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ABSTRAKT

Disertacni prace se zabyvala vlivem sirovodiku na starnuti prase€ich oocytl a vlivem
oxidu dusnatého na partenogenetickou aktivaci oocytt zaby Xenopus laevis. Sirovodik a oxid
dusnaty jsou gasotransmitery patfici mezi endogenni signalni molekuly, které v organismu plni
roli druhych posli. Béhem procesu starnuti oocytii dochazi k mnoha funkénim a strukturnim
zménam, které ovliviiyji kvalitu a Zivotaschopnost oocytli a které mohou vyustit ve spontdnni
partenogenetickou aktivaci, fragmentaci ¢i lyzu oocytd. S délkou doby prodlouzené kultivace
oocytl dochazi ke zvySovani podilu spontanné¢ partenogeneticky aktivovanych, fragmentovanych
ale 1 lytickych oocytli a spolu s témito zménami dochazi ke snizovani podilu oocyti ve stadiu
MIL Pfic¢inou je inaktivace faktorGi majicich vliv na udrZeni oocyti ve 2. meiotickém bloku,
hlavné inaktivace MAPK a MPF.

Vysledky experimentii se sirovodikem potvrzuji, Ze sirovodik je aktivné zapojen do
regulace procesi spojenych se starnutim prasecich oocytii. Bylo prokézéano, Ze u stdrnoucich
prasecich oocytl, které jsou vystaveny donoru sirovodiku, dochéazi zcela k potlaceni indukce
apoptdzy, tedy k fragmentaci oocytu. Inhibici enzyml endogenné¢ produkujicich sirovodik
V oocytu prasete, cystathionin B-syntazy (CBS) a cystathionin y-lydzy (CTH), dochazi v pritbéhu
procesu starnuti praseich oocytli k akceleraci procesu starnuti a diivéjSimu nastupu
fragmentace oocytil. U¢inek inhibitort, kyseliny oxamové (CBS) a D,L-propargylglycinu (CTH)
1ze zvratit pouzitim donoru sirovodiku Na,S.

Béhem starnuti prasecich oocytll se nam nepodafilo lokalizovat CBS. CTH vsak byla
lokalizovéana v jednotlivych loziscich v cytoplazmé jak ve stadiu MII a tak v oocytech po 24, 48
a 72 hodinach prodlouzené kultivace. Intenzita signalu vSak v priitbéhu procesu starnuti slabne.

Oxid dusnaty (NO) je zapojen do regulace partenogenetické aktivace oocytl Xenopus
laevis, jeho role vsak zustava i nadale neobjasnéna.

Donor oxidu dusnatého (SNAP) je schopen navodit partenogenetickou aktivaci zabich
oocytt, ale nevykazuje spektrum procesu typickych pro fertilizaci vajicka spermii. Po delsi dobé
kultivace oocytti se SNAP se objevuji vnéjsi znamky partenogenetické aktivace, o ¢emz sveédci
pigmentova piestavba typicka pro kortikalni reakci. SNAP indukoval exocytozu kortikalnich
granul. MAPK a jeji efektor p90rsk byly do 30 minut po piidani SNAP defosforylovany, zatimco
MPF zutstal aktivni, tyrozin 15 byl nefosforylovan a troven cyklinu B byla stabilni. Aktivita
MPF byla potvrzena fosforylaci histonu H3 a absenci degradace Mos. U oocyti oSetifenych
SNAP aktivita MAPK klesa, ale MPF zustava aktivni. Pokles aktivity MAPK souvisi
s reorganizaci déliciho vieténka, tvorbou prvojader a pigmentovou piestavbou pii migraci
prvojadra.

NO-Scavenger CPTIO nenarusil vstup do MII faze a meiotické zrani oocyti Xenopus
laevis, protoze oocyty stimulované progesteronem po osetieni CPTIO obnovily a dokoncily

meiotické zrani podobné¢ jako kontrolni skupina oocytid. Mikroinjekce CPTIO vsak blokovala



ucinky SNAP na oocyty, tedy i inaktivaci MAPK, reorganizaci déliciho vieténka a tvorbu
prvojadra.

Byla prokazéna dileziti role Ca®* v procesu partenogenetické aktivace indukované
oxidem dusnatym, jez byla naruSena v médiich CaLim a CaFree. NaSe vysledky naznacuji, ze
NO specificky indukuje partenogenetickou aktivaci u oocyti Xenopus laevis, a to prave
prostiednictvim Ca** dependentniho mechanismu, i kdyZ mechanismus t&inku NO je tieba jests

urcit.

Klicova slova: oocyt, starnuti, partenogeneticka aktivace, sirovodik, oxid dusnaty, prase,

Xenopus laevis.



ABSTRACT

This thesis examined the influence of hydrogen sulfide on ageing of porcine oocytes and
the effect of nitric oxide in the parthenogenetic activation of oocytes of frog Xenopus laevis.
Hydrogen sulfide and nitric oxide are gasotransmitters belonging to endogenous signalling
molecules which in the organism act as second messengers. During the process of ageing of
oocytes there are many functional and structural changes that affect the quality and viability of
the oocytes and that can result in spontaneous parthenogenetic activation, fragmentation or lysis
of oocytes. The proportion of spontaneous parthenogenetic activated, of fragmented and of lytic
oocytes is increased with the length of time of prolonged cultivation. The proportion of oocytes
in MII stage is reduced together with these changes. The reason this is inactivation of factors
affecting the maintenance of oocytes in the 2nd meiotic arrest, especially inactivation of MAPK
and MPF.

Results of experiments with hydrogen sulfide confirm that hydrogen sulfide is actively
involved in regulation of processes associated with ageing of porcine oocytes. It has been
demonstrated that ageing of porcine oocytes exposed to donor of hydrogen sulfide, occured
entirely to suppress induction of apoptosis, thus the fragmentation oocyte. Inhibition of enzymes
endogenously producing hydrogen sulfide in porcine oocytes, cystathionine p-synthase (CBS)
and cystathionine y-lyase (CTH), leads to the to accelerating during the process of ageing and
earlier onset of fragmentation of porcine oocytes. The effect of inhibitors, oxamic acid (CBS)
and D, L-propargylglycin (CTH) can be reversed by using donor of hydrogen sulfide Na,S.

We failed to locate CBS in the process of porcine oocytes. However CTH was localized
in individual deposits in the cytoplasm in the MII stage and in oocytes after 24, 48 and 72 hours
of prolonged cultivation. However, the intensity of signal decreased during the ageing.

Nitric oxide (NO) is involved in the regulation of parthenogenetic activation of Xenopus
laevis oocytes, but its role remains unclear.

Nitric oxide donor (SNAP) is able to induce parthenogenetic activation of the oocytes,
but does not show processes typice range for egg fertilization by sperm. After prolonged
cultivation of oocytes with SNAP are noticed external signs / markers of parthenogenetic
activation. This result is supported by rebuilding of the pigment typical for cortical reaction.
SNAP induced exocytosis of cortical granules. MAPK and its downstream effector p90rsk were
dephosphorylated within 30 minutes after addition of SNAP. MPF remained to active, tyrosine
15 was unphosphorylated and the level of cyclin B was stable. MPF activity was confirm by
phosphorylation of histone H3 and the absence of degradation of Mos. In oocytes treated with
SNAP decreases activity of MAPK, but MPF remains active. The decrease inactivity of MAPK
related with deorganization mitotic spindle, formation of pronucleus and pigment rebuilding

during migration of pronucleus.



NO-Scavenger of CPTIO not disturb the entry into MII stage or meiotic maturation of
Xenopus laevis oocytes, because oocytes stimulated by progesterone after treatment of CPTIO
resumed and completed meiotic maturation similar to the control group of oocytes.
Microinjection of CPTIO blocked the effects of SNAP on oocytes, inactivation of MAPK,
deorganization of mitotic spindle and formation of pronucleus.

Important role of Ca?* was demonstrated in the process of parthenogenetic activation of
oocytes induced with nitric oxide, which was impaired in the medium CaFree and medium
CaLim. Our results suggest that NO specifically induced parthenogenetic activation in oocytes of
Xenopus laevis, through Ca?*-dependent mechanism. The mechanism of effect NO has yet to be

determined.

Keywords: oocyte, ageing, parthenogenetic activation, hydrogen sulfide, nitric oxide, pig,

Xenopus laevis.
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UvVOoD

S rozvojem biotechnologickych metod v reprodukei jsou kladeny stale vyssi pozadavky
na ziskavani kvalitnich oocytd dozralych vin vitro podminkach. Mezi reprodukéni
biotechnologie hospodatskych zvifat, vyuzivajici takto kultivované oocyty, patii napiiklad in
vitro fertilizace, in vitro produkce embryi, ¢i klonovani ptenosem jader somatickych bunék.
Efektivita téchto metodik je limitovana kvalitou in vitro dozralych oocyti a také vhodnym
nacasovanim in vitro oplozeni. Prase je ¢asto vyuzivano jako modelovy organismus pro metody
xenotransplantace a i pro humanni medicinu. Prase je druhem velice problematickym,
zamrazovani inseminacnich dévek, embryi, ale také metoda klonovani stdle neni dostate¢né
uspésna.

Oocyty, u kterych nedochazi k oplozeni véas, podléhaji zménam oznacovanym jako
starnuti, béhem nichz dochazi k vyraznému snizeni jejich kvality. Starnouci oocyty mohou
podléhat programované bunééné smrti apoptoze ¢i nekrdze. Proces starnuti brani vyuziti oocytt
pro reprodukéni biotechnologie. Pro zvySeni efektivity reprodukénich biotechnologii je nutné
dukladné popsat regulacni mechanismy procesu starnuti oocytti. Mezi faktory, které mohou mit
vliv na priib¢h starnuti prasecich oocytl, patii signalni molekuly gasotransmiterti, mezi néz patii
oxid dusnaty, oxid uhelnaty a sirovodik.

Oxid dusnaty je v soucasnosti jednou z nejstudovangjSich signalnich molekul. NO
funguje jako druhy posel a je syntetizovan ve stopovém mnozstvi v riznych zivoc¢isnych tkanich.
V roce 1998 byla ud€lena Nobelova cena za fyziologii za objev vasodilataéniho u¢inku oxidu
dusnatého v kardiovaskularnim systému. NO ma velmi kratky polo€as rozpadu. NO je zapojen
do mnoha rbznych fyziologickych a reprodukénich procesti. V tadé studii byl prokazan
vyznamny podil na regulaci vyvoje oocytl. NO hraje vyznamnou Ulohu v partenogenetické
aktivaci oocytu. Donor NO SNAP je schopen navodit partenogenetickou aktivaci oocytil prasete
a zab Xenopus laevis.

Sirovodik je signalni molekulou ptlisobici v organismu jako vyznamny inhibitor
intracelularniho metabolismu. Podili se na regulaci jak mnoha fyziologickych, tak i patologicky
probihajicich procesti v organismu. V sav¢ich tkanich je sirovodik endogenné produkovan z L-
cysteinu, a to dvéma enzymy cystathionin B-syntazou a cystathionin y-lyazou. Zminéné enzymy
byly nalezeny v somatickych buiikach v centralni nervové soustavé, v kardiovaskularnim
systému, ve vyluCovaci soustavé a také v reprodukénim systému samce a samice. Intracelularni
koncentrace H,S se v tkanich pohybuje v rozmezi 46-160 uM. Jakou konkrétni roli hraje
sirovodik v regulaci procesti, probihajicich béhem rastu, zrani a starnuti oocytii, zatim neni zcela

Znamo.



Cilem této prace bylo potvrdit hypotézy o zapojeni gasotransmiterti do partenogenetické
aktivace a starnuti oocytt. Prvnim dil¢im cilem bylo potvrdit, Ze sirovodik je zapojen do
regulace procesu starnuti prasecich oocyti. Druhym dil¢im cilem bylo potvrdit, ze oxid dusnaty

je zapojen do regulace procesu partenogenetické aktivace oocytd Zab Xenopus laevis.



1 LITERARNI RESERSE

1.1  Oogeneze

Oogeneze je proces, béhem né¢hoz se u samic, jiz v prubéhu fetadlniho vyvoje zacinaji
tvofit pohlavni buniky, a ktery se zastavuje na konci pohlavni aktivity samice. Vysledkem jsou
zralé, oplozeni schopné oocyty (Romanovsky et al., 1988, Wassarman, 1988, Johnson et al.,
2004).

Samici zarode¢na bunka béhem svého vyvoje redukuje sviij geneticky material v procesu
tzv. reduk¢niho déleni, meidzy. Tento proces je zahdjen v embryonalnim obdobi. B€éhem celého
procesu meidzy dochazi k dvojimu zastaveni, tzv. prvnimu a druhému meiotickému bloku.
V obdobi dospivani je oocyt uvolnén z prvniho meiotického bloku v profazi I znovuzahajenim
meidzy, v obdobi ovulace dochazi k dalsimu zastaveni ve druhém meiotickém bloku v metafazi
I, ktery je prolomen vstupem spermie do oocytu a meidza je dokoncena.

V ¢asném embryonalnim vyvoji se u samic v ovariich vytvareji pohlavni bunky - gamety
(primordidlni zarode¢né builkky — Primordial Germ Cells, PGC), popfipadé bunky, ze kterych
prapohlavni buriky vznikaji cestou tzv. zarode¢né drahy (Sladecek, 1986, Romanovsky et al.,
1988, Wassarman, 1988, Hafez et Hafez, 2000). Primordialni zarode¢né bunky jsou
extragonadalniho ptivodu (Rozinek et al., 1995, Hafez et Hafez, 2000). K migraci téchto bun¢k
do ovarii dochazi u prasete cca 30. den (Romanovsky et al., 1988, Matova et Cooley, 2001,
Eppig et al., 2004).

Vyvoj oocytli béhem oogeneze probiha ve tiech fazich: faze mnozeni zdrodecnych bunék,

faze ristu oocytl a faze zrani oocytu.

1.1.1 Faze mnoZeni zarode¢nych bunék a folikulogeneze

Primordialni zarodeéné bunky zanotfené do korové vrstvy ovaria oznacujeme jako
0ogonie, jedna se o primordialni zarode¢né bunky, jez ztratily schopnost migrace. Tyto buiky se
mitoticky mnozi do okamziku, kdy vstoupi do profaze I meiotického déleni (Sladecek, 1986,
Romanovsky et al., 1988, Wassarman, 1988, Picton et al., 1998, Bielanska-Osuchowska, 2006).
Oogonie se lisi od ostatnich typl bun¢k svymi cytotochemickymi vlastnostmi, morfologii a
velikosti (Wassarman, 1988). Oogonie mezi sebou komunikuji pomoci mezerovych spoji (gap
junctions) a desmozomu. Komunikuji tak spolu dokonce celé shluky oogonii i na né piilehlé
somatické bunky (Guraya, 2000). Gap junctions se skladaji z proteinti konexinu, jejichz exprese
je spojena s proliferaci granuléznich bunék a stupném folikulogeneze, coz je dulezité pro rust,
vyvoj a meiotické zrani oocytu (Vanderhyden, 2002, Fair, 2003). Gap junctions umoziuji pienos

aminokyselin, metabolitii a nukleotida do rostouciho oocytu (Eppig, 1991).



V pribéhu oogeneze se oogonie asymetricky déli, tim vznikaji primordidlni oocyty
obklopené vrstvou pregranuloznich bun¢k (Wassarman, 1988, Picton et al., 1998). U prasat
dochazi ke zméné oogonie v primarni oocyt pied 40. dnem embryonalniho vyvoje (Black et
Erickson, 1968, Picton et al., 1998). Primarni oocyty se v ovariu nachazeji v primordialnim
folikulu a vykazuji zvySenou syntetickou aktivitu a rostou. Béhem této faze se v kazdém ovariu
vytvaii zasoba primordialnich folikuli v mnozstvich desetitisicti az statisicii: prase 210 tisic,
¢lovek 500 tisic, mys 10 tisic (Romanovsky et al., 1988, Fair et al., 1995, Gosden et al., 1997).
Pivodnim piedpokladem je, Ze samice se rodi s koneCnym poctem zarodecnych bunck
(Sladecek, 1986, Romanovsky et al., 1988). Avsak tento predpoklad byl vyvracen nékterymi
studiemi. Faze mnozeni zarodeénych bunc¢k neni omezena pouze na prenatalni fazi zivota
samice, ale k mnozeni zarodeénych bunék dochazi i béhem Zivota samice (Johnson et al., 2004,
Bukovsky, 2005). U samic dospélych i juvenilnich my$i byly nalezeny mitoticky aktivni
zarodecné buiky ve vajeCnicich i1 v extragonadalni tkani — v kostni dieni a v krevnich bunkach.
Slouzily jako zasoba zarode¢nych bunék, které vSak Casto podléhaly atrézii (Johnson et al. 2004,
2005). Dalsi studie potvrdila Johnsonovu teorii, kdyz autofi ziskali zarode¢nou linii z bunék

adultnich mysi (Zou et al., 2009).

1.1.2 Faze ristu oocytu a folikulogeneze

V této fazi dochazi k vyraznému zvySeni syntetické aktivity oocytu a intenzivnimu
mitotickému déleni folikuldrnich buné€k. Za iniciaci této faze jsou zodpovédné oocyty (Sladecek,
1986, Romanovsky et al., 1988, Eppig, 2001).

Ristova faze je velmi dlouha, mize trvat i nékolik let (Sladecek, 1986, Romanovsky et
al., 1988).

Rostouci oocyt je obklopen jednou nebo vice vrstvami epitelidlnich somatickych bunék
tvoricich kolem oocytu vacek — folikul (Wassarman, 1988, Picton et al., 1998). Primordialni
folikuly byly pozorovany ve vajeCnicich embryi prasat uz 56. den po inseminaci (Bielanska-
Osuchowska, 2006). Postupné dochazi ke zméné folikularnich bunék na bunky kubické a folikul
se stava folikulem primarnim. V pribéhu ristové faze se pregranuldzni buiiky folikulu déale déli
a z primarniho folikulu se stava folikul sekundarni (Sladecek, 1986, Eppig, 1991, Fair, 2003).

S postupujicim vyvojem se vrstvenim granuléznich bunék vytvaii membrana granulosa
obklopena prokrvenym pojivovym obalem zvanym theca foliculli. Bunky theca foliculli se
diferencuji na theca foliculli interna a theca foliculli externa. Jakmile je oocyt obklopen vice nez
jednou vrstvou granuldznich bunék, je folikul oznacovan jako sekundarni ¢ili folikul preantralni
(Eppig, 2001, Fair, 2003). V této fazi dosahuji u prasat folikuly velikosti 300 um a prasec¢i oocyt

dosahuje 90 um (Van den Hurk et al., 1997). U savci postupné vznika v mnohovrstevném
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sekundarnim folikulu dutina (antrum folliculi) vyplnéna folikularni tekutinou, do této dutiny ¢ni
oocyt na tzv. vejconosném hrbolku (cumulus oophorus) (Wassarman, 1988, Vanderhyden et al.,
1993, Hunter, 2000, Eppig, 2001). Do zformovani antralni dutiny uplynou u prasete tfi mésice
(Hunter, 2000). Tento folikul se potom oznacuje jako terciarni nebo antralni folikul, ktery ma pro
oocyt tii zakladni funkce — vytvaii ochranny obal oocytu, zajistuje jeho vyzivu a podili se na
hormonalné regulacni funkci (Sladecek, 1986). Rust antralnich folikuli se uskutecnuje
predevsim pod vlivem folikulostimula¢niho hormonu (FSH) v krvi (Fair, 2003). Folikul se pod
vlivem folikularni tekutiny vyklenuje nad povrch ovaria a vznika tak velky pfedovulacni folikul
predstavujici posledni stadium vyvoje folikulu (Wassarman, 1988). U prasnice se v cyklu vyviji
vice nez 50 folikult. U prepubertalnich prasni¢ek se na ovariu nachazi 70 % primordidlnich
folikuld, 3 % primarnich, 30 % sekundarnich a maly pocet terciarnich folikuli a zZadna zluta
téliska. U prasnic ma na selekci folikult vliv pifedevsim zluté télisko. Béhem estralniho cyklu
prasnic se méni pomér zdravych a atretickych oocytit (Knox, 2005). Folikularni bunky kolem
oocytu V antralni dutiné tvoifi obal corona radiata. Po ukonéeni zrani oocytu se mikroklky
(mikrovilli) plazmatické membrany zatahuji do oocytu a vrstva glykoproteinti obalujici oocyt se
stava hlavnim obalem oocytu — zonou pellucidou (Norberg, 1972, Sladecek, 1986). Zona
pellucida chrani oocyt pfed mechanickym poskozenim, slouzi jako sekundarni blok proti
polyspermii pii oplozeni a vytvafi bariéru proti proniknuti spermie jiné¢ho zivocisného druhu
(Yurewicz et al., 1987, Gosden et al., 1997).

Granul6zni buniky se v riistové f4zi méni na dva typy bunck — builky tésné obklopujici
oocyt (kumularni) a buiiky té€sné sousedici s bunikami vnitini stény folikulu (muralni) (Buccione
et al., 1990). Kumularni bunky pii zvySené¢ hladiné LH expanduji a po ovulaci zlstavaji
S 00cytem asociovany az do oplozeni (Vanderhyden et al., 1993, Fair, 2003).

Jen malé mnozstvi rostoucich folikuli dosdhne findlni velikosti, dozraje a ovuluje,
vétSina z nich podléhd atrézii (apoptotickému zéniku).

Oocyty prasete rostou z pavodnich 30 um bez zony pellucidy do velikosti o priméru 120
um u plné dorostlého oocytu ve folikulu o velikosti 1,8 mm (Motlik et Fulka, 1986, Hyttel et al.,
1997, Lanska et al., 2006). U prasete tato faze trva cca 3 mésice (Morbeck et al., 1992).



Zmény morfologie a biochemické zmény oocytu ve fazi rastu

V pribehu ristové faze v cytoplazmé oocytu dochazi k syntéze a hromadéni rezerv zivin
a prekurzort proteint potiebnych pro prubéh meiotického zrani a nasledny casny embryonalni
vyvoj (Gosden et al., 1997, Picton et al., 1998). Dochazi k morfologickym zménam mnoha
intracelularnich organel. Silné se zvétSuje jadro oocytu, které se ve fazi diktyotene oznacuje
jako zarodeény vacek (GV — germinal vesiculli). Se zvétSovanim jadra se zvétSuje i jadérko,
které se v jadie jevi jako zarode¢na skvrna (macula germinativa) (Wassarman, 1988). Chromatin
GV se formuje do typické podkovovité struktury (Wassarman et Albertini, 1994). ZvySuje se
pocet mitochondrii a méni se i jejich tvar a syntetickd aktivita. Aktivita endoplazmatického
retikula a Golgiho aparatu béhem rastové faze oocytu vyrazné stoupa (Fair et al., 1997, Guraya,
2000). Golgiho komplex se v oocytu nachazi pobliz zarode¢ného vacku a v priubéhu ristu oocytu
se rozpada na drobné vackovité utvary, které se premist'uji do prostoru kortexu a podili se, spolu
s endoplazmatickym retikulem a multivezikuldrnimi t€lisky, na vzniku kortikdlnich granul.
Ke konci ristové faze Golgiho komplex zpracovava latky nezbytné pro dal$i vyvoj oocytu.
U savcl béhem ristové faze v nékterych piipadech zanika centriola (Norberg, 1972, Sladecek,
1986, Romanovsky et al., 1988, Wassarman, 1988, Hyttel et al., 1999, Bielanska-Osuchowska,
2006). Chromatin je dekondenzovany v zarode¢ném vacku do periukledrnich prstencii ¢i jinych
odpovidajicich struktur dle zivo¢isného druhu (Tan et al., 2009b). Chybi-li v oocytu nékteré
strukturni organely, je narusen zisk meiotické kompetence a samice se stava sterilni (Eppig et al.,
2002).

V oocytu dochazi i k mnoha biochemickym zménam, zejména se zvySuje ¢innost
proteosyntetického aparatu. ZvétSovani oocytu tedy souvisi s mimotadnou syntetickou aktivitou.
Syntetizuje se mnozstvi zdsobni RNA v oocytu (az 200x oproti somatickym buitkdm), pfedevsim
ribozomalni RNA (Moore, 1978, Sladecek, 1986, Romanovsky et al., 1988). Po ukonceni faze
ristu oocyty obsahuji 15 % mRNA (messenger RNA), 20-25 % tRNA (transfer RNA) a 60-65 %
rRNA (ribosomal RNA). MnozZstvi rRNA v polyzomalni formé ¢ini 20 %, zbytek zdsobni rRNA
je v translaéné neaktivni formé a k jeji translaci do ribozomt dochézi az v pribéhu casné
embryogeneze (Greenwald et Terranova, 1988, Hyttel et al., 1999, Guraya, 2000). Po oplozeni
jsou tyto ribozomy vyuzity k okamzité proteosyntéze, a to az do doby, neZ je reaktivovan
embryonalni genom a casné embryo je schopné vlastni syntézy rRNA (Sladecek, 1986,
Romanovsky et al., 1988). Dale se syntetizuji glykoproteiny vrstvy zony pellucidy, laktat
dehydrogenéza, tubulin, aktin, kalmodulin, histony a mitochondrialni proteiny (Wassarman,
1988).



Zisk meiotické kompetence oocytu

Meiotickd kompetence je sChopnost oocytu znovuzahdjit a dokoncit meiotické zrani
oocytu dosazenim metafaze II. Tuto schopnost oocyty postupné ziskavaji béhem faze ristu a
zavisi pravé na velikosti oocytu a folikulu (Motlik et al., 1984, Eppig, 2001).

Zisk meiotické kompetence v in vitro podminkach je zavisly na stupni vyvoje oocytt
(Armstrong, 2001). To jiz bylo potvrzeno u oocyta lidi a primat (Edwards, 1965), mysi (Eppig
et al., 1992), potkanti (Vanderhyden et Armstrong, 1990), ovci (Staigmiller et Moor, 1984),
skotu (Liebfried-Rutledge et al., 1987) a i u prasat (Mattioli et al., 1988).

Zisk meiotické kompetence je mimo jiné zavisly na hormondlni regulaci, pfedevS§im na
hladinach luteiniza¢niho hormonu (LH) a také na folikularnim vyvoji, kde je vyznamné ovlivnén
stupném atrézie folikulu (Armstrong, 2001). V prub¢hu riustu jsou nejprve oocyty prasete
meioticky zcela nekompetentni. Jedna se o malé rostouci oocyty s vnitinim prumérem do 100
um. Tyto oocyty nejsou schopné znovuzahdjeni meiotického zrani (Miyano, 2003). Castednd
kompetentni oocyty prasete (o vnitinim priuméru kolem 110 pm) jsou schopné zahdjit meiotické
zrani, ale nejsou schopné ho dokonc¢it (Hampl et Eppig, 1995, Schramm et Bavister, 1999). Pln¢
kompetentni oocyty prasete (o vnitinim pruméru 120 um — plné dorostlé oocyty) jsou nejen
schopné znovuzahajit, ale i dokonc¢it meiotické zrani dosazenim metafaze II a stat se tak oplozeni
schopnymi oocyty (Motlik et al., 1984, Morbeck et al., 1992, Petr et al., 1994). Nezbytnym
faktorem pro zisk meiotického kompetence je piitomnost granuldznich bun¢k (Petr et al., 1994).
Pro zisk plné¢ kompetentnich prasecich oocytil je nejvhodnéjsi odbér dorostlych oocytil z ovarii v

pozdni lutealni nebo ¢asné folikularni fazi ovarialniho cyklu (Machatkova et al., 2008).

1.1.3 Faze zrani oocyti

Do faze zrani vstupuji oocyty plné dorostlé a béhem této faze se oocyty stavaji oplozeni
schopnymi (Wassarman, 1988). V in vivo prostfedi stimuluje znovuzahajeni meiotického zrani
zvyseni hladiny hypofyzarnich hormonti — LH a FSH. V podminkach in vitro je stimulem izolace
oocytu z folikulu (Fan et al., 2002). Z dosud diploidnich bun€k vznikaji meiotickym délenim
bunky haploidni. Z primarniho oocytu heterotypickym délenim vznika sekundarni oocyt a prvni
polova bunka (Sladecek, 1986, Romanovsky et al., 1988).

