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Vliv zptisobu aktivace oocytll prasete na intracelularni
distribuci izoforem NO-syntazy

Souhrn
Aktivace oocytu je slozZity proces zahrnujici prolomeni druhého meiotického bloku,

exocytdzu kortikdlnich granul a dokonceni druhého meiotického déleni. Oocyt je aktivovan
penetrujici spermii. Vin vitro podminkach je vsak fertilizace u prasat na rozdil od jinych
hospodafskych zvirat stale mdlo ucinna z divodu vysoké polyspermie. Jednou z moznosti, jak
zvysit produkci in vitro embryi u prasat, je partenogenetickd aktivace oocytd. Tu je mozné
navodit pomoci umélych stimul(, mezi které patfii donory oxidu dusnatého (NO).

NO je molekula volného plynu, ktera plni funkci dulezitého biologického posla v
organismu. NO je syntetizovan z L-argininu pomoci enzymu syntdzy oxidu dusnatého (NOS).
NOS se nachdzi v rliznych typech bunék a tkadni a existuje ve tfech izoformdach (neuronova —
nNOS, endotelidlni — eNOS, indukovatelnd — iNQOS), které se od sebe lisi svoji lokalizaci,
zplUsobem aktivace a funkci. NOS a NO hraje kli€ovou roli i v regulaci reprodukénich procest
véetné obdobi rlistu a zrani savcéich oocytd. NO je zapojen i do regulace procesu aktivace
oocytu, avsak presny mechanismus této regulace neni zcela objasnén a neni zfejmé, zda
nemuZze byt ovlivnén i zpGsobem aktivace.

Cilem diplomové prace bylo lokalizovat jednotlivé izoformy NO-syntdzy (nNOS, eNOS,
iNOS) v prasecich oocytech imunocytochemickou metodou za Ucelem ovéreni hypotézy, ze
intracelularni distribuce jednotlivych izoforem neni zavisla na zpUsobu aktivace prasecich
oocytll. V oocytech prasete byly lokalizovdny viechny tii izoformy NOS. Izoforma nNOS byla
v oocytech v metafazi Il (MIl) lokalizovana zejména v korové oblasti. Po aktivaci oocytu byl
zaznamenan fluorescenéni signal nNOS téZ v prvojadrech a v cytoplazmé v okoli prvojader.
eNOS byla zaznamendana zejména v cytoplazmé a v oblasti meiotického vieténka oocytl
v MIl. Po aktivaci vykazovaly partenogeneticky aktivované oocyty i zygoty velmi slaby
imunofluorescencni signal eNOS. iNOS byla lokalizovana zejména v korové oblasti oocytl
v MIl i v aktivovanych oocytech. V zygotdch se protein vyskytoval téz v cytoplazmé v okoli
prvojader. Rozdil v lokalizaci jednotlivych izoforem NOS mezi partenogeneticky aktivovanymi
oocyty a zygotami nebyl zaznamenan. Z vysledkd vyplyva, Ze zplsob aktivace oocytu prasete
nema vliv na intracelularni distribuci jednotlivych izoforem NOS.

Klicova slova: oocyt, aktivace, IVF, NOS, prase



Effect of porcine oocyte activation mode on intracellular

distribution of NO-synthase isoforms

Summary
Oocyte activation is a complex process involving exit from the second meiotic block,

cortical granules exocytosis and the completion of the second meiotic division. The oocyte is
activated by sperm penetration. In porcine, in vitro fertilization is not very effective due to
high polyspermy, with respect to other species. The parthenogenetic activation (PA) is
possibility to increase in vitro production of embryos in pigs. PA can be induced by artifical
stimuli, including nitric oxide (NO) donors.

NO is a molecule of free gas and acts as an important molecular messenger. NO is
synthesized from L-arginine through the action of nitric oxid synthase (NOS). NOS is found in
a variety of cell types and exists in three isoforms (neuronal — nNOS, endothelial — eNOS,
inducible — iINOS). These isoforms differ in their localization, function and activation signal.
NOS and NO play a key role in the regulation of reproductive processes including growth
period and maturation of mammalian oocytes. NO is involved in the regulation of oocyte
activation, however the exact mechanism of this regulation is not fully understood. It is not
clear, if the mechanism could be influenced by the method of activation.

The aim of this thesis was localized the different NOS isoforms (nNOS, eNOS, iNOS) in
porcine oocyte using immunocytochemical method to verify the hypotesis that intracellular
distribution of NOS isoforms are not dependent on the oocyte activation mode. In porcine
oocyte were localized all three NOS isoforms. nNOS isoform was localized mainly in the
cortex area in MIl oocytes. After oocyte activation, nNOS fluorescence signal was noticed
also in pronucleus and the cytoplasm near pronuclei. eNSO isoform was localized particularly
in the cytoplasm and the meiotic spindle in MIl oocytes. After oocyte activation, eNOS
immunofluorescence signal was very low in the parthenogenetically activated oocyte and
zygotes. iNOS was detected mainly in the cortex area in both of MIl oocytes and activated
oocytes. The protein occured also in the cytoplasm near pronuclei in zygotes. The difference
in the localization of NOS isoforms between parthenogenetically activated oocyte and zygote
were not reported. These results indicate that the activation method of of porcine oocyte
does not effect the intracellular distribution of NOS izoforms.

Keywords: activation, IVF, NOS, porcine, oocyte
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1 Uvod

Prasata jsou dUlezitd nejen zhlediska ZivocisSné produkce, ale i z hlediska
biomedicinského. Diky jejich genetické, anatomické a fyziologické podobnosti s lidmi jsou
prasata povazovana za idedlni experimentdlni model pro studium a rozvoj novych terapii
humannich nemoci a technik asistované reprodukce. Pro vyzkumné uUcely a pro produkci
transgennich zvifat je vSak zapotfebi velké mnoiZstvi kvalitnich embryi produkovanych
in vitro. Produkce in vitro embryi zavisi na Uspésné in vitro fertilizaci. | pfes prudky rozvoj
reprodukénich biotechnologii v poslednich letech zUstava in vitro fertilizace u prasat na rozdil
od jinych hospodafskych zvifat stale madlo ucinnd. Mezi hlavni pfiCiny patfi vysoka
polyspermie. Jednou z moZnosti, jak zvySit produkci in vitro embryi u prasat, je
partenogeneticka aktivace oocytl. Tu je mozné navodit pomoci umélych stimul(, mezi které

patfi i donory oxidu dusnatého (NO).

NO je dvouatomova molekula volného plynu, ktera pronika volné skrz membrany bunék
a pini funkci dllezitého biologického posla v organismu. NO je syntetizovan z L-argininu
pomoci enzymu syntazy oxidu dusnatého (NOS). NOS existuje ve tfech izoformach
(neuronova — nNOS, endotelidlni — eNOS, indukovatelnd — iNOS) a byla nalezena v rliznych
typech bunék a tkani. NOS a NO hraje kli¢ovou roli i v regulaci reprodukénich procest véetné
obdobi rlstu a zrani savéich oocytll. NO-dependentni signdlni kaskada je zapojena i do
regulace procesu aktivace oocytu. Presny mechanismus této regulace vsSak neni zcela
objasnén. Z tohoto dlivodu neni ani znamo, zda se od sebe liSi zapojeni signalni kaskady

NOS/NO pfi partenogenetické aktivaci od aktivace spermii pfi in vitro fertilizaci.



2 Cil prace

Cilem diplomové prace je lokalizace jednotlivych izoforem NO-syntazy (nNOS, eNOS,
iNOS) v prasecich oocytech imunocytochemickou metodou za ucelem ovéreni hypotézy, ze
intracelularni distribuce jednotlivych izoforem neni zavisla na zpUsobu aktivace prasecich

oocyt(.



3 Literarni reSerse

3.1 Oogeneze

3.1.1 Mnoieni zarodecnych bunék

Oogeneze predstavuje sloZity proces, pfi kterém dochazi k vyvoji oocytl spolecné
s vyvojem folikull. Zacind jiz v obdobi fetdlniho vyvoje a dokoncéen je v obdobi pohlavni
dospélosti (Picton et al., 1998; Fair, 2003). Tento proces je regulovan velkym mnozZstvim
intra-ovarialnich a extra-ovaridlnich faktor( (Sdnchez a Smitz, 2012). Oogeneze zacind
tvorbou primordiadlnich zarodecnych bunék (primordial germ cells — PGC) (Picton et al.,
1998). Prozatim existuje jen nékolik malo informaci o genech a faktorech, které reguluji

tvorbu oocytl z PGC a usporadani oocytl v primordidlnich folikulech (Hurk a Zhao, 2005).

Proces formovani oocytl zahrnuje 7 fazi:
e Tvorba PGC
e Migrace PGC do budoucich gonad
e Osidleni gonad PGC
e Diferenciace PGC v oogonie
e MnozZeni oogonii
e Zahiajeni meidzy

e Zastaveni v diplotenni fazi profaze | meidzy (Hurk a Zhao, 2005)

Primordialni zadrodec¢né bunky vznikaji ve Zloutkovém vacku (Hummitzsch et al.,
2013), jsou vysoce pohyblivé a schopné reagovat na chemické stimuly, které jim umoznuji
migrovat z mista plvodu do pohlavni listy (Picton et al, 1998). U prasete byly PGC
zaznamenany jiz 18. den po koitu v oblasti zarodecné listy. Jejich pocet se béhem fetalniho
vyvoje dramaticky zvysuje. Zatimco 20. den po koitu bylo pozorovano pfiblizné 5 tisic PGC,
50. den po koitu jich uz byl jeden milion. Nasledné jejich mitoticka aktivita klesd a soucasné

se zvySuje nekrdza. Vysledkem je pfiblizné 500 tisic PGC po narozeni (Black a Erickson, 1968).

Migrace, proliferace a osidleni rozvijejicich se pohlavnich Zlaz PGC jsou fizeny mnoha

faktory (Sanchez a Smitz, 2012). Jako klicové byly identifikovany: transformujici rlstovy
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faktor B (TGF-B) a kostni morfogeneticky protein (BMP-4), BMP-8b pochazejici z extra-
embryondlniho ektodermu a BMP-2 pochazejici z entodermu (Hurk a Zhao, 2005). Studie in
vitro provadéné u mysi ukazaly, Ze BMP2 a BMP4 zvySuji mnozZstvi PGC (Sanchez a Smitz,
2012). Embrya, kterd vykazovala heterogenni koncentraci BMP méla mnozstvi PGC znacné
zredukované. Zda se, zZe koncentrace téchto faktord uréuje mnozstvi vytvorenych PGC (Hurk
a Zhao, 2005). Pro preziti PGC je vyZzadovano nékolik faktor( jako napftiklad FIGa, faktor
zodpovédny za vc€asnou expresi glykoproteinu, ktery v pribéhu dalSiho vyvoje vytvofi zonu
pellucidu ¢i dva vazebné proteiny NANOS3 a DND1, které chrani PGC pred apoptdzou
(Sanchez a Smitz, 2012).

Migrace PGC je umoznéna diky kontaktnimu vedeni mezi PGC a substratem, pres
ktery migruji, prostfednictvim C-kit receptoru, exprimovanym na povrchu PGC a jeho ligandu
Kit ligand (KL, oznacovdn také jako faktor kmenovych bunék), ktery je exprimovan
v somatickych burikach, nachdazejicich se podél migracnich cest (Hurk a Zhao, 2005). Kromé
toho je C-kit receptor a jeho ligand také nezbytny pro preZziti PGC béhem embryonadlniho
vyvoje (Fair, 2003). Glykoproteiny naptiklad fibronektin, mohou jako soudasti
extracelularniho matrix vytvofit migracni cestu a stimulovat tak migraci PGC (Hurk a Zhao,
2005). Hurk a Zhao (2005) dale predpokladaji, Ze nékteré chemické atraktanty, produkované
v oblasti genitdlni listy tam mohou PGC nasmérovat a zdroven ovlivnit jejich mitotickou
aktivitu. Takovym atraktantem by mohl byt TGFB1 ¢i aktivin, ale tyto domnénky zatim nejsou
prokdzané a vyzaduji jeSté hlubsi zkoumani. Sdnchez a Smitz (2012) uvadéji, ze aktivin
zvySuje pocet PGC u lidi, ale u mysi naopak proliferaci PGC inhibuje. Mutace genl, kddujicich
tyto faktory mohou mit za nasledek vznik nedostatecného mnozstvi PGC (Sanchez a Smitz,

2012).

