton X-100, 10 ml PBS a 0,2 ml 5% BSA. Roztok byl vyménén
za Cerstvy po 5 minutach a po 1 hodiné.

Po permeabilizaci byly oocyty oplachnuty v 10 ml PBS a 0,1% Tweenu 20
a inkubovany za pfitomnosti primarni monoklonalni protilatky anti-HO-1 nebo anti-HO-2
(ABNOVA, Taiwan). Inkubace probihala ptfes noc (14-16 hodin) ve vihku a pii teploté 4 °C
Vv inkuba¢nim médiu, které obsahuje 0,1% BSA a 0,01% Tween 20 v PBS. Protilatky byly
nafedény na koncentraci 1 ug na 100 ul. Po inkubaci byly oocyty tfikrat vzdy po dobu
10 minut promyvany Vv roztoku o slozeni 0,1% Tweenu 20 v PBS, aby byly odstranény
nenavazan¢ protilatky.

Aby doslo ke zviditelnéni primarni protilatky, probihala dalsi inkubace se sekundarni
protilatkou anti-mouse 1gG konjugovanou s fluorescenéné znac¢enym izothiokyanatem
(FITC) (Sigma-Aldrich). Protilatka byla zfedéna na koncentraci 1 ug na 1000 ul. Inkubace
probihala pii zatemnéni v laboratorni teploté v roztoku 0,1% BSA a 0,01% Tweenu 20 v PBS
po dobu 1 hodiny. Oocyty byly po inkubaci opét tiikrat po dobu 10 minut promyvany
v roztoku 0,1% Tweenu 20 v PBS.

Po promyti byly oocyty 15 minut ponechany v 0,1% roztoku BSA v PBS. Poté byl
pomoci barviva Hoechst 33258 (Sigma-Aldrich) po dobu 10 minut v 0,1% roztoku BSA
v PBS oznacen chromatin oocytii. Po obarveni byly oocyty oplachnuty v 0,1% roztoku BSA
v PBS.

Oocyty byly nasledné oplachnuty v ekvilibracnim pufru a pfeneseny na podlozni
sklicko v kapce glycerolu v PBS. Na podlozni sklicko bylo poté pfipevnéno kryci skli¢ko.
Preparaty byly snimany na konfokalnim skenovacim mikroskopu (Zeiss, Germany) a intenzita

signalu byla vyhodnocena analyzou obrazu v programu NIS Elements.

4.3. Statistické vyhodnoceni

VSechny experimenty byly min. tfikrdt zopakovany. Data byla statisticky
vyhodnocena v programu STATISTICA verze 12 a pro vyhodnoceni statistickych rozdilt
byla pouzita metoda ANOVA. Byla hodnocena relativni intenzita signalu ve vSech stadiich

starnuti oocytli, vzdy zvlast pro HO-1 a HO-2. Relativni hodnoty byly srovnavany
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s hodnotami ziskanymi z oocyti ve stadiu MII, které byly brany jako 100%. Za statisticky

vyznamny rozdil byla povazovana hodnota na hladiné¢ vyznamnosti o (HO) < 0,05.

4.4. Experimentalni schéma

K jednotlivym experimentim byla provedena kontrola pribéhu meiotického zrani
oocytd. Pro hodnoceni byly pouzity experimenty, ve kterych vice nez 85 % oocytti dosahlo

po 48 hodinach kultivace metafaze druhého meiotického déleni.

Experiment €. 1: Lokalizace HO-1 béhem starnuti prasecich oocyti

Prvni experiment se tykal zjiStovani intracelularni lokalizace enzymu HO-1 béhem
starnuti prasecich oocyt. Oocyty byly rozdéleny do tii skupin podle délky prodlouZené
kultivace, tj. 24, 48 a 72 hodin. HO-1 byla lokalizovana imunocytochemickou metodou
(viz Material a metody 4.2.). Preparaty byly nasledné snimany na konfokalnim skenovacim
mikroskopu (Zeiss, Germany) a intenzita signalu byla vyhodnocena analyzou obrazu
v programu NIS Elements. Relativni intenzita signalu byla hodnocena v perichromozomalni
oblasti, cytoplazmeé a korové oblasti. Ziskané hodnoty z jednotlivych oblasti v danych stadiich
starnuti byly vzdjemné porovnavany statistickou metodou ANOVA.

K experimentu byla provedena negativni kontrola, kde kontrolni skupina oocytd byla
inkubovana pouze se sekundarni protilatkou, aby bylo mozné vyloucit nespecifickou vazbu
v oocytech. Pro hodnoceni byly pouZity experimenty, kde nebyl v negativni kontrole

detekovan Zadny signal.

Experiment €. 2: Lokalizace HO-2 béhem starnuti prasecich oocyti

Druhy experiment se tykal zjistovani intracelularni lokalizace HO-2 béhem starnuti
prase¢ich oocytli. Stejné¢ jako v experimentu ¢. 1 byla HO-2 lokalizovana
imunocytochemickou metodou (viz Materidl a metody 4.2.) a preparaty snimany
na konfokalnim skenovacim mikroskopu (Zeiss, Germany). Intenzita signalu byla
vyhodnocena analyzou obrazu v programu NIS Elements. Z davodu rovnomérného

rozmisténi signalu HO-2 byla hodnocena pouze primeérnd intenzita signalu v celych oocytech.
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Ziskané hodnoty v danych stadiich starnuti byly vzajemné porovnavany statistickou metodou
ANOVA.