V rostoucich a dominantnich folikulech oocyty zlstavaji zastaveny ve stddiu diplotene
profaze 1. V in vivo podminkach zacina faze zrani u prasat asi 48 hodin pfed ovulaci. Stimulem
pro znovuzahdjeni meidzy je zvySend hladina LH, ve které hraje nezbytnou roli komunikace
oocytu s okolnimi somatickymi bunikami. Oocyt nema receptory pro gonadotropni hormony,
proto hormonalni signal piisobi pfes granuldzni bunky, které na svém povrchu maji odpovidajici

receptory (Lawrence et al., 1980, Picton et al., 1998). Po zvyseni hladiny LH nastava naruSeni
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gap junctions mezi oocytem a kumuldrnimi buiikami, které jsou nadale zadrzeny v blizkosti
oocytu pomoci kyseliny hyaluronové, v procesu expanze kumulu (Wassarman, 1988).

Po prasknuti folikulu dochazi k procesu ovulace, kdy oocyt dozrava praveé v obdobi mezi
LH vlnou a ovulaci (Van den Hurk et al., 2000). Pii sestupu vejcovodem je meidza opét
pozastavena, jedna se o tzv. druhy meioticky blok. Pokracovani a dokonceni meidzy je mozné
jen po tzv. aktivaénim stimulu, v in vivo podminkach jim je prinik spermie pii oplozeni a in

vitro muze byt vyvolan partenogenetickou aktivaci, naptiklad ionty vapniku (Hunter, 2000).

Heterotypické déleni (redukéni) (obr. €. 1) — prvni cyklus meiotického déleni, které se

odliSuje od mitdzy a je to pomérné slozity dé€j. Zahrnuje piipravné obdobi proleptotene, béhem
néhoz se dokoncuje replikace DNA. Samotné heterotypické déleni, v némz profaze | (PI)
zaujima 90 % d¢je, probiha v nékolika fazich (Sladecek, 1986, Romanovsky et al., 1988).

Prvni fazi heterotypického déleni je faze oznaCovand LEPTOTENE. Toto stadium je
dlouhé 3-6 hodin a odpovida rané mitéze (Romanovsky et al., 1988). V této fazi je zahajeno
meiotické déleni a dochazi ke kondenzaci, dehydrataci a zviditelnéni chromozému (Wassarman
et Albertini, 1994). Mizi jaderné poéry. Chromatin se stava heterochromatinem (Tan et al.,
2009b). Chromozomy jsou v diploidnim poc¢tu (2n) a jejich telomery sméfuji k ur¢itému mistu
jaderné membrany. Tomuto uspofadani se fika buket (Sladecek, 1986, Romanovsky et al., 1988).

Druha faze je oznatovana ZYGOTENE a dochazi zde k podélné synapsi homolognich
chromozomu, jejichz telomery jsou zakotveny v jaderné membrané. Dale se vytvaii synapticky
komplex - synapton (spojovaci bilkovina) a sparované chromozomy vytvareji bivalenty
(Sladecek, 1986, Romanovsky et al., 1988, Wassarman et Albertini, 1994).

Treti faze je nazyvana PACHYTENE. Zde se sparované chromozomy zkracuji a
tloustnou. Kazdy chromozom je zietelné rozdélen na dvé sesterské chromatidy. Ze dvou k sob¢
prilozenych bivalentd vznika tetrdda. Mimo jiné dochazi k jejich proplétani a naslednému
crossing-overu. Béhem crossing-overu dochazi k vyméné urcitych usekti chromatid. Disledkem
je redistribuce genetického materidlu mezi chromatidami a jednotlivymi vlakny DNA spojenymi
v synapsi. Toto stadium trva cca 60 hodin (Sladecek, 1986, Romanovsky et al., 1988,
Wassarman et Albertini, 1994).

Ctvrtou fazi je DIPLOTENE. V této fazi se zatnou od sebe chromatidy oddélovat.
Dochazi k oddaleni homolognich chromozémi, ale ty zlstavaji Spojeny Vv misté prekiizeni
nesesterskych chromatid. Pokud probé¢hl crossing-over objevi se na n¢kterych chromatidach tzv.
chiasmata (Sladecek, 1986, Romanovsky et al., 1988). V pozdni fazi diplotene dochazi

K prvnimu zastaveni meiotického déleni — k prvnimu meiotickému bloku, v némz oocyt prochazi



ristovou fazi (Motlik et Fulka, 1986, Sladecek, 1986, Romanovsky et al., 1988, Motlik, 1989,
Lawrence et al., 1997). U ¢lovéka muize trvat az 40 let (Wassarman et Albertini, 1994).

Homeotypické déleni (obr. ¢. 1) se v podstaté neli$i od mitézy. Chromozoémy jsou v této

fazi v haploidnim po¢tu (1n) v podobé diad, kazdy je tvofen dvéma chromatidami spojenymi
centromerou (Sladecek, 1986, Romanovsky et al., 1988). Toto déleni se zastavuje v metafazi 11
(MII) a pokracuje az po oplozeni (Motlik et Fulka, 1986, Slade¢ek, 1986, Romanovsky et al.,
1988, Motlik, 1989, Lawrence et al., 1997). Po oplozeni pak dale ze sekundarniho oocytu vznika
haploidni ootida a druha pélova buika. Vysledkem meiotického d¢leni je tedy zraly oplozeni
schopny oocyt a dvé az tii polové bunky (Sladecek, 1986, Romanovsky et al., 1988).

Obrazek ¢. 1. Schematické znazornéni heterotypického a homeotypického meiotického déleni
(ptevzato z Briggs et al., 1999).
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Meiotické zrani oocytu zahrnuje mimo jiné dva soubézné probihajici déje — jaderné zrani
a cytoplazmatické zrani (Hunter, 2000, Sirard et al., 2006).

Béhem jaderného zrani je zarodeény vacek (GV) zpocatku ohrani¢en jadernou
membranou. Jadérko je obklopeno rozptylenym chromatinem, ktery utvaii kruh nebo tutvar
podobny konské podkové (Motlik et Fulka, 1976, Wassarman, 1988). Zarode¢ny vacek se
zvétsuje a dochazi v ném 1 ke zvétSeni jadérka (Sladecek, 1986). Znovuzahajeni meiotického
zrani pak zahrnuje rozpad zarodeéného vacku (Germinal Vesicle Breakdown, GVBD),
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kondenzaci chromozémi a formaci déliciho vieténka (Thibault et al., 1987). Pii GVBD mizi
jaderné pory, jadérko a jadernd membrana (Wassarman, 1988). U prasete probiha ve 4 stadiich
GVBD. V GV1 chromozoémy jsou pozorovatelné v utvaru koniské podkovy. Ve stadiu GV2 jsou
na jaderné membrané pozorovatelné shluky chromatinu. V GV3 je chromatin kondenzovany a ve
stadiu GV4 uz neni rozpoznatelné jadérko a jadernd membrana je rozptylena do membranovych
dubletti spojenych s endoplazmatickym retikulem (Lucas et al., 2002). K rozpadu zarode¢ného
vacku dochazi u praseéich oocytd po 16-18 hodinach kultivace v in vitro podminkach, mizi
jadérko a splyva s cytoplazmou (Motlik et al., 1984). V metafazi I (MI) se utvafi bivalenty.
V anafazi 1 (Al) se rozchéazeji homologni chromozomy K polim. V telofazi I (TI) se vydéluje
prvni pélové telisko (s polovinou genetické informace) a poté je zrani oocytu zastaveno
v metafazi II (MIl) (Kubelka et al., 1988). Jaderné zrani oocytu prasete v in vitro podminkach
trva 43-46 hodin (Edwards, 1965, Sirard et al., 1989).

Dokonceni samotného jaderného zrani nasledny embryonalni vyvoj nezarucuje (Sirard et
al., 1989).

Béhem cytoplazmatického zrani probihaji v cytoplazmé ultrastrukturdlni zmény
zahrnujici redistribuci organel, cytoskeletu, transkripéni aktivity mRNA u oocytu a obsahu tzv.
cytoskeletalnich faktord (diferenciace signalni kaskady vépniku), které souviseji S jadernym
zranim a se ziskavanim meiotické kompetence (Sirard et al., 1989). Mitochondrie se v dobé
rozpadu zarode¢ného vacku seskupi kolem jadra, pak se rozptyli pti vydéleni prvniho pdlového
téliska a v MII se opét seskupi (Van Blerkom et Bell, 1986). Kumularni buiiky syntetizuji
faktory kontrolujici jaderné 1 cytoplazmatické buiky. Jaderné a cytoplazmatické zrani neni
Vv pribéhu faze zrani totozné, pokud dojde k zablokovani jaderného zrani b&hem kultivace,
cytoplazmatické zrani pokraCuje. Po nasledné stimulaci jaderného zrani pak dochazi k jeho
akceleraci (Chmelikova et al., 2004). Cytoplazmatické zrani je dilezité pro nasledujici oplozeni

a embryonalni vyvoj.

Faktory ovliviiujici meiotické zrani oocyta a zisk meiotické kompetence

Na meiotické zrani maji vliv rizné faktory jako signalni molekuly, fosfatazy, cykliny a na

cyklinech zavislé kinazy a jejich mechanismy pisobeni jsou rizn€ propojené.

Cyklické nukleotidy (cAMP a cGMP)

Cyklické nukleotidy jsou faktory majici schopnost regulace meiotického zréani.

24

(cGMP). Jsou syntetizovany jak oocytem, tak 1 folikularnimi buiikami prostfednictvim

adenylatcyklazy a guanylatcyklazy a do oocytu se dostavaji pfedevSim pomoci mezibunécnych
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spoju (gap junctions) (Cho et al., 1974, Sato et Koide, 1987). Ptitomnost cGMP a cAMP je
dalezitym faktorem pfi vytvareni dé€liciho vieténka (Sun et Nagai, 2003). Pro znovuzah4jeni
meidzy a vystup z prvniho meiotického bloku je nutné, aby se snizila hladina cAMP v oocytu,
(Cho et al., 1974).

V padesatych letech byl cAMP popsan jako intraceluldrni posel. Pfenos signalu je
zprostiedkovan aktivaci cAMP dependentni kindzy znamé jako Protein-Kinase A (PKA), ktera
V oocytech slouzi k udrzeni meiotického bloku tim, Ze fosforyluje proteiny dalezité pro udrzeni
prvniho meiotického bloku (Bornslaeger et al., 1986). Aktivovana PKA ma tedy inhibi¢ni vliv
na meiotické zrani (Lazar et al., 2002). cAMP je syntetizovan oocytem i folikularnimi bunkami a
preruseni komunikace mezi oocytem a kumularnimi buiikami pfes gap junctions ma za vysledek
snizeni hladiny cAMP v oocytu (Suzuki et al., 2000). Koncentraci cAMP muze zvySovat
cyklicky guanosinmonofosfat (cGMP), a tak inhibovat spontadnni zrani (Ratner, 1976).

Uloha ¢cGMP u prasat nebyla zatim zcela jasné popsana. cGMP vznika diky rozpustné
guanylat cyklaze (sGC), ktera se ucastni pfemény guanosin trifosfatu (GTP) na cGMP. cGMP
ma v organismu za cil fosfodiesterazy, proteinkindzu G a iontové kanaly. ZvySeni hladiny
cGMP, které je regulovano prostfednictvim FSH, ma za nasledek sniZeni hladiny cAMP, a tim
stimuluje rozpad zarode¢ného vacku (Hubbard et Price, 1988, Petr et al., 2006).

Fosfodiesterazy (PDE) hydrolyzuji cAMP na AMP, dochazi tedy k poklesu hladiny
CAMP a k znovuzahajeni meidzy. V sav€ich oocytech je hlavni PDE-3A a v granul6éznich
bunkach je PDE-4B (Bornslaeger et al., 1986, Vaccari et al., 2009).

Stimulace progesteronem u zab Xenopus laevis vedouci k aktivaci cdc2 probiha ve dvou
krocich. Prvnim je inhibice aktivity PKA a druhym je pokles hladiny proteinu cAMP, oba kroky
jsou nezbytné pro meiotické zrani (Maller et al., 1979, Matten et al., 1994). Aktivita PKA je
regulovana prostiednictvim efektorti cdc25, cyklinu B (Rime et al., 1992, 1994) a malych G
proteint (GTPazy) z rodiny Ras (Jessus et al., 1998, Rime et al., 1998). Inhibice PKA indukuje
syntézu proteinu Mos a aktivaci MAPK a Rsk. Rsk ve spojeni s cdc2 vede k inhibici Mytl
kinazy (Palmer et al., 1998). Po pusobeni progesteronu podobné jako u savci se b&hem
meiotického zrani jako prvni inhibuje adenylatcyklaza, a tim klesa hladina cAMP, a tak brani
aktivite¢ PKA (Maller et al., 1979, Rime et al., 1992, 1994).

OMI (Oocyte Maturation Inhibitor)

Maly polypeptid (1-2 kDa) udrzujici sav¢i oocyty ve fazi diplotene 1. meiotického déleni,
nachazejici se ve folikularni tekutin¢ a jehoz koncentrace klesa imérné s velikosti folikulu (Van

de Wiel et al., 1983). OMI ovliviiuje oocyty prostiednictvim kumularnich bunék pomoci gap
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junctions. Inhibi¢ni ucinek je spojen se zvySenou koncentraci cAMP a ke snizeni jeho hladiny
dochazi na konci faze ristu oocytll (Wassarman, 1988).

O zab Xenopus laevis polypeptid OMI nefunguje, ale ptisobi zde GSS a MIH.

GSS (Gonadostimulating substance)a MIH (Meiosis Inducing Hormone)

U obojzivelnikd neexistuje mechanismus podobny savéim oocytim, protoze 00CYyt
nevstupuje do GVBD pti defolikulaci. U obojzivelnikt funguje model GSS a MIH. Oocyty jsou
zastavené v profazi I. GSS stimuluje folikularni bunky, které v odpovédi na tuto stimulaci
syntetizuji MIH a oocyty vstupuji do stadia GVBD. Pievazuje zde vic mechanismus indukce nad
mechanismem inhibice (Green et al., 2007, 2010).

MPFE (M-Phase Promoting Factor)

V roce 1971 byl popsan vliv tohoto faktoru na pribéh meiotického zrani u oocyti zaby

Rana pipiensis (Masui et Markert, 1971) a az o par let pozdé€ji ziskan prostfednictvim
chromatografickych metod a elektroforézy ze zralych oocyti Xenopus laevis (Lohka et al.,
1988). Diky svym ucinklim byl nazvan Maturation Promotion Factor. Pozdé&ji byl detekovan i
v somatickych bunkach pti mitotickém déleni. Byl pfejmenovan na M-Phase Promoting Factor
(Nurse, 1990).

MPF je heterodimerni komplex skladajici se z katalytické a regulaéni podjednotky.

Katalytickou podjednotkou je p34°c

(Serin/Threonin Kinase), oznaovana téz jako Cdkl
(Cyclin Dependent Kinase 1). Hladina katalytické podjednotky je vice méné konstantni.
Vyznamnym regulacnim mechanismem katalytické podjednotky MPF je CAK (Cdc-Activated
Kinase) (Clarke, 1995). Regula¢ni podjednotkou je cyclin B, jehoZ hladina kolisa. Jeho syntéza
zacina béhem interfaze, maximalni hladiny dosahuje v metafazi a k jeho degradaci dochazi pred
vstupem do anafaze (Dunphy et al., 1988, Sun et Nagai, 2003). Prostfednictvim degradace
cyklinu B — fosfatazy defosforyluji své substraty, a tim dochazi k obnoveni jaderné membrany a
dekondenzaci chromatinu. Rodina sav¢ich cyklini B se sklada ze dvou ¢lent (Bl a B2), ale u
obojzivelnikd se rodina cyklini B sklada z péti ¢lenu (B1, B2, B3, B4 a B5). U zab Xenopus
laevis je tedy regulacni podjednotkou také cyklin B2 ale z B5 rodiny (Hochegger et al., 2001).

Cilovymi molekulami MPF jsou proteiny jaderné membrany a proteinové komplexy
ucastnici se svinuti DNA. Cdkl1 fosforyluje proteiny jaderné laminy vedouci k rozpadu jaderné
membrany (Jones, 2004).

Béhem ristové faze dochazi v oocytu k hromadéni neaktivniho komplexu pre-MPF. Ale
po vytvoteni antra foliculli se pre-MPF nehromadi, rozviji se pouze schopnost aktivace tohoto

komplexu (Masui et Markert, 1971). MPF fosforyluje substraty, které se ucastni GVBD,
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kondenzace chromozému a tvorby déliciho vieténka (Kishimoto, 1994). Kompetentni oocyt je
schopen aktivovat a dale regulovat MPF (Jones, 2004), unekompetentnich a castecné
kompetentnich oocytii se MPF vyskytuje v neaktivni form¢ (Sun et Nagai, 2003). Injikovani
p34CGICZ do nekompetentniho mysiho oocytu zvysilo intracelularni hladinu MPF, avsak nevedlo
k rozpadu zarode¢ného vacku (de Vantéry et al., 1997). Inhibice MPF blokuje GVBD (Wu et al.,
2002).

Pro aktivaci MPF je kromé spojeni obou podjednotek zapotiebi i aktivita riiznych kinaz a
fosfataz (Stojkovic et al., 1999). MPF je regulovan pomoci kinaz procesem fosforylace a
defosforylace, napftiklad pro aktivaci Cdkl v MPF pomoci snizené aktivity Weel/Mytl kinazy,
jez fosforyluje Cdk1l, a tim inhibuje tyrozin 15 (Mytl — fosforylace Cdc2 na treonin 14/tyrozin
15) a threonin 14 (u zab Xenopus laevis Weel A a B — fosforylace Cdc2 na tyrozin 15) a
nasleduje zvySena aktivita cdc25 fosfatazy, jez defosforyluje Cdkl na stejném misté (Jones,
2004, Karaiskou et al., 1998, 2004, Gaffré et al., 2011). Kinaza Mytl je ptitomna i pied
zacatkem zrani, na rozdil od kindzy Weel, ktera se syntetizuje az béhem procesu zrani. Zakladni
princip aktivace MPF spociva ve spojeni obou proteinovych podjednotek, kdy vzniké neaktivni
komplex — pre-MPF a ten je pak aktivovan (Gautier et Maller, 1988). Aktivni MPF ma charakter
kindzy, jejiz aktivita je nutna pro spravny prabéh meiotického zrani. MPF aktivita nartsta pied
dobou rozpadu zéarodecného vacku, fosforylaci proteinii jaderné membrany, kondenzace
chromozomu a vzniku déliciho vieténka (Kishimoto, 1994, Stojkovic et al., 1999). Aktivni MPF
ma dualezitou funkei pfi iniciaci segregace chromozému (King et al., 1996). Snizena aktivita
MPF dovoli pfechod z anafaze 1 do metafaze I, kdy se aktivita MPF zvySuje na svou nejvyssi
hladinu. Nasledna inaktivace MPF prostfednictvim degradace cyklinu B nastavd v dobé
pfechodu z metafaze II do anafdze II a telofaze II (Sun et Nagai, 2003). Pfi partenogenetické
aktivaci a oplodnéni dochazi k poklesu aktivity MPF (Hashimoto et Kishimoto, 1988, Fulka et
al., 1992).

Nizké hladiny MPF u Zab Xenopus laevis i sav¢ich oocytt jsou piedpokladem zastaveni
Vv profazi I a vysoké hladiny MPF pomahaji udrZeni v metafazi II pfed oddélenim sesterskych
chromatid (Sagata, 1996, Bodart et al., 2002b).

K inaktivaci MPF dochazi u obratlovcd procesem ubikvitinace faktorem APC, a to
konkrétn¢ jeho regulac¢ni podjednotky cyklinu B a jeho naslednou degradaci (Murray et al.,
1989, Peters, 1994). MPF je nezbytné pro aktivaci procesu ubikvitinace, jehoz mechanismus je
zatim neznamy, ale MPF ziejmé fosforyluje cdc27 z APC (Patra et Dunphy, 1998, Vorlaufer et
Peters, 1998). Fosforylace APC umoziiuje navéazat cdc20 k aktivaci APC, jehoZ podjednotky
musi byt fosforylovany pro vazebnou reakci (Kramer et al., 2000, Rudner et Murray, 2000).

13



Nejnovéjsi studie prokazaly dalsi slozku komplexu MPF, Greatwall kinase (Hara et al.,
2012).

MAPK (Mitogen Activated Protein Kinase)

MAP kindzy jsou protein kindzy fosforylujici svlij substrat na tyrosinovych a
serin/treoninovych zbytcich. MAPK je zaclenéna do dynamiky a tvorby mikrotubuli. MAPK
pfenasi signal z cytoplazmy do jadra pro znovuzahajeni meidzy (Stojkovic et al., 1999).

Pivodné byly kindzy oznaCovany jako MAPK, protoze mimo jiné fosforyluji MAP
(proteiny asociované mikrotubuly) (Whitaker, 1996). Davis (2000) fadi vS§echny MAPK do jedné
skupiny a rozdé€luje rodinu MAPK na tfi podrodiny: ERK (-1, -2, -3, -4 - Extracellular Signal-
Regulated Kinase), JNK (-1, -2, -3 - ¢c-Jun Amino Terminal Kinase) a p38 MAPK (protein o
molekulové hmotnosti 38 kDa — -a, -B, -y, -6). Rodina MAPK je délena do podrodin dle
homologie v sekvenci aminokyselin, dale podle jejich mechanismu regulace a dale dle senzitivity
k aktivaci rdznymi kinazami. Rodina MAPK je regulovéana extracelularnimi podnéty, napiiklad
hormony nebo ristovymi faktory (Kishimoto, 2003).

U savcu byla v oocytech nalezena ERK1 (p44) a ERK2 (p42). U zab Xenopus laevis
pouze ERK2 (p42) spolu s INK a p38 MAPK (Mood et al., 2004). Neaktivni forma MAPK se u
meioticky nekompetentnich oocyti hromadi podobné jako MPF (Sun et Nagai, 2003). Béhem
meiotického zrani oocytu se uplatiiuje Mos/MEKI1/MAPK/p90rsk draha, ktera je propojena
s mechanismy pusobeni napiiklad MPF, PKA, PKC a CaMKII (Fan et Sun, 2004). MAPK muze
fosforylovat inhibi¢ni kinazy fosforylujici MPF a také proteiny jaderné laminy, a tim branit
znovuobnoveni jaderné membrany. Aktivita MAPK je béhem meiotického zrani konstantni na
rozdil od MPF — obr. ¢. 2, jeji aktivita klesa po aktivaci (Inoue et al., 1995). K aktivaci MAPK
dochazi soucasné s MPF v dobé rozpadu zarodeéného vacku (Goudet et al., 1998, Sun et al.,
2001b). U prasat se nazory na aktivitu MAPK 1i8i, jedni popisuji souc¢asnou aktivaci spolu s MPF
(Motlik et al., 1998) a jiné studie uvadi, Ze nejprve je aktivovan MPF a pak MAPK (Inoue et al.,
1995), ale nejvice je zastoupena teorie, Ze nejdfive je aktivovana MAPK a az pak MPF
(Wehrend et Meinecke, 2001, Sugiura et al., 2005). U prasec¢ich oocytll hraje p90rsk a MAPK
dulezitou roli v zastaveni meidzy (Stojkovic et al., 1999). Aktivni MAPK urychluje pribéh
rozpadu zarode¢ného vacku (Kosako et al., 1994, Inoue et al., 1998, Josefsberg et al., 2003).
Rozpad zarodecného vacku vsak probiha u prasat i v ptipad¢, Ze je aktivita MAPK blokovana
prostiednictvim inhibitoru MEK1 (MAPKK - Mitogen Activated Protein Kinase Kinase) (Tong
et al., 2003). MEK1 je aktivovana ptes kindzu Rafl ¢i pies kinazu Mos, ktera je produktem
proonkogenu Mos (Matsuda et al., 1992).
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MAPK je aktivovana pomoci proteinu Mos, coz je aktivni katalyticky komponent CSF a
Plkl (Pololike Kinase 1) (Sun et Nagai, 2003). Mos = Serin/Threonine Protein Kinase,
nachazejici se na konci této kaskady, se ucastni fizeni meiotického zrani oocytu v interakci
s MPF (Fan et Sun, 2004). Dale se MAPK tcastni regulace velikosti oocytu a vydéleni prvniho
polového téliska (Choi et al., 1996).

MAPK (ERK2) je v oocytech Xenopus laevis aktivovana ristovymi faktory, je nezavisla
na transkripéni aktivité oocytu a hraje dilezitou roli v kontrole meiotického dé¢leni. Aktivita
MAPK neni nezbytna pro vstup do MI, ale aktivita MAPK vzrusta tésné pied prvnim
meiotickym délenim a poté zistava stabilni (Fisher et al, 1999, Bodart et al., 2002a). MAPK je
aktivovana ve stejny Cas jako MPF (Ferrell et al., 1991). Presto ale aktivita MAPK vyzaduje
reaktivaci MPF a potlaceni replikace DNA mezi Ml a MII (Furuno et al., 1994). Injikovani
MEK1 (MAPK kinazy) do oocyti Xenopus laevis indukuje znovuzahajeni meiozy (Gotoh et al,
1995, Huang et al, 1995, Dupré et al., 2011). Mechanismus, ktery indukuje aktivaci meidzy
MAPK zahrnuje Mytl-inhibici kinazou p90rsk. Bylo prokazano, ze efektor p90rsk ma vliv na
fosforylaci a aktivaci MAPK a je schopen vazat, fosforylovat a inaktivovat Myt1-kinazu (Palmer
et al, 1998, Gavin et Nebreda, 1999).

Mytl je ¢lenem Weel rodiny inhibi¢nich kinaz. Weel je pfitomna pouze u eukaryot,
na¢ez Mytl u vSech ZivoCichi (Coleman et Dunphy, 1994). Weel je jadernou kinazou
fosoforylujici cdc2 na tyrozin 15, zatimco Mytl ma dualni fosforylaéni roli threonin 14/tyrozin
15 (Liu et al., 1997). U Xenopus laevis byly objeveny dvé formy WeelA a WeelB. Weel A byl
detekovana po prvnim meiotickém déleni, zatimco WeelB byla detekovana po utvofeni gastruly

(Nakajo et al., 2000, Okamoto et al., 2002, Gaffré et al., 2011).

Obrazek ¢. 2: Aktivita MPF a MAPK béhem meiotického zrani sav¢ich oocytt (ptevzato z Fan
et Sun., 2004).

Znovuzahajeni Znovuzahajeni
meiozy | meiozy Il
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1 meioticky blok Metafaze |
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Aktivita MAPK "===
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meiozy | meiodzy Il
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APC (Anaphase-Promoting Complex)

APC je cyklin dependentni kinaza (Cdk) katalyzujici pienos fosfatové skupiny z ATP na
aminokyselinové postranni fetdzce cilového proteinu. Rizeni meidzy je zavislé piedeviim na
zméndch koncentrace cyklinii prostfednictvim ubikvitin dependentni proteolyzy. APC byl
poprvé extrahovan z oocyti zaby Xenopus laevis jako multipodjednotkovy komplex znamy jako
ubikvitin-protein ligaza (King et al., 1995). APC jako ubikvitin ligdza ma vyznamnou tlohu
Vv rozeznani cyklina pfeduréenych k degradaci (Maller et Krebs, 1980, Hagting et al., 1999).

APC je u obratlovcl zodpoveédny za snizeni hladiny MPF v metafazi (King et al., 1996).
Aktivace APC souvisi s oscilaci hladin Ca?*, s vylougenim kortikalnich granul a je jednim
z faktort prevence proti polyspermii, podili se na prolomeni druhého meiotického bloku a také
na dokonceni meidzy a zformovani prvojadra (Jones, 2005).

Aktivita APC je v oocytech Xenopus laevis nezbytna pro piechod z metafaze II do
anafaze II na rozdil od prvniho meiotického déleni (Taieb et al., 2001). Jeho ¢innost je nutna
proproteolyzu cyklinu B a inaktivaci MPF pii pifechodu z metafaze do anafaze (Murray et al.,
1989, Peters, 1994).

CSF (Cytostatic Factor)

CSF je skupina molekul odpovédnych za zastaveni meiotického zrani ve stadiu metafaze
I1. CSF se podili na udrzeni vysoké hladiny MPF aZ do oplozeni nebo partenogenetické aktivace
oocytu. Kvili nedostatecnému mnozstvi CSF v cytoplasmé po fertilizaci dochdzi az k vymizeni
aktivity CSF. CSF byl nalezen pii studiich na oocytech zab Rana pipiensis, kdy extrakty
cytoplazmy oocytt ve fazi MIl byly injikovany do jedné blastomery dvoubunééného embrya,
injikovana blastomera byla zablokovana, zatimco druha pokracovala ve svém vyvoji (Masui et
Markert, 1971). CSF byl nalezen také u mySich oocytl, coz vedlo k zavéru, ze CSF je
univerzalnim faktorem meiotického bloku u obratlovcl (Balakier et Czolowska, 1977).