PGC migruji pod kontrolou faktoru kmenovych bunék ze Zloutkového vacku pres
primitivni stfevo do dorzdlniho okruZi a nasledné do genitalni listy (Hummitzsch et al., 2013).
Jakmile PGC osidli genitalni liStu, zacnou se diferencovat podle dostupnych pohlavnich
chromozém bud'v oogonie nebo spermatogonie, které vykazuji vysokou frekvenci mitotické
aktivity a vysokou transkrip¢ni aktivitu (Hurk a Zhao, 2005). Pocty zarodecnych mitdz se
postupné zvysuji, a kdyZz dosahnou vrcholu, zacnou klesat az na nulu, to znamena, Ze pocet

zarode¢nych bunék je uréen jeSté pred narozenim nebo kratce po ném
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(Black a Erickson, 1968). PGC podstupuji v rozvijejicim se ovariu mitotické déleni s nelplnou
cytokinezi, ¢imz dochazi kformovani shlukl oogonii (Sanchez a Smitz, 2012). Na
ultrastrukturdlni drovni neexistuji Zadné rozdily mezi PGC a oogonii. Rozdil je vSak v tom, Ze
oogonie jsou spojeny mezibunécnymi mdastky (Bielanska-Osuchowska, 2006). Oogonie
za¢nou byt obklopovany somatickymi burikami, které pochazeji z mezonefros a nasledné
tvofi shluky zdrodecnych bunék i kortikalni pruhy. Uvnitf kortikdlnich pruhl podstoupi
oogonie dalsi replikaci DNA a poté, co vstoupi do meidzy, se stanou oocyty prvniho fadu

(Hurk a Zhao, 2005; Hummitzsch et al., 2013).

Pfed tim, neZ se oocyty zastavi v diplotenni fazi, projdou leptotenni, zygotenni a
pachytenni fazi meiotické profaze | (Picton et al., 1998; Hurk a Zhao, 2005). Kazda faze je
charakterizovana konkrétni konfiguraci chromozému (Fair, 2003) a dochazi pfi nich k radé
zdsadnich zmén, zahrnujici parovani homolognich chromozému, synapsi chromozém( a
rekombinaci genetického materidlu neboli crossing overu (Sanchez a Smitz, 2012). V téchto
ranych meiotickych fazich, kdy jsou zapottebi rizné DNA opravujici proteiny a mnoho dalSich
faktor( pro spravné serazeni chromozomu a rekombinaci, jsou oocyty extrémné citlivé, coz
ma za nasledek degeneraci mnoha z nich (Hurk a Zhao, 2005). Nasledné oocyty postoupi do
diplotenni faze, nazyvané také jako faze diktyotenni, ktera predstavuje prodlouzenou
klidovou fazi (Sanchez a Smitz, 2012). Pozastaveni meidzy zavisi na vysoké hladiné cyklického
adenosinmonofosfatu (cAMP) tvorené oocytem prostfednictvim stimulace GPR3 receptoru
(G-protein-coupled receptor) (Mehlmann, 2005). Oocyty v diktyotenni fazi jsou vétsi nez
oogonie a maji vice cytoplazmatickych organel. Také prosly genetickou rekombinaci
materské a otcovské DNA (Picton et al., 1998; Hurk a Zhao, 2005). V obdobi klidové faze
meidzy dochdzi k rozpadu shluk( zarodecnych bunék a zahajeni tvorby folikulu (Sdnchez a
Smitz, 2012). Diplotenni faze trva az do obdobi pohlavni dospélosti, kdy se plné dorostly

folikul setkd s LH vinou, ktera stimuluje oocyt k obnoveni meiézy (Hurk a Zhao, 2005).

3.1.2 Rust oocytu a folikulogeneze

Folikulogeneze a oogeneze jsou dva procesy, které spolu Uzce souvisi a nelze je od
sebe oddélit. Jakékoliv odchylky od koordinace mohou znamenat poruchu reprodukce.

Jakmile je aktivovan primordidlni folikul k rlstu, roste i oocyt a to nezavisle na
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gonadotropinech (Plant a Zeleznik, 2014). Pouze malé mnoZstvi nerostoucich prasecich
oocytll o velikosti 30 um dorusta do finalni velikosti 120 um, dozraje a ndasledné ovuluje

(Miyano, 2003).

Poté, co oocyt vstoupi do klidové faze meidzy, nastava obdobi ristu, pfi kterém oocyt
pfiblizné stokrat zvétsi svlj objem (Miyano, 2005). Kolem oocytu se zacina tvofit jedna vrstva
dlazdicovitych granuléznich bunék (oznacovanych také jako pre-granuldzni), a tim dochazi
k formovani primordidlniho folikulu (Fair, 2003; Fortune, 2003; Sanchez a Smitz, 2012).
Mnoho oocyt(, které nejsou obklopeny granuléznimi burikami, podléha apoptéze. Apoptdza
je klicovy proces, ktery reguluje mnozstvi primordialnich folikul( (Sanchez a Smitz, 2012).
Primordialni folikuly predstavuji konecnou zdsobu oocytl, které zUstavaji v klidové fazi,
dokud nejsou stimulovany k dalSimu rlstu. Faktory, které ovliviiuji tvorbu primordialnich

folikull, nejsou doposud zcela objasnény (Fair, 2003).

Prvnim znamenim, Ze oocyt vstoupil do fdze ristu, jsou morfologické zmény
granuldznich bunék, které se méni na kubické. V této fazi se folikul nazyva ,primarni“ folikul
(Miyano, 2005). Prechod od primordiadlniho stadia k primarnimu muze byt zdlouhavy a
folikuly vtéto fazi mohou obsahovat dlaZdicovité i kubické granuldzni bunky zaroven
(Fortune, 2003). Po téchto morfologickych zménach se folikuly dale vyviji, granuldzni buriky
aktivné proliferuji a vytvari druhou vrstvu kolem oocytu (Fortune, 2003; Miyano 2005).
Jednovrstevny primarni folikul se méni ve vicevrstevny sekundarni (pre-antrdlni) folikul
(Miyano, 2005; Hurk a Zhao, 2005), ktery dosahuje u prasnic v priméru 300 um, zatimco
oocyt dosahuje v priméru maximalné 90 um. Nasleduje preména v antralni (terciarni)

folikul ve kterém se tvofi velka, tekutinou naplnénd antralni dutina (Miyano, 2005).
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Obr. €. 1 Rast a zrani oocytu ve vajecniku

Zrani oocytu
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Prevzato z Miyano, T. 2005. In vitro growth of mammalian oocytes. Journal of Reproduction

and Development. 51 (2). 169-176.

Oocyty musi nejprve projit fazi rlstu, aby mohly pokracovat v jaderném zrani a
nasledné podstoupit proces oplozeni a bunééné déleni. Béhem rlistu oocytld dochazi nejen k
velkému narGstu RNA a proteinové syntézy, ale také se zvySuje mnoiZstvi ribozémd,
mitochondrii a dal$ich organel (Hurk a Zhao, 2005). Jednou z nejvyrazné&jsich zmén v ristové
fazi je vylucovani glykoproteinové membrany, zvané zona pellucida (ZP), kterd tvofi
ochrannou vrstvu kolem oocytu (Hunter, 2003; Hurk a Zhao, 2005; Miyano, 2005). ZP je
secernovana vyhradné oocytem do perivitelinniho prostoru (Picton et al., 1998) a sklada se
ze tii proteint — ZP1, ZP2 a ZP3, z nichz kaZdy je nezbytny pro spravnou funkci ZP (Picton et
al., 1998; Hunter, 2003). Protein ZP1 tvoti spojeni mezi proteiny ZP2 a ZP3. Protein ZP3
pUsobi jako receptor pro navazani spermie a vyvolani akrozomalni reakce. Po akrozomalni
reakci protein ZP2 plsobi jako sekundarni receptor a usnadnuje spermii proniknuti skrz ZP.
Nasledné enzymy pritomné v kortikdlnich granulich zpUsobi modifikaci ZP a tim zabrani
polyspermii (Picton et al., 1998). Zona proteiny jsou také nezbytné pro normalni vyvoj

folikuld a jejich exprese vyzaduje transkripéni faktor Fig-o (Hurk a Zhao, 2005). Granuldzni
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buriky jsou béhem ristu folikul( a vzniku antra rozdéleny do anatomicky a funkéné odlisnych
typd bunék. Kumularni bunky maji pfimy metabolicky kontakt s oocytem a muralni
granuldzni bunky tvofi vrstevnaty epitel podél bazdalni laminy folikulu (Picton et al., 1998).
Folikularni bunky obklopujici zonu pellucidu tvofi vrstvu zvanou corona radiata (Rastogi,
2007) Vtéchto specializovanych kumularnich bunkach jsou vytvoreny cytoplazmatické
vybézky, jako jsou desmosomy a systém gap junctions, které pronikaji skrz zonu pellucidu do
membrany oocytu (Picton et al., 1998). Toto spojeni umoziuje prenos Zivin, metabolickych
prekurzord (napfiklad aminokyselin a nukleotidd), informacnich molekul (napfiklad
hormon(, neurotropinli a radstovych faktor() a inhibi¢nich a stimulacnich signalli meidzy
(Hurk a Zhao, 2005). Velikost a stadium folikulu, ve kterém je dokon&en rdst oocytu se
druhové lisi. Zatimco mysi oocyty jsou témér plné dorostlé jiz v casném antrdlnim folikulu,
praseci oocyty nedokonci svj rlist, dokud folikul nevstoupi do pozdni antrdlni faze (Miyano,
2005). Vyvoj folikulu doprovazeny ristem oocytu je zdlouhavy proces, ktery od zahajeni
rastu primordidlniho folikulu do preovulaéniho staddia trva u prasat priblizné tfi mésice

(Miyano, 2003).

Zahajeni rUstu folikulu je nezdvislé na folikulostimula¢nim hormonu (FSH). Pfechod
primarniho folikulu na sekundarni je pohanén spiSe lokalnimi, intraovarialnimi, parakrinnimi
faktory, produkovanymi oocyty, granuldznimi a thekalnimi bunkami (Sanchez a Smitz, 2012).
Je zndmo nékolik rastovych faktord a cytokinl, které jsou zapojeny do rlistu oocytu a
folikularniho vyvoje (Moniruzzaman a Miyano, 2007). Skupina transformacniho ristového
faktoru B (TGF-B) ovlada folikulogenezi prostfednictvim autokrinniho/parakrinniho
mechanismu a pozdéji se podili také na ovulaci (Erickson a Shimasaki, 2000). Do skupiny TGF-
B patfi ristovy diferenciacni faktor 9 (GDF-9) a kostni morfogeneticky protein 15 (BMP-15)
(Erickson a Shimasaki, 2000; Paulini a Melo, 2011), které jsou exprimovany v oocytu béhem
folikularniho vyvoje. Tyto rastové faktory stimuluji proliferaci a diferenciaci somatickych
folikularnich bunék béhem vyvoje folikulu a také jsou zasadni pro aktivaci primordidlnich
folikulG (Paulini a Melo, 2011). Bylo prokazano, ze GDF-9 ziskany z oocytl vyvolava zmény
v genové expresi, které jsou nezbytné pro spravnou folikulogenezi (Erickson a Shimasaki,
2000). GDF-9 je zasadni také pro tvorbu sekundarniho folikulu. Samice mysi postradajici
GDF-9 vykazovaly blok ve vyvoiji folikull za hranici primarni faze. Pfi absenci GDF-9 vétsina

granuldznich bunék nebyla schopna proliferace a podlehla atrézii. Kromé toho GDF-9
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kontroluje dostupnost biologicky aktivniho aktivinu ¢i inhibinu (Hurk a Zhao, 2005), ktery dle
Ericksona a Shimasakiho (2000) hraje velice dllezZitou roli v diferenciaci folikull. Zda se, Ze
progrese raného vyvoje folikuld vyZzaduje pUsobeni jesté nékolik dalSich faktord
exprimovanych v oocytu ¢i granuldznich burikdch. Mezi takové faktory patfi TATA vazebny
protein 2 (TBP2), ktery ma na starost kontrolu transkripce béhem oogeneze nebo anti-
Miullerian hormon (AMH) nezbytny k udrZovani rovnovahy mezi poftem aktivovanych
primordialnich folikuld a folikul(i, které zUstdvaji v klidové fazi (Sdnchez a Smitz, 2012).
Kromé toho AMH snizuje reakci folikuld na FSH a tim mizZe modifikovat jejich rlst (Hurk a
Zhao, 2005). DalSim faktorem, ktery se podili na zahdjeni rastu folikuld a proliferaci
granuldznich bunék je c-Kit receptor a jeho ligand. Neddvné studie naznacuji, Ze v prvotni

aktivaci folikulu hraje roli také nervovy ristovy faktor (NGF) (Sanchez a Smitz, 2012).