K experimentu byla provedena negativni kontrola, kde kontrolni skupina oocytu byla
inkubovéna pouze se sekundarni protilatkou, aby bylo mozné vyloucit nespecifickou vazbu
v oocytech. Pro hodnoceni byly pouzity experimenty, kde nebyl v negativni kontrole

detekovan zadny signal.
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5. Vysledky

Experiment €. 1: Lokalizace HO-1 béhem starnuti prasecich oocyti

K experimentu byla provedena negativni kontrola, kde byla kontrolni skupina oocytt
inkubovana pouze se sekundarni protilatkou anti-mouse 1gG konjugovanou s fluorescen¢né
zna¢enym izothiokyanatem (FITC), aby bylo mozné vyloucit nespecifickou vazbu v oocytech.
Pro kone¢né hodnoceni byly pouzity experimenty, kde nebyl v negativni kontrole detekovan

zadny signal. Piiklad negativni kontroly je uveden na obr. ¢. 1 (MII).

Obr. ¢. 1: Negativni kontrola: Oocyt ve stadiu metafaze druhého meiotického déleni, inkubovany
se sekundarni protilatkou anti-mouse 1gG konjugovanou s FITC, chromatin znacen modre (Hoechst

33258), snimano konfokalnim skenovacim mikroskopem (Zeiss, Germany), zvétseno 400 x.

Detekce a intraceluldrni lokalizace HO-1 béhem starnuti prasec¢ich oocytu.

HO-1 byla detekovana ve vsech stadiich starnuti a ve vSech hodnocenych oblastech.
Vyhodnocenim intenzity signalu bylo zjiSténo, Zze intracelularni lokalizace prevlada
Vv perichromozomalni oblasti oocyti. Vysledky detekce a intracelularni lokalizace HO-1 jsou

uvedeny na obr. ¢. 2-5.
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Obr. ¢. 2: Detekce a lokalizace HO-1 v oocytu ve stadiu metafize druhého meiotického déleni:
a) enzym HO-1 znacen zelené (FITC); b) enzym HO-1 znacen zelené (FITC), chromatin znacen modre

(Hoechst 33258), snimano konfokalnim skenovacim mikroskopem (Zeiss, Germany), zvétseno 400 x.

Obr. ¢ 3: Detekce a lokalizace HO-1 v oocytu po vystaveni prodlouzené kultivaci po dobu 24 hodin:
a) enzym HO-1 znacen zelené (FITC), b) enzym HO-1 znacen zelené (FITC), chromatin znacen modie

(Hoechst 33258), snimano konfokalnim skenovacim mikroskopem (Zeiss, Germany), zvétseno 400 .
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Obr. ¢. 4: Detekce a lokalizace HO-1 v oocytu po vystaveni prodlouzené kultivaci po dobu 48 hodin:
a) enzym HO-1 znacen zelené (FITC), b) enzym HO-1 znacen zelené (FITC), chromatin znacen modre

(Hoechst 33258), snimano konfokadlnim skenovacim mikroskopem (Zeiss, Germany), zvétseno 400 x.

Obr. ¢ 5: Detekce a lokalizace HO-1 v oocytu po vystaveni prodlouzené kultivaci po dobu 72 hodin:
a) enzym HO-1 znacen zelené (FITC), b) enzym HO-1 znacen zelené (FITC), chromatin znacen modie

(Hoechst 33258), snimano konfokalnim skenovacim mikroskopem (Zeiss, Germany), zvétseno 400 x.

40



Statistické vvhodnoceni lokalizace HO-1 béhem starnuti prasec¢ich oocytu.

Analyzou relativni intenzity signalu v perichromozomalni oblasti béhem starnuti
prasecich oocytu bylo vyhodnoceno statisticky vyznamné zvySeni relativni intenzity signalu
mezi skupinou oocytu vystavenych prodlouzené kultivaci po dobu 24 hodin (AG1) a 48 hodin
(AG2) a dale mezi skupinou AG2 a oocyty starnoucimi 72 hodin (AG3). Zména v relativni
intenzit¢ signalu mezi oocyty ve stadiu MII a skupinou AGI1 nebyla statisticky vyznamna
(graf¢. 1).

V korové oblasti dochazelo k nejvétsimu naristu relativni intenzity signalu u skupiny
AG3. Statisticky vyznamny rozdil byl vyhodnocen mezi hodnotou intenzity signalu v korové
oblasti téchto oocytt a skupinou AG1 a MII (graf €. 2).

V oblasti cytoplazmy bylo vyhodnoceno statisticky vyznamné zvySeni relativni
intenzity signalu pouze mezi MII a AG3 (graf €. 3).

Vyhodnocenim primérné relativni intenzity signalu HO-1 béhem starnuti prasecich
oocytu bylo zjisténo statisticky vyznamné zvySeni intenzity signalu mezi skupinou AG1
a AG2 a déale mezi skupinou AG2 a AG3. Zména v relativni intenzité signalu mezi stadiem

MII a skupinou AG1 nebyla statisticky vyznamna (graf ¢. 4).

Relativni intenzita signalu v perichromozomalni oblasti oocytii béhem starnuti

350 s
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100 - a

Relativni intenzita signalu

MIlI AG1 AG2 AG3

Stadium starnuti

Graf ¢. 1: Hodnoty relativni intenzity signalu HO-1 v perichromozomalni oblasti béhem starnuti
prasecich oocyti. Relativni hodnoty jsou vztaZeny k intenzité signdlu v perichromozomalni oblasti

oocytii ve stadiu MII. *Statisticky vyznamné rozdily mezi jednotlivymi stddii stérnuti.
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Relativni intenzita signalu v korové oblasti oocytii béhem starnuti
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Graf ¢. 2: Hodnoty relativni intenzity signalu HO-1 v korové oblasti béhem starnuti prasecich oocytii.
Relativni hodnoty jsou vztazeny k intenzité signdlu v korové oblasti oocytii ve stadiu MII. *Statisticky

vyznamné rozdily mezi jednotlivymi stadii starnuti.