Plsobeni CSF ptes Mos — MAPK drahu (Mos/MEK1/MAPK/p90rsk) (Furuno et al.,
1994, Gross et al., 2000, Inoue et al., 2007, Wu et Kornbluth, 2008). Faktory CSF hraji dalezitou
roli pfi regulaci meiotického zrani u oocytti Xenopus laevis a pti GVBD (Sagata et al., 1989,
Qian et al., 2001). Cdc25 a Mytl fosforyluji CDK1 a ptispivaji tak k inhibici aktivity MPF
(Lorca et al., 1992, Fesquet et al., 1993, Poon et al., 1993, Solomon, 1993, Miiller et al., 1995,
Karaiskou et al., 1998) a pravdépodobné¢ i k vylucovani MPF do cytoplasmy (Wells et al., 1999).
Aktivita CSF u oocyti Xenopus laevis vymizi po 30-40 minutach, zatimco aktivita MPF klesa jiz
po par minutach, 5-10 min po oplozeni (Watanabe et al., 1991). To koreluje s rozkladem
proteinu Mos a inaktivaci MAPK. Aktivita CSF brani inaktivaci MPF.
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Prevaznou cast CSF tvofi kinaza Mos, ktera je schopna pies kindzu MEKI, jeji
fosforylaci, aktivovat MAPK drahy a dale Mos/MAPK kinazovou drahou (Mos/MEK) slouzi k
stabilizaci a aktivaci MPF (Stojkovic et al., 1999, Dupré et al., 2011). CSF v cytoplazmé
ovulovanych oocytli podporuje meioticky blok stabilizaci MPF (Murray, 2004). CSF ma
inhibi¢ni vliv na APC (SAC, Spindle Assembly Checkpoint), a tim blokuje pfechod z metafaze
do anafize (Kishimoto, 2003). Po oplozeni ¢i partenogenetické aktivaci oocytu se zvySuji
hladiny Ca®*, které maji inhibi¢ni vliv na CSF, coZ vede k nastupu APC, jeZ se navaze na cyclin
B a navodi jeho degradaci, po niz nasleduje pokles hladiny MPF a stava se tak stimulem pro
dokonceni druhého meiotického dé¢leni (Yamano et al., 2004). Inaktivace MPF a CSF
prosttednictvim CaMKII, jez je aktivovdna uvolnénim a zvySenim intraceluldrni hladiny iontd
vapniku pfi vstupu spermie do oocytu (Lorca et al., 1993).

Mos (MAPKKK) je transformaéni gen objeveny v roce 1980 jako Moloney murine
sarcoma virus. Mikroinjekce Mos-mRNA do vajicek Xenopus laevis inhibuje proteolyzu cyklinu
B a indukuje zastaveni zrani v MII (Sagata et al., 1989). Injekce Cdk1 blokuje akumulaci Mos,
ale nema vliv na jeho syntézu, ktera nasleduje po hormonalni stimulaci progesteronem. Mos ma
polocas rozpadu 30 minut (Nebreda et al., 1995). Exprese Mos vzroste v dobé GVBD a klesa po
MII. Aktivita Mos se uplatni pouze po aktivaci MPF a pfi znovuzahajeni meiézy musi byt MPF
stabilizovan navzdory své pocateéni translaéni aktivite.

Dalsim efektorem ucastnicim se aktivity CSF je p90rsk (ribosomal S6 kinase). p90rsk je
schopen u oocytii Xenopus laevis zadrzet blastomeru v MII pii neaktivni MAPK (Gross et al.,
1999). Efektor p90rsk je tedy zapojen do regulace zastaveni meidzy béhem meiotického bloku,
protoze oocyty Xenopus laevis ztraceji schopnost podstoupit meiotické zastaveni jako odpoveédi
na Mos-ubikvitin dependentni mechanismy (Bhatt et Ferell, 1999).

Cdk2 se ucastni aktivity CSF pii zastaveni béhem prvniho a druhého meiotického bloku
tim, Ze u oocytd Xenopus laevis tento blok ¢aste¢né chrani (Gabrielli et al., 1993, Furuno et al.,
1997).

Emi2 (Erpl) je pifimy inhibitor komplexu APC/C, u zab Xenopus laevis je oznacovan
jako E3 ubikvitin ligaza (Schmidt et al., 2005, Peters, 2006), jehoz aktivita je kontrolovana Mos-
MAPK drahou (Wu et Kornbluth, 2008). U zab Xenopus laevis je Emi2 nazyvan XErpl nebo
Erpl (Inoue et al., 2007, Ohe et al, 2007, Wu et Kornbluth, 2008). Cdk1 fosforyluje a inaktivuje
Emi2 (Wu et al., 2007). Emi2 je spolu s Mos syntetizovan béhem meiotického zrani a také
degradovan po oplodnéni, avsak Emi2 je kratce po oplodnéni opét resyntetizovan (Sagata et al.,
1989, Schmidt et al., 2005). Emi2 fosforyluje CaMKII (Liu et Maller, 2005, Rauh et al., 2005).
Rsk piimo fosforyluje Emi2 (Inoue et al., 2007, Nishiyama et al., 2007a). Stabilizace Emi2
béhem MII fosforylaci z MosS/IMEK/MAPK/Rsk drahy (Sagata et al., 1989, Inoue et al., 2007,
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Nishiyama et al., 2007a). Emi2 ma silnou cytostatickou aktivitu pouze tehdy, kdyz Mos-MAPK
draha je ¢inna. Je hlavni drahou vedouci k zastaveni CSF. CSF se sklada z Mos, p90rsk, Cdk2 a
efektorového proteinu Emi2, jenz vaze a inhibuje komplex APC/C (Inoue et al., 2007, Suzuki et
al., 2010).

Vipenaté ionty Ca>’

ca® hraje roli intracelularniho prenasete signald v organismu. Ucastni se regulace
riznych procesti béhem vyvoje oocytu, pii meiotickém zrani a nasledné 1 po oplozeni (Miyazaki,
1991, Yanagimachi, 1994). Stiidaji se vysoké a nizké koncentrace vapenatych iontl, dochazi k
oscilaci intracelularnich hladin vépenatych kationtd. Depozita intracelularniho vépniku
v praseCich oocytech jsou piedev§im v endoplazmatickém retikulu, v mitochondriich a pak
v dal$ich depozitech jako je karyoplazma, vakuoly, povrch lipidovych granul a cytoplazma
(Mehlmann et al., 1995, Petr et al., 2001). Ca*" ionty jsou do cytoplazmy uvoliovany
otevienymi Ca®* kandly. V prase&im oocytu jsou vyuZivany k otevieni téchto kanald dvé hlavni
receptorové drahy vyuZzivajici bud’ inositol-1,4,5-trifosfatové receptory (IP3) receptory nebo
ryanodinové receptory (RyR), které reaguji na oscilaci hladin ionth Ca®* bshem meiotického
zrani, a to membranovymi kanaly dvojiho typu: membranovymi kanéaly regulovanymi zménou
elektrického potencialu na membran¢ (VOCC) nebo regulovanymi receptorem (ROCC)
(Clapham, 1995, Machaty et al., 1997a, Petr et al., 2002). Dale transport Ca’* z cytoplazmy do
zasobaren uvnitf oocytu probiha také pomoci tzv. SERCA pump (Berridge, 1995).

Intracelularnim receptorovym proteinem pro vapenaté kationty je kalmodulin (CaM),
jenz reguluje mnoho procesti spojenych s vapnikovou signalizaci. Kalmodulin obsahuje 4
vazebnd mista pro Ca?*. Kalmodulin ma schopnost aktivovat Ca?‘/Calmodulin Dependent
Kinase CaMKII, jez je zapojena do regulace priib&hu meiotického déleni a vytvotfeni déliciho
vieténka. Schopnost regulace CaMKII je ziejmé zprostiedkovana MPF a MAPK v prubéhu zrani
a aktivace prasecich oocytt (Kovar, 2000, Fan et al., 2003). Aktivita CaMKII zavisi na frekvenci
oscilace hladin vapniku. CaMKII u zab Xenopus laevis fosforyluje MPF (Lorca et al., 1993).

Po oplozeni dochézi ke zvyseni intracelularni hladiny Ca®*, a tim dochazi k aktivaci
oocytu, iniciaci embryonalniho vyvoje prostfednictvim uvolnéni druhého meiotického bloku a
nastaveni bloku proti polyspermii, vzniku prvojadra a uvolnéni 2. polového téliska (Steinhardt et
al., 1974, Hollinger et Schuetz, 1976, Busa et Nuccitelli, 1985, Lorca et al., 1993, Stricker, 1999,
El-Jouni et al., 2005). Aktivni forma CaMKII vede k dokonéeni meidzy indukci prechodu z Ml
do AIl, vydélenim druhého polového téliska a vstupu do mitdzy tim, Ze inaktivuje MPF a CSF
(Lorca et al., 1993, Tunquist et Maller, 2003). CaMKII zprostiedkovava ucinky vapniku pii

oplozeni, zatimco inhibitory CaMKII brani partenogenetické aktivaci oocyta Xenopus laevis
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(Lorca et al., 1993, Whitaker, 2006) a zpusobuji ve vaji¢cich Xenopus laevis depolarizaci
membrany, slouzici k blokovani pfipadné polyspermie, dale kortikalni smrsténi ¢i exocytozu
kortikalnich granul a pseudostépeni (pseudocleavage) (Busa et Nuccitelli, 1985). Dale receptory
pro IP3 a IP3 spousti piechodné uvolnéni Ca’*, které je V podstaté k nerozeznani od situace, jenz
doprovézi oplodnéni (Busa et Nuccitelli, 1985). Ca?* aktivuje kindzu CaMKIL, ktera inaktivuje
CSF a umoziuje aktivaci APC a proces ubikvitinace, po némz se bunény cyklus vraci do
interfaze (Lorca et al., 1993).

Ubikvitin protein fosfatdza kalcineurin je vapnikem/kalmodulinem aktivovany protein.
Kalcineurin je pfechodné aktivovan vzristem hladiny Ca®, pfidanim Ca**dojde ke zvyseni
aktivity kalcineurinu v ¢ase 2-4 min po ptidani (Nishiyama et al., 2007b). Kalcineurin iniciuje
vystup z MII. Aktivita fosfatazy kalcineurinu vymizi pii vstupu do mitotického déleni a znovu se
objevi na konci mitozy. Inhibice kalcineurinu je dilezita, aby buiikky mohly vstoupit do
mitotického déleni a naopak, kdyz je aktivace kalcineurinu vyZzadovana pro vCasny navrat do
interfaze. Kalcineurin je nutny K prolomeni bloku bunééného cyklu prostiednictvim Mos-MAPK
drahy (Sagata et al., 1989, Mochida et Hunt, 2007, Nishiyama et al., 2007b).

Gasotransmitery

V organismu pusobi jako plynné pienasece oxid dusnaty (NO), oxid uhelnaty (CO) a
sirovodik (H,S) (Wang, 2002, Li et al., 2009). Jsou to signalni molekuly, které difunduji skrz
bunééné membrany. Gasotransmitery jsou v organismu endogenné syntetizovany, netvoii se
jejich zasoby a Kjejich syntéze dochazi jen v piipadé potieby. VSechny tii mediatory
v organismu spolupracuji (Pae et al., 2009).

Vétsina endogenné produkovaného mnozstvi oxidu uhelnatého vznika Vv reakcich

katalyzovanych hemoxygenazou, jez ma tii izoformy HO-1, HO-2 a HO-3. Uloha prvnich dvou
izoforem hemoxygenazy je jasna, podili se na oxidaci hemu a produkci oxidu uhelnatého a
biliverdinu. Biologicka funkce posledni izoformy zistava zatim nejasna (Wu et Wang, 2005). Pti
navazani se na hemoglobin, CO vytésiiuje kyslik za vzniku karboxyhemoglobinu, ktery ma 250x
vyssi afinitu K navazani se, nez kyslik. Kromé hemoglobinu se oxid uhelnaty vaze i na
myoglobin a cytochromy. Navazani CO na cytochrom P-450 nebo cytochrom c-oxidazu ma
inhibi¢ni efekt na jejich enzymatickou aktivitu (Kim et al., 2006).

Funkce gasotransmiteri sirovodiku a oxidu dusnatého Vv organismu jsou podrobné

rozpracovany V kapitolach 1.3 a 1.4.
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1.1.4 Starnuti oocyti v podminkach in vitro

Zlepseni kvality in vitro zrajicich bovinnich oocyti muzeme Castené dosahnout
prodlouzenou kultivaci v in vitro podminkach (Chian et al., 1992, Pavlok et al., 1997), ¢choz je
vyuzivano pro in vitro fertilizaci (Chian et al., 1992, Pavlok et al., 1997), pro klonovani
(lwamoto et al., 2005) nebo pro partenogenetickou aktivaci oocytli a tvorbu partenogeneticky
aktivovanych embryi (Jolliff et Prather, 1997). To vSak s sebou pfinasi sva rizika, nebot’ pfi
prodlouzené kultivaci posléze u oocyti dochazi k iniciaci procesu, oznacovaném jako starnuti.
Béhem starnuti oocyti dochazi k mnoha morfologickym a funkénim zménam, které vyrazné

snizuji zivotaschopnost a kvalitu oocyti.

U sav¢ich oocytl za fyziologickych podminek dochdzi k oplozeni brzy po ovulaci
(Ducibella, 1998). Optimalni doba pro oplozeni sav¢ich oocyti je 12-24 hodin po ovulaci
(Fissore et al., 2002). Duvodem je kratka zivotnost oocytt doprovazena snizujici se vyvojovou
kompetenci s rostoucim ¢asem po ovulaci (Ducibella, 1998). V piipad¢€, Ze oocyty nejsou vcas
oplodnény, prochdzi procesem zvanym starnuti - v in vivo podminkach neoplozené oocyty
setrvavaji ve vejcovodu, kde zanikaji a vin vitro podminkach jsou oocyty podrobeny
prodlouzené kultivaci v médiu (Kikuchi et al., 2000). Zygoty ziskané ze starnoucich oocytu
posléze podléhaji programované smrti (apoptdze) (Fissore et al., 2002, Tarin et al., 2002).

Starnuti  je komplexni proces, ktery miZze u oocytl vyustit ve spontanni
partenogenetickou aktivaci (obr. ¢. 3b), fragmentaci (obr. ¢. 3c) ¢i lyzu oocytd (obr. ¢. 3d)
(Kikuchi et al., 1995, Petrova et al., 2004, Miao et al., 2009).

Obrazek ¢. 3:Morfologické zmény prasecich oocyti v prubéhu starnuti (pfevzato z Petrova et
al., 2009).
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3d) 3¢)

3a) oocyt ve stadiu metafaze I (MII), 3b) spontanné partenogeneticky aktivovany oocyt, 3¢) fragmentovany oocyt
(Sipka ukazuje na apoptoticky vacéek), 3d) lyticky oocyt, 3e) spontanné partenogeneticky aktivované embryo.
Barveno orceinem, zvétSeno 400x.

Zmény morfologie a biochemické zmény béhem starnuti oocytu

Béhem starnuti probihaji uvnitf oocyti mnohé morfologické a biochemické zmény (Kim
et al., 1996, Suzuki et al., 2002), které¢ zahrnuji i zmény v aktivité¢ enzymu (Lawrence et al.,
1997, Kikuchi et al., 2000, Sun et Nagai, 2003).

Pii starnuti dochazi k fragmentaci oocytu, ktera je indikatorem apoptotického zaniku
oocytd (Fissore et al., 2002). Také dochazi ke zménam polohy chromozému ¢i abnormalitam
déliciho vieténka, coz vede k vyraznym aneuploidiim (Webb et al., 1986, Kim et al., 1996,
Steuerwald et al., 2005). Béhem procesu starnuti dochazi k ¢astecné exocytoze Kortikalnich
granul a dokonce i ke zménam vlastnosti zony pellucidy (Xu et al., 1997, Miao et al., 2009),
které se nejcastéji projevuji tzv. tvrdnutim zony pellucidy (zona pellucida hardening) (Xu et al.,
1997, Miao et al., 2009). Prodlouzena kultivace oocyti ma vliv i na pokles membranového
potencialu vn&jsi mitochondrialni membrany (Wilding et al., 2001), coz muze vést k iniciaci
apoptotického zaniku oocytil. Casto je béhem starnuti oocyt pozorovano bobtnani a piipadné
shlukovani mitochondrii (Ma et al., 2005). U somatickych buné¢k mutze byt vysledkem tohoto
bobtnani az prasknuti vné&j$i mitochondridlni membrany a uvolnéni apoptotickych faktort a
cytochromu ¢ z dychaciho fetézce mitochondrii do cytoplazmy (Wang, 2001). Vin vivo
podminkach se apoptoza projevuje pii spontannim zaniku oocyti ve vaje¢niku (Johnson et al.,
2004).

Biochemické zmény béhem starnuti se tykaji hlavné aktivity Kinaz, fosfatdz a
proteosyntetické aktivity oocytu. Mezi vyznamné zmény patii i pokles citlivosti k aktivacnim
stimulim (Kubiak, 1989) a pokles aktivity vyznamnych faktorti dilezitych pro udrzeni
druhého meiotického bloku v MII (Xu et al., 1997, Abbott et al., 1998, Kikuchi et al., 2000, Ma
et al., 2005). Dochazi k poklesu MPF a MAPK, zda se, ze k poklesu MAPK nedochazi soucasné
s MPF, ale opozdéné, ziejme¢ z divodu klic¢ové role ptfi vydeleni druhého polového téliska
v telofazi II (Fan et Sun, 2004). Snizena hladina MPF byla zjisténa u starnoucich prasecich
oocytu (Kikuchi et al., 1995, Ma et al., 2005), kde pokles hladiny aktivniho MPF souvisel i
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s poklesem aktivity MAPK (Xu et al., 1997, Kikuchi et al., 2000, Ma et al., 2005), coz je jednou
z hlavnich pfi¢in spontanni partenogenetické aktivace a zvySeni fragmentace u oocytd
vystavenych starnuti (Kikuchi et al., 2000, Ma et al., 2005). Nasledek poklesu MPF a MAPK je
také snizeni exprese anti-apoptotického faktoru Bel-2 (B-cell lymphoma-2). Na programovanou
bunécnou smrt ma mimo jiné vliv aktivace pro-apoptotickych faktort z rodiny Bcl-2 (Bax), dale
kaspaz a dalSich dilezitych proteaz (Adams et Cory, 1998). Bax z rodiny Bcl-2 je lokalizovan na
vnéjsi mitochondrialni membrang, jeho pfitomnost byla také prokdzana i na jaderné membrané a
na endoplasmatickém retikulu. Za fyziologickych podminek se podili na udrZeni vnitini
homeostazy, hladiny vapenatych iontll v cytoplazme, membranového potencialu mitochondrie a
tim se také podili 1 na pteziti bunék (Thomenius et Distelhorst, 2003). Naproti tomu
antiapoptoticky Bcl-2 zfejmé chrani oocyt tak, Ze zablokuje uvolnéni cytochromu c
z mitochondrii, a tim blokuje i iniciaci programované bunééné smrti (apoptozy) (Fissore et al.,
2002, Wang, 2001, Ma et al., 2005).

Webb et al. (1986) ve svych studiich prokazali, ze morfologické zmény béhem starnuti
oocytd jsou obdobné jak v in vivo tak v in vitro podminkach. Avsak Abott et al. (1998) sledovali,
ze prodlouzena kultivace oocyti v in vitro podminkach zpomaluje starnuti, oproti starnuti v in
vivo podminkach.

Starnouci oocyty prasete podléhaji spontanni partenogenetické aktivaci, fragmentaci nebo
lyze (obr. ¢. 3 a-e; Petrova et al., 2004, 2005). Podstata téchto procesii zatim neni zcela znama.
Oocyty podléhaji programované bun&fné smrti apoptdzou, jejimz projevem je fragmentace
oocytu (Fujino et al., 1996, Tarin et al., 2001, Johnson et al., 2004).

Pieziti oocytli v in vivo podminkach zajistuji rustové hormony, FSH, LH, progesteron
(PG), estradiol, insulin, aktivin a interleukin 1-beta (Markstrom et al., 2002).

Programovana bunééna smrt — apoptéza

Programovand bunéénd smrt je dilezitou soucasti regulacnich mechanismi u vSech
organismu. Hraje nezastupitelnou roli pfi regulaci poétu bunék béhem jejich vyvoje a jejich
obnové, pfi udrzeni rovnovahy vnitiniho prostiedi v organismu a v imunitni odpovédi na rizné
podnéty (Thompson, 1995). Apoptdza je procesem energeticky pomérné naroénym a vede
k fagocytoze zbytku buriky ostatnimi bunkami (Vaux, 1993). Termin apoptéza poprvé pouzili
Kerr et al. (1972). Apoptoza je dulezitym typem programované bunécné smrti zahrnujicim

geneticky danou determinaci bun¢k (Debnath et al., 2005).
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Morfologické a biochemické zmény pri apoptoze

Béhem programované bunécné smrti dochdzi k mnoha zménadm, zejména je patrné
smr$tovani buniky i bunééného jadra. Dochazi tak k zahu$tovani cytoplazmy a shlukovani
organel. V jadie diky tomu dochazi ke kondenzaci a rozpadu chromatinu. Buiika vydéluje tzv.
apoptoticka téliska obsahujici organely, cytoplazmu a i fragmenty DNA, jez jsou pohlcena a
degradovana bunkami se schopnosti fagocytozy (Kerr et al., 1972). Na rozdil od nekrozy,
nedochazi béhem apoptozy Kk zanétlivé reakci, protoze nedochazi k vyliti obsahu buiky do
okolniho prostiedi (Kurosaka et al., 2003).

Biochemické zmény pfi apoptoze zahrnuji St€peni proteint, rozpad DNA a aktivaci fady
signalnich kaskad (Hengartner, 2000). Apoptéza je spousSténa raznymi signaly, naptiklad
nedostateénym pusobenim rastovych faktort, zvysenou hladinou interleukinu-2, poskozenim
DNA, virovou infekci, hypoxii, tepelnym Sokem a mnohymi dal$imi podnéty (Xia et al., 1995).
(mitochondrialni) draha (Green et Reed, 1998). Ve vné&jsi draze apoptézy dochazi k interakcim
mezi death ligandy a death receptory — naptiklad z rodiny receptort TNF (Tumor Necrosis
Factor) (Locksley et al., 2001). Obsahuji extracelularni doménu bohatou na cystein,
intracelularni doménu (death doménu) a v centru apoptdzové regulatory (Ashkenazi et Dixit,
1998). Ve vnitfni mitochondridlni drdze dochédzi k uvolnéni cytochromu c¢ z mitochondrii
napiiklad prostfednictvim ¢lenti rodiny Bcel-2 (Adams et Cory, 1998). Dale mize dojit k uvolnéni
endonukleazy G z mitochondrii, jez se ti¢astni apoptotické degradace DNA (Li et al., 2001) ¢i
AIF (Apoptosis-Inducing Factor), jenz se Gcastni kondenzace chromatinu a fragmentace DNA
(Susin et al.,, 1999). V organismu dochazi k vzajemnému propojeni death receptorové a
mitochondrialni drdhy apoptdzy pies mnohé proteiny, napiiklad ptes Bid, jeZ je substratem
kaspazy-8 a ktery také pochazi z rodiny proteinii Bel-2. Bcl-2 proteiny kontroluji a reguluji
apoptotické déje (Cory et Adams, 2002). Tato rodina obsahuje 25 gent, anti- i pro-apoptotické
faktory. Pro-apoptotickymi geny jsou napiiklad Bax, Bak, Bid, Bim, Bad a Blk. Anti-
apoptotickymi geny jsou napiiklad Bcl-2, Bcl-x1 a Bag. Jsou rozhodujicimi pro skute¢nost, jestli
bunka podlehne apoptdze ¢i ne (Schuler et Green, 2001). Pro apoptézu mohou byt spoustécim a
regulacnim stimulem také kaspdzy. Kaspazy jsou proteazy katalyzujici proteolyzu (Adams et
Cory, 1998). V bunkach jsou pfitomny ve formé inaktivniho proenzymu, aktivovaného jinymi

protedzami €i autokatalytickym St€penim. V soucasné dobé zname 14 druhi kaspaz: efektorové

Béhem starnuti oocyti dochazi knavySeni hladin volnych vapenatych iontl

V cytoplazmé, a tim k naruSeni vapnikové signalizace (Takahashi et al., 2000, Takahashi et
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Mendelsohn, 2003). Dochazi tedy k vyraznému naruseni homeostazy v oocytu a mize to vést
k fragmentaci a apoptoze oocyti (Fissore et al., 2002). U mysich oocyti byla zjisténa
fragmentace DNA i cytoplazmy (Takase et al., 1995, Fujino et al., 1996, Perez et Tilly, 1997,
Perez et al., 1999). Podobn¢ jako po oplozeni oocytu spermii, kdy dochazi k oscilaci hladin
vapenatych kationtd, tento proces je zavisly na syntéze inositol-1,4,5-trifosfatu (IP3) a 1,2-
diacylglycerolu (DAG) a nasledném otevieni Ca** kanali vyvolaném IPs(lgarashi et al., 2007,
Jones, 2007) a uvolnénim vapenatych iont z vnitrobunéénych depozit do cytoplazmy (Kovar,
2000). Bylo prokazano, ze dalSim z faktord, majicim vliv na programovanou buné¢nou smrt,

jsou i chemoterapeutika pfitomna v kultiva¢nim médiu (Perez et al., 1997).

1.1.5 Aktivace oocytu vs. partenogeneticka aktivace oocytu

Béhem aktivace oocytu probiha velké mnozstvi biochemickych a morfologickych
procesu, nékteré z nich trvaji nékolik vtefin ¢i minut pfi interakci spermie s plazmatickou
membranou oocytu a jiné trvaji az nékolik hodin (Yanagimachi, 1994). Penetrace oocytu spermii
u prasat byla pozorovana 3 h po inseminaci (Ding et al., 1992). Prinik spermie je schopen
vyvolat narast intracelularni hladiny vapniku prostfednictvim fosfolipazy C-6 (PLC-3) (Saunders
et al.,, 2002). Hladina vapniku opakovan¢ osciluje od splynuti spermie s oocytem vV Case i
nékolika hodin (Miyazaki et al., 1993, Jones et al., 1995, Machaty et al., 1997a). Vzrtst hladiny
intracelularniho vapniku zptsobi exocytozu kortikalnich granul (Abbott et Ducibella, 2001).
Enzymy uvolnéna kortikalni granula zpisobi modifikaci zony pellucidy a zabrani polyspermii
(Bleil et al., 1981).

Dulezitym faktorem pii aktivaci oocytu je znovuzahajeni meidzy oocytu zastaveného ve
druhém meiotickém bloku a v tomto procesu se hlavicka spermie pfeméni v sam¢i pronucleus.
Chromatin spermie postupné v cytoplazmé oocytu dekondenzuje a okolo se vytvaii nova jaderna
membrana (Yanagimachi, 2005). Dochazi k rotaci déliciho vieténka, vstupu do anafaze Il a
vydéleni 2. polového téliska (Williams, 2002). U prasat se 8 h po inseminaci zacina syntéza
DNA a formuje se sam¢i a samici prvojadro (Ding et al., 1992). Poté dojde k vytvoreni
jednobunééné zygoty. Po premisténi prvojader do stiedu zygoty se rozpada jaderna membrana a
dochazi k syngamii, procesu ptipravy pro prvni déleni (Williams, 2002), pro ktery je zapotiebi
ATP a vysokych hladin volnych vapenatych iontt, k jejichz akumulaci dochazi v mitochondriich
a v perinuklearnim prostoru (Sun et al., 2001a).