3.1.3 Meiotické zrani oocytu

Meiotické zrani savCich oocytl je zdlouhavy proces, ktery je fizen nékolika faktory
(Tsafriri et al., 1982). Jak jiz bylo zminéno, zacind v pribéhu fetalniho vyvoje, ale je
pozastaveno v pozdnim diplotennim stadiu (Sedmikova et al., 2003). Meidza je znovu
obnovena v dospélosti v disledku prudkého zvyseni gonadotropin( v preovulaénim obdobi
(Tsafriri et al., 1982). Pouze plné vyvinuty folikul spolec¢né s plné dorostlym oocytem je
schopen reagovat na cyklickou vinu gonadotropinii (Miyano, 2005; Wu et al., 2006).
Luteiniza¢ni hormon (LH) vyvolava expresi epidermalniho rlstového faktoru ve sténach
granuldznich bunék, ktery plsobi na kumularni bunky a ma za nasledek spusténi zrani
oocytll. LH receptory jsou umistény na murdlnich granuldznich burikach, nikoliv na
kumularnich bunkach ¢i oocytu, to znamena, Zze mechanismus, kterym LH stimuluje zrani
oocytll, je nepfimy (Mehlmann, 2005). Béhem obnoveni meidézy dochazi ke kondenzaci
chromatinu, rozpadu zarodec¢ného vacku (germinal vesicle breakdown — GVBD) a vyclenéni
prvniho pdlového téliska (Tsafriri et al., 1982; Sun a Nagai, 2003). Na rozdil od mysich
oocytll, v prasecich oocytech je ke kondenzaci chromatinu a k GVBD nutnd aktivni
transkripce a translace (Hunter, 2000). PIné dorostly oocyt po GVBD prochazi metafazi |,
anafazi | a telofazi | az do metafaze Il, kde se meidza znovu zastavi. Schopnost projit vsemi
témito fazemi se nazyva meioticka kompetence (Sedmikova et al., 2003). Praseci oocyty jsou

plné dorostlé a meioticky kompetentni, kdyZ dosahuji velikost 120 um (Tichovska et al.,
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2011) ve folikulu o priméru tfi a vice milimetrd. V metafazi Il dochazi znovu k zastaveni
meidzy a nastdva druhy meioticky blok. K dalSimu obnoveni meidézy dojde az po stimulaci
oocytu spermii, kdy oocyt dokonéi zrani a vyéleni se druhé pélové télisko. Poté dochazi
k dekondenzaci chromatinu spermie a matefskych chromozémi a vytvoreni samciho a

samiciho prvojadra (Sun a Nagai, 2003).

Folikularni reakce na preovulaéni nardst LH zahrnuji zménu v produkci steroidd, kdy
granuldzni buriky za¢nou secernovat progesteron namisto estrogenu, a také dochazi k
produkci kyseliny hyaluronové, kterd zplsobi expanzi kumularnich bunék a preruseni gap
junctions spojeni mezi kumularnimi burikami a oocytem (Picton et al., 1998; Hurk a Zhao,
2005). V reakci na zvySenou hladinu LH, dochazi také k eliminaci jednoho nebo vice
inhibicnich faktord, jako napfiklad inhibitoru zrani oocytl (oocyte maturation inhibitor —
OMI). Odstranéni téchto inhibitorll vede k aktivaci cyklin(i, fosfataz a kindz, které jsou
nezbytné pro jaderné zrani oocytll (Hunter, 2000), trvajici u prasat pfiblizné 44 hodin (Hurk a
Zhao, 2005). | kdyZz jaderné zralé oocyty mohou byt oplodnény, mohou byt vyvojové
nekompetentni v disledku nedostatku nékterych, zatim nedefinovanych, cytoplazmatickych
faktor(, které jsou potfebné pro zajisténi cytoplazmatického zrani. Rozvoj plného
vyvojového potencidlu je podminén synchronnim jadernym a cytoplazmatickym zranim (Sun

a Nagai, 2003).

Na regulaci obnoveni meidzy se podili fada faktorld. Mezi dvé dulezité signalni
molekuly patfi faktor podporujici metafazi (Metaphase promoting factor - MPF)
a mitogenem aktivované protein kindzy (mitogen-activated protein kinases — MAPK)

(Sun a Nagai, 2003).

MPF je komplex tvoreny cyklinem B (regulacni subjednotka) a p34Cdcz kinazou
(katalyticka subjednotka) (Picton et al., 1998; Hurk a Zhao, 2005). Mnozstvi subjednotek
p34Cdcz kindzy a cyklinu B je srovnatelné jak v rostoucich tak i v pIné dorostlych oocytech.

Nicméné rostouci oocyty obsahuji fosforylovany p34<©

a nejsou schopny aktivovat MPF,
dokud nedokondi svlj rlst. Aktivace MPF je obvykle vyvolana tyrosinovou defosforylaci
p34Cdcz a syntézou cyklinu B. V pIné dorostlém prasecim oocytu se syntetizovany cyklin B

a p34Cdcz nachazi uz ve spolecném komplexu (Sun a Nagai, 2003). Aktivovany MPF je schopen
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fosforylovat proteiny, které tvoti jaderny obal a které se podili na kondenzaci chromatinu
a reorganizaci cytoskeletu (Hurk a Zhao, 2005). V konec¢ném dusledku dochazi k rozpadu
jaderné membrany, kondenzaci chromozému a vytvoreni meiotického vieténka. To vse je
nezbytné pro Uspésné oplozeni a podporu raného vyvoje embrya. Aktivita MPF v prasecich
oocytech se hodnoti pomoci méreni aktivity histonu (H1) kindzy (Hunter, 2000). Ta prudce
stoupd v Ml fazi, klesa béhem anafdze a telofaze I, a opét se zvysSuje pfi MII fazi. ZvySeni
aktivni formy MPF aZ na hladinu efektivni koncentrace vyZzaduje aktivni syntézu proteind
(Sun a Nagai, 2003). Po oplozeni aktivita MPF klesa a je dokoncéeno druhé zraci déleni. Tento
pokles MPF aktivity nastdva soucasné s vystupem z metafaze | a Il, to naznacuje, Ze
inaktivace MPF je pro tento vystup nezbytnd. Podle nékterych studii by mohlo stanoveni
MPF aktivity slouzit jako indikator cytoplazmatického zrani prasecich oocytd, a tedy , kvality”

oocytl (Hunter, 2000).

Mezi dalsi kindzy, které se podili na zrani oocytl, patfi MAPK (Hunter, 2000; Hurk
a Zhao, 2005), které fosforyluji cytoskeletalni proteiny a jadernou laminu, coZ je nezbytné
pro meiotické déleni bunék (Hunter, 2000). V savcich oocytech se nachazeji dvé isoformy
MAPK a to ERK1 (P44) a ERK2 (P42) (Hunter, 2000; Hurk a Zhao, 2005). MAPK existuje
v inaktivni formé v prasecim oocytu jiz v GV stadiu a je aktivovana v obdobi GVBD. Nutnost
aktivity MAPK pro obnoveni meidzy u prasecich oocytl je vSak stale sporna. Bylo zjisténo, Ze
v G2/M prechodovém stadiu se ¢ast cytoplazmatické MAPK presune do zarode¢ného vacku a
existuje v aktivni formé jesté pred GVBD (Sun a Nagai, 2003). MAPK kindzy jsou aktivovany
pomoci MEK, specifické MAPK kinazy (Hurk a Zhao, 2005). Kromé toho aktivace téchto dvou
izoforem vyZaduje aktivni syntézu proteind (Hunter, 2000). MAPK je potfebna pro udrzeni
aktivni MPF a k zastaveni v MIl fazi (Hurk a Zhao, 2005). K aktivaci MAPK dochazi pfed nebo
soucasné s MPF v prasecich oocytech. Na rozdil od MPF, MAPK aktivita zUstava vysoka i pfi
vydéleni pélového téliska. Je jasné, Zze MPF i MAPK se podileji na regulaci procesu zrani, ale
jejich presny fyziologicky vyznam zatim neni plné objasnén (Hunter, 2000). Schopnost
rostouciho oocytu ziskat meiotickou kompetenci je v korelaci s jejich schopnosti aktivovat

MPF a MAPK (Sun a Nagai, 2003).

Rozhodujici vyznam pro meiotické zrani oocytli mad cAMP (Hurk a Zhao, 2005). Do

oocytll je transportovan zkumularnich bunék pomoci systému gap junctions
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(Sun a Nagai, 2003). Po expanzi kumularnich bunék a pferuseni gap junctions spojeni mezi
kumularnimi burfikami a oocytem dochdzi ke sniZeni koncentrace cAMP v oocytu a
k deaktivaci protein kindzy A (PKA), kterd je zdavisla na cAMP, a k redukci inhibi¢nich vliva
purind na udrZovani klidové faze meidzy (Picton et al., 1998). ZvySend hladina cAMP
v oocytech, zplsobena farmakologickou manipulaci, zptsobi blokddu meidzy. Vysoka hladina
cAMP udrZuje klidovou fazi meiézy pravdépodobné prostfednictvim PKA. (Hurk a Zhao,
2005). Také zde existuje jistd moznost, Ze cAMP inhibuje GVBD prostfednictvim regulace

aktivace MAPK (Sun a Nagai, 2003).

3.1.4 Aktivace oocytu

Vétsina savcich oocytl je po ovulaci zastavena v Ml fazi a meidza je dokoncena az po
oplodnéni oocytu spermii. Spermie zpUsobi uvolnéni z meiotického bloku prostfednictvim
signalni dréhy, kterd doposud neni zcela objasnénd, nicméné je zfejmé, Ze urcujici roli béhem
aktivace oocytl hraji vapnik, MPF a jeho stabiliza¢ni molekuly. Proces oplozeni zacina u
savcl interakci mezi spermii a ZP (Raz a Shalgi, 1998). Poté, co spermie pronikne skrz ZP, se
dostava pres perivitelinni prostor az k oolemé, kde dochazi k navazani a splynuti spermie s
membranou a k oplozeni oocytu (Raz a Shalgi, 1998; White et al., 2010), ktery se stdle
nachazi v Mll fazi (Raz a Shalgi, 1998). V akrozomu spermii se nachazi spermiovy lysozymu
podobny protein (sperm lysozyme-like protein — SLLP1), jehoz struktura byla identifikovana
teprve v neddvné dobé. SSLP1 vykazuje vysokou afinitu k receptoru SAS1B v oolemé oocytu.
Kromé toho se zjistilo, Ze molekuly tohoto proteinu jsou vybaveny hrotem, ktery zfejmé
usnadnuje spermiim pevné pfichyceni na povrch oocytu. K potvrzeni této hypotézy je vsak
nezbytné dalsi zkoumani (Zheng et al., 2015). DalSim moznym vysvétlenim vazby spermie a
oocytu je, Ze se disintegrin na membrané spermie vaze s integrinem na plazmatické
membrané oocytu. (Raz a Shalgi, 1998). V této dobé uz spermie prosla akrozomalni reakci a
diky tomu se mohou ligandy pfitomné na vnitini akrozomalni membrané dostat do kontaktu
s receptory na oolemé. Tyto receptory umozni vazbu spermie na plazmatickou membranu
oocytu a pravdépodobné pres ni predavaji signal dovnitf oocytu, ktery nasledné spusti
proces aktivace oocytu. Aktivace oocytu je definovana sérii metabolickych zmén, které
v ném nastdvaji (White et al., 2010). Tyto morfologické a biochemické reakce jsou rozdéleny

mezi ,éasné” a ,pozdni“ procesy. Mezi &asné procesy pat¥i prechodny vzestup hladiny Ca?*,
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ktery ma za nasledek kortikalni reakci (CR) a znovuzahajeni meidzy. Exocytdza kortikdlnich
granul je ndsledovdna zménami struktury glykoproteint ZP, které zabrani proniknuti dalsi
spermie a vzniku polyspermie. Mezi pozdni procesy aktivace oocytl patfi vydéleni druhého
polového téliska, dekondenzace hlavicky spermie, pfijimani maternalni mRNA, formace

prvojadra a zahajeni syntézy a Stépeni DNA (Raz a Shalgi, 1998).