Relativni intenzita signialu v cytoplazmé oocyti béhem starnuti

Relativni intenzita signalu

MII AG1 AG2 AG3
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Graf ¢. 3: Hodnoty relativni intenzity signalu HO-1 v cytoplazmé béhem starnuti prasecich oocytii.
Relativni hodnoty jsou vztazeny k intenzité signalu v cytoplazmé oocytii ve stadiu MII. *Statisticky

vyznamné rozdily mezi jednotlivymi stadii starnuti.
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Priumérna relativni intenzita signalu v oocytech béhem starnuti
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Graf ¢. 4: Hodnoty primeérné relativni intenzity signalu HO-1 v oocytech béhem starnuti prasecich
oocytit. Relativni hodnoty jsou vztazeny k prumérné relativni intenzité signalu v oocytech ve stadiu

MII. ®Statisticky vyznamné rozdily mezi jednotlivymi stadii starnuti.

Porovnani celkové relativni intenzity signalu HO-1 v prubéhu starnuti prasecich oocytu

900

800 > === Perichromozomalni
700 // oblast

600 Korova oblast

500

/
400 - Cytoplazma
300 P — yiop

200 — — — ——— Primérna relativni

m—— intenzita v oocytu

Relativni intenzita signalu

MII AG1 AG2 AG3

Stadium starnuti

Graf ¢. 5: Porovnani prumérné relativni intenzity signalu HO-1 v perichromozomalni oblasti, korové
oblasti a cytoplazmé a v oocytech celkem v pritbehu starnuti prasecich oocytii. Relativni hodnoty jsou

vztazeny k primérné relativni intenzite signalu v oocytech ve stadiu MIIL.
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Experiment ¢. 2: Lokalizace HO-2 béhem starnuti prasecich oocyti

K experimentu byla provedena negativni kontrola, kde byla kontrolni skupina oocytti
inkubovana pouze se sekundarni protilatkou anti-mouse 1gG konjugovanou s fluorescen¢né
zna¢enym izothiokyanatem (FITC), aby bylo mozné vyloucit nespecifickou vazbu v oocytech.
Pro kone¢né hodnoceni byly pouzity experimenty, kde nebyl v negativni kontrole detekovan

zadny signal. Piiklad negativni kontroly je uveden na obr. ¢. 6 (MII).

Obr. ¢. 6: Negativni kontrola: Oocyt ve stadiu metafaze druhého meiotického déleni, inkubovany
se sekundarni protilatkou anti-mouse 1gG konjugovanou s FITC, chromatin znacen modre (Hoechst

33258), snimano konfokalnim skenovacim mikroskopem (Zeiss, Germany), zvétseno 400 x.

Detekce a intracelulidrni lokalizace HO-2 b&hem stdrnuti prase¢ich oocytu.

HO-2 byla lokalizovana ve vSech stadiich starnuti. V porovnani s HO-1 byl detekovan
vyrazné siln€j$i signal, ktery je rovnoméerné rozmistén po celém oocytu. Vysledky detekce

a intracelularni lokalizace HO-2 jsou uvedeny na obr. ¢. 7-10.
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Obr. ¢. 7: Detekce a lokalizace HO-2 v oocytu ve stadiu metafize druhého meiotického deleni: enzym
HO-2 znacen zelene (FITC), chromatin znacen modre (Hoechst 33258), snimdno Konfokdlnim

skenovacim mikroskopem (Zeiss, Germany), zvétSeno 400 x.

Obr. ¢. 8: Detekce a lokalizace HO-2 v 00Cytu po vystaveni prodlouzené kultivaci po dobu 24 hodin:
enzym HO-2 znacen zelené (FITC), chromatin znacen modre (Hoechst 33258), snimano Konfokalnim

skenovacim mikroskopem (Zeiss, Germany), zvetseno 400 x.
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Obr. ¢. 9: Detekce a lokalizace HO-2 vV 00CYytU po vystaveni prodlouzené kultivaci po dobu 48 hodin:
enzym HO-2 znacen zelené (FITC), Chromatin znacen modre (Hoechst 33258), snimdno Konfokdlnim

skenovacim mikroskopem (Zeiss, Germany), zvétSeno 400 x.

Obr. ¢. 10: Detekce a lokalizace HO-2 v 00Cytu po vystaveni prodlouzené kultivaci po dobu 72 hodin:
enzym HO-2 znacen zelené (FITC), chromatin znacen modre (Hoechst 33258), snimdno Konfokdlnim

skenovacim mikroskopem (Zeiss, Germany), zvétSeno 400 x.
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Statistické vyhodnoceni lokalizace HO-2 b&hem stdrnuti prase¢ich oocyti.