Po splynuti spermie s oocytem dojde k degradaci cyklinu B (Lorca et al., 1993). Mos
podléha degradaci proteasomem po navazani ubikvitinu (Ishida et al., 1993). Kone¢na ztrata
aktivniho CSF a inaktivace MPF umozni vstup sami¢iho chromatinu do anafaze II (Lorca et al.,

1993). Po poklesu aktivity MPF, také zac¢ina klesat aktivita MAPK (Moos et al., 1995). Tato
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protein kindza je dulezitd pro regulaci meiotick¢ho bunééného cyklu. Pokles MAPK je
pravdépodobné potiebny pro formaci prvojader (Miyano et al., 2000). U mysi je béhem
oplodnéni pfechodné aktivovana CaMKIIl (Winston et Maro, 1995). CaMKII se spole¢né s
kalmodulinem navaze na délici vieténko, coz zdlraziuje ulohu CaMKII v pokracovani meiozy.
Studie Matsumota et Mallera (2002) mluvi o potfebé CaMKII pro duplikaci centrosomu, jez
umoziiuje prechod z metafaze II do anafaze II. Aktivace Ca?*/CaMKII je zakladnim faktorem
vedoucim k inaktivaci MPF i CSF (Dupont, 1998). CaMKII je ziejmé zapojena do exocytozy
kortikalnich granul (Abbott et Ducibella, 2001) a tcastni se cytoskeletarni piestavby béhem
aktivace oocytu (Johnson et al., 1998).

Pii partenogenetické aktivaci oocytti je béhem migrace prvojader zapotiebi kK jejich
splynuti vysokych koncentraci vapenatych kationti a ATP, aby mimo jiné doslo k akumulaci
mitochondrii v perinuklearnim prostoru (Sun et al., 2001a). Pro navozeni partenogenetické
aktivace oocytu vin vitro podminkach slouzi calcium ionophor A23187, ktery zvySuje
vnitrobunééné hladiny vapenatych kationtd (Jilek et al., 2000, 2001). V in vitro podminkach dale
existuje moznost navozeni partenogenetické aktivace také umélymi stimuly, napiiklad
elektrickymi pulzy, kterymi se op&t zvysi hladina Ca®* (Prochazka et al., 1992). Vin vivo
podminkach ustava oscilace hladin Ca** n&kolik hodin po fuzi spermie s oocytem (Jones et al.,
1995). Opakované oscilace hladin Ca?* od fuze spermie a prase¢iho oocytu trva po nékolik hodin
(Machaty et al., 1997b).

Migrace a pieziti zarode¢nych bunék béhem embryonalniho vyvoje probiha mimo jiné
prostiednictvim tyrosin-kinazového receptoru c-kit a jeho ligandu CSF, k jeho lokalizaci doslo
V oocytech a granuloznich buiikach (Fair, 2003). U savci je kratce po oplozeni degradovana
mRNA, ale k jeji aktivaci dochazi Casné¢ b&éhem embryondlniho vyvoje. U prasete probiha
degradace mRNA na konci tfetiho bunééného cyklu ve stadiu 4 blastomer (Thompson et al.,

1998).
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1.2 Oocyty Zab Xenopus laevis

1.2.1 Obecna charakteristika vyuZiti Zab Xenopus laevis

Oocyty zab Xenopus laevis jsou voleny pro experimentalni vyzkumné ucely nejen pro
vyzkum vyvoje obojzivelnikl, ale také z diivodu podobnosti mechanismli se savéimi oocyty,
tedy i humannimi oocyty. Meiotické zrani je dvakrat zastaveno, poprvé v profazi I a v in vitro
podminkach obnoveno hormondlni stimulaci prostfednictvim progesteronu, kdy se oocyty
nachazi ve stadiu VI a podruhé zastaveno v metafazi II, kdy jsou pfipraveny k oplodnéni (Masul,
1967, Smith et al., 1968, Jeseta et Bodart, 2012). Stejné jako praseci oocyty jsou oocyty Xenopus
laevis zavislé pii znovuzahajeni a dokonéeni meiotického zrani na translaci bilkovin, nikoliv na
jejich transkripci (JeSeta et Bodart, 2012). Vin vitro podminkach se zaby Xenopus laevis
pouzivaji od 50. let 20. stoleti v diagnostice gravidity. Stimulace hormonem hCG vyvolava u
drapatek kladeni vajicek. Tato stimulace se dnes vyuziva k ziskavani oocyti pro vyzkum ve
vyvojové, bunééné a molekularni biologii. Samice je vhodna k vyzkumnym Gc¢ellim a pouziva se
od ve&ku dvou let (Kobel et al., 1992, Tinsley et Kobel, 1996, Green, 2010). Xenopus laevis je
chovan ve sklenénych ¢i plastovych nadobach o hloubce minimalné 30 cm a vySce hladiny vody
7-14 cm. Teplota vody je kolem 18°C pti pH < 7. Je doporuceno dodrzovani fotoperiody 12h
den/12h noc (ASTM, 1998). Krmeni probihd dvakrat az tfikrat tydné. Je vhodné po kazdém
krmeni vyménit vodu, aby se pfedeslo vzniku infekce. Ke krmeni se pouzivaji pelety pro

akvarijni rybi¢ky doplnéné o vitaminy (Green, 2010).

Modelovy organismus Xenopus laevis je vhodny také z hlediska politiky ,,3R* (Replace,
Refine, Reduce) a je vhodnym bunéénym modelem z hlediska usnadnéni mikromanipulaci,
vyzkumu mechanismu signalnich kaskad, elektrofyziologickych vlastnosti ¢i enzymatickych
aktivit za fyziologickych podminek a v podminkach in vitro. Déle je vhodny z hlediska studia
morfogeneze déliciho vieténka, vyskytu aneuploidii a partenogenetické aktivace oocytu.
Nevyhody zab Xenopus laevis spoc¢ivaji v nékterych odlisnostech oproti savéim modelim — a to
svou allotetraploidii (18 chromozémil), nejsou oviparni a meiotické zrani a fertilizace nezavisi na
pritomnosti kumularnich bunék (Haccard et al., 1995, Huang et al., 1995, Tinsley et Kobel,
1996, Jeseta et Bodart, 2012).

Jeden oocyt zab Xenopus laevis o své velikosti 1,2-1,4 mm je ekvivalentem 50 tisic
somatickych bun&k. Zabi oocyty maji vysokou koncentraci proteini, napiiklad 50-70 ng
katalytické podjednotky PKA. Oocyty také disponuji zvySenou proteosyntézou (200-400
ng/den/oocyt) (Cailliau et Browaeys-Poly, 2009, Jeseta et Bodart, 2012).
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Vyhodou zab Xenopus laevis je také jejich vyhradné vodni zptsob zivota po celou dobu
vyvoje a moznost ziskavani oocytll béhem celého roku (Anguiano et al., 2001).

Drapatka vodni obyva pfevazné stojaté vody a patii mezi vyhradné akvatické zaby, které
jsou tolerantni k mnoha zménam faktort jako je pH vody, salinita i nedostatek potravy. Drapatka
je vsak schopna pohybu po sousi a nepfiznivé obdobi je schopna pteckat v blaté¢ ve stavu
estivace (Tinsley et Kobel, 1996, Green, 2010). Sliznaté t¢lo téchto zab je zplostélé, bez krku,
jazyka a ocasu. Po stranach t€la se nachazi lateralni ryha, podobné jako u ryb. Zadni koncetiny
jsou silné a na tfech vnittnich prstech maji tmavé zahnuté drapky. Na prednich koncetinach nemé
plovaci blany. Kuze je hladka s proménlivym hnédo-zelenym zbarvenim se skvrnami a biicho je
svétlé. U zab Xenopus laevis je vyrazny pohlavni dimorfismus. Samice méii 10-15 cm a ma
velky kloakalni vak. Samci jsou o tfetinu mensi a maji tmavou az ¢ernou vnitini stranu piednich
koncetin. Drapatky pohlavné dospivaji v 8. az 12. mésici véku a dozivaji se 10 az 15 let véku. V
pfirodé se paii v obdobi Cervha — zéfi, ale rozmnozovat se mohou az 4x ro¢n€. Samice se
samcem tvori spojeni tzv. amplexus (3-4 hodinové ,,objeti” pii pafeni). Samicka klade vajicka,

jez jsou oplodnéna pti vystupu z kloaky (Tinsley et Kobel, 1996, Green, 2010).

1.2.2 Oogeneze a embryogeneze u Zab Xenopus laevis

Oogeneze zab Xenopus laevis probiha v 6 vyvojovych stadiich oocytu (obr. ¢. 4). Ve
stadiu I jsou oocyty bezbarvé s transparentni cytoplazmou a velkym jadrem a shluky
mitochondrii. Oocyty o priméru 50-100 um. Ve stadiu II jsou oocyty bilé s neprihlednou
cytoplazmou o pruméru 450 um. Stadium I je stadiem previtelogennim a stadium Il je stadiem
Casné vitelogennim. Ve stadiu III a IV pokracuje proces vitelogeneze zahrnujici akumulaci
Zloutku a syntézu pigmentli. Oocyty se rapidné zvétSuji a diferencuji se na po6l tmavy animalni a
na bily pdl vegetalni. Oocyty ve stadiu IV jsou o priméru 600-1000 um. Ve stddiu V nabyvaji
oocyty své maximdlni velikosti a obsahu Zloutku. Oocyty jsou o priméru 1000-1200 pm.
Stadium VI u oocytl je charakteristické ptitomnosti svétlého prouzku, je to oblast bez pigment,
Vv ekvatoridlni roving. Ooocyty jsou o priméru 1200-1300 pm. Stadium VI je postvitelogenni a
oocyty jsou pripravené k ovulaci, k procesu Kladeni vaji¢ek. Oogeneze je kontinualnim
asynchronnim procesem. Oocyty ve vSech vyvojovych stadiich jsou na vaje¢niku pfitomny
(Wallace et al., 1970, Dumont, 1971, Hausen et al., 1991).
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Obrazek ¢. 4:Vyvojova stadia oocytll zab Xenopus laevis (pievzato z Mowry et Cote, 1999).

QO

Stage | Stage Il Stage Il Stage IV Stages V-VI

Oocyt vznika meiotickym délenim jako haploidni buiika spolu s vydélenim 2 polarnich
télisek. Vyrazné pigmentované je misto vydéleni polovych télisek a vyskytu jadra, jenz je
oznacovan jako animalni pol, protilehla ¢ast oocytu, kde se nachdzi Zloutek a mens$i pocet
pigmentovych granuli se nazyva pol vegetalni. Oocyt je polarizovanou bunkou s anisotropni
vnitini strukturou (Gilbert et Raunio, 1997).

Béhem oogeneze se zvySuje syntéza RNA a potiebnych ribozomii pro podporu ristu
oocytu a embrya v prvnich dnech jeho vyvoje. V oocytech ve stadiu zarodecného vacku se
nachdzi tzv. ,Stétkovité” chromozomy. Béhem faze rlstu oocytu se mitochondrie seskupi na
jedné stran¢ GV a vytvofi tzv. Balbiani body - strukturu bez membrany, skladajici se z
mitochondrii, endoplazmatického retikula, membranovych vacki a tukovych kapének (Kloc et
Etkin, 2005). Tato struktura se pak rozdéli do menSich shluki a ptesouvaji se k povrchu
rostouciho oocytu (Gilbert et Raunio, 1997). Transport mitochondrii k povrchu oocytu je
naznakem budouci vegetalni ¢asti oocytu a jednim z rozhodujicich faktort polarizace oocytu. V
oplozeném vaji¢ku a v obdobi ¢asného embryonalniho vyvoje u zab Xenopus laevis jsou oblasti
bohaté na mitochondrie oznaované zarodeCnymi cytoplazmaty. Oocyt zvétsuje svou velikost
piibyvanim Zloutku v procesu vitellogeneze ve formé Zloutkovych desticek ve vegetalni Casti.
Zloutkové prekurzory vznikaji v jatrech a jsou slozené z fosfolipoproteinti (Gilbert et Raunio,
1997).

Tvorba déliciho vieténka je spojena S migraci nukleoplasmy a chromosomu k vrcholu
oocytu nasledujici po hormonalni stimulaci naptiklad progesteronem a v ¢ase po rozpadu
zarodec¢ného vacku, dochazi k vytvoreni velké bilé plochy bez pigmentu (bila skvrna/misto zrani,
White Spot/Maturation Spot, obr. ¢. 5). Chromozoémy jsou kondenzované a dé€lici vieténko ve
stadiu MI je vytvorené v kortikalni oblasti v blizkosti plazmatické membrany. Po vydéleni 1.
polového téliska, de€lici vieténko ve stadiu MII je v plazmatické membrané ukotveno a doslo
k vytvoteni bilé plochy — mista zrani. Nezralé Zabi oocyty obsahuji tmavé pigmentovanou

polokouli, kde se nachazi jadro a po progesteronové stimulaci se objevi mala bila skvrna na
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vrcholu oocytu, coz ma souvislost s migraci zarode¢ného vacku a jeho naslednym délenim
(JeSeta et Bodart, 2012).

Kromé¢ bilé plochy se objevuje tmavy prouzek, v ase shodném s vystupem z MI a
vstupem oocytu do Al, resp. ¢asem vzristu aktivity MPF, jejim poklesu na zacatku Al a jejim
opétovnym naslednym vzrastem (Dunphy et al., 1988, Gautier et al., 1988, Draetta et al., 1989,
Labbé et al., 1989, Bodart et al., 2002a,b).

Obrazek ¢. 5: Morfologie nezralych oocyti zab Xenopus laevis (vlevo) a morfologie oocytl ve
stadiu zarode¢ného vacku (vpravo) (ptfevzato z Jeseta et Bodart, 2012).

Meiotické zrani oocytd u Zab Xenopus laevis

Dorostlé oocyty v ovariich ¢ekaji na hormonalni stimul z hypofyzy, aby meidéza mohla
byt dokoncena. Folikuly okolo oocytu jsou stimulovany LH-peakem k syntéze steroidnich latek
predevsim progesteronu, ktery ma vliv na dozravani oocytu. Luteiniza¢ni hormon (LH) vyvolava
ovulaci. Po dozrani oocytu dochdzi k prolomeni 2. meiotického bloku a meiéza pokracuje. Po
GVBD se vytvaii délici vieténko na animalnim polu. Oocyt se déli, dochazi k vydéleni prvniho
polarniho téliska a nasleduje metafaze II (Gilbert et Raunio, 1997). Vedle meiotického zrani
prochazi oocyt i zranim cytoplasmatickym, které u Zab Xenopus laevis zahrnuje zmény
propustnosti membran, cytoskeletarni zmény a ztratu mnoha membranovych organel. U Xenopus
laevis doba meiotického zrani oocytu trva od Sesti do dvanacti hodin dle samice a piipadné
hormonalni stimulace. Po dozrani je oocyt schopny splynuti se spermii a vyvoje embrya (Sive et
al., 2000).

Pii sestupu vejcovody jsou zralé oocyty zab Xenopus laevis obklopeny slizovitym
obalem. Spermie splyne s plazmatickou membranou oocytu v misté animalniho polu a svym
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vstupem zraly oocyt aktivuje, dochazi k depolarizaci membrany a zméné pH, a tak je zabranéno
polyspermii. Dal$i ochranou je uvolnéni kationtd vapniku do vnéjSiho prostiedi oocytu. lonty
ca* (rozdilnost mezi savci a obojzivelniky) zptsobi exocytozu kortikalnich granul a kontrakci
kortexu (Gilbert et Raunio, 1997). Obsah kortikalnich granuli spolu s vrstvou slizového obalu
vytvaii tzv. fertilizaéni obal. Po jistém case se vajicko z této schranky uvolni a volné se
pohybuje. Poté dojde ke stoCeni vegetdlniho pdlu smérem doli o 30 stupnit vaci vnitini
cytoplazmé, a to vétsinou do 30 minut po oplodnéni oocytu. Pohyb jadra spermie z vnéjsi vrstvy
oocytu do cytoplazmy je umoznén diky paprs¢ité mikrotubularni struktufe majici puvod v
centrosomu. Zmény polohy pigmentovych granuli jsou pozorovatelnym smérem pohybu
penetrace spermii. Animalni pol se odchyli k mistu penetrace spermie do oocytu (sperm entry
point- SEP), coZ ma za nasledek posun vegetalni ¢asti a tvorbu Sedého srpkovitého utvaru (grey
crescent), dojde k odkryti pigmentované cytoplazmy na animalnim poélu, jez je po posunuti
pokryta pouze nepigmentovanou vrstvou &asti vegetalniho pélu. Seda ¢ast naznaGuje budouci
dorzalni stranu embrya. Animalni i vegetalni polova cytoplazma oocytt Xenopus laevis je malo
pigmentovand, a proto neni Sedé cast prili§ zietelna.

Oocyty zab Xenopus laevis se fadi diky svému excentrickému uloZeni Zloutku mezi
heterolecitalni. Zloutkova zrna jsou soustiedéna pii vegetdlnim p6lu. Na animélnim pélu se mezi
blastomerami utvari Stérbina, kterd se rozsifi v antrum zvané blastocel obklopené blastodermem
(Gilbert et Raunio, 1997).

Proces embryogeneze (obr. ¢. 6) za¢ina tvorbou zygoty, fizi obou haploidnich prvojader
a naslednym délenim. Ryhovani vajicek nastava 1,5-3,5 hodiny po oplodnéni pii 20 °C. Prvni
ryha jde ptes animalni pdl a SEP a d€li se na srpkovity Gtvar. Zygota se rychle dé€li, a to bez rastu
bunécné hmoty. U zab probih4 holoblastické (totalni) ryhovani, pfi kterém vznikaji blastomery

(Gilbert et Raunio, 1997).

Obrazek ¢. 6: Oogeneze vs. embryogeneze u zab Xenopus laevis (pfevzato z Mowry et Cote,
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D¢leni je synchronni a u zab Xenopus laevis probihda kazdou pilhodinu (Gilbert et
Raunio, 1997). Na vegetalnim polu se nachazi vétsi zloutkové builky s prekurzory zarodecnych
bunék obsahujicich zarode¢nou plasmu, ktera ptivodné byla na povrchu vegetalniho polu oocytu,
to nejspiSe vysvétluje presun kortikalni cytoplasmy z povrchu oocytu podél vznikajicich ryh. U
oocytl vétsich nez 3mm, je ryhovani méné symetrické, protoze na animalnim pdlu oocytu vznika

nepravidelna struktura, ale ryhovani vegetalniho pélu probiha pomaleji.

Béhem procesu oogeneze oocytl zab Xenopus laevis se uplatiiuje fada faktord, které maji
vliv na zisk meiotické kompetence. MAPK se podili na ochrané aktivace degradace cyklinu B pfi
pfechodu z MII do All, ochrana probiha prostfednictvim aktivace inhibitoru APC (Vorlaufer et
Peters, 1998). CaMKII je schopna u zablokovanych oocyti indukovat degradaci cyklinu B bez
inaktivace MAPK (Abrieu et al., 1996) a je schopna (in)aktivovat inhibitor APC a tim potladit
cytostatickou aktivitu oocytu. Béhem oplozeni aktivita MPF klesne ucinkem aktivity CSF
prostfednictvim defosforylace proteinu Mos. Degradace cyklinu B a inaktivace MPF je
zprostfedkovana signalizaci vapnikovymi ionty, dochazi k naruseni rovnovahy mezi CSF a MPF
(Watanabe et al., 1989, Weber et al., 1991). 30-45 minut po oplodnéni dojde ke zvySeni
intracelularni hladiny Ca®* (Watanabe et al., 1989, Weber et al., 1991, Phillips et al., 2002),
zatimco k inaktivaci MPF degradaci cyklinu B dochazi asi po 15 minutach. Aktivace MPF
vyvolana progesteronem je narusena syntézou cyklinu B a soucasné snizena aktivita Mos/MAPK
drahy (Haccard et Jessus, 2006).

U oocytt Xenopus laevis zastavenych v MII je aktivita APC pfimo potlaéena proteinem
Emi2 (Erpl) (Liu et Maller, 2005), ktery se objevi az po stadiu MI, coz vysvétluje, proc
meioticky blok kon¢i az v MII (Liu et al., 2006, Tang et al., 2008). Po oplodnéni se zvysi
hladina volného intracelularniho vapniku, ktery aktivuje CaMKII a ta fosforyluje Emi2 (Erpl), a
tak dojde k uvolnéni inhibovaného APC (Liu et Maller, 2005, Rauh et al., 2005, Schmidt et al.,
MII. U oocyti Xenopus laevis zastavenych v MII, jsou substraty pro Emi2 (Erpl) kinazy p90Rsk
a Mos. Emi2 (Erpl) dependentni fosforylace zpusobena p90Rsk je zasadni, jak pro stabilizaci
Emi2 (Erpl), tak pro zastaveni v MII prostfednictvim CSF (Inoue et al., 2007, Nishiyama et al.,
2007a).
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1.3  Sirovodik (H,S)

1.3.1 Obecna charakteristika H,S

Sirovodik je bezbarvy, hotlavy, velmi drazdivy az toxicky plyn se specifickym zadpachem
zkazenych vajec (Winder, 1933, Starka, 2009).

V sav¢ich tkanich je H,S produkovan endogenné z L-cysteinu (Stipanuk et Beck, 1982).
V organismu jako signalni molekula zajistuje mnoho fyziologickych funkci (Abe et Kimura,
1996, Patel et al., 2009). H,S byl poprvé popsan jako endogenni neurotransmiter (Abe et
Kimura, 1996).

Sirovodik jako signalni molekul a byl popsan Vv respiraénim systému, kardiovaskularni
systému a V centralni nervové soustave (Reiffenstein et al., 1992, Zhao et Wang, 2002, Mancardi
et al., 2009). V roce 1982 byl sirovodik poprvé prokazan i Vv jaterni tkani (Stipanuk et Beck,
1982). Pocatkem devadesatych let byl sirovodik prokdzan také v mozkové tkani, kde byla
zjisténa relativné vysoka hladina sirovodiku v mozku ¢lovéka, skotu a potkana (Goodwin et al.,

1989, Warenycia et al., 1989).

1.3.2 Biochemické vlastnosti H,S

Sirovodik je slabou kyselinou, ktera v organismu z jedné tietiny nedisociuje a ze dvou
tietin disociuje do H" a HS ionti a dale pfi vyssim pH disociuje na H" a S% (Lowicka et
Bettowski, 2007, Starka, 2009). H,S se muze vazat na hemoglobin, podobné jako NO, CO
(Shibuya et al., 2009). Permeabilita tkani pro H,S je niz$i nez u NO a CO. Rozpustnost H,S v
lipofilnim prostfedi je jeSté asi 5x vyssi nez ve vodném prostiedi, prichod H,S tkdnémi probiha
pouhou difuzi bez ptenasece (Goodwin et al., 1989, Starka, 2009). Koncentrace H,S ve tkanich
jsou odlisné - v séru a tkanich okolo 50 puM (10-46 pmol/l u potkana — 10-110 pmol/l u ¢lovéka),
v mozku byvaji koncentrace vyssi (50-70 umol/l u potkana — 160 pml/I u ¢lovéka). Tato hladina
H.S je blizko toxické koncentraci (Lowicka et Bettowski, 2007, Starka, 2009, Elsey et al., 2010).

Endogenni hladina H,S je zvySovana expresi nékterych faktort — VEGF (Vascular
Endotelial Growth Factor), IGF (Insulin-Like Growth Factor), TGF-a, -, cytochrom c-oxidazy a
CAMP (Mancardi et al., 2009, Enokido et al., 2005).

Endogenni signalizace sirovodikem probiha ptes sulfhydrylaci proteinti, jeZ je obdobou
nitrosylace (Mustafa et al., 2009). Na cysteinech cilovych proteinii se vytvoii skupina S-SH
(Jaffrey et al., 2001).
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1.3.3 Biosyntéza H,S

Sirovodik je endogenné produkovan z L-cysteinu (Wang, 2002). L-cystein je neesencialni
aminokyselina obsahujici siru. L-cystein je syntetizovdn z methioninu pies homocystein a
cystathionin (Stipanuk, 2004, Lowicka et Bettowski, 2007). Pro syntézu endogenniho H,S je
substratem L-cystein, ktery je bud’ alimentarniho pivodu a nebo nasyntetizovan z methioninu

(Lowicka et Bettowski, 2007). Cesta vzniku L-cysteinu je na obrazku €. 7.

Obrazek ¢. 7: Biosyntéza H,S (piepracovano dle Elsey et al., 2010)
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Sirovodik je z L-cysteinu produkovan tfemi enzymy — cystathionin p-syntazou (CBS),
cystathionin y-lyazou (CTH) a 3-mercaptopyruvate sulfurtransferazou (MPST) (Wang, 2002,
Shibuya et al., 2009). Dva z nich (CBS a CTH) jsou dependentni na kofaktoru pyridoxal 5'-
fosfatu (PLP) a jejich substratem je L-cystein (Stipanuk et Beck, 1982, Erickson et al., 1990,
Zhao et al., 2001). Tteti enzym MPST je independentni na kofaktoru pyridoxal 5’-fosfatu a jeho
substratem je 3-mercaptopyruvat (Shibuya et al., 2009).

CBS (EC 4.2.1.22) katalyzuje reakce substitu¢niho typu mezi L-cysteinem, L-serinem,
thioethery a nékterymi L-aminokyselinami a merkaptany. Lidska CBS je homotetramer vazajici
pyridoxal 5'-fosfat a hem a skladajici se ze dvou podjednotek o 63 kDa a 551 aminokyselinach,
vytvarejicich vazbu s homocysteinem a serinem (Patel et al.,, 2009). CBS se sklada ze 3

funk¢nich domén, kde stfedni doména obsahuje katalytické jadro (vazba pyridoxal-5 fosfatu).
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Negativni regulacéni oblasti C-terminalni domény jsou odpovédné za aktivaci enzymu S-
adenosylmethioninu (AdoMet). Posledni je N-termindlni doména obsahujici vazebné misto pro
hem. Produkce H,S prostiednictvim CBS ve své syntéze zahrnuje také kondenzaci homocysteinu
s cysteinem s naslednym vznikem cystathioninu a uvolnénim H,S (Jhee et Kruger, 2005, Chen et
al., 2004). Vysoka aktivita CBS pii syntéze H,S byla detekovana v centralni nervové soustave
(Szabo, 2007).

CTH (EC 4.4.1.1) je proteinem skladajicim se ze 405 aminokyselina je tvofena
tetramerem ze dvou homodimerickych ¢asti. CTH ma molekulovou hmotnost 45 kDa (Starka,
2009). Je katalyzatorem pfemény Cysteinu na thiocystein, pyruvat a NH4", kde thiocystein se pak
rozlozi na cystein a H,S. CTH byla lokalizovana hlavné v cévni soustavé a kardiovaskularnim
systému (Szabd, 2007).

MPST je multifunkéni enzym, jehoz substritem je 3-mercaptopyruvat, ktery vznika
pomoci enzymu cysteinaminotransferazy reakci cysteinu a a-ketoglutaratu (Stipanuk et Beck,
1982, Shibuya et al., 2009).

1.3.4 Katabolismus H,S

Vytvoteny sirovodik je v buiice oxidovan hlavné v mitochondriich na thiosulfat a dale na
sulfit a sulfat. Jedna se pravdépodobné o neenzymaticky proces propojeny S transportem
elektrond pies vnitini membranu mitochondrii. Druhou drahou je methylace methanthiolu na
dimethysulfid v cytosolu. V zavéru vyctu katabolickych drah H,S je mozné spojeni
s methemoglobinem za vzniku sulfhemoglobinu (Wang, 2002, Lowicka et Beltowski, 2007,
Starka, 2009). (obr. ¢. 8).Tyto metabolity se vylouéi ledvinami, plicemi ¢i gastrointestinalnim

traktem. Endogenni sirovodik se v organismu neakumuluje a neni toxickym pro organismus (Du
et al., 2003, Chen et al., 2007).
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Obrazek ¢. 8: Katabolismus H,S (ptepracovano dle Lowicka et Bettowski, 2007)

(1) 2HS + 20, = S,0;> + H,O
S,0; + CN == SCN + SO,

S0,> == SO,*

(2} st—'*CH3-SH——'CH3-S-CH3

(3) HS + methemoglobin — sulfhemoglobin

1.3.5 H,S versus apoptotické zmény v organismu

Rodina jadernych faktori (NF-xB) je skupina transkripénich faktorti stimulovanych
prozanétlivymi cytokiny Tumor Necrosis Factors alpha (TNF-a). TNF-a aktivuji komplex kB
kinaz (IKK) fosforylaci IkB proteint. Tento proces vede k degradaci a translokaci NF-xB do
jadra (Delhase et al., 1999, Karin et Ben-Neriah, 2000). Jaderné funkce NF-xB jsou regulovany
mnoha latkami v¢etné ribozomalniho proteinu S3 (RPS3) (Wan et al., 2007). H,S je zapojen do
zanétlivych procesti, coz naznaCuje vztah s NF-kB. Anti-apoptotické ucinky NF-xB jsou
zprostiedkovany H,S, ktery je syntetizovan CTH (Szabd, 2007). Osetfeni TNF-a ztrojnasobuje
ucinek H,S stimulaci navazani SP1 (transkripéni faktor aktivace TNF-o) na CTH. H,S
generovany CTH také stimuluje vazby na DNA a genovou aktivaci NF-kB u mysi
s vyblokovanym genem pro CTH (Gius et al., 1999, Szabo, 2007). CTH knockout vede ke
snizeni hladiny glutathionu, coz muize vést k naslednym zménam zplisobenym oxidacnim
stresem u CTH mutantnich mysi. H,S pusobi tak, ze sulthydratuje podjednotku p65 na cysteinu-
38 NF-kB, ktery posiluje jeho vazbu na ko-aktivator ribozomalniho proteinu S3 (RPS3).
Sulfhydratace p65 brzy prevlada po osetieni TNF-a, pak klesd a je nasledovana reciprocnim
zvySenim nitrosylace p65. U CTH mutantnich mysi nedochazi k sulfhydrataci p65,
antiapoptotické vlivy NF-xB jsou vyrazné men$i a mysi jsou hypersenzitivni k apoptotickym
zménam po oSetfeni TNF-a. Sulfhydratace NF-xB se jevi jako posttranslaéni modifikace p65 a
zda se urcujicim fyziologickym determinantem jeho antiapoptotické transkripéni aktivity (Sen et
al., 2012).