Vazba spermie k plazmatické membrané oocytu navozuje uvolnéni intracelularniho
Ca”, které za¢ina od mista priiniku spermie a déle se §ifi pies oocyt jako vina (Alberio et al.,
2001). Vapnik funguje jako univerzalni sekundarni posel v burikach pfi fizeni rlznych
biologickych procesu, jako napfiklad pfi proliferaci, diferenciaci, apoptdze atd. Pfi fertilizaci
hraje vapnik hlavni roli a podili se tak od samého zacatku Zivota. Spermie nepredstavuje
pouze nositele genetického materialu, ale také vyvola vzestup hladiny intracelularniho Ca** a
nasledné aktivuje oocyt nachazejici se ve druhém meiotickém bloku (Heytens et al., 2008).
Pocateéni zvydeni hladiny Ca®" je zfejmé pro zahdjeni aktivace oocytu rozhodujici, nicméné
jako mozny induktor nékterych aspekt(i aktivace oocytll se zda byt také protein kindza C
(PKC) (Raz a Shalgi, 1998). Na rozdil od ostnokozZcQ, ryb a Zab, u kterych je popsano pouze
jednorazové uvolnéni vapniku, u savct (mysi, kieckl, potkant, kralik(, prasat, skotu a lidi)
jsou pozorovany opakujici se oscilace v pribéhu nékolika hodin. Prvni vapnikova vina pochazi
z mista proniknuti spermie, zatimco ndasledné oscilace vznikaji v kortikdIni oblasti vegetalniho
pdlu. Vapnikové oscilace maji nizkou frekvenci. Objevuji se v intervalu 6 — 31 minut u mysi a
8 — 25 minut u skotu. Tento interval se postupné prodluzuje a mlze trvat az nékolik hodin,
dokud neni vytvofeno prvojadro. Savéi oocyt iniciuje tvorbu prvojadra 2 — 6 hodin po

proniknuti spermie, v zavislosti na ZivocisSném druhu (Alberio et al., 2001).

Mechanismus, kterym spermie plsobi zvyieni hladiny Ca®" a jeho naslednou oscilaci
zatim neni pfili$ jasny (Raz a Shalgi, 1998; Alberio et al., 2001). Existuji dvé zakladni hypotézy.
Ta prvni predpoklddd, Ze spermie interaguje sreceptorem umisténym v plasmatické
membrané oocytu, coZz ma za nasledek aktivaci signalnich drah, které vedou k aktivaci
oocytu. Tento receptor je pravdépodobné spojen s GTP proteinem nebo ma tyrosin
kindzovou aktivitu a ma tak schopnost indukovat aktivaci fosfolipazy C (PLC). PLC stimuluje
hydrolyzu fosfatidylinositol4,5-bisfosfatu (PIP2) za vzniku diacylglycerolu (DAG) a 1,4,5-

inositoltrifosfatu (IP3), které spoleéné zpUsobuji uvolnéni Ca®* (White et al., 2010). DAG také
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predstavuje aktivator PKC. PKC je kli€ovym enzymem v pfenosu signald. Uloha PKC v aktivaci
sav€ich oocytld je doposud stale kontroverzni. Bylo vSak prokazano, Ze PKC aktivovana
pomoci biologicky aktivnich esterd forbolu v MIl oocytech indukuje exocytéozu kortikalnich
granul (CG), usnadniuje modifikaci ZP a vznik bloku proti polyspermii. Jiné studie prokdazaly
obnoveni bunécného cyklu v oocytech osetfenych aktivatory PKC (Raz a Shalgi, 1998). Druha
hypotéza predpokldadd, Ze do oocytu je uvolfiovan faktor spermie, ktery interaguje
s nezndmym cilem v cytosolu, pfiéem? dochazi ke vzniku Ca** oscilaci. Existuje celd fada
dlikazu, které tuto teorii podporuji. Injikovani spermii do kiec¢ich a mysich oocytl vyvolava
podobné Ca®* oscilace, jako p¥irozeny proces oplodnéni. Jako faktor spermie, ktery je
zapojen do aktivace mysich oocyt(, iniciuje vznik Ca** oscilaci a partenogeneticky rozvoj do
stddia blastocysty se ukdzala byt fosfolipdza C specifickd pro spermie zvana PLCT (White
et al., 2010). PLCT se nachdzi v perinukledrnim prostoru spermii a katalyzuje tvorbu IP3, ktery
spousti uvolfiovani intracelularniho Ca** a nasledné indukuje Ca®" oscilace v oocytu (Heytens
et al., 2008). Tyto vysledky naznacuji, Ze aktivace oocytd u mysi a lidi mize byt
zprostiredkovdna rozpustnym faktorem, nezdavislym na receptoru v plazmatické membrané
oocytu (White et al., 2010). Podle Alberia et al. (2001) ma uréity vliv na udrZeni Ca** oscilaci
také cyklin B. PFi poklesu cyklinu B dochazi k ukonéeni oscilaci, naopak pokud je stabilizovana
forma cyklinu B injikovana do oocytu, oscilace vapniku pokracuji donekonecna (Alberio et al.,

2001).

Jednim z prvnich aspektl aktivace oocytu je kortikalni reakce (Raz a Shalgi, 1998).
Sav¢i kortikdlni granula jsou malé, kulovité organely, ohrani¢ené jednoduchou membranou,
které se nachazeji v kortikalni oblasti pod oolemou (Wassarman, 1988) a obsahuji enzymy,
jako jsou proteinazy a glykosidazy. Po navazani spermie a oocytu dochazi k fuzi kortikalnich
granul s oolemou a naslednému wyliti jejich obsahu do perivitelinniho prostoru. Obsah
CG méni glykoproteiny ZP a vytvari tak blok proti navdzani dalSich spermii. Biochemické
zmény ZP, ke kterym dochazi béhem procesu fertilizace, zatim nejsou plné objasnény.
ZP, podstupuje ¢astecnou proteolyzu a je preveden na ZP,f zatimco ZPs, ktery pusobi jako

primarni receptor pro spermie, ztraci schopnost vazat akrozém intaktnich spermii.

DalSim aspektem aktivace oocytu je znovuzahajeni bunécného cyklu. Pfi aktivaci

dochazi k vystupu oocytu z druhého meiotického bloku, k znovuzahdajeni meidzy a vydéleni
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druhého pdlového téliska (Raz a Shalgi, 1998) Nasledné je haploidni genom kazdé z gamet
obklopen vlastnim jadernym obalem a vznikaji dvé odliSnd prvojadra (samci a samici), ktera
tvofi zygotu. V prvojadrech probiha prvni mitotickd faze ,S“ a tvofi se od kazidého
chromozému dvé kopie. Po této prechodné prvojaderné fazi dochazi k rozpadu
prvojaderného obalu, pretrvava kondenzace chromozom a nasleduje prvni mitotické déleni

(Neill, 2006).

Druhy meioticky blok je charakteristicky vysokou hladinou komplexu cyklin B/cdk1,
ktery je zndmy jako MPF (Alberio et al., 2001; Heytens et al., 2008). MPF udrZuje oocyty v
metafazi Il a je ziejmé také zapojen do nékolika hlavnich znakl bunécného déleni jako je
rozloZeni jaddra, kondenzace chromozému, prestavba cytoskeletu a pozastaveni transkripéni
aktivity. MPF aktivita je regulovdna aktivitou cytostatického faktoru (CSF) (Heytens et. al.,
2008), ktery se sklada alespofi ze tii proteind: Mos, MAPKk (MAP kinase) a p90™** (Alberio
etal., 2001). BEéhem druhého meiotického bloku CSF chrani MPF pred destrukci tak, ze
udrzuje anafazi podporujici komplex (APC) v neaktivnim stavu. Béhem fertilizace musi
hladina MPF klesnout natolik, aby byl oocyt schopny dokoncit meidzu a zahadjit zrani. Vapnik
aktivuje kalmodulin dependentni kinazu Il (CaMKIl), coz je enzym, citlivy na frekvenci Ca”?
oscilaci. CaMKII pfimo aktivuje APC a také podporuje degradaci CSF. V dusledku toho dochazi
k uvolnéni APC. Aktivace APC zpUsobuje pokles MPF aktivity a sou¢asné dochazi k prolomeni
druhého meiotického bloku. Ca?* oscilace zabranuji aktivité MPF a podili se tak na Uspésné

aktivaci oocytu (Heytens et al., 2008).

Partenogeneticka aktivace

Aktivace oocytl umélymi stimuly je soucasti mnoha dulezitych biotechnologickych
metod a hraje klicovou roli béhem meidzy. Jak jiz bylo zminéno, u vétsiny savcl, véetné
prasat, je meidza zastavena v metafazi Il, pficemz dalsi vyvoj je plné zavisly na aktivacnim
stimulu, jenZ za pfirozenych podminek predstavuje spermie vyvolavajici Ca?* oscilace
(Prochazka et al., 1992; Petr et al., 2000). Aktivacni kompetence oocytl zahrnuje schopnost
zralého oocytu podstoupit exocytézu CG, tvorbu prvojaddra a dokonceni meidzy. Tyto
schopnosti oocyt ziskava v prlbéhu meiotického zrani, které je spojeno se zvySenim
specifickych molekul, které jsou do téchto procest zapojeny, jako napf. receptor IP3 (IP3R),

glutathion a CaMKIl (Neill, 2006). Partenogenetickda aktivace savcéich oocytl vin vitro
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podminkdach muize byt navozena prostfednictvim umélych stimuld (Wei-Hua et al., 1998;
Hiroyuki et al., 2002), napf. pomoci ethanolu (Wang et. al., 1998; Hiroyuki et al., 2002),
vapnikovych ionoforll nebo elektrickych pulzd (Wang et. al., 1998; Wei-Hua et al., 1998;
Hiroyuki et al., 2002). DalSim stimulem, ktery spousti aktivaci oocytl je oxid dusnaty (NO),
ktery predstavuje velmi dulezitou signdlni molekulu (Petr et al. 2005). Zatimco spermie
zpUsobuje vicenasobné zvydeni hladiny Ca?*, u uméle aktivovanych oocytd bylo pozorovéno
pouze jednorazové zvyieni (Wei-Hua et al., 1998). U&innost umélych stimuldl je zavisld na
zivoCisSném druhu, sloZeni pouzitého kultivaéniho média a na stari oocytl (Wang et al.,

1998).

In vitro fertilizace (IVF)

Fertilizace je proces, pfi kterém se spoji haploidni gamety (spermie a vajicko) a
vznikne geneticky odlisny jedinec (Ducibella, 1998; Neill, 2006). Tento proces predstavuje
presné usporadany sled bunéénych interakci, a objasnéni zakladnich mechanismi muze
prispét k pochopeni zdkladnich bunécénych proces(. Za pfirozenych fyziologickych podminek
dochazi k oplodnéni obvykle v ampuli vejcovodu. Pfedpokldda se, ze vtomto misté uz ma
spermie za sebou kompletni kapacitaci. Oocyt je obalen ZP a vrstvami bunék cumulus
oophorous. Témito vrstvami musi spermie proniknout, aby se mohla spojit s oocytem (Neill,

2006).
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Obr. €. 2 Interakce vajicka a spermie
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Prevzato z Neill, J. 2006. Knobil and Neill's Physiology of Reproduction, 3rd Edition. Elsevier.
p. 3296. ISBN: 978-0125154000.

Navazani spermie na plazmatickou membranu oocytu spousti obnoveni bunééného
cyklu a exocytézu CG, ktera zpusobuje zmény ZP, jenz maji za nasledek vznik bloku proti
polyspermii. Véechny tyto zmény jsou Uzce spjaty s Ca>* oscilaci (Wang et al., 1998; Coy et
al., 2002) a mohou se objevit uz 3 hodiny po prvnim kontaktu spermie a oocytu (Coy et al.,
2002). Zvysend hladina Ca®* také indukuje inaktivaci MPF a CSF, které jsou nezbytné pro
udrzeni oocytu v metafazi Il. VSechny tyto udalosti jsou nezbytné pro Uspésné oplodnéni a
rany vyvoj embrya (Wang et al., 1998). Béhem fertilizace dochazi k typickym zménam. Ty se
vSak mohou v in vitro podminkach lisit v zavislosti na slozZeni fertilizacniho média. Tekutina,
ve které probihd IVF je zcela odliSna od oviduktalni tekutiny a zatim neexistuje zadné
médium, které by ji plné nahradilo (Coy et al., 2002). Nedavné studie ukazaly, Ze oviduktaIni
tekutina zpUsobuje rezistenci ZP k proteolyze pomoci glykoproteinu specifického pro ovidukt
(oviduct-specific glycoprotein — OVGP1), coZz ma za nasledek zvySeni monospermie. Bylo

prokdzano, Ze kokultivace embrya s oviduktalnimi burikami nebo kultivave embrya in vivo
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ve vejcovodu zvifete zvySuje UspéSnost dalSiho vyvoje po IVF. Ma se za to, Ze prostredi
vejcovodu a pravdépodobné oviduktalni tekutina obsahuji dulezité molekuly, které maji vliv
na interakci spermie a vajicka a nasledné na vyvojovou kompetenci zygoty. Dalsi studie
provadéné mimo jiné i u prasat prokazaly, Ze doplnéni kultivacniho média o oviduktalni
proteiny jako je OVGP1 a derivat iC3b ma za nasledek vétsi mnozstvi in vitro produkovanych
embryi. Nicméné mechanismus, kterym tyto proteiny plsobi, neni zatim jasny (Lloyd et al.,
2009). Coy et al. (2002) tvrdi, ze koncentrace Ca** ve fertilizaénim médiu ptedstavuje kli¢ovy
faktor. Nicméné i kdy? je v médiu vysokd koncentrace Ca?*, je pro IVF u prasat Castd
abnormalni fertilizace, a to zfejmé v dlsledku polyspermie. Tento problém je pfedmétem

mnoha studii (Coy et al., 2002).