Analyzou relativni intenzity signdlu béhem starnuti prase¢ich oocytd bylo
vyhodnoceno statisticky vyznamné zvySeni relativni intenzity signalu mezi MII a oocyty
vystavenymi prodlouzené kultivaci po dobu 24 hodin. V nésledujicich fazich starnuti pak jiz
nedochazi ke statisticky vyznamnym zménam v relativni intenzité signalu, tj. nejsou zde
vyznamné rozdily mezi oocyty starnoucimi 24, 48 a 72 hodin. Vzhledem k rovnomérnému
rozmisténi signalu HO-2 v oocytech nebyly statisticky hodnoceny jednotlivé oblasti zvlast,

ale pouze prumérna intenzita signalu v celych oocytech (graf ¢. 6).

Prumérna relativni intenzita signalu v oocytech béhem starnuti
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Graf ¢. 6: Hodnoty primérné relativni intenzity signalu HO-2 v oocytech béhem starnuti prasecich
oocytit. Relativni hodnoty jsou vztazZeny K primérné relativni intenzité signalu v oocytech ve stdadiu

MII. ®Seatisticky vyznamné rozdily mezi jednotlivymi stadii starnuti.
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6. Diskuze

Systém HO/CO se uplatiiuje v regulaci dulezitych reprodukénich funkci. V samci
reprodukéni soustave je nejlépe prostudovana tloha CO pii erekci. HO-2 byla identifikovana
v kavern6znim t€lese penisu u krys (Ushiyama et al., 2004) i lidi (Hedlund et al., 2000). CO je
nezbytny také pii ejakulaci, kde se podili na relaxaci svaloviny mocové trubice (Werkstrom
etal.,, 1997). CO se dale ucastni produkce gonadotropnich hormont (Lamar et al., 1996)
a pohlavnich steroidid (Maines, 1992) a regulace spermatogeneze. HO-1 se nachazi zejména
Vv Sertoliho bunikach, zatimco v pohlavnich buiikach je lokalizovana piedev§im HO-2 (Ewing
a Maines, 1995). Hlavni tlohou CO béhem spermatogeneze je ochrana spermii pired volnymi
radikaly (Ozawa et al., 2002). U ¢lovéka byl prokazan pozitivni vliv HO na motilitu spermii
a spravny pribéh spermatogeneze. Nedostate¢na syntéza CO ve varlatech je tak spojovana
s neplodnosti (Aziz et al., 2008).

U samic je CO nezbytny pro normalni funkci estralniho cyklu, porod a laktaci. CO
produkovany v hypothalamu tlumi syntézu oxytocinu a stimuluje produkci ovariadlnich
steroidii a tim se podili na regulaci sekrece progesteronu a androstendionu (Alexandreanu
a Lawson, 2003). HO-1 je pak dulezitd pro vyvoj oocytd, ovulaci, vznik zlutého téliska
a oplozovaci schopnost oocytu (Zenclussen et al., 2012). HO-1 i HO-2 jsou exprimovany
i vdeloze a jejich aktivita béhem gravidity stoupa. CO zde potlacuje kontrakce hladké
svaloviny a reguluje prutok krve placentou. Pfi snizené produkci CO v déloze dochazi
v disledku hromadéni volnych radikalt k zanétlivym procestim (Bainbridge a Smith, 2005).

Cilem prace bylo lokalizovat HO-1 a HO-2 v prasecich oocytech béhem jejich
prodlouzené kultivace v in vitro podminkach a prokazat zmény v expresi obou izoforem.
Vyhodnocenim experimentl tykajicich se detekce a intracelularni lokalizace HO-1 a HO-2
byla ve starnoucich oocytech prokazana pfitomnost obou izoforem a také zmény v jejich
expresi. HO-1 i HO-2 se exprimuji ve vSech zkoumanych oblastech, tj. v perichromozomalni
oblasti, korové oblasti a v cytoplazmé.

V pripadé HO-1 pievazovala intracelularni lokalizace v perichromozomalni oblasti
oocytu. Signal HO-2 byl rovnomérné rozmistén po celém oocytu a oproti HO-1 byla intenzita
signalu vyrazné silnéj$i. Lze tedy predpokladat, Ze izoforma HO-1 se v oocytech b&éhem
starnuti nachazi v mensim mnozstvi nez HO-2.

Oocyty byly rozdéleny do tii skupin dle délky prodlouzené kultivace, tj. 24, 48 a 72
hodin. Vyhodnocenim pramérné relativni intenzity signalu HO-1 béhem starnuti oocytt bylo

zjisténo statisticky vyznamné zvyseni intenzity signalu mezi oocyty vystavenymi prodlouzené
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kultivaci po dobu 24 hodin a oocyty starnoucimi 48 hodin. K dal$imu statisticky vyznamnému
navySeni signalu pak dochéazelo mezi oocyty starnoucimi 48 hodin a skupinou oocytl
vystavenych prodlouzené kultivaci po dobu 72 hodin. Zména v relativni intenzité signalu
mezi oocyty ve stddiu MII a oocyty starnoucimi 24 hodin nebyla statisticky vyznamna.
K postupnému zvySovani intenzity signalu dochdzelo zejména v perichromozomalni oblasti.
V korové oblasti a cytoplazmé byl detekovan statisticky vyznamny nartist intenzity signalu
pouze u oocytu vystavenych prodlouzené kultivaci po dobu 72 hodin a intenzita signalu byla
V téchto oblastech slabsi. Z uvedenych vysledku Ize usuzovat, ze HO-1 pusobi zejména
Vv perichromozomalni oblasti a jeji mnozstvi v oocytu Se béhem procesu starnuti zvysuje.