35



Pan et al. (2011) ve své studii zkoumali u¢inky a mechanismy hydrogen sulfidu sodného
(NaHS, donoru H,S) na Tumor Necrosis Factor (TNF) vyvolavajici dysfunkce u endotelovych
bunék pupeénikovych cév (HUVEC). Cinnost TNF-a je spojena s aktivaci vice signalnich drah,
véetné MAPK (p38) a NF-xB (Li et al., 2005, 2008). Dale je ¢innost TNF-a spojena s expresi
HO-1 v  HUVEC. HO-1 je isoformahemoxygenazy, kontrolujici degradaci hemu a hrajici
ustfedni roli v regulaci zanétlivych reakci prostfednictvim svych produkt bilirubinu a oxidu
uhelnatého (Paine et al., 2010). NaHS muze v zavislosti na davce vyvolat expresi HO-1 v
endotelidlnich burikach. Donorem sirovodiku Ize patrné vyvolat expresi HO-1 a tim prispét

Rinaldi et al. (2006) se ve své studii zabyva prezitelnosti lidskych neutrofil
Vv piitomnosti H,S Vv in vitro podminkach, kdy v dasledku inhibice $tépeni kaspazou-3 (piipadné

kaspazou-8) a inhibici fosforylace p38 MAPkinazy, dochazi k oddaleni nastupu apoptozy.

1.3.6  Utinky H,S ve tkanich

H,S je jednim z klicovych regulacnich mechanismi mnoha fyziologickych procest
v organismu (Fiorucci et al., 2006). V centralni nervové soustavé pusobi sirovodik jako
neuromodulator a neuroprotektor (Abe et Kimura, 1996, Wang, 2002, Lowicka et Bettowski,
2007, Qu et al., 2008, Tan et al.,, 2009a), v kardiovaskularni soustavé se uplatiuje pfi
vazodilataci a vazokonstrikci (Zhao et Wang, 2002, Li et al., 2009, Mancardi et al., 2009),
pusobi na hladkosvalové bunky respira¢niho traktu (Reiffenstein et al., 1992) a ovliviiuje
motilitu stfev relaxatnim ucinkem na ileum (Teague et al., 2002). Krom¢ téchto funkci se
sirovodik uplatiiuje i pii zanétlivych procesech U probihajici pankreatitidy, endotoxémie,
hemorhagickém soku (Li et al., 2009, Pae et al., 2009) a podili se i na fizeni sekrece inzulinu
(Yang et al., 2005b, Cao et al., 2006). V pohlavni soustavé proerektilné piisobi na kaverndzni
téliska v penisu a u samic pusobi na vaginalni a klitorialni vaskularni tkan (d’Emmanuele di
Villa Bianca et al., 2009, Patel et al., 2009, Srilatha et al., 2006, 2007, 2009). Byly sledovany
také jeho 1é¢ivé Ucinky vyuzivané v sirnych laznich (Starka, 2009). H,S je mimo jiné schopen
zabranit poSkozeni organismu hypoxii tim, ze dokdZe u nékterych savcl navodit stav blizky
hibernaci (Olson et al., 2006, 2010), a to prostfednictvim inhibice cytochrom c-oxidazy
v dychacim fetézci mitochondrii (Collman et al., 2009).

Podil cystathionin B-syntazy, cystathionin y-lyazy a 3-mercaptopyruvate sulfurtransferazy
na endogenni produkeci sirovodiku je v riznych tkanich odlisny.

V centralni nervové soustavé je za produkci sirovodiku zodpovédna zejména cystathionin

B-syntaza a sirovodik zde pusobi spolu s vapenatymi kationty (Eto et al., 2002, Nagai et
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al.,2004). Na produkci H,S v mozku se podili také 3-mercaptopyruvate sulfurtransferaza
(Shibuya et al., 2009).

V kardiovaskularni soustavé je sirovodik produkovan hlavné cystathioniny-lyazou a
sirovodik zde plsobi zejména pii vazokonstrikei.

V jatrech, ledvinach, ileu, plicich, pankreatickych ostruvcich, déloze a varlatech byly
zjistény vSechny tii enzymy endogenné produkujici HpS (Ogasawara et al., 1994, Nagahara et
al., 1998, Zhao et Wang, 2002,Ichinohe et al., 2005, Lowicka et Bettowski, 2007, Mancardi et
al., 2009).

Enzymy CBS, CTH a 3-MPST ptisobi v organismu rozdilné a rtizna je i jejich tkanova
distribuce (Zhao et al., 2003, Olson et al., 2006, Mustafa et al., 2009).

Pasobeni H,S v organismu

H,S se vmozku projevuje jako signalni molekula majici vliv na funk¢nost
neurotransmitert a uplatiiujici se pii vytvareni pamétovych stop (Abe et Kimura, 1996). H,S ma
mimo jiné vliv na neurosignaliza¢ni drahy a jeho u¢inek je neuromodula¢ni a neuroprotektivni
(Chen et al., 2007). Angazuje se V ochrané proti oxidativnimu stresu prostiednictvim zvySovani
hladin glutathionu (Kimura et Kimura, 2004) a pfi hyperpolarizaci membran aktivaci iontovych
kanald: K'atp @ Cl K'atp a T typ Ca®* kanald (Nagai et al., 2004,Shibuya et al., 2009). Na
NMDA receptory pasobi HzS stimulaéné, na rozdil od C1” kanalt, kde pasobi inhibi¢né (obr. ¢.
9). K aktivaci CAMP/PKA drah v mozku dochazi vyplavenim Ca®" iontd a naslednou stimulaci
ryanodinovych receptort (Tan et al., 2009a, Tang et al., 2010). H,S je v mozku produkovan
hlavné v mozecku, mozkovém kmeni a hippokampu (Abe et Kimura, 1996, Chen et al., 2007).

Hlavnim enzymem, podilejicim se na endogenni produkci sirovodiku v mozku je CBS
(Wang, 2002). CBS byla lokalizovana v mikrogliich (Hu et al., 2007) a v astrocytech (Ichinohe
et al., 2005). CBS je detekovana v hippokampu a v mozecku. CBS zvySuje aktivitu NMDA
receptorll a UcCastni se na tzv. long term potention (LTP) — vytvafeni pamétovych stop za
spolutcasti kalmodulinu a Ca®* (Abe et Kimura, 1996, Wang, 2002, Lowicka et Bettowski,
2007, Szabo, 2007). Diky pusobeni H,S na long-term potentiation je H,S zesilujicim
mechanismem synaptického pfenosu signalu mezi neurony a glii (Abe et Kimura, 1996). Ke
snizeni intracelularniho H,S dochazi prostfednictvim abnormalni exprese CBS (Eto et al., 2002).
V piipadé Downova syndromu neni pfitomna sekvence kodujici CBS na 21. chromozému, a tim
se spolupodili na patofyziologickych projevech tohoto onemocnéni (Abe et Kimura, 1996).

Exprese CTH je v centralni nervové soustavé nizka. CTH byla zjisténa pouze
v mikrogliich (Tan et al., 2009a).
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MPST je dal$im enzymem vyskytujicim se ve vétsi mife v mozku. Je lokalizovana
v pyramidalnich buiikach hippokampu (Lowicka et Bettowski, 2007) a v neuronech (Shibuya et
al., 2009).

Obrazek ¢. 9: H,S versus iontové kanaly (ptfevzato z Tang et al., 2010)

L-type Ca?*

°), 2@ T-type Ca?*
KATPé L-cystelne o . ’

Ca?*-ATPase e

Wo“

TRP(V,, A,) Cl'channels

H,S ptisobi jako gasotransmiter také v cévni soustavé (Gadalla et Snyder, 2010). Ma zde
kardioprotektivni G¢inek (Zhao et al., 2001, Yang et al., 2004, Szabo, 2007, Sen et al., 2009).
Stimuluje proces proliferace, adheze, migrace a zformovani endotelidlnich bunék cév ve
vaskularni tkani savci (Cai et al., 2007). H,S ptsobi hlavné na buriky hladkého svalstva, nikoliv
na inervaci cév &i jejich endotel (Lowicka et Beltowski, 2007). Utastni se také inhibice
proliferace a aktivace MAPK, jez je zapojena v programované bunécné smrti vaskularniho
hladkého svalstva. Hlavni fyziologicky vliv H,S spoéiva v regulaci cévni kontraktility ve tkanich
a vasodilatacni ptisobeni pii regulaci bunééného ristu, tim je zprostiedkovan vliv na remodelaci
cév (Zhao et al., 2001, Starka, 2009). Vasorelaxaéni ti¢inek je spojen s otevienim K' kanald,
konkrétné K™ atp dependentnich kanald, ¢imz dochazi k hyperpolarizaci plazmatické membrany
bunck. CozZ také souvisi s omezenim vstupu extracelularnich vapenatych kationtlh do vaskularni
tkan¢ (Zhao et al., 2001). H,S plsobi pii vasorelaxaci bun¢k cév hladké svaloviny tim, ze
pomaha vytvaret vystelku cév, a tak se nepifimo ucastni i regulace krevniho tlaku. Oteviranim

K*atp kanala pii vasodilataci pusobi sirovodik podobné jako v centralni nervové soustavé
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(Mancardi et al., 2009). Ke zvyseni koncentrace H,S a NO dochazi pii zanétu a hemorhagickém
Soku (Mok et al., 2004). Nizka koncentrace H,S ma protizanétlivé ucinky, na rozdil od vysokych
koncentraci, které ucinkuji prozanétlivé (Pae et al., 2009). H,S se tedy podili na stimulaci
organové odezvy na zanét (Gadalla et Snyder, 2010). Dochazi ke vzajemnému Gtlumu nebo
zesileni u¢inkd H,S a NO — vasorelaxac¢ni cévni efekt ¢i uvolnovani H,S v cévnich tkanich (Zhao
et al., 2001). Mechanismus vztahu mezi jednotlivymi gasotransmitery NO, CO a H;S neni zatim
ptresné popsan (Elsey et al., 2010).

Hlavnim enzymem spojenym s cévni soustavou a kardiovaskularnim systémem je CTH
(Lowicka et Beltowski, 2007). CTH pusobi v cévnich tkanich konkrétné v plicnich a
mezenterialnich artériich, aorté, portalni zile a v srdci (Wang, 2002).

CBS nebyla témé&f lokalizovana Vv cévni soustavé, pouze V endotelialnich bunkach
umbilikalnich cév (Abe et Kimura, 1996).

Pokud je koncentrace H,S v organismu vyssi nez 250 ppm vyvolava plicni edém a
koncentrace vyssi nez 1000 ppm vede ke komatu nebo smrti (Fiorucci et al., 2006).

Relaxacni ucinek sirovodiku je pozorovan i v gastrointestindlnim traktu. Sirovodik
pasobi relaxa¢né na ileum, coz napovida tomu, ze by sirovodik mohl byt zapojen do fizeni

kontraktilnich funkci v motilité stieva (Teague et al., 2002).

Pusobeni H,S V reprodukéni soustavé

Podil sirovodiku na fizeni reprodukénich funkci u saveil neni zatim pfili§ prozkouman.
U samic potkant, mysi a zen byla CBS a CTH detekovana ve vaginalni a klitorialni tkani a u
samcU potkand a mysi byla CBS nalezena ve vaskularni tkani (d’Emmanuele di Villa Bianca et
al., 2009, Patel et al., 2009, Srilatha et al., 2009). S vazodilataénimi ucinky sirovodiku a
s relaxaci hladkého svalstva plisobenim H,S souvisi 1 jeho role ve stimulaci erekce napftiklad u
kralikd. Patrné zde stimuluje iuvolnéni oxidu dusnatého (Srilatha et al., 2007, Maul et al.,
2003). CBS a CTH byla mimo jiné lokalizovana ve varlatech potkanti. CBS byla ve varlatech
detekovana v Sertoliho burnikach a v nezralych spermatogoniich, pticemz CTH byla lokalizovana
Vv Sertoliho a Leydigovych buiikdch a také ve vSech vyvojovych stadiich samcich zarode¢nych
bunék (Sugiura et al., 2005).

V samici pohlavni soustavé byla CTH a CBS popsana Vv intrauterinnich tkanich u samic
potkanii, konkrétné v déloze, ve vaginalni a placentarni tkani, dale v plodovych obalech a mimo
jiné se zde sirovodik podili na relaxaci myometria (Patel et al., 2009, Srilatha et al., 2009). Tyto
enzymy byly také detekovany v humanni placenté, amnionu a chorionu. H,S je produkovan

placentou a délohou potkana (Patel et al., 2009).
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Ve folikularni tekutiné byl detekovan homocystein a methionin. Do metabolismu
homocysteinu a metioninu je zapojena CBS, pisobici jako mozny mediator v interakci oocytu
s granuldéznimi bunikami v antralnich folikulech. Aktivita CBS byla prokazana v mySich ovariich,
ale v oocytu CBS nebyla prokazana (Rong et al., 2006). CBS byla detekovana v granuloznich
bunkach antralnich folikulti, kde se Gcastni inhibice meiotického zrani oocytu (Liang et al., 2006,
Rong et al., 2006). Hypoxie v placentarni tkani ma souvislost s preeklampsii V t€hotenstvi
(Soleymanlou et al., 2005, Patel et al., 2009). Hromadéni homocysteinu je pro buiiky toxické,
vede k hyperhomocysteinémii (Watanabe et al., 1995, Owen et al., 1997, Yamanishi et al.,
2006), coz muze byt pficinou Casnych potratd, komplikaci v téhotenstvi a vzniku pravé
preeklampsie. Miize byt také diivodem trombdzy a embolie (Levy et al., 2002). H,S snizuje
uspésnost nidace a implantace zarodku, pocet jedinct ve vrhu, zpusobuje odlouceni placenty a je
pfi¢inou vrozenych vad u ploda (Aubard et al., 2000, Kumar et al., 2003, Patel et al., 2009).
ZvySeny obsah homocysteinu ma tedy vliv na kvalitu oocytti a celkovy prubéh oogeneze. H,S
také v sami¢i reprodukéni soustavé pusobi relaxacné na hladké svalstvo. Byl prokazan
tokolyticky u¢inek H,S v in vitro podminkach pusobici na kontrakce délohy u potkant, ¢imz
dochazi k oddaleni porodu (Sidhu et al., 2001, Yuo et al, 2011).

O expresi cystathionin B-syntazy a cystathionin y-lyazy v oocytech a o funkci sirovodiku
pfi regulaci procesu starnuti oocytd, nejsou zatim v dostupné literatuie zadné tidaje. Proto jsme si

stanovili za cil prokazat ptitomnost a vliv sirovodiku béhem procesu starnuti oocyta.
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14 Oxid dusnaty (NO)

1.4.1 Obecna charakteristika a katabolismus NO

Robert Furchgott v roce 1980 popsal biologicky efekt endotelidlniho relaxa¢niho faktoru
(EDRF) a v roce 1987 bylo objeveno, ze EDRF je identicky s oxidem dusnatym.

Oxid dusnaty (NO) je v poslednich letech jednou z nejvice studovanych plynnych
molekul, tzv. gasotransmiterti. Oxid dusnaty je volny dvouatomovy plyn vysoce difusibilniho a
lipofilniho charakteru, jenz ma schopnost prostupovat rychle a volné¢ biomembranami a
regulovat tak fyziologické funkce bun¢k v organismu. V signalni kaskad¢é oxidu dusnatého
funguje jako druhy posel. V organismu je zapojen jako vyznamna signalni molekula do regulace
mnoha patologickych a fyziologickych procest, véetné procest reprodukénich (Jablonka-Shariff
et Olson, 1997, Rosselli et al., 1998, Ding et al., 2000, Calabrese, 2001, Dixit et Parvizi, 2001,
Bu et al., 2003). V roce 1998 byla udélena Nobelova cena za fyziologii za objev vazodilata¢nich
ucinki oxidu dusnatého v kardiovaskularnim systému.

Oxid dusnaty je bezbarvy plyn a volny radikdl. V pfitomnosti dostatecného mnozstvi
kysliku jsou hlavnim produktem rozkladu NO nitrity, které se oxiduji aZ na nitraty v pfitomnosti
hemoproteint. Jejich prostiednictvim se stanovuje uroven endogenni produkce NO v organismu
(Dixit et Parvizi, 2001, Bian et Murad, 2003). V tkanich je oxid dusnaty syntetizovan ve
stopovém mnozstvi a snadno reaguje s kyslikem, peroxidy, oxyhemoproteiny, thioly a jinymi
latkami (Ignarro et al., 1993). Je velice kratké Zivotnosti, poloc¢as rozpadu NO je 3-5 sekund
(Moncada et al., 1991, Ignarro et al., 1993).

1.4.2 Biochemické vlastnosti a biosyntéza NO

V burnkéach je syntéza NO katalyzovana syntdzou oxidu dusnatého (NO-syntdzou, NOS,
EC 1.14.13.39) (Nathan et Xie, 1994). Vznika oxidaci dusiku L-argininu pies L-hydroxyarginin
za vzniku L-citrulinu a také molekuly oxidu dusnatého (Palmer et al., 1988, Stuehr et al., 1991).
Pro reakci je nutna pfitomnost kysliku a kofaktorti jako flavin mononukleotid (FMN), flavin
adenin dinukleotid (FAD), nikotin adenin dinukleotid (NADPH), tetrahydrobiopterin (H4B =
6R-5,6,7,8 tetrahydrobiopterin), skupina hem obsahujici Zelezo (protoporfyrin IX) a kalmodulin
(CaM) (Marletta, 1993, Knowles et Moncada, 1994, Masters, 1994, Stuehr et al., 1999).

Svyntaza oxidu dusnatého (NOS)

NO-syntazy jsou homodimerické molekuly ze dvou stejnych monomert obsahujici
vazebna mista na redukéni doméné (karboxy-konec, C-konec) pro kofaktory FMN, FAD,

NADPH a CaM, ale také pro pevné navazané kofaktory na oxida¢ni doméné (amino-konec, N-
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konec) protoporfyrin IX (hemova skupina) a tetrahydrobiopterin (H4B) (Hemmens et Mayer,
1998).

Syntaza oxidu dusnatého byla v organismu poprvé identifikovana v roce 1989 (Palmer et
Moncada, 1989). V letech 1991 az 1994 byly klasifikovany jeji tfi zdkladni izoformy: neuronova
(nNOS), endotelidlni (eNOS) a indukovatelnd (iNOS). Klasifikace jednotlivych izoforem jako
produktli gent sriznou lokalizaci, katalytickymi ucinky, regulaci a rtiznou senzitivitou

Kk inhibitorum (Furchgott, 1999, Ignarro, 1999, Murad, 1999).

Neuronova ¢i nervova NO-syntaza (nNOS, také NOS-1, NOS-I) byla poprvé objevena

v mozkové tkani (Bredt et Snyder, 1990), dale také zjiSténa i v perifernim nervovém systému
(Bredt et al., 1991), v hypofyze (Wolff et Datto, 1992), v kosternim svalstvu (Nakane et al.,
1993), v B-pankreatickych burikach (Schmidt et al., 1992) a v dieni nadledvin (Afework et al.,
1994), v nefronech ledvin (Terada et al., 1992, Wilcox et al., 1992) a také v sam¢ich pohlavnich
organech (Burnett et al., 1992, Dixit et Parvizi, 2001). Ve varletni tkani byla nalezena nNOS s
odlisnou molekulovou hmotnosti, oznatovana jako testikularni nNOS (tnNOS) (Wang et al.,
2002). U samic byla nNOS prokazana v kumuldrnich a granuléznich bunkach a v prasecich
oocytech (Chmelikova et al., 2009). nNOS ma molekulovou hmotnost 131 kDa a u ¢lovéka je

kodovana na 12. chromozomu (Janssens et al., 1992).

Indukovatelna ¢i makrofagova NO-syntiza (iNOS, t¢Z NOS-2, NOS-II) byla poprvé

detekovana v makrofazich u mysi (Xie et al., 1992). Produkovana je ale i hepatocyty,
hladkosvalovymi bunikami, fibroblasty, B-pankreatickymi buiitkami, chondrocyty, keratinocyty a
bunikami respira¢niho traktu (Nathan et Xie, 1994). Enzym iNOS se uplatituje pfi stimulaci
imunitniho systému (Dixit et Parvizi, 2001) a byl zjiStén v samicich reprodukénich orgéanech.
INOS je prokazana v oocytech, v ovariich a v preimplantacnich embryich (Jablonka-Shariff et
Olson, 1997, 1999). Konkrétn€ byl nalezen ve folikuladrnich a v lutedlnich bunikach u potkana
(Tao et al., 2004). Dale byla iNOS lokalizovéana v cytoplasmé& mysich oocytii ve stadiu metafaze
I1 (Nishikimi et al., 2001). Mitchell et al. (2004) detekovali iNOS i v granul6znich buiikach a v
bunkach theca folliculi. iNOS ma molekulovou hmostnost 133 kDa a je lokalizovana na 17.

chromozomu (Dixit et Parvizi, 2001).

Endotelialni ¢i endotelova NO-syntaza (eNOS, také NOS-3, NOS-I1I) byla objevena
v endotelovych bunkach cév (Pollock et al., 1991, Lamas et al., 1992, Alderton et al., 2001), kde

ma dileZitou roli ve vazorelaxaci cév. eNOS se také nachazi v buiikach ledvin, pridusek, srdecni

svaloviny a v neutrofilech (Su et al., 2005), také v trombocytech (Mehta et al., 1994),
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Vv pyramidalnim typu bun¢k mozku (Dinerman et al., 1994) a i v reproduk¢nich organech (Dixit
et Parvizi, 2001). V ovariich byla eNOS nalezena v krevnich cévach, v ovaridlnim stromatu, v
bunkach theca folliculi, v granul6znich buiikach a na povrchu oocyti (Van Voorhis et al., 1995,
Zackrisson et al., 1996, Jablonka-Shariff et Olson, 1997, Tao et al., 2004). A u samci savcu byla
objevena v Sertoliho, Leydigovych bunkach a ve spermatidach (Ambrosino et al., 2003). eNOS
ma molekulovou hmotnost 133 kDa a u ¢lovéka je kodovana na 7. chromozomu (Janssens et al.,

1992).

Konstitutivnimi izoformami jsou nNOS a eNOS — enzymy, které jsou v buiice pfitomny
neustale v témét konstantni koncentraci a produkuji NO stale v malém mnozstvi po kratkou dobu
(Rosselli et al., 1998, Alderton et al., 2001, Herrero et Gagnon, 2001, Tao et al., 2004, Su et al.,
2005). Jejich aktivita je zavisla na navdzani kalmodulinu, ktery je aktivovan zvySenou hladinou
intracelularnich vapenatych ionti. Vytvofenim komplexu kalcium-kalmodulin dochazi k aktivaci
konstitutivnich izoforem a syntéze malého mnozstvi NO. Konstitutivni izoformy jsou tedy Ca®*a
kalmodulin dependentni. iNOS na rozdil od konstitutivnich izoforem obsahuje pevné navazany
kalmodulin a neni zavisld na intracelularnim mnoZstvi vapenatych iontl, je tedy Ca®*
independentni (Rosselli et al., 1998). Syntéza buiitkami probihd po dlouhou dobu ve vyssich
koncentracich po stimulaci endotoxiny, prozanétlivymi cytokiny ¢i latkami rizného charakteru
na urovni transkripce (Su et al., 2005). Puvodni domnénkou bylo, ze produkce iNOS je
spousténa pouze pii patologickych procesech. Nyni je dokazano, ze je iNOS zapojena i do

béznych fyziologickych procest jako ovulace ¢i biezost (Herrero et Gagnon, 2001).

Regulace aktivity syntazy oxidu dusnatého

Pro aktivaci izoforem NOS je nutna dimerizace k vytvofeni funkéniho enzymu. Regulace
aktivity syntazy oxidu dusnatého se ucastni fada faktorti. Prvni byla popsana uloha kalmodulinu.
Dutlezitym kofaktorem, regulujici NOS, je H4B, ktery je pfitomen pfi redukci zeleza v hemu pfti
syntéze oxidu dusnatého (Stuehr, 1999). H4B se tcastni reakce dvéma zplsoby, a to stabilizaci
dimerové struktury NOS a podpofenim navazani L-argininu, dale slouzi jako donor elektront
(Werner et al., 1998). Vliv na aktivitu NOS ma i fosforylacni efekt nNOS a eNOS protein
kinazou C nebo A, coz je spojovano se ztratou enzymu z bunééné membrany a déle to souvisi se
ztratou aktivity (Bredt et al., 1992, Michel et al., 1993).

Na nNOS se nachazi vazebné misto pro PIN (Protein Inhibitor of NOS), jehoZ role je
zatim nejasna, ale ziejme reguluje NOS v zavislosti na své koncentraci (Jaffrey et Snyder, 1996).
Podstatnym bodem pro regulaci aktivit NOS je zachovani stability jeji mRNA a regulaci jeji
degradace (Nathan et Xie, 1994). Mezi mechanismy regulujici degradaci syntazy oxidu
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dusnatého patii i kaskady zahrnujici systém ubikvitin-proteasom, protedzu kalpain a regulace
HSP-90 chaperony (Osawa et al., 2003). Do regulace aktivity NOS je zapojena svym ucinkem i
molekula chaperonu HSP-90 (Heat Shock Protein 90), jez dvojnasobné az tfinasobné navysuje
aktivitu eNOS pomoci allostérického efektu (Garcia-Cardena et al., 1998). HSP-90 je ziejmé
zapojen do degradace izoforem syntdzy oxidu dusnatého. Inhibice HSP-90 napomaha k syntéze

monomerické formy NOS, to vede ke zvySeni degradace enzymu.

1.4.3 U&inky NO ve tkanich

Ucinky NO v organismu

Oxid dusnaty pusobi nejen jako neurotransmiter, vazodilatator, inhibitor agregace
trombocytu, ale také jako vyznamny regulator pohlavnich funkci. Pfi nadmérné ¢i nedostate¢né
syntéze oxidu dusnatého muze dojit k porucham fyziologickych funkci. NO se v organismu
podili na mechanismu septického Soku, bolestech hlavy a stavech migrény ¢i hypertenzi, infarktu
myokardu, osteoporoze a i v diabetu (Kupkova et Benes, 2004).

Dulezitou roli hraje oxid dusnaty svymi vazodilataénimi G¢inky v kardiovaskuldrnim
systtmu. Navazanim na Zelezo hemu snaslednym uvolnénim histidinu stimuluje aktivitu
rozpustné guanylat cyklazy (sGC), kterd se ucastni premény guanosin trifosfatu (GTP) na
cyklicky guanosin monofosfat (¢<GMP). ¢cGMP snizuje intracelularni koncentraci Ca®* iontd a
vyvolava hladkosvalovou relaxaci. Oxid dusnaty se uc€astni regulace krevniho tlaku a tonusu cév,
inhibice agregace krevnich desti¢ek a adheze neutrofilii k cévnimu endotelu, oslabuje aktivaci
leukocytt a celistvost endotelialnich bunék endokardu (Moncada et al., 1991, Murad, 1994).