Savéi oocyty, stejné jako embrya, jsou pro kazdy druh specifickd. Praseci oocyty se
vyznacuji vysokym obsahem lipid(, uloZenych prevdiné ve formé lipidovych kapicek
v cytoplasmé, coz ma negativni vliv na jejich manipulaci. Diky tomu jsou biotechnologické
postupy u prasat mnohem méné pokrocilé, nez u skotu (Gajda, 2009). IVF predstavuje stale
kriticky faktor, protoze dosud nebyla vyfeSena otazka polyspermie (Romar et al., 2016). Ta
u prasat predstavuje zvlast vyznamny problém. Jednim z faktor(, ktery ma zfejmé vliv na
polyspermii je in vitro zrani oocytl. Bylo prokdzdno, Zze mnohem méné oocytl zrajicich
v in vitro podminkach se vyvinulo do stddia blastocysty ve srovndni s oocyty, zrajicimi
v in vivo podminkdch (Romero-Aguirregomezcorta et al., 2014). | pres vSechna zlep3eni,
kterych bylo dosazeno v poslednich deseti letech, stavajici IVF systémy stézi dosahuji 50 —
60 % Uuspésnosti. Jakykoliv pokrok v technologiich asistované reprodukce (ART) vyZaduje
zlepseni miry monospermie. Je nezbytné zjistit mechanismy, které plsobi za fyziologickych

podminek in vivo a prenést tyto znalosti do ART (Romar et al., 2016).
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3.2 Oxid dusnaty

3.2.1 Vlastnosti a syntéza oxidu dusnatého (NO)

Oxid dusnaty (NO) je nepolarni dvouatomova molekula volného plynu, kterd dokaze
volné pronikat skrz membrany bunék. Pfi laboratorni teploté a tlaku se jedna o bezbarvy
plyn, jehoz maximalni rozpustnost ve vodé je podobnd rozpustnosti Cistého kysliku (Dixit
a Parvizi, 2001), je velmi nestabilni a ma kratky polocas rozpadu (Romero-Aguirregomezcorta
et al., 2014). Na rozdil od uhliku nebo kysliku nema NO tendenci pfi standardni teploté a
tlaku dimerizovat. U zvitat plni funkci dllezitého biologického posla (Dixit a Parvizi, 2001)
a hraje dUlezitou roli v intraceluldrni a extracelularni signalizaci (Petr et al. 2005). Na rozdil
od jinych molekul, jejichz signalni mechanismy a biologické ucinky byly studovany po mnoho
let, procesy NO signalizace zacaly byt intenzivné studovany teprve v poslednich letech
(Romero-Aguirregomezcorta et al., 2014). Pfenos signdlu pomoci plynu, ktery je produkovan
jednou bunkou, pronika skrz membrany a reguluje funkci ostatnich bunék, predstavuje novy

princip pro signalizaci v biologickych systémech (Dixit a Parvizi, 2001).

Oxid dusnaty je syntetizovan v riznych bunkach z molekularniho kysliku a L-argininu
(Romero-Aguirregomezcorta et al., 2014) pomoci katalytického plsobeni enzymu syntazy
oxidu dusnatého (NOS) (Bu et al., 2003; Kupkova a Benes, 2004; Petr et al., 2005; Romero-
Aguirregomezcorta et al., 2014) za vzniku citrulinu a nikotinamidadenindinukleotidfosfatu
(NADP+) (Romero-Aguirregomezcorta et al., 2014). NOS byla poprvé lokalizovana
ve vaskularnim endotelu, mozku a v makrofazich. Na zdkladé toho byly klasifikovany tfi
izoformy v zavislosti na tkdni plvodu a dle funkénich a strukturalnich vlastnosti (Dixit

a Parvizi, 2001).

e Neuronova konstitutivni NO-syntaza (NOS | nebo nNOS)
e Endotelidlni konstitutivni NO-syntaza (NOS Ill nebo eNOS)
e Indukovatelnd NO-syntdza (NOS Il nebo iNQOS); Dixit a Parvizi, 2001; Romero-

Aguirregomezcorta et al., 2014)
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3.2.2 NOS izoformy

Jednotlivé izoformy se od sebe lisi svoji funkci, lokalizaci, kinetikou a zplsobem
aktivace (Kupkova a Benes, 2004). Mohou se nachazet v rlznych typech bunék a tkani a
zaroven jedna burika miZe exprimovat vice neZ pouze jednu izoformu (Dixit a Parvizi, 2001;

Romero-Aguirregomezcorta et al., 2014).

Neuronova konstitutivni NO-syntaza (NOS | nebo nNOS)

Tato izoforma je zavisld na Ca®* a kalmodulinu a je ve zvy$ené mife exprimovana
v mozku. Kromé nervového systému byla nNOS identifikovdna také v kosterni svaloviné,
v pankreatickych B-burikach, v samcich pohlavnich orgdnech, v hypofyze, v dfeni nadledvin,
v macula densa a nefronech ledvin. Gen nNOS se sklada z 29 exonl a 28 intronl a kdduje

protein z 1434 aminokyselin (Dixit a Parvizi, 2001).

Endotelialni konstitutivni NO-syntaza (NOS lll nebo eNOS)

Zda se, Zze eNOS je funkéné podobna nNOS. Také je konstitutivni a zavisla na hladiné
Ca’* a na kalmodulinu. eNOS je pfevazné exprimovéana v bufikich cévniho endotelu, ale také
v pyramidovych neuronech hipokampu, v syncytiotrofoblastu a v krevnich destickach (Dixit
a Parvizi, 2001). Hattori a Tabata (2006) lokalizovali eNOS v oocytech primordialnich folikuld,
ale také ve zralych folikulech (Hattori a Tabata, 2006). eNOS obsahuje 26 exonl a 25 intronf,

kodujicich protein z 1203 aminokyselin (Dixit a Parvizi, 2001).

Konstitutivné exprimovana NOS neobsahuje vazany kalmodulin, v pfitomnosti ca®
dochazi k aktivaci enzymu, ktery katalyzuje produkci NO béhem nékolika sekund v reakci na
razné stimuly (Dixit a Parvizi, 2001). Tato izoforma je zodpovédna za nepretrzité uvoliovani
NO (Romero-Aguirregomezcorta et al., 2014) a je exprimovana za rGznych fyziologickych
podminek, napfiklad pfi hemodynamickém stresu nebo pti poranéni nerv( (Hattori a Tabata,

2006).
Indukovatelna NO-syntaza (NOS Il nebo iNOS)

Tato izoforma je exprimovana v mnoha typech bunék v reakci na zanétlivé cytokiny a

lipopolysacharidy (Romero-Aguirregomezcorta et al., 2014). iNOS je nezdvisld na ca*
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a kalmodulinu a je schopna vytrvale syntetizovat 100 az 1000 krat vétsi mnozstvi NO nez
konstitutivni izoformy pfiblizné hodinu po vystaveni vyvolavajicimu podnétu. iNOS obsahuje
kalmodulin tak pevné vdzany, Ze je povazovan spiSe za jeji podjednotku, nez za kofaktor
(Dixit a Parvizi, 2001; Hattori a Tabata, 2006). Gen pro iNOS se sklada z 26 exon( a 25

intron(, kédujicich protein z 1153 aminokyselin (Dixit a Parvizi, 2001).

3.2.3 Struktura izoforem

Vsechny tfi izoformy NOS vykazuji bidoménovou strukturu (Alderton et al., 2001) to
znamena, Ze se skladaji ze dvou stejnych monomertl a jsou funkéné rozdéleny do dvou
hlavnich domén (oblasti) — N-termindlni oxiddzovou doménu a C-terminalni reduktdazovou
doménu (Hattori a Tabata, 2006). N-terminalni oxiddzovd doména obsahuje vazebna mista
pro hem, BH; a L-arginin (Groves a Wang, 2000; Alderton et al., 2001; Hattori a Tabata,
2006). Hem skupina, pfipominajici cytochrom P450, predstavuje reaktivni centrum oxidacni
reakce (Groves a Wang, 2000). C-termindlni reduktdzovd doména obsahuje vazebna mista
pro redoxni kofaktory nikotinamidadenindinukleotidfosfat (NADPH), flavin mononukleotid
(FMN), flavin adenin dinukleotid (FAD) (Groves a Wang, 2000; Alderton et al., 2001; Hattori a
Tabata, 2006) a prenasi elektrony z NADPH na hem (Hattori a Tabata, 2006). Obé domény

jsou spojeny pres misto rozpoznavajici kalmodulin (CaM) (Alderton et al., 2001).

3.2.4 Vyznam NO v organismu

NO je dUlezitd signalni molekula, kterd v organismu plni rozlicné funkce (Dixit
a Parvizi, 2001). Pozitivni vliv ma na kardiovaskularni systém. Podili se na vazodilataci hladké
svaloviny prostfednictvim cyklického guanosin-mono-fosfatu (cGMP) a cGMP dependentni
protein kindzy. U&astni se také nespecifické imunity, kdy zasahuje pfedevdim proti viriim,
bakteriim a nadorlim. V centrdlnim nervovém systému plni funkci bunécéného posla.
Nadbytek NO ma vSak neurotoxické ucinky, které jsou zplUsobené jeho reakci se
superoxidem za vzniku toxického peroxodusitanu. V dlsledku této reakce mulzZe dojit k
poskozeni DNA a apoptdze (Kupkovd a Bene$, 2004). Dixit a Parvizi (2001) uvadi, Zze NO
napomahd také samcimu kopulacnimu chovani (Dixit a Parvizi, 2001) a ma vliv i na

zivotaschopnost a motilitu spermii (Revelli et al., 2001).
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3.2.5 Role NO v reprodukci samic

NO je zapojen do mnoha fyziologickych procesu, véetné reprodukce (Petr et al. 2005;
Romero-Aguirregomezcorta et al., 2014). Ovliviiuje regulaci sekrece gonadotropinl a to jak
na urovni hypotalamu, tak na drovni hypofyzy. NO stimuluje sekreci gonadtropiny
uvolnujicitho hormonu (gonadotropin-releasing hormone — GnRH) pomoci enzymu obsahujici
hem — guanylatcyklazy. Jak bylo zjisténo, nitroprusid sodny (SNP), jakozto donor NO, m(ize
stimulovat sekreci GnRH z hypotalamu. Ddle se NO podili na regulaci hladiny LH, navic
stimulaci hormonu uvoliujiciho LH (LH-releasing hormon — LHRH) zprostfedkovava
sexudlniho chovani u samic potkant (Dixit a Parvizi, 2001). NO zasahuje také do procesu
aktivace savcich oocytl (Petr et al. 2005). Jak uvadi Petr et al. (2010) NO je schopny
indukovat partenogenetickou aktivaci. Mechanismy, kterymi NO ovliviiuje aktivaci savcich
oocytll, zatim nejsou zcela objasnény. Zda se ale, Ze NO nepredstavuje primarni stimul pro
aktivaci oocytl. U mofskych jezk( a mysi bylo prokazano, Ze prudky narlst intraceluldrnich
vapenatych iontl nastal jesté pred jakymkoliv zvySenim hladiny NO (Petr et al., 2010). Dixit a
Parvizi (2010) uvadi, Ze NO pusobi jako dllezity medidtor v procesu ovulace prostfednictvim
jeho stimula¢niho Ucinku na sekreci prostaglandinu. Aminoguanidin (AG), specificky inhibitor
iNOS, zpUsobuje inhibici ovulace z 50 %. Tento inhibi¢ni ucinek AG byl kompletné odstranén

pomoci donoru NO — nitroprusidu sodného (Dixit a Parvizi, 2001).