V pripadé HO-2 bylo detekovéno statisticky vyznamné zvySeni relativni intenzity
signdlu mezi oocyty ve stadiu MII a oocyty vystavenymi prodlouzené kultivaci po dobu
24 hodin. V dal3ich stadiich starnuti nedochazelo ke statisticky vyznamnym zménam intenzity
signalu. Z rovnomérného rozmisténi signdlu HO-2 lze usuzovat, Ze se uplatiiuje stejnou
meérou ve vSech oblastech oocytu.

Vzhledem k lokalizaci HO-1 a HO-2 v oocytech lze pfedpokladat, ze se zde nachazi
také produkty jejich enzymatické ¢innosti, véetné CO.

Béhem starnuti oocytli dochazi ke zvySovani produkce a hromadéni ROS, vycerpani
antioxida¢ni ochrany a v disledku toho zde vznika oxidac¢ni stres, ktery dale negativné
ovliviiuje biochemické déje a spousti dalsi procesy spojené se starnutim oocyti (Lord et al.,
2013). Exprese HO-1 v burikach je za normalnich okolnosti nizka, ale je vyrazné stimulovana
nejriznéjSimi Stresovymi faktory (Ryter et al., 2006). Oxidacni stres stimuluje expresi
antioxida¢nich enzymi, véetné¢ HO-1, kterd metabolizuje hem na biliverdin, CO a zZelezo.
Piebytek hemu vzhledem k jeho prooxidaénim a prozanétlivym vlastnostem pfispiva
ke zvySovani tvorby ROS a je nutné ho metabolizovat (Abraham a Kappas, 2008).

Cytoprotektivni efekt HO-1 vychédzi zejména z produkce CO, ktery se ucastni
CO je dale zodpovédny za stimulaci antioxida¢nich enzymii a protektivnich gend a podili
se tak na uprave oxidacni rovnovahy v buiice (Lutter et al., 1985). Cytoprotektivni vlastnosti
HO-1 vyplyvaji také z produkce bilirubinu a biliverdinu, které pisobi jako antioxidanty
(Stocker et al., 1987).

Vyznamnou funkci HO-1 je jeji antiapoptoticka aktivita. Autofi Petrache et al. (2000)
sledovali vliv HO-1 na apoptézu mysich fibroblasti. Zvysena exprese HO-1 zde meéla
za nasledek inhibici apoptdzy fibroblasti a stejného efektu bylo dosazeno rovnéZz nizkymi

koncentracemi CO. Autofi Brouard et al. (2000) pak prokazali antiapoptoticky efekt CO
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na mysich endotelovych bunkach. Mechanismus, kterym HO-1 a CO zabranuji apoptoze, je
ziejmée specificky pro dané bunky. V pifipadé mysich endotelovych bunék autofi popisuji, ze
antiapoptotick¢ uCinky CO jsou zprostiedkovany pomoci aktivace MAPK, zatimco
ve fibroblastech je nutna aktivita sGC.

Vzhledem k vySe uvedenym skutecnostem a lokalizaci HO-1 ve starnoucich oocytech
Ize predpokladat, ze systém HO-1/CO zde mize pusobit jako cytoprotektivni faktor,
oddalovat proces starnuti a pozitivné tak ovliviiovat kvalitu oocytl. Zasadni vyznam by zde
mohla mit zejména antiapoptoticka aktivita HO-1 a CO.

V ptipad¢ HO-1 Dbylo vyhodnoceno, ze intracelularni lokalizace prevlada
Vv perichromozomalni oblasti oocytd. HO-1 byla jiz lokalizovana v jadrech rtznych typt
bungk, jako jsou tukové bunky (Giordano et al., 2000), astrocyty (Li Volti et al., 2004),
dendritické bunky (Ghoreschi et al., 2011) nebo neurony mozkové kury (Morikawa et al.,
2012). Autofi Lin et al. (2007) zkoumali vliv stresovych faktor na lokalizaci HO-1 v mysich
fibroblastech. Po vystaveni bunék hemu a hypoxii dochazelo k migraci HO-1 do jadra.
Pfitomnost HO-1 v jadie byla spojena s aktivaci transkripénich faktori, které se uplatiiuji
Vv antioxida¢nich mechanismech a pfi proliferaci bun¢k.

Autofi Otterbein et al. (2011) pak prokazali, ze systém HO-1/CO se ucastni procesu
reparace DNA a pusobi proti apoptéoze a hromadéni mutaci v DNA bunék vystavenych
oxidaénimu stresu nebo pusobeni chemoterapeutik. U HO-1 deficientnich mysi byla
pozorovana vys$§i mira poskozeni DNA. Po aktivaci HO-1 pak dochéazelo ke stimulaci
repara¢nich mechanismii DNA a mens$imu poskozeni tkani. Stejnych vysledkt bylo rovnéz
dosazeno v pripad¢, kdy byly mysi vystaveny piimo uc¢inkiim CO.

Z vyse uvedenych praci vyplyva, ze cytoprotektivni efekt systému HO-1/CO by mohl
byt zprostiedkovan také pomoci reparace DNA a aktivace pfislusnych transkripcnich faktort
ucastnicich se antioxida¢ni ochrany bunék. Vzhledem k lokalizaci HO-1 v oocytech a jeji
vazbé na perichromozomalni oblast I1ze predpokladat uplatnéni téchto mechanismii béhem
postovulac¢niho starnuti oocyta.

V piipad€ HO-2 byl detekovan statisticky vyznamny nérGst relativni intenzity signalu
pouze mezi oocyty ve stadiu MII a oocyty vystavenymi prodlouzené kultivaci po dobu
24 hodin. Intenzita signalu HO-2 byla v porovnani s HO-1 vyrazné silnéjsi.