Pfi S-nitrosylaci oxid dusnaty disponuje schopnosti se véazat v aminokyselinach,
peptidech a proteinech na thiolovou skupinu (-SH) glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenazy
(GADPH), coZz ma za nasledek pokles glykolytické aktivity souvisejici s neurotoxicitou a
potlacenim mitochondrialni respirace a zastavenim kontrakci myokardu (Moncada et al., 1991,
Rosselli et al., 1998). S-nitrosylaci dochazi k modifikaci iontovych kanal, kinaz,
proteolytickych enzym ¢i transkripénich faktort a jejim prostiednictvim lze regulovat naptiklad
apoptozu (Stamler, 1994, Kokkola et al., 2005).

V centrdlnim nervovém systému je oxid dusnaty vyznamnou signalni molekulou
(Dawson et Dawson, 1996), majici vliv na tvorbu synapsi a apoptézu (Hess et al., 1993,
Némcova, 1999). Oxid dusnaty se ucastni faze uceni a vytvareni pamétovych stop (Yun et al.,
1997). NO je jednim z mediatort bolesti, mize mit dalezitou ulohu pifi vzniku morfinové
tolerance a pfi vzniku zavislosti na kokainu a alkoholu (Némcova, 1999, Kupkova et Benes,

2004). Oxid dusnaty ma vyznamnou roli v nespecifické obran¢ organismu (Webb et al., 2001).
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Zasahuje do procesu fagocytozy a zanétu (Kupkova et Benes, 2004). Pii zanétlivych reakcich
vyvolavaji cytokininy expresi iNOS a syntézu NO.

Oxid dusnaty se také ucastni obranyschopnosti mukoézni vrstvy gastrointestinalniho traktu
(Kulkarni et al., 2001) a regulace sekrece insulinu (Ort et al., 2000).

Oxid dusnaty reguluje sekreci hormonti v hypotalamo-hypofyzarni ose. Mlze se ucastnit
inhibice sekrece oxytocinu, luteinizaéniho hormonu a ristového hormonu (Garthwaite et
Boulton, 1995). NO mize mit vliv na sekreci GnRH a syntézu estradioli. Ma také vliv na
sexualni chovani (Dixit et Parvizi, 2001). NO funguje jako mediator erekce penisu. Pouzitim
inhibitori NOS dochazi k zablokovani erekce (Burnett et al., 1992). Oxid dusnaty svym efektem
ovliviiuje motilitu a zivotaschopnost spermii, akrozomovou reakci, kapacitaci, aktivaci spermii ¢i

fizi gamet (Revelli et al., 2001, Herrero et Gagnon, 2001).

VIiv NO na reprodukci samic

Oxid dusnaty se podili jako vyznamna signalni molekula jak ptimo prostfednictvim jeho
syntézy ovaridlni tkani (eNOS, iNOS), tak nepfimo pies centrdlni nervovou soustavu pies
hypotalamo-hypofyzarni osu (nNOS), kde NO stimuluje uvolovani gonadotropin releasing
hormont (GnRH) z hypotalamu pravdépodobné prostiednictvim cGMP (Dixit et Parvizi, 2001).
GnRH reguluje sekreci hormont fidicich pohlavni cyklus samic, FSH a LH, majicich vliv na rist
a zrani oocytu a ovulaci. Vzrustem hladiny oxidu dusnatého dochazi ke vzristu LH indukujici
zahgjeni ovulace (Dixit et Parvizi, 2001). Do této regulace se zapoji i NO z ovaridlni tkané.
Pfitomnost syntazy oxidu dusnatého byla prokazana v ovariich, kde je NOS zapojena do mnoha
reprodukénich procest jako je folikulogeneze, funkce corpus luteum a meiotické zrani oocytu a
relaxaci délozniho svalstva prostfednictvim pusobeni cGMP (Mc Can et al., 2003). Oxid dusnaty
je zndmym faktorem podilejicim se na preziti folikuld na vajeniku potkana, ktery inhibuje
fragmentaci DNA v granul6znich bunikach (Bu et al., 2003).

U clovéka byla zaznamenana exprese eNOS v lutedlnich a granuldznich bunkach (Van
Voorhis et al., 1994). eNOS byla také popsana u potkana v muralnich granuléznich bunkach
(Jablonka-Shariff et Olson, 1997), v cévach dien¢ vajeéniku (Van Voorhis et al., 1995),
lutealnich a thekalnich bunikach potkana (Zackrisson et al., 1996) a u prasete v granuloznich
bunikach (Ponderato et al., 2000, Takesue et al., 2001, Chmelikova et al., 2009). Exprese iNOS
byla prokdzéana také v granuléznich buiikach primarnich, sekundéarnich a malych antralnich
folikuld (Van Voorhis et al., 1995, Matsumi et al., 1998, Chmelikova et al., 2009). Avsak
nekteré studie naopak piitomnost iNOS v granuldznich bunkach potkana (Jablonka-Shariff et
Olson, 1997) a prasete (Ponderato et al., 2000) nepotvrdili. Exprese iNOS a eNOS je regulovana

gonadotropnimi hormony. Exprese iNOS v bovinnich thekélnich bunikach byla navozena TNF-a
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faktorem (Brunswig-Spickenheier et Mukhopadhyay, 1997). Exprese nNOS v ovariu potkana
nebyla zaznamenana (Jablonka-Shariff et Olson, 1997). Exprese nNOS byla potvrzena
Vv bovinnich oocytech (Tesfaye et al., 2006) a prasecich oocytech (Chmelikova et al., 2009).

V prasecich oocytech byla prokdzana exprese eNOS béhem vyvoje folikult. Oocyty z
folikuli mensich nez 2 mm a vétSich nez 7 mm v priiméru byly podrobeny analyze (Takesue et
al., 2003), avsak velikost oocytll sledovana nebyla. Mnozstvi eNOS bylo vyssi v oocytech
izolovanych z velkych folikulli nez v oocytech z malych a stfedné¢ velkych folikula (Takesue et
al., 2003, Tao et al., 2004). Imunocytochemickou metodou byla eNOS lokalizovana na periferii
oocytl z primordidlnich a z antralnich folikulii. Vztah exprese vSech izoforem NOS k meiotické
kompetenci v rostoucich prasecich oocytech v prubéhu riistové faze oocytu a procesu ziskavani
meiotické kompetence se mnozstvi NOS zvySovalo (Chmelikova et al., 2009).

Imunocytochemicka lokalizace NOS v riznych ovarialnich bunikach prasete a potkana v
prubéhu folikularniho vyvoje poukazuje na rozdilnou expresi NOS v jednotlivych typech bun¢k
(Zackrisson et al., 1996, Jablonka-Shariff et Olson, 1997, Kim et al., 2005). Izoforma eNOS byla
exprimovana na povrchu epitelu ovaria, ve stromatu ovarii, v endotelovych a thekalnich buiikdch
cév ovarii prasete. Pii srovnani imunoreakce jednotlivych izoforem byla aktivita eNOS
intenzivngjsi oproti aktivit¢ INOS a nNOS (Kim et al., 2005). V prasecich oocytech oxid dusnaty
neni pravdépodobné diilezitym faktorem pii formovani antra folikulu a ani v rastu folikulu v této
fazi vyvoje (Tao et al., 2004). O vlivu oxidu dusnatého na rast folikuld svéd¢i studie, v niz
Hattori et al. (1996) prokazali navySeni exprese receptorti epidermalniho rustového faktoru v
granul6znich buikéch u potkant.

Folikulogeneze je nejen proces ristu bunék, ale také proces programované bunééné smrti
(apoptozu). Oxid dusnaty je regulatorem obou téchto procesi (Sugino et al., 1996) NO
pravdépodobné navozuje folikularni vyvoj, ale ne apoptézu. I kdyZ nizké koncentrace oxidu
dusnatého mohou apoptdze piedchézet, patologicky vysoké koncentrace oxidu dusnatého mohou

bunéénou smrt vyvolat (Rosselli et al., 1998).

Vliv NO na zrani oocyti

Oxid dusnaty hraje dalezitou roli v procesu meiotického zrani sav¢ich oocytl. Studie
provedené na mySich s vyblokovanym genem pro eNOS vedly k naruSeni zrani oocytt in vitro i
in vivo, coz se projevilo zpomalenim procesu rozpadu zarodecného vacku a sniZzenim poctu
oocytu schopnych dozrat do stadia metafaze 11 (Jablonka-Shariff et Olson, 1998, 2000).

Studie zamétfené na stimulaci donory oxidu dusnatého na meiotické zrani oocytl
naznacuji dvoji u¢inek donortt NO (Thaler et Epel, 2003). Nitroprusid sodny (SNP), je-li pouzit

v nizkych koncentracich, podporuje meiotické zrani oocytt (10 nmol/L-100 umol/L, Sengoku et
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al., 2001, Bu et al., 2003). V ptipad¢ pouziti vysokych koncentraci donordi NO (SNP, SNAP)
dochazi ke zpozdéni meiotického zrani (Nakamura et al., 2002, Bu et al., 2004). V prasecich
oocytech je produkce oxidu dusnatého podporovana estradiolem v pfitomnosti ionomycinu, coz
vede k pfechodnému zvyseni hladiny intracelularnich vapenatych ionti (Hattori et al., 2004).
V prasecich oocytech jsou pritomny receptory estrogenu (ERa), ale v kumularnich bunkach jsou
pfitomny receptory estrogenu typu ERa a ER (Hattori et al., 2004).

Ve studii zabyvajici se vlivem nitroprusidu sodného na meiotické zrani bovinnich oocyt
Vv in vitro podminkach (Viana et al., 2007) se ukazalo, ze pii vysokych koncentracich (3-10 M)
SNP oocyty setrvavaji po 24 hodinové kultivaci v metafazi I a nebyla zaznamendna expanze
kumulu. Nitroprusid sodny v koncentraci 5-10 M meiotické zrdni podporoval, zndsobila se
migrace kortikalnich granuli a pocet blastocyst. Tyto vysledky u bovinnich oocytti opét potvrzuji
dvoji u¢inek NO na meiotické zrani oocytu.

Existuje mnoho mechanismt, prostfednictvim kterych muze oxid dusnaty ovliviiovat
meiotické zrani oocytu. Jednim znich je pravdépodobné regulace intracelularni produkce
cyklickych nukleotidi. NO aktivuje rozpustnou guanylat cykldzu (sGC), tim dochézi ke zvySeni
hladiny cGMP v cilovych buiikach (Schmidt et al., 1993). cGMP byl nalezen v granul6znich
bunkach ovarii potkana a je zapojen do znovuzahdjeni meiotického zrani oocytti potkana (Dail et
al., 1980, Tornell et al., 1984, 1991). cGMP snizuje hladinu cAMP v oocytu aktivaci cAMP-
fosfodiesterazy (cAMP-PDE), a tim umozni oocytu pokracovat v procesu meiotického zrani a
GVBD (Hubbard et Price, 1988). Oxid dusnaty ovliviiuje hladinu cAMP, bud’ navySenim
syntézy cGMP anebo stimulaci cAMP-PDE béhem piestupu oocytu z metafaze I do metafaze 11
(Jablonka-Shariff et Olson, 1998).

Role NO pri partenogenetické aktivaci prasecich oocytii

Oxid dusnaty se ucastni i aktivace sav¢ich oocytl, nebot” donory oxidu dusnatého jsou
schopny aktivovat oocyty prasete. Pouzité donory (SNP, SNAP) v zavislosti na své koncentraci
aktivovaly oocyty prasete dozralé v in vitro podminkach. SNP aktivoval mensi pocet oocytl a pti
vy$§i koncentraci oocyty poSkozoval. SNAP je vhodnéjsi donorem pro aktivaci oocytl prasete
prostfednictvim plsobeni pies NO-dependentni signalni kaskddu. SNAP byl schopen aktivovat
prasei oocyty ale az po 10 hodinach (Petr et al., 2005b). Pro aktivaci oocyti prasete
prostiednictvim donoru SNAP je nutna pomérné dlouha expozice oocytti tomuto donoru (Petr et
al., 2005b). Tim se odlisuje aktivace NO-dependentni signalni kaskady od aktivace latkami
zvySujicimi vnitrobunécné koncentrace vapenatych ionti, u kterych staci kultivace oocytil jen po
nékolik minut (Machaty et al., 1997a, b, Jilek et al., 2000). Zpomaleny efekt NO mohl byt

ovlivnén prostupnosti donoru oxidu dusnatého do oocytu. Existuje moznost, Ze vystaveni oocytu
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ucinku donoru NO del§i dobu znemoziiuje optimdlni bunécnou signalizaci. Opakovana
kratkodoba kultivace s donorem NO (SNAP) je pro aktivaci oocytl ucinngjsi, vysledky studie
prokazuji zvySenou vyvojovou schopnost partenogenetickych embryi (Petr et al., 2010).
Takovyto aktivacni stimul je neplnohodnotny, o ¢emz svédci i velmi nizkd vyvojova schopnost
partenogeneticky aktivovanych embryi a velmi nizky podil délicich se embryi, kdy déleni
nepokracuje za stadium 8 blastomer (Petr et al., 2005b). Aktivace oocyti prasete prostiednictvim
donorit NO nevykazuje ve své Skale kompletni spektrum procesti, jez jsou typické pro oplozeni
spermii, ale ani pro aktivaci oocytd pomoci jinych metod (napf. calcium ionophorem — Jilek et
al., 2000 nebo elektrickymi stimuly — Prochazka et al., 1992). Oocyty aktivované pomoci donort
NO nevykazuji exocytdézu kortikalnich granul, k niz by doslo do 6 hodin po penetraci spermie
(Yoshida et al., 1993).

Oocyty zab Xenopus laevis diky své podobnosti prib&hu procesu meiotického zrani spolu
se sav¢éimi oocyty byly zvoleny jako dal$i biomedicinsky model, kde jsme si stanovili za cil
prokézat vliv oxidu dusnatého prostiednictvim donoru SNAP na partenogenetickou aktivaci

Zabich oocytil.
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2 HYPOTEZY A CiLE PRACE
Hlavni hypotézou prace bylo, Ze gasotransmitery (NO a H,S) jsou mediatory

fyziologickych procesi U oocyti modelovych organismu prasete a zab Xenopus laevis:

a) U prasecich oocyti byla stanovena hypotéza, ze signalni molekula sirovodiku je

aktivné zapojena do regulace procesu starnuti prasecich oocyta.

K ovéteni této hypotézy bylo vyty¢eno nékolik dil¢ich cili:

. Prokazat piitomnost enzymu a popsat jejich zapojeni do endogenni produkce
sirovodiku béhem starnuti prasecich oocytu.

o Ovéfit vliv zvySené hladiny sirovodiku prostfednictvim donoru na pribé¢h starnuti
prasecich oocyti.

o Ovéfit vliv inhibice enzymi zapojenych do endogenni produkce sirovodiku na

prabéh starnuti prasecich oocytt.

b) U oocyti zab Xenopus laevis byla stanovena hypotéza, ze signalni molekula oxidu

dusnatého je aktivné zapojena do procesu partenogenetické aktivace zabich oocytu.

K ovéfeni této hypotézy bylo vyty¢eno né€kolik dil¢ich cili:

. Prokézat vliv donoru oxidu dusnat¢tho SNAP na zmény probihajici béhem
partenogenetické aktivace oocytu - na indukci kortikalni reakce, na aktivitu MAPK a MPF a na
Kinetiku partenogenetické aktivace.

o Vliv NO-scavengeru CPTIO na partenogenetickou aktivaci oocytid Xenopus laevis
prostfednictvim SNAP.

J Zavislost efektu donoru oxid dusnatého SNAP na zvyseni intracelularni hladiny

vapniku.
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3 METODIKA PRACE
3.1  Praseci oocyty

Ziskavani a vvbér oocytu

Vajecniky prasat byly odebirany z prasnic porazenych na jatkach v neznamém stadiu
pohlavniho cyklu a poté ihned transportovany ve fyziologickém roztoku (0,9 % chlorid sodny)
0 teploté 38-39 °C do laboratoie. Z vaje¢niki byly ziskavany oocyty aspiraci folikularni tekutiny
z folikulti jehlou 20G (Sterican, Braun Melsungen, Némecko). Oocyty byly vybirany o velikosti
120 pm s ukon¢enym rastem (z folikulti o priméru 2-5 mm) pomoci tenké sklenéné kapiléry. Pro

experimenty byly pouzity oocyty s kompaktnim kumulem a neporusenou cytoplazmou.

Kultivace oocytu

Tyto oocyty byly kultivovany ve 3 ml modifikovaného média M199 (obsahujicim
hydrogenuhli¢itan sodny, laktat vapenaty, pyruvat sodny, gentamycin, HEPES, 10% teleciho
séra) a s ptidavkem PG 600 (eCG:hCGQG) v Petriho miskach (o priméru 3,5 cm) pfi teplote 39 °C,
ve smési 5 % CO; se vzduchem po dobu 48 hodin do metafaze druhého meiotického déleni
(MII). Nasledné byly z oocytli odstranény kumuldrni bunky mechanickym zpGsobem pomoci
tenkosténné sklenéné kapilary ¢i automatické pipety, nasdvanim a vysavanim oocytl a poté

oocyty byly vystaveny prodlouzené kultivaci (starnuti).

Kultivace starnoucich oocytu

Dozralé oocyty, zbavené kumularnich bunék pomoci tenkosténné sklenéné kapilary, byly
kultivovany v modifikovaném médiu M 199 bez ptidavku PG 600. Kultivace probihala v Petriho
miskach o priméru 3,5 cm ve 3 ml kultiva¢niho média pfi teploté 39 °C, ve smési 5 % CO; se
vzduchem po dobu 24, 48 a 72 hodin. V experimentech zaméfenych na sledovani vlivu zvysené
hladiny sirovodiku do pokusnych skupin jsme piidavali do média donory sirovodiku Na,S.
V experimentech zamétenych na sledovani vlivu inhibice enzymi, zodpovédnych za endogenni
produkei sirovodiku v oocytu, jsme piidavali u pokusnych skupin do média piislusné specifické
inhibitory. Jako inhibitor cystathionin B-syntazy (CBS) byla pouzita 1000 uM kyselina oxamova.
Jako inhibitor cystathionin y-lyazy (CTH) byl pouzit 100 uM D,L-propargylglycin.

Hodnoceni oocvti

Po skonceni prodlouzené kultivace byly oocyty fixovany v roztoku etanol:kyselina
octova (3:1) po dobu 48 hodin. Poté preparaty s nafixovanymi oocyty obarveny 1 % vodnym

roztokem orceinu a vyvojova stadia oocytti hodnocena pod mikroskopem s fazovym kontrastem.
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Do experimentu byly zafazeny dozralé oocyty tehdy, pokud dosahly MII v 85 % po 48 hodinach
kultivace. Hodnocené oocyty byly rozfazeny do 4 skupin dle vyvojové faze, ve které se
nachazely: MII (starnouci oocyty, které zustaly v metafazi druhého meiotického déleni),

spontanné partenogeneticky aktivované oocyty (stdrnouci oocyty s prvojadry a Casna stadia

embryi), fragmentované oocyty (apoptotické zmény u starnoucich oocytll) a lytické oocyty

(nekrotické zmény u stdrnoucich oocytit).

Lokalizace enzymu, katalyzujicich v oocytu syntézu H->S, béhem starnuti prasecich

oocyti

Imunohistochemicka analyza

Z oocyti byla odstranéna zona pellucida prostfednictvim manipulaéniho média s
ptidavkem 0,1 % pronazy. Dale byly oocyty oplachnuty v 0,1% BSA (bovinni sérovy albumin)
v PBS a poté nafixovany ve 2,5 % paraformaldehydu v PBS pii teploté¢ 39 °C. Nafixované
oocyty byly nasledné osetieny 0,5 % Tritonem X-100 v PBS pfi laboratorni teploté. Poté byly
oocyty oplachnuty v 0,1 % Tweenu 20 v PBS a inkubovany ptes noc pfi teploté 4 °C ve vlhkém
prostfedi v inkuba¢nim médiu (0,1 % BSA a 0,01 % Tween 20 v PBS) s primérni protilatkou
(anti-CBS, anti-CTH, Sigma-Aldrich), natedénou v poméru 1:100. Nenavazané protilatky byly z
oocytt odmyty v roztoku 0,1 % Tween 20 v PBS pfi laboratorni teploté. Poté oocyty inkubujeme
ve tm& po dobu jedné hodiny se sekundarnimi protiladtkami anti-krali¢i nebo anti-mys$i IgG
konjugovanou s fluoresceinizothiokyanatem (FITC, Jackson ImmunoResearch). Po uplynuti
inkuba¢ni doby byly oocyty ttikrat promyty v roztoku 0,1 % Tween 20 v PBS a nasledné jeste
ponechany v roztoku 0,1 % BSA. Pro zviditelnéni chromatinu byly oocyty inkubovany po dobu
15 minut v barvivu Hoechst 33258 (Sigma-Aldrich). Nasledné¢ byly oocyty oplachnuty
Vv ekvilibraénim pufru a v kapce glycerolu pfeneseny v PBS na podloZni sklicko a piekryty
krycim sklickem. Poté byly tyto preparaty hodnoceny na laserovém skenovacim konfokalnim

mikroskopu (Leica SPE, Némecko).

Statistické hodnoceni

Data byla analyzovana Analyzou rozptylu/ANOVA, konkrétné byl pouzit t-test a test
normality (Kolmogorov-Smirnoviv test), pouzitim statistického softwaru (STATISTICA 9.0,
StatSoft). Hodnota P<0,05byla povazovana za statisticky vyznamnou. VSechny dil¢i
experimenty byly provadény minimalné ve 3 opakovanich a v po¢tu minimalné 120 oocyti ve

skuping.
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3.2  Oocyty zab Xenopus laevis

Ziskavani a kultivace Zabich oocytu

Zaby Xenopus laevis byly ziskavany z Univerzity v Rennes | (Francie). Po anestézii
samicek ponofenim do vody s piidavkem 1 g/l MS222 (roztok tricaine metan sulfonatu, Sandoz)
byly chirurgicky odstranény ovarialni laloky a umistény do média ND96 (96 mM NaCl, KCI 2
mM, 1,8 mM CaCl,, 1 mM MgCl,, 5 mM HEPES-NaOH, pH 7,5). PIn¢ dorostlé oocyty
(stadium VI) byly izolovany a c¢asteéné defolikulovany 30 minut kolagendzou (1 mg/ml
kolagenazy, Roche Applied Science), po niz nasledovala ru¢ni defolikulace. Oocyty byly
kultivovany v médiu ND96 a uskladnény ve 14 °C az do zacatku experimentu. Znovuzahajeni
meidzy bylo navozeno kultivaci oocytti v médiu ND96 s progesteronem o koncentraci 10 uM
(Sigma-Aldrich) v 19 °C. Proces meiotického zrani byl hodnocen podle vyskytu bilé plochy na
animalnim po6lu oocytu. Pro partenogenetickou aktivaci byla typicka pigmentova piestavba pti
kortikalni reakci.

Calcium Limited Medium = CaLim (120 mM NaCl, KCI 7,5 mM, 500 uM MgSQO,, 150
uM CaCl,, HEPES 22,5uM, 400uM EDTA, pH 7,4) a Calcium Free Medium = CaFree (96 mM
NaCl, KCI 2 mM, 5 mM MgCl,, HEPES 5mM, EGTA 500 puM, pH 7,4) ob& média byla
piipravena 1 hodinu pfed pouzitim. Zasobni roztoky Calcium ionophoru A23187 (100 mM,
Boehringer Mannheim), BAPTA-AM (100 mM, Sigma-Aldrich) byly rozfedény v DMSO a
uskladnény pti -20 °C. Donor oxidu dusnatého SNAP (Alexis Corp.) a také scavenger oxidu
dusnatého-CPTIO (Alexis Corp.) byl pfipraven cerstvy ve vhodnych médiich (lhodinu pted

pouzitim).

Mikroinjekce

CPTIO a extrakty cytoplasmy zoocyti byly injikovany do nezralych oocyti
prostfednictvim objemové digitalni mikropipety (Nichiryo) a kultivovany v médiu ND9G6.
Mikroinjekce CPTIO (15 nl 40 mM zasobniho roztoku) by méla mit schopnost ziskat pro oocyty
zpét alesponn 1 hodinu. Oocyty byly kultivovany s progesteronem béhem procesu meiotického
zrani pies noc. Oocyty vybrané pro mikroinjekce cytoplasmy byly zastaveny ve stadiu M,
oplachnuty od progesteronu a pouzity jako darci extrakti cytoplasmy, ty pak byly injikovany do
nezralych oocyti (v davee 50 nl/oocyt).
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Cvtologické analyzy

Pro cytologické analyzy byly oocyty fixovany pies noc ve Smith fixativu, poté
dehydrovany a zality do parafinu. Rezy oocytt (0 tloustce 7 um) byly obarveny barvivy Nuclear
Red, slouzici kobarveni jadra a chromozomt a Picroindigo Carmine, zviditelnujici

cytoplazmatické struktury (Bodart et al., 2005).

Imunoprecipitace

Imunoprecipitace Cdkl byla provedena v davce 30 lyzovanych oocytd ve 300 ul pufru
(50 mM HEPES, pH 7,4, 500 mM NacCl, 0,05 % SDS, 0,5 % Triton X100, 5 mM MgCl,, 1
mg/ml bovinniho sérového albuminu, 10 mg/ml leupeptin, 10 mg/ml aprotinin, 10 pg/ml
inhibitoru sojového trypsinu, 10 ug/ml benz-amidinu, 1 mM PMSF, 1 mM vanadi¢anu sodného).
Po centrifugaci pii 4 °C po dobu 15 minut pii otackach 10 000 g byly supernatanty inkubovany s
protilatkami anti-Cdkl (1:200, Invitrogen) po dobu 2 hodin pii teplot¢ 4 °C. Protein A-
Sepharose (5 mg, Sigma) byl pfidavan po dobu 1 hodiny pii teploté 4 °C. Imunokomplexy byly
nashromazdény centrifugaci, tfikrat oplachnuty, resuspendovany ve vzorkovém Laemmli pufru a
vystaveny 10 % SDS-PAGE analyze metodou Western blot pouzitim protilatek anti-Cdkl (A17,
Santa Cruz Biotechnology, 1/10 000) a anti-cyklinu B2 (X121.10, Santa Cruz Biotechnology,
1/5 000).

Western blot

Oocyty byly lyzovany v homogeniza¢nim pufru a centrifugovany 5 minut pii 10 000
otackach pii a 4 °C, aby doslo k odstranéni Zloutkovych desticek. K supernatantim byl ptidan
stejnym mnozstevnim dilem Laemmli 2X pufr s ptidavkem 4 % B-merkaptoethanolu, smés byla
zahtata na 100 °C po dobu 3 minut a uskladnéna pii teploté -20 °C az do analyzy. Proteiny
z oocytt byly oddéleny pomoci metody SDS-PAGE (gely o hustoté 15-17 %) a pieneseny na
nitrocelul6zové membrany (Hybond, Amersham Pharmacia Biotech, Velka Britanie). Bloty byly
blokovany 5 % nizkotuénym suSenym mlékem a inkubovany se specifickymi protilatkami.
P90Rsk byl detekovan pomoci polyklonalni krali¢i protilatky (p9ORskl C-21sc231, Santa Cruz
Biotechnology, 1/1 000), Xp42MPK1 byla zjisténa pomoci mysi monoklonalni protilatky (Erk2
D-2sc1647, Santa Cruz Biotechnology, 1/500), cyklin B byl detekovan pomoci mysi
monoklonalni protilatky (SC-53239, Santa Cruz Biotechnology, 1/1 250), anti-MOS (C237,
Santa Cruz Biotechnology, 1/5 000), anti-P-H3 protilatky (S10, Cell Signaling, 1/5 000) a P-
tyrozin 15 Cdk1 byly detekovany kultivaci pies noc s my$i monoklonalni protilatkou (tyrozin 15
Cell, 1/10 000). Nitrocelul6zové membrany po inkubaci s primarnimi protilatkami byly poté
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inkubovany s pfislusnymi sekundarnimi protilatkami (1/2 500). Signaly byly zjistény pomoci
chemiluminiscenéniho testu (ECL Blotting Detection Kit, Amersham Pharmacia Biotech, Velka

Britanie).

, 2+
Hodnoceni Ca

Pfed samotnymi experimenty bylo indukovano znovuzahéajeni meiotického zrani oocytd
ve stadiu VI kultivaci s progesteronem o koncentraci 10 uM. Pro ,,zobrazeni vapniku byly
oocyty oznaCeny vapnik-senzitivnimi non-radiometrickymi fluorescenénimi sondami Fluo4
(acetoxy-methyl-ester derivat, Fluo4-AM, 25 uM) a excitace se provadéla pii 494 nm a emise pii
516 nm. Barviva byla ptitomna alespon5 hodin (Fluo4-AM).