NO hraje v reprodukci dvoji roli a to v zavislosti na jeho koncentraci. Pfi nizkych
koncentracich stimuluje ¢asné reprodukéni procesy. Nadbytek ale i nedostatek NO vSak maiji
negativni dusledky. U savcich oocytl, v podminkach in vitro, bylo zjiSténo, Ze vysoka
koncentrace NO inhibuje meiotické zrani, zplsobuje oxidacni stres a apoptdzu. Nizka
koncentrace naopak chrdni pred oxidacnim stresem, stimuluje meiotické zrani vin vitro
podminkach a prodluzuje ¢asovy interval, ktery je optimalni pro fertilizaci (Tichovska et al.,

2011; Romero-Aguirregomezcorta et al., 2014).

V samic¢im reprodukénim Ustroji byly lokalizovany vsechny tfi izoformy NOS (Bu et al.,
2003; Romero-Aguirregomezcorta et al., 2014), nNOS a eNOS byly lokalizovany na povrchu
epitelu, v bunkach stromatu, oocytech, thekalnich bunkach a v endotelidlnich bunkach cév.

iNOS byla lokalizovana na povrchu epitelu, v oocytech a vburfikdch mnohovrstevnych
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a antralnich folikula (Kim et al., 2001). Zd3 se, Ze zde funguje urcity intraovarialni systém,
generujici NO. Izoformy NOS jsou regulovany gonadotropiny. U potkan( bylo zjisténo, Ze
aktivita a produkce eNOS a iNOS se v prlbéhu ovaridlniho cyklu méni. mRNA iNOS roste
béhem rané faze proestru. K pocatecnimu zvySeni exprese proteinu iNOS dochdzi béhem
pozdni faze proestru, kterd je doprovdzena preovulaénim zvySenim hladiny estradiolu a LH.
Poté exprese iNOS klesa. Pfitomnost proteinu eNOS byla zjisténa béhem preovulaéni faze.
Cyklické zmény v expresi jednotlivych izoforem NOS ve vajeéniku podporuji hypotézu, Ze NO
prfimo ovliviiuje ovaridlni funkci (Dixit a Parvizi, 2001). Mysi s vyblokovanym eNOS genem
vykazuji vyrazné slabsi ovulaci (o 63 %) a je u nich zpoZzdéno meiotické zrani oocytd, pficemz
oocyty jsou zastaveny v Ml fazi. U samic s vyblokovanym nNOS genem nebyla zaznamendna
zadnda zména. Zda se, Ze do produkce NO ve vajecnikach je zapojena primarné eNOS, kterd je

také zodpovédna za zprostfedkovani procesu, vedoucich k ovulaci (Dixit a Parvizi, 2001).

3.2.6 Vyznam NO v reprodukénich biotechnologiich

V soucasné dobé se vchovu hospodarskych zvifat vyznamné rozviji reprodukéni
biotechnologie a to predevsim oplodnéni in vitro, klonovani pomoci pfenosu jader, produkce
transgennich zvifat ¢i prenos embryi. Biotechnologie u prasat postupuji pomalu a jejich
ucinnost je zatim stale nizkd. Vzhledem ktomu, Ze prasata se vyuZivaji nejen jako
hospodarska zvirata, ale predstavuji také vyznamny biomedicinsky model, je tfeba zvysit
ucinnost biotechnologickych metod pouZivanych u téchto Zivocichi. Klicovym faktorem je
pouzivani plné dorostlych oocytli s meiotickou kompetenci, které jsou schopny absolvovat
meiotické zrdni az do MII faze (Tichovska et al., 2011). Proto se stdle zvySuje poptdvka po

dostatecném mnozstvi kvalitnich oocytl (Nevoral et al., 2013).

Uloha NOS a NO ve fyziologickych procesech byla studovdna rdznymi metodami,
naptiklad pomoci genového knockoutu nebo NOS inhibitor( (Nevoral et al., 2013). Tichovska
et al. (2011) zjistili, Ze NOS inhibitory aminoguanidin a nespecificky inhibitor
N“-nitro-L-arginin metylester (L-NAME) blokuji meiotické zrani hned na pocatku, u oocytd
s ¢aste¢nou nebo plnou meiotickou kompetenci. Ddle se ukdzalo, Ze velké mnoZstvi NO,
pridané do in vitro kultivacniho média narusuje Zivotaschopnost oocytl. Tyto experimenty

tedy potvrdily spojeni NO s obdobim rlstu oocytll a se schopnosti ziskat meiotickou
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kompetenci. Je ale jasné, Ze NO neni jediny stimul, ktery reguluje rlstovou fazi (Tichovska
etal., 2011). Kromé rastové faze ma NO kli¢ovou roli i béhem zrani oocytl. Nedostatek NO
vede k naruseni zrani oocytl in vitro i in vivo, které se projevuje zpomalenim rozpadu
zarodecného vacku, snizenym poctem oocytll schopnych dosdahnout metafaze Il a
nevydélenim prvniho pélového téliska (Bu et al., 2003; Jablonka-Shariff a Olson, 1998; 2000;
Tao et al., 2004). Pro in vitro zrani prasecich oocytli je nezbytnd aktivita iNOS (Romero-
Aguirregomezcorta et al., 2014). NO jako soucast mikroprostiedi oddaluje starnuti oocyt(, a
tim sniZuje polyspermii (Miao et al., 2009). Pfidavek donorl NO a ani inhibitorii NOS do
kultivacniho média béhem zrani oocytl vSak nezvysSuje ucinnost IVF u prasat (Romero-
Aguirregomezcorta et al., 2014). Inhibitory L-NAME a aminoguanidin dokaZou navic potlacit
programovanou smrt i lyzu oocytld. Pro potvrzeni Ulohy NO jsou vsak nezbytné dalsi

experimenty (Nevoral et al., 2013).
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4 Material a metody

4.1 Material

4.1.1 Odbér vajecniku

Vajecniky byly odebirany od Sesti mésicnich hybridnich prasnicek (Bilé uslechtilé x
Landrace) o jatecni hmotnosti 110 kg, které byly porazeny na jatkdch v neznamé fazi
pohlavniho cyklu. BEhem jedné hodiny po pordice byly vajecniky pfevezeny do laboratore ve
fyziologickém roztoku (0,9% chlorid sodny) o teploté 38°C, kterd byla zajisténa pomoci
vytemperované termolahve. V laboratofi pak byly vajecniky proplachnuty v Cistém

fyziologickém roztoku, také o teploté 38°C.

4.1.2 Ziskani plné meioticky kompetentnich oocyti

Aspiraci folikuldrni tekutiny z folikul( o velikosti 2 az 5 milimetrd byly ziskavany piné
meioticky kompetentni oocyty o velikosti vnitiniho priiméru 120 — 125 um. Aspirace byla
provadéna pomoci 20 G jehly, kterd byla spojena s 20 ml stfikackou. Nasledné byly oocyty
pod stereomikroskopem prenaseny do modifikovaného média M199 pomoci sklenéné
kapilary. Médium M199 bylo obohaceno o laktat vapenaty (0,06 mg/ml), pyruvat sodny
(0,25 mg/ml), gentamicin (0,025 mg/ml), HEPES (1,5 mg/ml), a 10 % fetalni teleci sérum. Pro
dalsi experiment byly vybrany pouze ty oocyty, které mély kompaktni vrstvu kumularnich

bunék a homogenni cytoplazmu.
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4.2 Metody

4.2.1 In vitro kultivace oocytt

Vybrané oocyty byly pred kultivaci nejprve tfikrat proplachnuty v kultivaénim médiu
M199 a poté byly kultivovany ve C¢tyf-jamkovych miskdch NUNC, obsahujici 1 ml
modifikovaného média M199 s pridavkem 13,5 IU equinniho choriového gonadotropinu:
6.6 IU humanniho choriového gonadotropinu/ml (P.G. 600) pfi teploté 39 °C a 5 % CO,.
Kultivace probihala po dobu 46 hodin do stadia metafdze druhého meiotického déleni (Mll).
Oocyty pouzité pro kontrolu zrani byly po dobu 24 hodin fixovany v roztoku kyseliny octové
a etanolu (pomér 1:3). Poté byly oocyty barveny 1 % orceinem a pod fazovym mikroskopem
bylo hodnoceno staddium jaderného zrdni. Do experimentu byly oocyty zarazeny pouze
v pfipadé, Ze alespon 85 % z kontrolni skupiny zrani dosahlo pozadované Mll faze. Navic bylo

u oocytu kontrolovdno vydéleni prvniho pélového téliska pod stereomikroskopem.

4.2.2 Partenogeneticka aktivace oocytl

In vitro zralé oocyty byly zbaveny kumularnich bunék pomoci tenkosténné sklenéné
pipety a poté byly aktivovany oSetifenim oocytld 25 uM kalcium ionoforem A 23187 po dobu
5 minut. Po uplynuti této doby byly oocyty tfikrat oplachnuty v kultivaénim médiu a

kultivovany po dobu 18 — 20 hodin do stadia prvojader.

4.2.3 In vitro fertilizace

4.2.3.1 Priprava spermii

Pro in vitro fertilizaci byly pouzivany inseminacni davky od kancl plemene Landrace
s ovérenou plodnosti. Za Ucelem selekce Zivych spermii byl pouzit sloupcovy gradient Percoll,
ktery byl pfipraven z 2 ml 90 % Percollu (Tabulka €. 1), 2 ml 45 % roztoku Percollu vzniklého
fedénim 90 % Percollu v BTS (Tabulka ¢. 2) v poméru 1:1 a 0,5 ml semene. Tento sloupcovy
gradient byl centrifugovan pri 2100 otdckdch za minutu, po dobu 30 minut, za Ucelem ziskat
sediment s Zivymi spermiemi. Poté byl tento sediment zfedén 5 ml TALP média (Tabulka ¢. 3)
a znovu centrifugovan pfi 2100 otackach za minutu, po dobu 10 minut, aby se odstranily

zbytky Percollu a doslo ke kapacitaci spermii kofeinem obsazenym v médiu TALP. Vznikly
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sediment byl opét zfedén 1 ml Cerstvého média TALP a z tohoto vzorku byla spocitana
koncentrace spermii a hodnocena jejich pohyblivost. Pro experiment byly pouZity pouze
vzorky, v nichz mély spermie vyssi pohyblivost, nez 3 (v hodnoceni na subjektivnim

Zebricku 0-5).

Tab. 1 SloZeni 90 % roztoku Percollu

Slozka Koncentrace
(mM)
NaCl 0,97
HEPES 0,1
KCl 1
NaH,PO, 0,1
NaHCO; 0,15
CaCl, 1
MgCl,.6H,0 0,1
laktat sodny 0,001
Percoll 90 ml

Tab. 2 SloZeni fedidla BTS (Beltsville Thawing Solution)

Slozka Koncentrace (mM)
glukéza 0,0002
Na,.EDTA.2H,0 3,36
NaHCO3 15

citrat sodny 20

KCI 5
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Tab. 3 Slozeni média TALP

Slozka g/100 ml
redestilované H,0
NaCl 0,666
KCl 0,024
MgCl,.6H,0 0,01
laktat sodny 0,24 ml
NaH,P0O,4.H,0 0,0048
glukdza 0,09
NaHCO3 0,21
kofein 0,0388
laktat vdpenaty.5H,0 0,2466
polyvinylalkohol (PVA) 0,1
kanamycin 0,01
fenolova cerven 0,0001

4.2.3.2 Invitro fertilizace

In vitro zralé oocyty byly mechanicky zbaveny kumularnich bunék a oplachnuty
v médiu TALP, které bylo obohaceno o 3 mg/ml bovinniho sérového albuminu a 0,12 mg/ml
pyruvatu sodného. Oplachnuté oocyty byly pfeneseny do 500 pl média TALP ve ¢tyr-jamkové
misce NUNC a byly k nim pfidany kapacitované spermie o koncentraci 1x10° spermii/ml.
Spole¢na kultivace spermii s oocyty trvala 20 — 30 minut v zavislosti na rychlosti vazby
spermii na vrstvu zona pellucida oocyt(i. Nasledné byly oocyty oplachnuty od nenavazanych

spermii a kultivovany po dobu 18 — 20 hodin do stadia prvojader (zygoty).