U samci dochazi k vysoké arovni exprese HO-2 ve varlatech, kde se HO-2 exprimuje
zejména v zarode¢nych bunkach a hraje dulezitou roli béhem spermatogeneze (Abraham
a Kappas, 2008). Autoii Ewing a Maines (1995) pozorovali distribuci HO-2 ve varlatech krys

a prokazali ptitomnost mRNA pro HO-2 ve spermatogdniich, spermatocytech 1 spermatidach.
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Prostfednictvim rizné miry translace mRNA b&hem spermatogeneze mize HO-2 regulovat
vyvoj spermii. Vzhledem k lokalizaci HO-2 v oocytech a jeji funkci béhem spermatogeneze
1ze uvazovat uplatnéni HO-2 také ve vyvoji samicich pohlavnich bun¢k.

Na rozdil od HO-1, ktera se exprimuje zejména v reakci na stres, je HO-2 zodpovédna
za bazdlni produkci CO spojenou s fyziologickymi procesy probihajicimi v tkanich.
K nejvyssi mife exprese HO-2 dochazi ve varlatech, nervové soustavé, jatrech, endotelu
a hladké svaloving, ale exprimuje se i v ostatnich tkanich (Wu a Wang, 2005). Z lokalizace
HO-2 v oocytech lze usuzovat, Ze i zde je hlavni funkci HO-2 bazalni produkce CO.

HO-2 se vSak mlze podobn¢ jako HO-1 uplatiiovat pii oxida¢nim stresu
prostiednictvim regulace antioxidant, jako je superoxid dismutaza (SOD — superoxide
dismutase). Antioxida¢nich mechanismiu se HO-2 tGc¢astni napf. v mozku, kde reaguje
na poskozeni bunék jesté diive nez HO-1 (Turkseven et al., 2007).

Autofi Doré et al. (1999) zkoumali vliv delece genu pro HO-2 na neuroprotektivni
mechanismy v krysich neuronech vystavenych uéinkim H;0,. V HO-2 deficientnich
neuronech byla pozorovana inhibice neuroprotektivnich mechanismli a s tim spojend vyssi
mira poskozeni neuronid vlivem neurotoxickych uéinkit H,O, Stejného efektu bylo dosazeno
pusobenim inhibitord HO-2 na neurony s normalni expresi HO-2.

Z vySe uvedenych poznatkd a z vysledkd lokalizace HO-2 v oocytech, kdy bylo
pozorovano statisticky vyznamné zvySeni intenzity signalu mezi oocyty ve stadiu MII
a oocyty starnoucimi 24 hodin, lze usuzovat, ze také HO-2 by mohla reagovat na oxidacni
stres ve starnoucich oocytech. Nicméné¢ v dalSich fazich starnuti jiz k vyznamnym zméndm
nedochézelo. Ziskana data pro HO-2 je tak potieba proveétit dalSimi experimenty zaméfenymi
na lokalizaci a redistribuci HO-2 v oocytech.

V oocytech byly jiz diive lokalizovany enzymy zodpovédné za produkci dalSich
gasotransmiterd, jako je NO a H,S. Mezi CO, NO a H;S dochazi k ¢etnym interakcim a jejich
ucinky jsou provazané. NO je zde produkovan pomoci NOS (Takesue et al., 2003)
a zaprodukci H,S jsou zodpovédné enzymy cystathionin y-lyaza (CSE — cystathionine
v-lyase) a  3-merkapto-pyruvat  sulfurtransferaza  (3MPST — 3-mercapto-pyruvate
sulfurtransferase) (Smelcova a Tichovska, 2011).

NO je v malém mnozstvi dulezity pro rast a meiotické zrani oocytu, ale ve vysokych
koncentracich miize oocyty naopak poSkozovat a naruSovat jejich vyvoj (Bu et al., 2003).
NO mitize plisobit rovnéz jako spousté¢ partenogenetické aktivace zralych oocytii (Petr et al.,
2005). Bylo zjisténo, ze aktivace prasecich oocyti donory NO je zavisla na signalizaci cGMP

stejné jako vazodilatace cév (Petr et al., 2006).
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NO se ucastni také procesu starnuti oocytd. Autofi Goud et al. (2005) zkoumali vliv
NO donoru S-nitroso acetyl penicilaminu (SNAP — S-nitroso acetyl penicillamine) na starnuti
mysich oocytl. Vlivem pusobeni SNAP dochdzelo k vyraznému zpomaleni procest
spojenych se starnutim oocytu, jako je tvrdnuti zony pellucidy, exocytdza kortikalnich granul
a rozpad mikrotubuld. Oocyty vystavené ucinku NO dale vykazovaly niz§i miru abnormalit
déliciho vieténka. NO se tak podili na oddaleni starnuti oocytl a pozitivné ptisobi na integritu
mikrotubula déliciho vieténka. Pozitivni vliv NO byl v§ak zaznamenan pouze do koncentrace
0,23 uM/min. Poté jiz G¢inky NO slabnou a postupné upIné¢ mizi. Jedna se tedy 0 podobny
trend, ktery pozorovali autofi Bu et al. (2003) béhem meiotického zrani oocytu.