Fluorescen¢ni experimenty byly provadény pii pokojové teploté (18-20 °C) v médiu
ND96 spolu se SNAP o koncentraci 5 mM. N¢které z experimentt byly provedeny se znamym
chelatorem vapniku BAPTA-AM. Oocyty ve stadiu MII byly inkubovany s BAPTA-AM o
koncentraci 50 uM po dobu 30 minut (Marin et al., 2010, Marin, 2012). Kazdou minutu byla
provadéna akvizice na animalnim p6lu oocytu pouzitim epifluorescen¢niho skenovaciho systému
namontovaného na mikroskopu Nikon (Pafiz, Francie). Snimky byly ziskavany
Nikon®softwarem (NIS Elements AR 3.00) a analyzovany pomoci Image J®softwarem
(National Institutes of Health, Bethesda, MD). Fluorescence byla vyjadfena v arbitrarnich
jednotkach, ve kterych bylo pozadi a autofluorescence odeétena. Experimenty byly minimalné

tiikrat opakovany vzdy v poctu 3 oocyti.

Meéreni metaboliti oxidu dusnatého

Produkce oxidu dusnatého byla stanovena pomoci kolorimetrického meéfeni metaboliti
NO, dusitanti a dusi¢nanti (NO3/NO;). Dusi¢nany byly enzymaticky pfeménény NO-reduktazou
na dusitany. Dusitany byly kvantifikovany pomoci  Griessovych  ¢inidel  (p-
aminobenzensulfonamid v 3,0 N-HClaN-(1-naftyl) ethylendiamindichlorid). MnozZstvi dusitant
bylo mé&feno spektrofotometricky na mikrotitraénich destickach pouzitim metody ELISA reader
Rainbow o vinové délce 520 nm (Rakousko, SLT).

Statisticka analyza

Data byla analyzovana Analyzou rozptylu (Schéffeho testem) pouzitim statistického
softwaru (STATISTICA 8.0, StatSoft). Hodnota P<0,05 byla povazovana za statisticky

vyznamnou.
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4 EXPERIMENTALNI SCHEMA

4.1  Prasedi oocyty

Ke v8em experimentim byla provadéna kontrola zrani oocytd. Do dal$iho hodnoceni
byly zahrnuty vysledky z experimentt, ve kterych vice nez 85 % oocytti dosahlo po 48 hodinach
kultivace stadia MII. Po odstranéni kumularnich buné¢k byly oocyty dale kultivovany dle

schématu konkrétnich experimentt.

Detekce a lokalizace enzymu, zapojenych do endogenni produkce sirovodiku béhem

starnuti prasecich oocyta

V tomto experimentu jsme se zaméfili na detekci a lokalizaci enzymd, zodpovédnych za
endogenni produkci sirovodiku, béhem starnuti prasecich oocytd.
Oocyty byly dale kultivovany v modifikovaném médiu M199 po dobu 24, 48 a 72 hodin.

Poté byla provadéna detekce enzymt imunohistochemickou analyzou.

Vliv zvvSené hladiny sirovodiku na starnuti prasecich oocyta

V ramci tohoto experimentu bylo navrzeno nékolik dil¢ich experimentu:

Sledovani vlivu jednotlivych koncentraci donoru Sirovodiku Na,S

Tento experiment byl zamé&fen na nalezeni efektivni koncentrace donoru Na,S.
Oocyty byly dale kultivovany v modifikovaném médiu M199 s ptidavkem donoru NayS
v koncentracich: 75 uM, 150 uM, 300 uM a 600 uM. ProdlouZena kultivace probihala72 hodin.

Kontrolni skupina byla kultivovana pouze v ¢istém modifikovaném médiu M199.

Vliv donoru Na,S v koncentraci 150 uM na pribéh starnuti prasecich oocytii

Zde byla testovana efektivni koncentrace donoru sirovodiku Na,S — 150 uM na prubéh
starnuti prasecich oocytt.

Oocyty byly dale kultivovany v modifikovaném médiu M199 s ptidavkem 150 pM Na,S
po dobu 24, 48 a 72 hodin.

Vliv donoru Na,S v koncentraci 300 uM na prubéh starnuti prasecich oocytti

V tomto experimentu byla testovana druha efektivni koncentrace donoru sirovodiku Na,S
- 300 uM na pribeh starnuti prasecich oocyta.

Oocyty byly dale kultivovany v modifikovaném médiu M199 s ptidavkem 300 uM Na,S
po dobu 24, 48 a 72 hodin.
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Vliv inhibice enzymu, Kkatalyzujicich v oocytu syntézu sirovodiku, pouzitim

specifickych inhibitoru

Vliv inhibice cystathionin B-syntdzy na prubé&h starnuti prasedich oocyti

a) Experiment byl zaméfen na sledovani vlivu inhibice enzymu katalyzujiciho syntézu
sirovodiku — cystathionin B-syntdzy, ptisobenim inhibitoru kyseliny oxamové, na prib¢h starnuti
prasecich oocytu.

Oocyty byly dale kultivovany v modifikovaném médiu M199 s piidavkem 1000 pM
kyseliny oxamové po dobu 24, 48 a 72 hodin.

b) V tomto experimentu byla také provadéna reverze ucinku inhibitoru kyseliny oxamové
pomoci donoru sirovodiku Na,S ve své efektivni koncentraci 300 uM.

Oocyty v MII po odstranéni kumularnich bun¢k byly rozdéleny do ¢tyi skupin. V prvni
skupiné byly oocyty dale kultivovany pouze v modifikovaném médiu M199. Ve druhé skupiné
byl do modifikovaného média M199 ptidavan inhibitor kyselina oxamova v koncentraci 1000
uM. Ve tieti skupiné byl do modifikovaného média M199 ptidavan donor sirovodiku NayS
v koncentraci 300 uM. V posledni skupiné byl do modifikovaného média M199 piidavan
inhibitor kyselina oxamova v koncentraci 1000 pM i donor sirovodiku Na,S v koncentraci 300

uM. Oocyty ve vSech skupinach byly dale kultivovany24 hodin.

Vliv inhibice cystathionin y-lyazy na prubéh starnuti prasecich oocytu

a) V tomto experimentu jsme se zaméfili na sledovani vlivu inhibice enzymu
katalyzujiciho syntézu sirovodiku — cystathionin vy-lydzy puasobenim inhibitoru D,L-
propargylglycinu na pribéh starnuti prasecich oocyti.

Oocyty byly dale kultivovany v modifikovaném médiu M199 s piidavkem 100 uM D,L-
propargylglycinu po dobu 24, 48 a 72 hodin.

b) Vtomto experimentu byla také provadéna reverze ucinku inhibitoru D,L-
propargylglycinu pomoci donoru sirovodiku NayS ve své efektivni koncentraci 300 pM.

Oocyty v Ml byly po odstranéni kumularnich bunék rozdéleny do &étyf skupin. V prvni
skupiné byly oocyty kultivovany pouze v modifikovaném médiu M199. Ve druhé skupiné byl do
modifikovaného média M199 ptidavan inhibitor D,L-propargylglycin v koncentraci 100 uM. Ve
tieti skupiné byl do modifikovaného média M 199 piidavan donor sirovodiku Na,S v koncentraci
300 uM. V posledni skupiné byl do modifikovaného média M199 piidavan inhibitor D,L-
propargylglycin v koncentraci 100 uM 1 donor sirovodiku Na,S v koncentraci 300 uM. Oocyty

ve vSech skupinach byly nasledné kultivovany 24 hodin.
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4.2 Oocyty zab Xenopus laevis

VIiv donoru oxidu dusnatého SNAP na zmény probihajici béhem partenogenetické

aktivace oocytu

V tomto experimentu jsme se zamé&fili na kultivaci oocytt ve stadiu M1l s donorem oxidu
dusnatého SNAP a sledovani vlivu SNAP na partenogenetickou aktivaci oocytl zab Xenopus

laevis.

Indukce kortikdlni reakce

V experimentu byl zjistovan vliv SNAP o koncentraci 2,5 mM a 5 mM na indukci
kortikalni reakce typické pro partenogenetickou aktivaci oocytii a uvolovani lektinti. Oocyty
V kontrolnich  skupinach byly kultivovany v médiu ND96, jako kontrola spontanni
partenogenetické aktivace a v médiu ND96 s piidavkem calcium ionophoru o koncentraci 10

uM, jako kontrola indukované partenogenetické aktivace.

Aktivita MPF a MAPK

V experimentu byl zjiStovan u oocytl v MII fazi béhem meiotického zrani vliv 5 mM
SNAP na aktivitu MPF a MAPK, kdy oocyty byly shromazd’ovany v dobé od 0 do 120 minut
oproti kontrolni skupiné oocyti kultivovanych s calcium ionophorem o koncentraci 10 uM, jako
kontroly indukované partenogenetické aktivace, kdy oocyty byly shromazd’ovany v dob¢ od 0 do
70 minut. V kontrolni skuping byly kultivovany oocyty v médiu ND96, jako kontrola spontanni
partenogenetické aktivace.

Pomoci imunoprecipitace a metody western blot byly stanoveny klicové komponenty
Xp42MPK1, p90Rsk, Mos, cyklin B, Cdkl1 a P-H3.

Kinetika partenogenetické aktivace oocyttu Xenopus laevis

V experimentu byl zjistovan vliv SNAP na kinetiku partenogenetické aktivace oocytl
oproti oocytim v kontrolnich skupinach, kdy byly oocyty kultivovany v médiu ND96, jako
kontrola spontanni partenogenetické aktivace a v médiu ND96 s piidavkem calcium ionophoru o
koncentraci 10 uM, jako kontrola indukované partenogenetické aktivace v dobé od 0 do 240

minut.

VIiv NO-scavengeru CPTIO na partenogenetickou aktivaci oocytii Xenopus laevis

prostirednictvim SNAP

Experiment byl zaméfen na vliv mikroinjekci NO-Scavengeru CPTIO (15 nl 40 mM

zasobniho roztoku) na indukovanou partenogenetickou aktivaci oocyti Xenopus laevis
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prostiednictvim G¢inku oxidu dusnatého. Do nezralych oocytd byly jako kontrola
mikroinjikovany extrakty cytoplasmy oocyt (v davce 50 nl/oocyt) nebo voda. Oocyty byly dale
kultivovany v médiu ND96.

Experiment byl také zaméfen na Géinek piidani CPTIO do média ND96 na morfogenezi
déliciho vieténka, tvorbu a migraci prvojadra u oocyti Xenopus laevis v MII fazi po stimulaci

S progesteronem prostiednictvim u¢inku oxidu dusnatého.

Zavislost efektu donoru oxid dusnatého SNAP na zvySeni intracelularni hladiny

vapniku

V tomto experimentu jsme se zaméfili na ucinek zvySené hladiny intracelularniho
vapniku na partenogenetickou aktivaci oocyti Xenopus laevis pii kultivaci oocyt ve stadiu MII
spolu s 5 mM SNAP nebo s 50 nebo 100 uM chelatorem vapniku BAPTA-AM. Pro ,,zobrazeni*
vapniku byly oocyty oznaCeny vapnik-senzitivnimi non-radiometrickymi fluorescen¢nimi
sondami Fluo4 (acetoxy-methyl-ester derivat, Fluo4-AM, 25 uM).

Dale byl testovan vliv SNAP na partenogenetickou aktivaci oocyti Xenopus laevis
vmédiu ND96 a vmédiich somezenym piistupem vapniku CaFree a CaLim. Pomoci
imunoprecipitace a metody western blot byly stanoveny kli¢ové komponenty Xp42MPKI1 a
P90RsKk.
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5 VYSLEDKY
5.1  Praseci oocyty

Detekce a lokalizace enzymu, zapojenvch do endogenni produkce sirovodiku, béhem

starnuti prasecich oocytu

V experimentu byla zjiStovana piitomnost enzymu cystathionin B-syntazy (CBS) a
cystathionin y-lyazy (CTH, obr. ¢. 10 a-d) u oocytti v MII fazi a u oocytti kultivovanych 24, 48 a
72 hodin.

Enzym CBS nebyl nalezen.

Enzym CTH byl lokalizovan Vv cytoplazmé oocyti vV MII fazi a u oocytd kultivovanych
24, 48 a 72 hodin. Nejsilngjsi signal enzymu CTH byl sledovan u oocytti v MII fazi, avsak

intenzita signalu v prib&hu procesu starnuti slabla.

Obrazek ¢. 10: Ptitomnost enzymu cystathionin y-lyazy (CTH) u prasecich oocytli béhem
procesu starnuti.

10b)

10d)

10a) oocyt ve stadiu MII, 10b) oocyt kultivovany 24 hodin, 10c) oocyt kultivovany 48 hodin, 10d) oocyt
kultivovany 72 hodin. Zelené byl oznacen enzym pomoci FITC, modfe chromatin pomoci Hoechst 33528. Oocyty

byly snimany v rovin¢ jadra, zvétseni 400x.



Vliv zvvSené hladiny sirovodiku na starnuti prasecich oocytu

V experimentu byl zjistovan vliv zvySené hladiny sirovodiku dodanim donoru Na,S na

prab¢h starnuti prasecich oocytt.

V prvni fazi experimentu byl zjiStovan vliv prodlouZené kultivace oocytii na zménu
morfologického stavu oocyti prasete v in vitro podminkach nasi laboratoie. Vysledky jsou
shrnuty v tabulce ¢. 1.

Po 24 hodinach prodlouzené kultivace téméf vSechny oocyty setrvaly ve stadiu MII a jen
necelé 1 % oocytl podlehlo spontdnni partenogenetické aktivaci. Fragmentované a lytické
oocyty po 24 hodinach starnuti nebyly nalezeny.

Po 48 hodinach prodlouzené kultivace bylo pozorovéano statisticky vyznamné sniZeni
podilu oocyti ve stadiu MII a signifikantni zvySeni poctu spontanné partenogeneticky
aktivovanych oocytt. Doslo k vyznamnému zvyseni podilu fragmentovanych a lytickych oocytt.

Po 72 hodinéch prodlouzené kultivace jsme pozorovali opét signifikantni sniZzeni podilu
oocyti ve stadiu MII a statisticky vyznamné zvySeni podilu spontanné partenogeneticky
aktivovanych oocytl, zvysilo se i procento fragmentovanych oocyti. Podil lytickych oocyti se

vSak statisticky vyznamné neménil.

Tabulka €. 1: Vliv prodlouzené kultivace na zménu morfologického stavu oocyti prasete béhem
procesu starnuti v in vitro podminkach nasi laboratote.

Doba starnuti

o 24 hodin 48 hodin 72 hodin

oocytu
MII (%) 99,17¢ 40,83 23,33°
Aktivované oocyty 0.83° 37 50° 47 50¢

(%) 1 ) L

Fragmentované a b c
oocyty (%) 0,00 18,33 25,83
Lytické oocyty (%) 0,00° 3,34° 3,34°

40¢ Statisticky vyznamné rozdily (P<0,05) mezi jednotlivymi hodinami prodlouzené kultivace (uvnitf fadki) jsou
oznaceny rozdilnymi superskripty.
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V druh¢é fazi experimentu byl sledovan vliv jednotlivych koncentraci donori
sirovodiku Na,S na morfologicky stav oocyti prasete po 72 hodinach prodlouZené
kultivace. Vysledky jsou shrnuty v tabulce ¢. 2.

Oocyty byly podrobeny prodlouzené kultivaci po dobu 72 hodin v pfitomnosti donoru
sirovodiku Na,S v koncentracich: 75 uM, 150 uM, 300 uM a 600 uM.

Kontrolni skupina oocytii byla kultivovana v ¢istém modifikovaném médiu M199 a po 72
hodinach starnuti byla jedna pétina oocytl ve stadiu MII a jedna pétina oocytl fragmentovanych,
témer polovina oocyti byla spontanné partenogeneticky aktivovana a 5,00 % oocyti bylo
lytickych.

V piitomnosti 75 uM Na,S setrvala jedna pétina oocytti ve stadiu MII a jedna pétina
oocyti fragmentovanych, polovina z poc¢tu oocytii byla spontdnné partenogeneticky aktivovana a
4,17 % oocytl bylo lytickych.

Po 72 hodinach kultivace v piitomnosti 150 uM Na,S bylo statisticky vyznamné vice
oocytd ve stadiu MII a spontdnné partenogeneticky aktivovanych oproti pfedchozim skupinam.
Fragmentace 1 1yza byla zcela potlacena.

V ptitomnosti 300 uM Na,S byla také zcela potlacena fragmentace i lyza po 72 hodinach
starnuti. Doslo k signifikantnimu zvySeni podilu oocytd ve stadiu MII a poklesu podilu
spontann¢ partenogeneticky aktivovanych oocytu.

Po 72 hodinach starnuti v pfitomnosti 600 pM NayS setrval statisticky vyznamny pocet
oocytd ve stadiu MII, polovina pocétu oocytii byla spontdnné partenogeneticky aktivovana,

desetina poctu oocytl byla fragmentovana a necelé jedno procento oocytd bylo lytickych.

Tabulka €. 2: Vliv donoru sirovodiku Na,S na morfologicky stav oocytil prasete po 72 hodinach
prodlouZené kultivace.

Donor sirovodiku 0 uM Na,S 75 pM Na,S 150 pMNa,S 300 pM Na,S 600 pM Na,S

MII (%) 21,67 19,17° 36,67" 55,83° 31,67

Ak“""v(a“)é oocyty 46670 50,83" 63,33° 4417 58,33°
% 1 1 1 1 1

Fragmentované 26,67 25,83 0,00° 0,00° 9,17°
oocyty (%0) ’ ’ ’ ' ’

Lytické oocyty 5,00° 4,17° 0,00° 0,00° 0,83"
(%) 1 L 1 1 1

abC Gtatisticky vyznamné rozdily (P<0,05) mezi jednotlivymi koncentracemi donoru sirovodiku Na,S b&hem
prodlouZené kultivace (uvnitt fadki) jsou oznaceny rozdilnymi superskripty.

61



Ve treti fazi experimentu byl zjistovan vliv donoru Na,S v koncentraci 150 pM na
pribéh starnuti prasecich oocyti. Vysledky jsou shrnuty v tabulce ¢. 3.

Po 24 hodinach prodlouzené kultivace v pfitomnosti 150 uM Na,S setrval plny pocet
oocytd ve stadiu MIL.

Po 48 hodinach starnuti v pfitomnosti 150 uM NayS doslo k signifikantnimu snizeni
podilu oocytd na polovinu ve stadiu MII a signifikantnimu zvySeni podilu spontanné
partenogeneticky aktivovanych oocytti na polovinu.

Po 72 hodinéch starnuti v pfitomnosti 150 uM Na,S se vyznamné snizil podil oocytl ve
stadiu MII a vyznamné zvysil podil oocytl spontanné partenogeneticky aktivovanych na vice jak

polovinu z po¢tu oocytl. Byla zde zcela potlacena fragmentace i 1yza.

Tabulka ¢. 3: VIiv koncentrace donoru 150 uM NayS na prubéh procesu starnuti oocytii prasete.

150 uM Na,S 24 hodin 48 hodin 72 hodin
MII (%) 100,00? 50,00° 36,67°
Aktivované oocyty 0,00° 50,00b 63,33°
(%0)
Fragmentované a a a
oocyty (%) 0,00 0,00 0,00
Lytické oocyty (%0) 0,00° 0,00% 0,00%

ab¢ Statisticky vyznamné rozdily (P<0,05) mezi jednotlivymi hodinami prodlouzené kultivace (uvniti fadki) jsou
oznaceny rozdilnymi superskripty.
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Ve ctvrté fazi experimentu byl zjistovan vliv donoru Na,S v koncentraci 300 pM na
pribéh starnuti prasecich oocyti. Vysledky jsou shrnuty v tabulce ¢. 4.

Po 24 hodinach prodlouzené kultivace v pfitomnosti 300 uM Na,S setrval plny pocet
oocytd ve stadiu MIL.

Po 48 hodinach starnuti v pfitomnosti 300 pM Na,S se statisticky vyznamné snizil podil
oocytl ve stadiu MII a statisticky vyznamné zvysil podil oocytli spontdnné partenogeneticky
aktivovanych.

Po 72 hodinach starnuti setrvala vice jak polovina oocyti ve stadiu MII a mén¢ jak
polovina oocytli byla spontanné partenogeneticky aktivovana. Opét byla zcela potlacena

fragmentace i 1yza oocytu.

Tabulka ¢. 4: VIiv koncentrace donoru 300 uM NayS na prubéh procesu starnuti oocytii prasete.

300 pM Na,S 24 hodin 48 hodin 72 hodin
MII (%) 100,00 76,67 55,00°
Aktivované oocyty 0,00° 23,33 45,00°
(%)
Fragmentované a a a
oocyty (%) 0,00 0,00 0,00
Lytické oocyty (%) 0,00° 0,00° 0,00°

ab¢ Statisticky vyznamné rozdily (P<0,05) mezi jednotlivymi hodinami prodlouzené kultivace (uvniti fadki) jsou
oznaceny rozdilnymi superskripty.
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Vliv inhibice enzymu, Kkatalyzujicich v oocytu syntézu sirovodiku, pouzitim

specifickych inhibitorua

Cilem bylo ovéfit vliv inhibice enzym CBS a CTH zapojenych do endogenni produkce

sirovodiku na prib¢h starnuti prasecich oocyti.

V prvni ¢asti experimentu byl zjistovan vliv inhibice cystathionin p-syntazy
prostirednictvim inhibitoru Kkyseliny oxamové o koncentraci 1000 pM na prubéh
prodlouzené kultivace prasecich oocyti. Vysledky jsou shrnuty v tabulce ¢. 5.

Po 24 hodinach prodlouzené kultivace v pfitomnosti 1000 uM kyseliny oxamové se
nachdzela vétSina oocytll ve stadiu MII, 6,67 % oocytlh bylo spontdnné partenogeneticky
aktivovano a jedna pétina oocytu byla fragmentovana.

Po 48 hodinach prodlouzené kultivace v pritomnosti 1000 uM kyseliny oxamové doslo k
vyznamnému snizeni podilu oocytli ve stddiu MII a statisticky vyznamnému zvySeni podilu
oocytd spontanné partenogeneticky aktivovanych.

Po 72 hodinach prodlouzené kultivace v pfitomnosti 1000 uM kyseliny oxamové doslo k

navyseni podilu oocytli fragmentovanych a lytickych.

Tabulka ¢. 5: VIiv 1000 uM kyseliny oxamové (inhibitoru cystathionin -syntazy) na priabéh
prodlouzené kultivace prasecich oocyti.

CBS 24 hodin 48 hodin 72 hodin
MII (%) 71,67° 25,83" 20,83"
Aktivované oocyty 6.67° 46,67° 41,67°
(%)
Fragmentované a ab b
oocyty (%) 21,67 27,50 33,33
Lytické oocyty (%) 0,00° 0,00° 417"

abC Statisticky vyznamné rozdily (P<0,05) mezi jednotlivymi hodinami prodlouZené kultivace (uvniti fadka) jsou
oznadeny rozdilnymi superskripty.
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Ve druhé ¢asti experimentu byl zjistovan také vliv reverze ucinku 1000 pM Kkyseliny
oxamové (inhibitoru cystathionin B-syntazy) prostrednictvim 300 pM Na,S. Vysledky jsou
shrnuty v tabulce ¢. 6.

Po 24 hodinéach prodlouzené kultivace bez piritomnosti 1000 uM kyseliny oxamové i 300
uM Na,S se nachazel plny pocet oocytl ve stadiu MIL.

Po 24 hodinach prodlouzené kultivace v pfitomnosti 1000 uM kyseliny oxamové doslo
ke snizeni podilu oocyti ve stddiu MII a mirnému naristu podilu oocyti spontdnné
partenogeneticky aktivovanych a oocytii fragmentovanych.

Po 24 hodinach prodlouzené kultivace v pritomnosti 300 pM Na,S setrval plny pocet
oocytl ve stadiu MII.

Po 24 hodinach prodlouzené kultivace v ptitomnosti 1000 uM kyseliny oxamové i 300
UM Na,S setrval téméf plny pocet oocytt ve stadiu MII, doslo k mirnému naristu podilu oocytii

spontanné partenogeneticky aktivovanych, fragmentovanych i oocytt lytickych.

Tabulka ¢. 6: VIiv reverze ucinku 1000 uM kyseliny oxamové (inhibitoru cystathionin -
syntdzy) prostiednictvim 300 uM Na,S.

, M199 + Oxamova
Skupina M199 fﬁf;ﬁ%ﬁg‘“ﬁ M199 + ,':'Aazs 300 vselina 1000 pM
Y H H + Na,S 300 pM
MII (%) 100,00° 70,00° 100,00° 94,17
AKktivované b b b a
oocyty (%) 0,00 8,33 0,00 4,17
Fl’agmentovallé O Ooa 21 67a 0 Ooa O 833
oocyty (%) ’ ' ' ’
Lytické oocyty 0,00° 0,00° 0,00° 0,83°
(%) i) i) ) )

abC Statisticky vyznamné rozdily (P<0,05) mezi jednotlivymi experimentalnimi skupinami bhem prodlouzené
kultivace (uvnitt fadkt) jsou oznaceny rozdilnymi superskripty.
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Ve ftfeti casti experimentu byl zjiStovan vliv inhibice cystathionin y-lyazy
prostiednictvim inhibitoru D,L-propargylglycinu o Kkoncentraci 100 pM na prubéh
prodlouzené kultivace prasecich oocyti. Vysledky jsou shrnuty v tabulce ¢. 7.

Po 24 hodinach prodlouzené kultivace v pfitomnosti 100 pM D,L-propargylglycinu
zlstala polovina oocyti ve stadiu MII, pétina oocyti byla spontanné partenogeneticky
aktivovana a pétina oocytd fragmentovana, 5,00 % oocytt bylo lytickych.

Po 48 hodinach prodlouzené kultivace v piitomnosti 100 uM D,L-propargylglycinu se
snizilo procento oocyti ve stddiu MII a zvySilo procento spontanné partenogeneticky
aktivovanych oocytd. Fragmentovanych oocytii byla jedna ctvrtina a 3,33 % oocytli bylo
lytickych.

Po 72 hodinéch prodlouzené kultivace v ptitomnosti 100 uM D,L-propargylglycinu doslo
opét ke snizeni podilu oocytl ve stadiu MII a zvySeni spontanné partenogeneticky aktivovanych

oocytd. Zvysil se podil fragmentovanych oocytd. Podil lytickych oocytl se vyrazné nezménil.

Tabulka ¢. 7: Vliv 100 uM D,L-propargylglycinu (inhibitoru cystathionin y-lyazy) na priabéh
prodlouZené kultivace prasecich oocyta.

CTH 24 hodin 48 hodin 72 hodin
MII (%) 54,172 37,50° 21,67°
Aktivované oocyty 21 67° 34.17° 43.33¢
(%) 1 1 1
Fragmentované a ab b
oocyty (%) 19,17 25,00 30,00
Lytické oocyty (%) 5,00°% 3,33° 5,00°

ab¢ Statisticky vyznamné rozdily (P<0,05) mezi jednotlivymi hodinami prodlouzené kultivace (uvniti fadki) jsou
oznaceny rozdilnymi superskripty.
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Ve ctvrté casti experimentu byl také zjistovan vliv reverze wcinku 100 pM D,L-
propargylglycinu (inhibitoru cystathionin y-lyazy) prostrednictvim 300 pM Na,S. Vysledky
jsou shrnuty v tabulce ¢. 8.

Po 24 hodinach prodlouzené kultivace bez ptitomnosti 100 uM D,L-propargylglycinu i
300 uM Na,S setrval plny pocet oocytl ve stadiu MIL

Po 24 hodinach prodlouzené kultivace v pfitomnosti 100 uM D, L-propargylglycinu byla
polovina oocyti ve stadiu MII, ¢tvrtina oocyti byla spontanné partenogeneticky aktivovana a
pétina byla fragmentovana.

Po 24 hodinach prodlouzené kultivace v pritomnosti 300 pM Na,S setrval plny pocet
oocytl ve stadiu MII.

Po 24 hodinach prodlouzené kultivace v ptitomnosti 100 uM D,L-propargylglycinu i 300
uM Na,S zistala polovina oocytti ve stadiu MII a zbylé oocyty byly spontanné partenogeneticky

aktivovany. Fragmentované ani lytické oocyty nebyly pozorovany.