4.2.4 Lokalizace izoforem NOS imunocytochemickym barvenim oocytu

Oocyty, byly nejprve mechanicky zbaveny kumuldrnich bunék a pomoci 0,1 % pronazy

i zony pellucidy. Poté byly fixovany v 2,5 % paraformaldehydu v BPS po dobu 60 minut
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pfi laboratorni teploté. Fixované oocyty byly nejprve dvé hodiny permeabilizovdny pomoci
0,5 % Tritonu X-100 v PBS, poté byly kratce oplachnuty v 0,1 % Tweenu 20 v BPS a ndasledné
byly pfes noc inkubovany vinkubacnim médiu, pfi teploté 4 °C. Inkubaéni médium
obsahovalo 0,1 % BSA a 0,01 % Tweenu 20 v PBS spolu s primarni protilatkou kralici
anti-NOS, kterd byla fedéna v poméru 1:100. Dalsi den byly oocyty pfi laboratorni teploté
promyty v roztoku 0,1 % Tweenu 20 v BPS, aby se odstranily zbytky nenavdzané protilatky
aopét inkubovany vinkubacnim médiu se sekundarni protilatkou anti-kralici IgG
konjugovanou s fluorescein-5-izothiokyanatem (FITC). Inkubace probihala jednu hodinu
ve tmé pfi laboratorni teploté. Takto kultivované oocyty byly jeSté nékolikrdt promyty
vroztoku 0,1 % Tweenu 20 v PBS a poté vroztoku 0,1 % BSA v PBS po dobu 10 minut.
Oplachnuté oocyty byly barveny barvivem Hoechst 33258 za ucelem vizualizace chromatinu
a oplachnuty v ekvilibraénim pufru. Nasledné byly oocyty pfipevnény na podlozni sklicko
v kapce glycerolu v BPS. Kontrolni skupina oocytl byla oSetfena stejné, pouze pfi prvni

inkubaci nebyla do inkuba¢niho média pridana primarni protilatka.

4.2.5 Vyhodnoceni experimetu

Oocyty byly pozorovany pod laserovym konfokalnim mikroskopem (Leica SPE,
Némecko). Fluorescence FITC byla stanovena pfi emisni vinové délce 520 nm. Laser byl
nastaven konzistentné pro vSechny analyzované vzorky. Fluorescence barviva Hoechst 33258

byla stanovena pfi emisni vinové délce 410 nm.

Snimky z konfokalniho mikroskopu byly hodnoceny pomoci programu analyzy obrazu
(NIS Elements 2003, Laboratory Imaging, Ceskd rebublika). Priimérna intenzita signalu FITC
byla mérena v oblasti prvojadra, cytoplazmy a korové oblasti oocytu ¢i zygoty. U oocytl,
které byly v metafazi ll, se méfila intenzita fluorescence v oblasti meiotického vieténka misto
oblasti prvojadra. Data z kazdé mérené oblasti oocytu byla porovnavana s intenzitou
fluorescence FITC v celém oocytu a tak byla stanovena relativni intenzita fluorescence pro

jednotlivé oblasti.

Ziskana data byla analyzovana pomoci neparametrického testu ANOVA v programu

Statistica, verze 12,0. Za statisticky vyznamnou byla povazovana hodnota P nizsi nez 0,05.
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4.3 Experimentalni schéma

Pro zjisténi vlivu zplUsobu aktivace na intracelularni distribuci izoforem NOS byly oocyty

rozdéleny do tfi experimentdlnich skupin dle vyvojového stadia ¢i zpUsobu aktivace:

1. 46 hodin kultivace in vitro (metafaze Il)
2. 18 —20 hodin po partenogenetické aktivaci
3. 18 -20 hodin po IVF (zygoty)

V kazdé experimentdlni skupiné byly ndsledné nepfimou imunofluorescenci lokalizovany

jednotlivé izoformy nNOS, eNOS a iNOS. Primérny pocet oocytll ve skupiné byl 25

minimalné vsak 8 oocyt(.
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5 Vysledky

Cilem diplomové prace bylo lokalizovat jednotlivé izoformy NOS (nNOS, eNOS a iNOS)
v praseCich oocytech a zjistit, zda zplsob aktivace oocytu ovliviiuje jejich intracelularni
distribuci. Pomoci imunocytochemického barveni byly lokalizovany vSechny tfi izoformy NOS
ve zralych i v aktivovanych oocytech. Vliv zplsobu aktivace na intraceluldrni distribuci

jednotlivych izoforem NOS nebyl prokazan.

Izoforma nNOS

Fluorescencni signdl nNOS byl zaznamendn u oocytl v MIl fazi zejména v korové oblasti
oocytu (Obrazek €. 3). Po aktivaci oocytu fluorescence nNOS vyrazné vzrostla a to zejména
v cytoplazmé v okoli prvojader. V prvojadrech byla nNOS také lokalizovana kromé oblasti
jadérek, kde imunofluorescencni signal zaznamenan nebyl. Ani u jedné z pozorovanych
oblasti vSak nebyl zaznamenan statisticky vyznamny rozdil v intenzité fluorescence mezi

partenogeneticky aktivovanymi oocyty a oocyty, jez byly in vitro fertilizovany (Tabulka ¢. 4).

Obr. €. 3 Intracelularni lokalizace izoformy nNOS ve zralych, v partenogeneticky
aktivovanych a in vitro fertilizovanych prasecich oocytech

Mil PA zygota

nNOS izoforma byla lokalizovana nepfimou imunofluorescenci pomoci anti-nNOS protilatky v prasecich
oocytech ve stadiu Mll, v partenogeneticky aktivovanych prasecich oocytech (PA) a v in vitro fertilizovanych
prasecich oocytech (zygota). Zelené je oznacen protein pomoci FITC, modie je oznacen chromatin pomoci

barviva Hoechst 33258. Oocyty byly snimany v roviné meiotického vieténka nebo prvojadra pfi 400x zvétseni.
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Tabulka €. 4 Relativni intenzita fluorescence nNOS ve zralych a vin vitro aktivovanych
prasecich oocytech

oblast
. prvojadra/meiotického ,

Skupina N VFeténka korova oblast cytoplazma
Ml 20 0,89 + 0,08 ** 1,15+ 0,05 ® 0,99 + 0,09 *
PA 49 1,01 £0,09 b 1,02 £ 0,09 0,97 £ 0,05

zygota 25 1,06 £ 0,17 ° 1,03 +0,14 0,91+0,11

MIl = oocyty v metafazi druhého meiotického déleni; PA = partenogeneticky aktivované oocyty; N = pocet
hodnocenych oocytl. Data jsou uvadéna jako primér + smérodatna odchylka.Vyznamné rozdily (P<0.05) mezi
jednotlivymi skupinami oocytl (MIl, PA, zygota) (sloupce) jsou oznadeny rozdilnymi pismennymi superskripty ab
a mezi jednotlivymi oblastmi oocytu (oblast prvojadra/meiotického vreténka, korova oblast,
cytoplazma) v jednotlivych  vyvojovych stadiich oocytu (radky) jsou oznaceny odliSnymi pismennymi
superskripty *®.

Izoforma eNOS

Oocyty v MIl fazi vykazovaly nejvyssi fluorescenéni signal eNOS v cytoplazmé
a v oblasti meiotického vieténka. Po aktivaci oocytu doslo k vyraznému poklesu fluorescence
(Obrazek ¢. 4). Oocyty, jez byly aktivovdny partenogeneticky, vSak vykazovaly signifikantné
vyssSi intenzitu fluorescence v korové oblasti, nez oocyty, které byly aktivovany spermii
béhem in vitro fertilizace (Tabulka ¢ 5 ). Fluorescence eNOS v oblasti prvojadra

avcytoplazmé nevykazovala statisticky vyznamny rozdil mezi partenogeneticky

aktivovanymi oocyty a zygotami.
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Obr. ¢. 4 Intracelularni lokalizace izoformy eNOS ve zralych, v partenogeneticky

aktivovanych a in vitro fertilizovanych prasecich oocytech

Mil PA zygota

eNOS izoforma byla lokalizovdana nepfimou imunofluorescenci pomoci anti-eNOS protilatky v prasecich
oocytech ve stadiu MIl, v partenogeneticky aktivovanych prasecich oocytech (PA) a v in vitro fertilizovanych
prasecich oocytech (zygota). Zelené je oznalen protein pomoci FITC, modie je oznacen chromatin pomoci

barviva Hoechst 33258. Oocyty byly snimany v roviné meiotického vieténka nebo prvojadra pfi 400x zvétseni.

Tabulka €. 5 Relativni intenzita fluorescence eNOS ve zralych a vin vitro aktivovanych
prasecich oocytech

|
Skupina N prvoja’dr(a)llor:::otického korova oblast cytoplazma
vieténka
Mil 27 1,01+0,17° 0,86+ 0,33 1,13+0,19
PA 8 0,57 + 0,48 ™* 1,19 + 0,248 1,24 +0,26 ®
zygota 13 0,99 + 0,48 38 0,46 + 0,47 ** 1,55+ 0,69 ®

MIl = oocyty v metafazi druhého meiotického déleni; PA = partenogeneticky aktivované oocyty; N = pocet
hodnocenych oocytl. Data jsou uvadéna jako priamér + smérodatna odchylka.Vyznamné rozdily (P<0.05) mezi
jednotlivymi skupinami oocytd (MlI, PA, zygota) (sloupce) jsou oznaceny rozdilnymi pismennymi superskripty ab
a mezi jednotlivymi oblastmi oocytu (oblast prvojadra/meiotického vieténka, korova oblast, cytoplazma) v
jednotlivych vyvojovych stadiich oocytu (fadky) jsou oznageny odlignymi pismennymi superskripty *°
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Izoforma iNOS

Izoforma iNOS byla lokalizovana prevainé v korové oblasti oocytl v MIl fazi. Po
aktivaci nadale pretrvavala nejvyssi intenzita fluorescence iNOS v korové oblasti, a to jak
u partenogeneticky aktivovanych oocyt(, tak u zygot (Obrdzek €. 5). Stejné jako v pripadé
nNOS nebyla iNOS pozorovdna v oblasti jadérek. Vyssi fluorescencéni signdl iNOS byl
zaznamendn v cytoplazmé v okoli prvojader. Rozdily v intenzité fluorescence iNOS mezi
partenogeneticky aktivovanymi oocyty a zygotami vSak nebyly statisticky vyznamné

(Tabulka €. 6).

Obr. ¢. 5 Intracelularni lokalizace izoformy iNOS ve zralych, v partenogeneticky

aktivovanych a in vitro fertilizovanych prasecich oocytech

Mil PA zygota

iNOS izoforma byla lokalizovana neptimou imunofluorescenci pomoci anti-iNOS protilatky v prasecich oocytech
ve stadiu M, v partenogeneticky aktivovanych prasecich oocytech (PA) a v in vitro fertilizovanych prasecich
oocytech (zygota). Zelené je oznacen protein pomoci FITC, modre je oznacen chromatin pomoci barviva

Hoechst 33258. Oocyty byly snimany v roviné meiotického vieténka nebo prvojadra pfi 400x zvétseni.
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Tabulka €. 6 Relativni intenzita fluorescence eNOS ve zralych a vin vitro aktivovanych
prasecich oocytech

|
Skupina N prvoja'dr(a)llon?::otického korova oblast cytoplazma
vieténka
Ml 25 0,74+0,33" 1,32+0,25° 0,94 +0,12°
PA 28 0,92+0,17" 1,18 +0,17°® 0,90 + 0,08 "
zygota 9 0,64 +0,18 " 1,28+ 0,24 ® 1,08+ 0,19 ®

MIl = oocyty v metafazi druhého meiotického déleni; PA = partenogeneticky aktivované oocyty; N = pocet
hodnocenych oocytl. Data jsou uvadéna jako primér + smérodatna odchylka.Vyznamné rozdily (P<0.05) mezi
jednotlivymi skupinami oocytt (MlI, PA, zygota) (sloupce) jsou oznaceny rozdilnymi pismennymi superskripty ab
a mezi jednotlivymi oblastmi oocytu (oblast prvojadra/meiotického vieténka, korovd oblast, cytoplazma) v

jednotlivych vyvojovych stadiich oocytu (fadky) jsou oznaceny odlisSnymi pismennymi superskripty B

Obr. ¢. 6 Kontrola intracelularni lokalizace NOS ve zralych, v partenogeneticky

aktivovanych a in vitro fertilizovanych prasecich oocytech

Mii PA zygota

Oocyty v kontrolni skupiné nebyly narozdil od oocytll v experimentélnich skupinach inkubovany s primarni
protilatkou, ale pouze s protilatkou sekundarni konjugovanou s FITC. MIl = oocyty ve stadiu metafaze druhého
meiotického déleni; PA = partenogeneticky aktivované oocyty. Modre je oznacen chromatin pomoci barviva

Hoechst 33258. Oocyty byly snimany v roviné meiotického vieténka nebo prvojadra pri 400x zvétseni.
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6 Diskuze

V této prdaci byly lokalizovany vsechny tfi izoformy NOS ve zralych a v aktivovanych
oocytech prasete. Pro zjisténi, zda béhem aktivace dochdzi k intracelularni redistribuci
izoforem NOS, byla lokalizace jednotlivych izoforem zjistovana téZ v oocytech nachazejicich
se v metafazi druhého meiotického déleni. Fluorescencni signdl izoforem nNOS a iNOS byl
zaznamenan zejména v korové oblasti oocytu. Oxid dusnaty, ktery je produkovany iNOS, je
dllezity pro expanzi kumulu a meiotické zrani oocytu (Tao et al., 2005). V experimentech
s mySimi oocyty doslo k zablokovani rozpadu zarodecného vacku a vydéleni pélového téliska
po oSetfeni aminoguanidinem, inhibitorem specifickym pro iNOS (Tao et al., 2004). I1zoforma
eNOS byla zaznamendna v cytoplazmé a v meiotickém vieténku prasecich oocytl
nachazejicich se ve stadiu metafaze Il. Huo et al. (2005) naopak pozoroval okolo sefazenych

chromozém v metafazi | a Il akumulaci izoformy iNOS.