Vliv na meiotické zrani a starnuti oocyti byl prokdzan i v ptipad¢ H,S. V prasecich
oocytech byla lokalizovana CSE a 3MPST (Smelcové a Tichovskd, 2011). Dal§im enzymem
produkujicim H,S je cystathionin B-syntaza (CBS — cystathionine -synthase). Exprese CBS
a CSE byla prokazana v reproduk¢énim systému mysi, krys (Patel et al., 2009) i lidi (Srilatha
et al., 2009). Autoii Liang et al. (2007) prokazali vysokou miru exprese CBS v mysich
folikularnich bunkach. V oocytech se CBS nenachazi, nicméné se vyznamné podili
na meiotickém zrani. U mySi s potlatenou expresi CBS v granuléznich bunkach dochazi
K inhibici meiotického zrani oocytd. Ulohu H,S v meiotickém zrani prasedich oocyti
prokazali také autoti Nevoral et al. (2014).

Vlivem donoru H,S na starnuti prasecich oocytii se zabyvali autofi Krejcova et al.
(2015). Béhem starnuti oocytl dochazi k vyraznému poklesu endogenni produkce H>S.
V disledku toho dochazi k rychlejsimu nastupu projevi starnuti a vys$si mife fragmentace
oocytl. Pritomnost donoru H,S vyznamné tlumi zndmky starnuti a dochazi k wGplnému
potlaceni fragmentace. Kultivace oocytil v pfitomnosti donoru H,S pak pozitivné ovliviiuje
nasledny embryonalni vyvoj partenogeneticky aktivovanych oocyti.

Utinky CO, NO a H,S spolu vzajemné souvisi. CO se vaZze na hemovou skupinu NOS
a tim muze stimulovat nebo potlacovat jeji aktivitu (Motterlini et al., 1997). NO zvySuje
expresi HO-1a tim i produkci CO (Foresti a Motterlini, 1999). HO-1 naopak potlacuje expresi
NOS (Sawle et al., 2005). H,S stejné jako NO zvysuje expresi HO-1 (Qingyou et al., 2004).
Vyssi exprese HO-1 ma poté za nasledek mensi produkci NOS a NO (Oh et al., 2006).
H.S reguluje produkci HO-1 a CO rovnéz prostiednictvim inhibice NOS (Kubo et al., 2007).

Vzhledem k vySe uvedenym interakcim mezi CO, NO a H,S a skutecnosti, ze
v ptipadé NO a H,S jiz byla prokazana jejich uloha v regulaci starnuti oocytd, lze
predpokladat, Ze by vyznamnou roli v procesu starnuti mohl hrat tak¢ CO. CO se miize

prostiednictvim regulace NOS podilet na tvorbé odpoveédi buiniky na oxidacni stres,
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ke kterému béhem starnuti v oocytech dochazi. Vzhledem k cytoprotektivnim vlastnostem
HO-1 zde muze byt dilezity vztah mezi HO-1 a NO a H,S, které zvySuji jeji expresi.

Vlivem HO-1 na oocyty se zabyvali autofi Zenclussen et al. (2011). U HO-1
deficientnich mysi byl zaznamenan mensi pocet ovulovanych oocyti a jejich horsi oplozovaci
schopnost v porovnani s my$mi s normalni expresi HO-1.

Autofi Loredana et al. (2014) zkoumali expresi NOS a HO-1 v kumularnich buikach
lidskych oocyti. Zvysena exprese NOS a HO-1 zde negativné korelovala s oplozovaci
schopnosti oocytl. Vzhledem k tomu, ze HO-1 se v bunkéach exprimuje zejména v reakci
na pusobeni rtuznych stresortt a NO se prokazatelné podili na regulaci starnuti oocytd, lze
predpokladat, ze zvySend exprese NOS a HO-1 zde vznika jako odpovéd’ na pusobeni
stresovych faktora.

Expresi HO-1 se zabyvali také Harada et al. (2004), ktefi zkoumali vztah mezi HO-1
a kvalitou folikulu. Granul6ozni buiiky z atretickych folikuli vykazovaly vys$si miru exprese
HO-1 nez buiikky pochézejici z kvalitnich folikuli. I zde mizeme predpokladat, ze oocyty
pochazejici z folikull s vy$si mirou exprese HO-1 mohly mit horsi oplozovaci schopnost.

HO-1 v buiikach funguje jako ochranny faktor, nicméné v nékterych ptipadech miize
mit proapoptoticky efekt (Peyton et al., 2002) nebo ztracet své cytoprotektivni vlastnosti
(Untereiner et al., 2012). V téchto piipadech by se na $patné kvalité oocyti mohla podilet
i samotna HO-1.

Funkce HO-1 a HO-2 v oocytech neni v soucasné dobé pIné objasnéna a ziskané
vysledky je nutné provértit dalSimi experimenty zaméfenymi na lokalizaci a redistribuci HO-1
a HO-2 béhem starnuti oocytt. Dalsi vyzkumy je tfeba provadét v oblasti mechanismu tG¢inku

HO-1 a HO-2 a ur¢it tak konkrétni funkci téchto enzymil v oocytech.
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7. Zavér

Proces starnuti oocytil je vyznamnym faktorem, ktery negativné pulsobi
na jejich oplozovaci schopnost a kvalitu, coz ma zéasadni vliv také na nasledny embryonalni
a fetalni vyvoj. Poznatky tykajici se mechanismu starnuti oocytl a faktort, které se zde
uplatnuji, by mohly byt vyuzitelné v reprodukcénich biotechnologiich zvirat a v lidské
asistované reprodukci.

Systétm HO/CO byl identifikovan jako dulezity regulac¢ni faktor v reprodukéni
soustavé samcll i samic, nicméné jeho vyznam v oocytech neni v soucasné dob¢ plné
objasnén.

Cilem prace bylo lokalizovat HO-1 a HO-2 v prasecich oocytech b&hem jejich
prodlouzené kultivace a popsat zmény v expresi obou izoforem. Enzymy byly lokalizovany
v oocytech ve stadiu MII a dale ve tfech stadiich starnuti dle délky prodlouzené kultivace, tj.
24, 48 a 72 hodin. Hodnoceny byly tfi oblasti oocytd, tj. perichromozomalni oblast, korova
oblast a cytoplazma.

Vyhodnocenim experimentil bylo zjisténo, ze v prubéhu starnuti oocytd dochazi
k expresi obou izoforem. HO-1 je lokalizovana zejména v perichromozomalni oblasti
a béhem starnuti dochazi ke statisticky vyznamnému zvySovani signalu. V korové oblasti
a cytoplazmé byl zaznamenan statisticky vyznamny rozdil v expresi HO-1 pouze u oocyti
starnoucich 72 hodin a intenzita signalu je v téchto oblastech slabsi.

V ptipadé¢ HO-2 je signal rovnomérné rozmistén v celém oocytu a signal je oproti
HO-1 podstatné silné€jsi. Statisticky vyznamné zvySeni intenzity signalu bylo detekovano
mezi oocyty ve stadiu MII a skupinou oocytli stdrnoucich 24 hodin. Béhem prodlouzZené
kultivace tedy dochazi ke statisticky vyznamnému zvySeni exprese HO-2 v porovnani
s dozralymi oocyty. V dalSich fazich starnuti jiz ke statisticky vyznamnym zménam v expresi
HO-2 nedochézi.

Z vyse uvedenych vysledkll vyplyva, Ze byla potvrzena védeckd hypotéza, tj. obé
izoformy HO byly lokalizovany ve starnoucich prasefich oocytech a béhem prodlouzené
kultivace dochazi ke zménam v jejich expresi. Z lokalizace HO-1 a HO-2 1ze ptedpokladat, Ze
se v oocytech nachézi také CO, tj. hlavni produkt jejich enzymatické ¢innosti. Systém HO/CO
se tak pravdépodobné ucastni regulace procesu starnuti v oocytech. Predpokladem je, ze
HO-1 zde funguje zejména jako cytoprotektivni faktor, ktery by mohl pozitivné pusobit
na kvalitu oocyti. HO-2 je pak zodpovédna zejména za bazalni produkci CO, nicméné nelze

vyloucit také jeji uplatnéni v regulaci oxidacniho stresu v oocytech.
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9. Seznam pouzitych zkratek a symboli

3MPST

AMH
APC/C
Bcl
BMP
cAMP
CBS
cGMP
CSE
CSF
EGF
FIG-a
FSH
GDF-9
GH
GV
GVBD
HIF-1
HO
IGF
IGFBP
IP3

LH
MAPK

MPF
NADPH

NOS
PDE3A
PGCs

3-merkapto-pyruvat sulfurtransferaza (3-mercapto-pyruvate
sulfurtransferase)

anti-Miillerian hormon

anafazi podporujici komplex (anaphase-promoting complex)
lymfom B-buné¢k (B-cell lymphoma)

kostni morfogeneticky protein (bone morphogenetic protein)
cyklicky adenosinmonofosfat (cyclic adenosine monophosphate)
cystathionin B-syntaza (cystathionine B-synthase)

cyklicky guanosinmonofosfat (cyclic guanosine monophosphate)
cystathionin y-lyaza (cystathionine y-lyase)

cytostaticky faktor (cytostatic factor)

epidermalni rustovy faktor (epidermal growth factor)

factor in the germline-alpha

folikulostimula¢ni hormon (follicle-stimulating hormone)
rustovy diferencia¢ni faktor-9 (growth differentiation factor-9)
rustovy hormon (growth hormone)

zarodeény vacek (germinal vesicle)

rozpad zarode¢ného vacku (germinal vesicle breakdown)
hypoxii indukovany faktor-1 (hypoxia-inducible factor-1)
hemoxygenaza (heme oxygenase)

inzulinu podobny ristovy faktor (insulin-like growth factor)
protein vazajici IGF (insulin-like growth factor-binding protein)
inositoltrifosfat (inositoltriphosphate)

luteiniza¢ni hormon (luteinizing hormone)

mitogenem aktivovana protein kinaza (mitogen-activated protein
kinase)

M-fazi podporujici faktor (M-phase-promoting factor)
nikotinamidadenindinukleotid fosfat (nicotinamide adenine
dinucleotide phosphate)

syntaza oxidu dusnatého (nitric oxide synthase)

fosfodiesteraza 3A (phosphodiesterase 3A)

primordialni zarodecné bunky (primordial germ cells)
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PKA

PLC
PTEN/PI3K
ROS

SCF

sGC

SNAP

SOD

TGF-B
TSC1/mTORC1

VEGF

protein kinaza A (protein kinase A)

fosfolipaza C (phospholipase C)

phosphatase and tensin homolog / phosphatidylinositol 3-kinase
volné kyslikové radikaly (reactive oxygen species)

faktor kmenovych bunék (stem cell factor)

rozpustna guanylatcyklaza (soluble guanylate cyclase)

S-nitroso acetyl penicilamin (S-nitroso acetyl penicillamine)
superoxid dismutaza (superoxide dismutase)

transformujici rustovy faktor-beta (transforming growth factor-beta)
tuberous sclerosis complex 1 / mammalian target of rapamycin
complex 1

vaskulérni endotelidlni riistovy faktor (vascular endothelial growth

factor)
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