Praseci oocyty po partenogenetické aktivaci, ale i po aktivaci oocytu spermii béhem
invitro fertilizace, vykazovaly zménu distribuce jednotlivych izoforem NOS. Role
NO v procesu aktivace prasecich oocytu byla jiz pfedtim prokdzana experimenty, kdy in vitro
zralé oocyty byly uUspésné aktivovany donory oxidu dusnatého. K aktivaci doSlo i pfi
mikroinjekci eNOS a kalmodulinu do oocytu prasete (Petr et al., 2005). Kalmodulin aktivuje
vSechny izoformy NOS, hlavné eNOS a nNOS, a je regulovan vapenatymi ionty (Alderton
et al., 2001). Vapnik tedy ovliviiuje signalni kaskadu zavislou na NO fadou mechanismu. Po
oSetfeni oocytl kalcium ionoforem za Ucelem partenogenetické aktivace byla nNOS i iNOS
lokalizovéna v oblasti prvojader. 1zoforma iNOS byla lokalizovana ve zralych i v aktivovanych
oocytech zejména v korové oblasti oocytu. V zygotach mysi byla fluorescence iNOS
zaznamendna téz v kortikalni oblasti oocytu a v perinukledrnim prostoru cytoplazmy.
Po in vitro fertilizaci navic doslo k vyznamnému narUstu aktivity iNOS, ktera dosdhla vrcholu
v zygotdch a ve 2-bunécénych embryich (Nishikimi et al., 2001). V korové oblasti oocytu
se nachdzi aktinova mikrofilamenta, kterd jsou soucasti kortikalniho cytoskeletu a pomoci
kterych dochazi k migraci kortikalnich granul smérem k oolemé a jejich nasledné exocytdze
béhem oplozeni (Sun a Schatten, 2006). Je moZné, Ze se iNOS podili na Ffizeni exocytozy
kortikalnich granul prostfednictvim regulace aktinovych mikrofilament. Izoformy iNOS

inNOS byly pozorovany i vcytoplazmé v okoli prvojader zygot, kde se nachazi sit
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mikrotubull nezbytnych pro migraci prvojader do stfedu vajicka a jejich naslednou syngamii
(Schatten, 1994). Vyskyt iNOS a nNOS v prvojadrech partenogeneticky aktivovanych oocytl
i oocytd aktivovanych spermii béhem in vitro fertilizace naznacuje moZnou souvislost
se zapojenim NO v procesu aktivace oocytu. Pfitomnost iNOS byla prokdzana i v samicim
a samcim prvojadre aktivovanych oocytl mysi (Huo et al., 2005). Pfi lokalizaci eNOS byla
naopak zaznamenana velice slaba imunofluorescence v oocytech po partenogenetické
aktivaci i po in vitro fertilizaci. Z téchto vysledk( by se dalo usuzovat, Ze eNOS neni zapojena
do procesu aktivace savcich oocytll. Experimenty jinych autor( vSak o jejim zapojeni svéddi.
U mysi byl protein eNOS lokalizovan v podobé drobnych granuli v cytoplazmé a v prvojadre
zygot mysi (Nishikimi et al., 2001). Injikovani eNOS spole¢né s kalmodulinem dokazalo
navodit aktivaci oocytu prasete (Petr et al., 2005). PouZiti inhibitoru L-NAME, ktery
pfednostné inhibuje eNOS, v kultivacnim médiu béhem in vitro zrani prasecich oocytli mélo
za nasledek snizeni % penetrujicich spermii do oocytu béhem IVF a nizsi pocet spermii
navazanych na zonu pellucidu. Tyto vysledky naznaduji, Ze je eNOS zapojena do interakce
gamet béhem oplozeni. Jakym zplsobem L-NAME modifikuje glykoproteiny zony pellucidy
vedouci k poklesu vazby spermii a jejich penetraci neni zatim objasnéno

(Romero-Aguirregomezcorta et al., 2014).

Aktivace oocytl je sloZity proces, ktery zahrnuje prolomeni druhého meiotického
bloku, exocytézu kortikalnich granul, dokonéeni druhého meiotického déleni a vydéleni
druhého pélového téliska (Yoshida et al., 1993; Williams, 2002; Yanagimachi, 2005).
V ptirozenych podminkach aktivuje oocyt spermie béhem oplozeni (Yanagimachi, 2005).
V in vitro podminkach je vsak fertilizace u prasat na rozdil od jinych hospodarskych zvitrat
stdle malo ucinna z dlivodu vysoké polyspermie (Coy et al., 2008). Jednou z moznosti, jak
zvysit produkci in vitro embryi u prasat, je partenogenetickd aktivace oocytl. Tu je mozné
navodit pomoci umélych stimull, mezi které patfi i donory oxidu dusnatého, SNAP a SNP
(Petr et al., 2005; 2010). SNAP je zdrojem NO in vivo, nebot je zné& NO uvoliovan po
penetraci do bunky pomoci endogennich enzymi (Megson, 2000) a je vhodnéjsi pro aktivaci
prasecich oocytll (Petr et al., 2005). Aktivace prasecich oocytd donorem NO probiha alespon
CasteCné pres aktivaci rozpustné guanylat cykldzy (Friebe a Koesling, 2003). Pro
partenogenetickou aktivaci oocytl donory NO je zfejmé specifickd role cGMP-dependentni

signalni kaskady (Petr et al., 2006). Nové studie vSak naznacuji, Ze NO nemusi regulovat
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procesy v oocytech pouze pres cGMP-dependentni signalni drahu, ale i pomoci S-nitrosylace
proteinl (Zhang a Hogg, 2005). Plyn NO a donory NO maji potencial indukovat S-nitrosylaci
proteint. NO muzZe vyvolat S-nitrosylaci lipidovych membran organel jako jsou mitochondrie
a endoplazmatické retikulum (Lee et al., 2013) a téZ aktivovat i ryanodinové receptory.
Aktivované ryanidonové receptory jsou schopny vyvolat partenogenetickou aktivaci oocyt(
nachdzejicich se v metafazi Il (Petr et al., 2002). Je moiné, Zze NO mlzZe byt zapojen do
aktivace oocytu rdznymi drahami. AvSak rozdil v intraceluldrni distribuci jednotlivych
izoforem NOS produkujici NO nebyl mezi oocyty aktivovanymi partenogeneticky a oocyty
aktivovanymi spermii béhem in vitro fertilizace zaznamenan. Nicméné je nezbytné provést
dalsi experimenty k objasnéni mechanismu aktivace oocytu pomoci oxidu dusnatého, aby
bylo mozné optimalizovat postupy partenogenetické aktivace prasecich oocytll a zvysit tim

in vitro produkci embryi.
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[ Zaveér

Cilem diplomové prace bylo zjistit, zda ma zplsob aktivace prasecich oocytl vliv na
intracelularni distribuci izoforem NO-syntdzy (neuronalni — nNOS, endotelidlni — eNOS,
indukovatelna — iNOS). Experiment byl vyhodnocovan pomoci laserového konfokalniho
mikroskopu na zakladé intenzity fluorescence jednotlivych izoforem. Ziskané snimky byly

poté hodnoceny pomoci programu analyzy obrazu (NIS Elements 2003, Laboratory Imaging,

Ceska rebublika).

Izoforma nNOS byla u vSech skupin oocytd (MIl, PA, zygota) lokalizovana zejména
v korové oblasti, po aktivaci oocytl vzrostl imunofluorescencni signal také v oblasti
prvojader. eNOS byla u oocytl v MIl zaznamendna zvldsté v cytoplazmé a v oblasti
meiotického vreténka. Po aktivaci oocytd vSak doSlo kvyraznému poklesu
imunofluorescence. Pouze vkorové oblasti byl zaznamendn u partenogeneticky
aktivovanych oocytu silnéjsi signal eNOS. Izoforma iNOS byla stejné jako nNOS zaznamenana

predevsim v korové oblasti oocytl v Mll, partenogeneticky aktivovanych oocytl i zygot.

V oocytech byly pomoci imunocytochemické metody zaznamendny vsechny tfi
izoformy NOS avsak statistické vyhodnoceni ziskanych dat neprokazalo statisticky vyznamny
rozdil v intenzité fluorescence jednotlivych NOS v pozorovanych oblastech oocytu (oblast
prvojadra, korova oblast, cytoplazma) mezi partenogeneticky aktivovanymi oocyty a oocyty,

jez byly aktivovany spermii pfi in vitro fertlilizaci.

Na zakladé vysledkl se zda, Ze zplsob aktivace praselich oocytd nemd vliv na

intracelularni distribuci jednotlivych izoforem NO-syntazy.
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9 Seznam pouzitych zkratek

AG — Aminoguanidin, specificky inhibitor iNOS
AMH — anti-Millerian hormon

APC — anafazi podporujici komplex

ART — Technologie asistované reprodukce
BMP — kostni morfogeneticky protein

CaM — kalmodulin

CaMKIl — kalmodulin dependentni kinaza Il
cAMP — cyklicky adenosin monofosfat

CG — kortikalni granula

cGMP — cyklicky guanosin monofosfat

CR — kortikalni reakce

CSF — cytostaticky faktor

DAG — diacylglycerol

DNA — deoxyribonukleova kyselina

FAD — flavin adenin dinukleotid

FMN — flavin mononukleotid

FSH — folikulostimula¢ni hormon

GDF-9 — rlstovy diferenciac¢ni faktor 9

GnRH — gonadtropiny uvolfujici hormon

GV — zarodecny vacek

GVBD - rozpad zarodecného vacku

IP3 —inositoltrifosfat

L-NAME — N*-nitro-L-arginin metylester, nespecificky inhibitor NOS
LH — luteinizacni hormon

LHRH — hormon uvoliujici luteinizacni hormon
MAPK — mitogenem aktivované protein kinazy
MI — prvni meioticka metafaze

MII —druhd meioticka metafaze

MPF — faktor podporujici metafazi

NADP+, NADPH — nikotinamidadenindinukleotidfosfat
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NO — oxid dusnaty

NOS, NO-syntaza — syntaza oxidu dusnatého

NOS I, nNOS — neuronova konstitutivni NO-syntaza
NOS II, iINOS — indukovatelna NO-syntdaza

NOS lll, eNOS — endotelidlni konstitutivni NO-syntdza
NGF — nervovy rlstovy faktor

OMI —inhibitor zrani oocytu

OVGP1 — glykoprotein specificky pro ovidukt

PGC — primordialni zarodec¢né bunky

PIP2 — fosfatidylinositolbisfosfat

PKA — protein kindza A

PKC — protein kinaza C

PLC — fosfolipaza C

PLCT — fosfolipaza C zeta, specificka pro spermie
SNP — nitroprusid sodny, donor NO

SLLP1 — spermiovy, lysozymu podobny protein
TBP2 — TATA vazebny protein 2

TGF-B — transformujici rastovy faktor B

ZP — zona pellucida
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