Tabulka ¢&. 8: VIiv reverze G¢inku 100 uM D,L-propargylglycinu (inhibitoru cystathionin y-
lyazy) prosttednictvim 300 uM Naj,S.

M199 + D,L-
M199 + D,L- .
Skupina M199 propargylglycin M199 + II:I/Iazs 300 1gﬂrogzwg;§gl;gcg(l)o
100 pM K i 2
pM
MII (%) 100,00 0,00° 0,00° 0,00°
Aktivovan¢ 51,67° 25,00° 20,00° 3,33°
oocyty (%)
Fragmentované 100 OOa O oob 0 OOa 0 OOa
oocyty (%) ’ ' ’ '
Lytickeé oocyty 56,67° 43,33 0,00° 0,00°
(%) L ) 1) 1)

abC Statisticky vyznamné rozdily (P<0,05) mezi jednotlivymi experimentalnimi skupinami b&hem prodlouzené
kultivace (uvnitt fadkt) jsou oznaceny rozdilnymi superskripty.
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Sledovani vlivu ptidavku donoru 300 uM Na,S a inhibitorti po 24 hodinéch prodlouzené

kultivace

V experimentu byl zjistovan vliv inhibitora D,L-propargylglycinu a kyseliny
oxamové a donoru NayS na zménu stavu prasecich oocytii po 24 hodiniach prodlouzené
kultivace. Vysledky jsou shrnuty v tabulce ¢. 9.

Po 24 hodinach prodlouzené kultivace byl v kontrolni skuping témét plny pocet oocyta ve
stadiu MII a nepatrny pocet oocytu Spontanné partenogeneticky aktivovanych.

Ve skuping s donorem sirovodiku 300 pM Na,S se nachéazel plny pocet oocytl ve stadiu
MII.

Po oSetieni oocytd 1000 uM kyselinou oxamovou byl po 24 hodinach prodlouzené
kultivace podil oocytl ve stddiu MII niz§i oproti kontrolni skupin€é oocytii. Byl pozorovan
zvyseny vyskyt fragmentovanych oocytt oproti kontrolni skuping.

Po oSetteni oocytii 100 uM D,L-propargylglycinem se snizil podil oocyti ve stadiu MII
na polovinu, naopak podil spontanné partenogeneticky aktivovanych oocytl byl oproti kontrolni
skupin€ vyssi. Byl pozorovan i zvySeny podil fragmentovanych oocyti. Podil lytickych oocytl

byl 5,00 %.

Tabulka €. 9: Vzajemné porovndni vlivu inhibitord D,L-propargylglycinu a kyseliny oxamové a
donoru Na,S na zménu stavu prasecich oocytii po 24 hodinach prodlouzené kultivace.

_ Inhibitor CTH
o4 b Donor300um  MNibitor CBS D,L-
4 hodin M199 N oxamova kyselina .
aS 1000 pM propargylglycin
100 uM
MII (%) 99,17° 100,00° 71,67 54,17°
AKktivované a a ¢ b
o0ty (00) 0,83 0,00 6,67 21,67
Fragmentované 0,00° 0,00° 21,67" 19,17°
oocyty (%0) ’ ’ ' ’
Lyt‘c'(‘f/o‘)"’cyty 0,00° 0,00° 0,00° 5,00°

abc Statisticky vyznamné rozdily (P<0,05) mezi jednotlivymi experimentalnimi skupinami béhem prodlouzené
kultivace (uvnitt fadkt) jsou oznaceny rozdilnymi superskripty.
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Sledovani vlivu donoru 300 uM Na,S a inhibitort po 48 hodinach prodlouzené kultivace

V experimentu byl zjistovan vliv inhibitord D,L-propargylglycinu a kyseliny
oxamové a donoru NayS na zménu stavu prasecich oocytii po 48 hodinach prodlouzené
kultivace. Vysledky jsou shrnuty v tabulce ¢. 10.

Po 48 hodinach prodlouzené kultivace byly pozorovany rozdily pievazné ve skupiné
oocytd s 1000 uM kyselinou oxamovou. Podil oocytli ve staddiu MII byl niz§i oproti ostatnim
skupinam oocytii. Podil spontdnné partenogeneticky aktivovanych oocytii byl naopak vyssi
oproti ostatnim skupindm oocytl. I podil fragmentovanych oocytl byl nejvyssi ve skupiné s
1000 uM kyselinou oxamovou. Toto zvySeni vSak bylo vyznamné ve srovnani s kontrolni
skupinou oocytti a skupinou s donorem Na,S. Podil lytickych oocyti se vyrazné nelisil v
kontrolni skupiné a ve skupiné oocyti s 100 uM D,L-propargylglycinem, jako ve skupiné

s donorem Na,S a ve skuping oocyti s 1000 uM kyselinou oxamovou.

Tabulka €. 10: Vzajemné porovnani vlivu inhibitora D,L-propargylglycinu a kyseliny oxamové
a donoru Na,S na zménu stavu prasecich oocytli po 48 hodinach prodlouzené kultivace.

i Inhibitor CTH
Inhibitor CBS
48 hodin M199 Donolg 300 pM oxamova kyselina DL-
a,S 1000 pM propargylglycin
100 pM
MII (%) 40,83° 76,67 26,00° 37,50°
Ak“vw(ﬁ/‘;;* oocyty 37,50° 2333 47,00° 34,17°
Fragmentované 18,33 0,00° 27,50° 25,00%
oocyty (%)
Lytické oocyty (%) 3,33 0,00° 0,00° 3,33°

ab¢ Statisticky vyznamné rozdily (P<0,05) mezi jednotlivymi experimentalnimi skupinami b&hem prodlouzené
kultivace (uvnitt fadkt) jsou oznaceny rozdilnymi superskripty.
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Sledovani vlivu donoru 300 uM Na,S a inhibitord po 72 hodinach prodlouzené kultivace

V experimentu byl zjistovan vliv inhibitori D,L-propargylglycinu a Kkyseliny
oxamové a donoru NayS na zménu stavu prasecich oocytii po 72 hodinach prodlouzené
kultivace. Vysledky jsou shrnuty v tabulce ¢. 11.

Po 72 hodinach prodlouzené kultivace nebyly rozdily mezi skupinami tak vyznamné.

Ve skupin¢ s donorem Na,S se nachazela vice jak polovina oocyti stale v MII a zbylé
oocyty byly spontanné partenogeneticky aktivovany.

Po osetfeni oocytt 1000 uM kyselinou oxamovou a 100 uM D,L-propargylglycinem byl
oproti kontrolni skupiné nizsi podil spontdnné partenogeneticky aktivovanych oocytl a vyssi

podil fragmentovanych oocytt.

Tabulka €. 11: Vzajemné porovnani vlivu inhibitora D,L-propargylglycinu a kyseliny oxamové
a donoru Na,S na zménu stavu prasecich oocytl po 72 hodinach prodlouzené kultivace.

- Inhibitor CTH
Inhibitor CBS
72 hodin M199 Donol\ll’ 300 pM oxamova kyselina DL-
az2s 1000 pM propargylglycin
100 pM
MII (%) 23,33 55,00° 20,83° 21,67°
Akt‘“’v(z/‘;; oocyty 47,50° 45,00° 41,67° 4333"
Frggg/i;t(‘;g“e 25,83° 0,00° 33,33° 30,00
Ly“cl(‘;)‘;"cyty 3,33° 0,00° 4,17° 5,00°

abC Statisticky vyznamné rozdily (P<0,05) mezi jednotlivymi experimentalnimi skupinami bhem prodlouzené
kultivace (uvnitt fadkt) jsou oznaceny rozdilnymi superskripty.
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5.2  Oocyty zab Xenopus laevis

Vliv donoru oxidu dusnatého SNAP na partenogenetickou aktivaci oocyti Zab

Xenopus laevis

Experimenty na oocytech Zab Xenopus laevis byly zaméfeny na sledovani vlivu NO na
partenogenetickou aktivaci. Byl zjistovan vliv na indukci kortikalni reakce, na aktivitu MPF a

MAPK a na kinetiku partenogenetické aktivace oocytti Xenopus laevis.

V prvni c¢asti experimentu byl zjisStovan vliv donoru oxidu dusnatého SNAP na
indukci kortikalni reakce u partenogenetické aktivace oocytii Xenopus laevis. Vysledky jsou
shrnuty v tabulce ¢. 12 a na obrazku ¢. 11.

SNAP vyvolava morfologické zmény podobné tém, které vznikaji pti kortikalni reakci a
jsou pozorovatelné u partenogenetické aktivace oocytli pouzitim calcium ionophoru A23187.
Typickd pro kontrolni pozorovani pti pouziti calcium ionophoru A23187 byla migrace
pigmentovych granul sméfujici k vrcholu animalniho p6lu oocytu (obr. €. 11b, 11c). Bila plocha
oocytu, indikator meiotického zrani, byla pozorovana u 40,04 % oocytl vystavenych SNAP o
koncentraci 2,5mM, zatimco u oocytd osetienych S mM SNAP doslo k pigmentovému piesunu v
77,12 % (tab ¢. 12).

Tabulka ¢. 12: Vliv donoru NO SNAP na partenogenetickou aktivaci zralych oocytii Xenopus
laevis.

Pocet oocytu (pocet

Skupina samic) % oocyti s pigmentovymi zménami + SEM
Kontrola 255 (19) 0 0
SNAP 2,5 mM 312 (12) 40,04 6,27
SNAP 5 mM 540 (17) 77,12° 3,02
A23187 10 pM 414 (19) 95,59 1,03

abisou statisticky vyznamné rozdily (P<0,05) v poméru partenogeneticky aktivovanych oocytd, jeZ jsou oznaceny

riznymi superskripty.
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Obrazek ¢. 11: VIiv donoru oxidu dusnattho SNAP na indukci kortikadlni reakce u
partenogenetické aktivace oocytd Xenopus laevis.

11¢) © | 113) el 11h)

11a) oocyt Xenopus laevis zastaveny v MII, 11b) partenogeneticky aktivovany oocyt po osetfeni ionoforem A23187,
11c) partenogeneticky aktivovany oocyt po oSetteni SNAP. Métitko: 200 um.

Ve druhé casti experimentu byl zjistovan vliv donoru oxidu dusnatého SNAP na
aktivitu MPF a MAPK.

SNAP inaktivoval MAPK, aniz by ovlivnil aktivitu MPF. Kontrolni oocyty po oSetieni
calcium ionophorem A23187 vykazovaly pokles aktivity MPF, cyklin B byl degradovan a nebyl
piitomen fosfo-histon H3. U oocyti vystavenych ptisobeni SNAP doslo k inaktivaci MAPK
(Xp42MPK1) a efektoru p90Rsk do 30 minut po oSetieni (obr. ¢. 12).

Cyklin B a Mos nebyl degradovan u zralych oocytu osetienych SNAP. Oba proteiny byly
zjistény jesté 70 minut po zacatku kultivace, na rozdil od oocytii osetfenych A23187, kde byl
Mos degradovan po 70 minutach. Aktivita MPF byla sledovana prostfednictvim fosforylace
histonu H3. Po osetfeni SNAP nebyla u oocytti sniZzena aktivita MPF. Hladina cyklinu B ziistala
konstantni, Cdkl nebyla fosforylovana na tyrosinu 15 a histon H3 byl fosforylovan, coz
dokazuje aktivitu MPF (obr. ¢. 13).

SNAP neindukoval oddé¢leni Cdkl a cyklinu B, které jsou nadale spojené v komplexu
MPF. Bylo zjisténo, ze obé podjednotky MPF nebyly disociované ani po 70 minutach kultivace
(obr. ¢. 14).
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Obrazek ¢&. 12: Vliv partenogenetické aktivace oocytit Xenopus laevis indukované SNAP na
kinetiku klicovych komponent.

2 SNAP 5mM
$
S Ue)
¢ T ¥ s s s e e & &9
Xp 42MPK1 > _-—-!3------
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Xp 42M°K1 p 90", cyclin B a P-Cdkl u nezralych oocytt (GV), u zralych oocyti (MII), oocyti aktivovanych
calcium ionophorem (A23187, 10 uM) a oocyti kultivovanych s 5 mM SNAP po dobu 10 az 120 minut.

Obrazek ¢. 13: Vliv partenogenetické aktivace oocyt Xenopus laevis indukované SNAP na
MPF, jeho aktivitu a protein Mos.
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Cyclin B, Mos, P-Cdk1 a P-H 3 u oocyti aktivovanych calcium ionophorem (A23187, 10 uM), u nezralych oocytl
(GV) a u zralych oocytt (MII), a oocytti kultivovanych s 5 mM SNAP po dobu 10, 30 a 70 minut.
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Obrazek ¢. 14: Disociace podjednotek MPF po osetfeni SNAP u oocytti Xenopus laevis.
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Cdk1 a cyklin B u kontrolni skupiny zralych oocytt (MII) po kultivaci s IP rabbit IgG a u zralych oocyti (MII) a
oocytt kultivovanych s 5 mM SNAP v ¢ase 10, 30 a 70 minut kultivovanych s IP Cdk1.

Ve treti Casti experimentu byla zjiStovana kinetika partenogenetické aktivace oocytii
Xenopus laevis po oSetieni SNAP.

U partenogenetické aktivace oocyti indukované SNAP jsme pozorovali vnéj$i znaky
aktivace oocytl az po delsi Casové expozici 70,17 (£ 20,11) min ve srovnani s kontrolni

skupinou aktivovanou prostfednictvim calcium ionophoru (obr. ¢. 15).
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Obrazek ¢. 15: Kinetika partenogenetické aktivace oocyti Xenopus laevis kultivovanych
s donorem NO SNAP a calcium ionophorem A23187.
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Kortikalni reakce byla zaznamenavana v 10 minutovych intervalech. Udaje jsou uvadény jako primérné procento
aktivace = SEM z péti nezavislych experimentt.

Vliv NO-scavengeru CPTIO na partenogenetickou aktivaci oocytu Xenopus laevis

prostirednictvim SNAP

V experimentu bylo ovétovano, zda vyvazani NO prostiednictvim NO-Scavengeru
(CPTIO, 10mM) ovlivni partenogenetickou aktivaci oocytit Xenopus laevis pomoci SNAP .

U oocytu osSetienych SNAP byla pozorovana prvojadra. 11,4 % na membrané a 34,3 %
prvojader migrovalo do subkortikalni oblasti (tab. ¢. 13). Délici vieténka nebyla nalezena, coz
naznacuje desorganizaci oocyti v disledku uvolnéni NO.

V experimentu byl sledovan vliv ptfitomnosti CPTIO v médiu ND96 spolu se stimulaci
meiotického zrani oocytii progesteronem. CPTIO nemél vliv na pribéh meiotického zrani, ale
potlacoval uc¢inky SNAP na partenogenetickou aktivaci oocytu (obr. €. 16).

Pii spolecném pusobeni SNAP o koncentraci 5mM a CPTIO mikroinjekéné aplikovaného
do oocytt nebyly pozorovany morfologické zmény oocytu (obr. ¢. 17).

Xp42MPK1 a p90Rsk zustavaly nadale fosforylovany (obr. ¢. 18) a CPTIO neblokoval
ucinky A23187. CPTIO potlacoval uc¢inky SNAP jak na morfologické, tak na biochemické
zmény u oocytl, coz potvrdilo pfedpoklad, ze SNAP piisobi na oocyty prostiednictvim uvolnéni

NO (obr. ¢. 19 az 22).
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Tabulka ¢. 13: VIiv SNAP, A23187 a CPTIO na tvorbu déliciho vieténka a prvojadra po
stimulaci meiotického zrani progesteronem.

OSetieni Délici vireténko ~ Migrace prvojadra  Prvojadro  Bez nalezu
% % % %
Kontrola 73.4 0 0 26.6
SNAP 5 mM 2.8 34.3 11.4 515
SNAP 5 mM/CPTIO 40 mM 78.3 0 0 21.7
A23187 10 pM 0 111 66.7 22.2

Obrazek ¢. 16: Meiotické zrani oocytt Xenopus laevis po mikroinjekce CPTIO.
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Procento zralych oocytti po mikroinjekci CPTIO. PG- (oocyty bez oSetieni progesteronem), PG+ (oocyty oSetiené
pouze progesteronem), CPTIO (oocyty po oSetfeni 10 pM progesteronem v médiu ND96 doplnéném o 10 mM
CPTIO), injCPTIO (oocyty po oSetieni 10 uM progesteronem v ¢istém médiu ND96 po mikroinjekci 40 mM
CPTIO) a injH,0O (oocyty osetiené progesteronem a po mikroinjekci 15 nl vody). Chybové usecky piedstavuji =
SEM hodnoty. *® jsou statisticky vyznamné rozdily (P<0,05) v poméru zralych oocyti, jeZ jsou oznadeny riznymi
superskripty.
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Obrazek ¢. 17: Partenogenetickd aktivace oocyti Xenopus laevis pomoci SNAP  po
mikroinjekci CPTIO.
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Procento partenogeneticky aktivovanych oocyti po 2 hodinach kultivace. Kontrola (oocyty v MII fazi), SNAP
(oocyty kultivované s 5 mM SNAP), injH20 + SNAP (oocyty kultivované s 5 mM SNAP injikovanymi vodou),
injCPTIO + SNAP (oocyty kultivované s 5 mM SNAP injikovanymi 40 mM CPTIO), A23187 (oocyty aktivované
calcium ionophorem 10 uM A23187), injCPTIO + A23187 (oocyty aktivované calcium ionophorem 10 pM
A23187P injikovanymi 40 mM CPTIO) a CPTIO (oocyty kultivované s 10 mM CPTIO ). Chybové usecky
predstavuji + SEM hodnoty. “B€ jsou statisticky vyznamné rozdily (P<0,05) v poméru aktivovanych oocytd, jez
jsou oznadeny rtznymi superskripty. Udaje jsou uvedeny jako primérné procento aktivace péti nezavislych
experimentu.
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Obrazek & 18: Vliv mikroinjekce CPTIO na Xp 42MPK! a p90™* oocytd Xenopus laevis po
oSetfeni SNAP.
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Kli¢ové komponenty Xp 42" a p 90" u nezralych oocytt (GV), u zralych oocyti (MII), oocytti aktivovanych 10
uM calcium ionophorem (A23187), oocyta kultivovanych s 5 mM SNAP (SNAP), u oocytt kutlivovanych s 5 mM
SNAPEM a mikroinjikovanymi 40 mM CPTIO (SNAP — CPTIO) a oocyty kultivované s 10 mM CPTIO (CPTIO).

Histologicka analyza ukazala, Ze oocyty osetfené SNAP po mikroinjekci CPTIO zustaly
v MII (Obr. & 19-22).

Obrazek ¢. 19: Délici vieténko u oocytt v MII fazi.

Sp. (d€lici vieténko), Chr. (chromozomy) a PB (prvni polarni télisko). Nuclear Red/Picro-indigo karminové barveni.
Me¢titko: 10 pm.
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Obrazek ¢&. 20: Prvojadro oocytl po partenogenetické aktivaci oocyt ionoforem A23187.

Pron. (prvojadro). Méfitko: 10 pm.

Obrazek €. 21: Prvojadro oocyti po partenogenetické aktivaci oocyti SNAP.

Pron. (prvojadro). M¢ritko: 10 um.

Obrazek €. 22: Délici vieténko u oocytil v MII fazi po kultivaci se SNAP a CPTIO.

Lo ¢ v CEres

Sp. (délici vieténko), Chr. (chromozomy) Méfitko: 10 pm
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Zavislost efektu donoru oxidu dusnatého SNAP na zvvSeni intracelularni hladiny

vapniku

V experimentu byla ovéfovana hypotéza, ze partenogeneticka aktivace oocyti Xenopus
laevis pomoci SNAP byla zprostiedkovana zvysenim hladiny vapniku nebo jeho intracelularni
mobilizaci (obr. ¢. 23-28).

Aplikace SNAP vyvolala zvySeni intracelularniho vapniku. Byl pozorovan narust
intracelularniho vapniku béhem prvnich 30 minut po osetfeni SNAP (obr. ¢. 23). Efekt SNAP na
hladiny intracelularniho vapniku byl zprostfedkovan uvolnénim NO, protoze oSetieni CPTIO
zcela narusilo zvyseni vapniku pozorované v ptitomnosti SNAP (obr. ¢. 24).

Osetieni oocytu chelatorem vapniku BAPTA-AM potlacilo efekt SNAP na intracelularni
vapnikové zmény, ale BAPTA-AM sam nedokazal zabranit SNAP indukované kortikalni reakci

a pigmentové prestavbe (obr. €. 25).

Obrazek ¢. 23: Efekt aplikace SNAP na hladinu vapniku u zralych oocytii v médiu ND96 nebo
v médiu ND96 s 50 uM BAPTA-AM.
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Obrazek ¢. 24: Efekt aplikace SNAP na hladinu vapniku u zralych oocytti v médiu ND96 v
pritomnosti CPTIO.
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Obrazek ¢. 25: VIliv chelatoru vapniku BAPTA-AM na SNAP indukovanou partenogenetickou
aktivaci.
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Procento partenogeneticky aktivovanych oocytll po 2 hodinach kultivace v médiu ND96 doplnéném o 50 pM nebo
100 uM BAPTA-AM. Kontrola (oocyty kultivované pouze v médiu ND96), 5 mM SNAP (oocyty kultivované s 5
mM SNAP) a A23187 (oocyty aktivované calcium ionophorem 10 uM A23187). Chybové usecky predstavuji +
SEM hodnoty. “B€ jsou statisticky vyznamné rozdily (P<0,05) v poméru aktivovanych oocyti, jeZ jsou oznadeny
riznymi superskripty. Udaje jsou uvedeny jako primérné procento aktivaci minimalné &tyé nezavislych
experimentu.
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Dale byly testovany dva rizné typy médii - médium bez vapniku (Calcium Free Medium
CaFree) a médium s limitovanym vapnikem (Calcium Limited Medium CaLim) pro ovéfeni
vlivu extracelularniho vapniku na partenogenetickou aktivaci prostiednictvim SNAP. Médium
CaLim je standardné vyuzivano pro prevenci mechanické a spontanni partenogenetické aktivace
oocytd.

V obou médiich byl mensi podil partenogeneticky aktivovanych oocyti pomoci SNAP.
V médiu ND96 s ptidavkem SNAP bylo aktivovano 57,2 + 5,9 % oocytd, ale v médiu CaLim
SNAP indukoval partenogenetickou aktivaci jen u 11,9 + 2,9 % oocytd a v médiu CaFree nebyl
nalezen zadny partenogeneticky aktivovany oocyt (obr. €. 26).

Metoda western blot potvrdila, ze p90Rsk a Xp42MPK1 zustaly fosforylovany po 2
hodinach kultivace v aktivni form¢ v CaFree a CaLim (obr. ¢. 27).

Uvolnéni NO prostiednictvim ptasobeni SNAP si bylo podobné ve vSech tiech

testovanych médiich (obr. €. 28).

Obrazek ¢. 26: Partenogeneticky aktivované oocyty - procentudlni podil oocytli po 2 hodinové
kultivaci s 5 mM SNAP v médiich ND96, CaFree a CaLim.
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Chybové tise¢ky predstavuji = SEM hodnoty. *® jsou statisticky vyznamné rozdily (P<0,05) v poméru aktivovanych
oocyttl, jez jsou oznageny riiznymi superskripty. Udaje jsou uvedeny jako primérné procento aktivaci minimalné
Ctyt nezavislych experimentt.
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Obrazek ¢. 27: Fosforylace p90Rsk a Xp42MPK1 po 2 hodinach kultivace v aktivni formé
v médiich bez vapniku (CaFree) a v médiu s omezenym mnozstvim vapniku (CaLim).
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Xp 42MP% 2 p 90" u nezralych oocytli (GV), u zralych oocytd (MII), U oocyti kultivovanych s 5 mM SNAP
(SNAP), u oocytt kultivovanych s 5 mM SNAP (SNAP) v CaFree médiu a u oocytu kultivovanych s 5 mM SNAP
(SNAP) v CaLim médiu.

Obrazek €. 28: Uvolnovani NO v médiich s omezenym vapnikem nebo bez véapniku.
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Obsah NO po osetieni SNAP byl stanoven v médiu ND96, CaLim a CaFree kolorimetrickym méfenim metabolitl
oxidu dusnatého, dusitant a dusi¢nani (NO3/NO,) po 65 a 120 minutach. Kazdé méteni bylo opakovano trikrat.
Ruizné indexy ukazuji vyznamné rozdily (P<0,05).
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6 DISKUSE

Pro biotechnologické metody je nezbytné vyuziti oocytl zrajicich v in vitro podminkach.
Pokud jsou zralé oocyty vystaveny prodlouzené kultivaci, sniZzuje se jejich kvalita a
zivotaschopnost. Tento proces se oznacuje jako starnuti.

V prvni ¢asti experimentl byl ovéfen typicky priubéh procesu starnuti prasecich oocyti
V podminkach nasi laboratofe. Po 24 hodinach prodlouzené kultivace naprostd vétSina oocytd
zlstala ve stddiu MII (99,17 %) a jen 0,83 % oocyti bylo spontanné partenogeneticky
aktivovano. Meioticky blok v MII je udrzovany aktivitou MAPK a MPF, komplexem cyklinu B
a katalytické podjednotky cyklin-dependentni protein kindzy p34°**2. K prolomeni bloku v Ml je
nutny pokles jejich aktivity (Motlik et Kubelka, 1990). S pokracujici prodlouzenou kultivaci
oocytll pfi procesu starnuti dochézelo u prasecich oocytl k postupnému zvySovani podilu
partenogeneticky aktivovanych oocytii a oocyti fragmentovanych nebo lytickych. To je dano
komplexem funk¢nich a naslednych morfologickych zmén, které starnuti provazeji. Starnouci
oocyty postupné ztraci schopnost udrzet meioticky blok v MII a podléhaji bud’ spontanni
partenogenetické aktivaci, 1yze nebo apoptotickym zménam, které se projevuji morfologickou
fragmentaci oocytu (Petrova et al., 2004, 2005). Za hlavni pfi¢inu téchto zmén u starnoucich
oocytll jsou povazovany pravé zmény v aktivit¢ MPF a MAPK. Béhem procesu starnuti oocytii
dochazi postupné k fosforylaci katalytické podjednotky MPF, cyklin-dependentni protein kinazy
p34°? a tato forma MPF je katalyticky inaktivni. To pak vede spolu se zménou v aktivité
MAPK ke spontanni partenogenetické aktivaci a fragmentaci oocytl vystavenych procesu
starnuti (Kikuchi et al., 1995, 2000, Ma et al., 2005).

Pti¢inou spontanni partenogenetické aktivace starnoucich oocytil je zfejmé nejen sniZeni
aktivity komplexu MPF, ale také narusSeni signalizace Ca?*, které proces starnuti oocytl
doprovézi (Takahashi et al., 2000, 2003). Naruseni signalizace Ca’" muZe vést k degradaci
cyklinu B, a touto cestou pak k inaktivaci MPF. Podil oocytti spontanné partenogeneticky
aktivovanych byl v naSich experimentech relativné nizky a aZ po 72 hodinach prodlouzené
kultivace byla necela polovina oocytll partenogeneticky aktivovana. Disbalance v signalizaci
Ca’* u starnoucich prasecich oocytl mize byt zfejmé zaroven 1 pric¢inou indukce apoptdzy, tedy
fragmentace oocytu (Suzuki et al., 2002, Perez et Tilly, 1997, Perez et al., 1999). Byl popsan
vliv volnych radikalt, které pii svém nahromadéni ve starnoucich oocytech, mohou byt pficinou
naruSeni funkce endoplazmatického retikula v signalizaci prostfednictvim Ca®* a touto cestou
aktivovat apoptotickou signalni drahu nebo vést az k lytickému zaniku oocytti (Takahashi et al.,

2000, 2003, Orrenius et al., 2003, Petrova et al., 2004).
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Moznost ovlivnéni pribéhu starnuti u oocytii prostfednictvim sirovodiku nebyla zatim
v odborné literatufe popsana, i kdyz u somatickych bun¢k mysi je sirovodik zapojen do fizeni
apoptozy. Vyblokovani genu pro CTH vede ke sniZeni hladiny glutathionu, coz muze vést
k naslednym zménam zpusobenym oxida¢nim stresem u CTH mutantnich mysi. H,S puisobi tak,
ze sulthydratuje podjednotku p65 na cysteinu-38 NF-kB, ktery posiluje jeho vazbu na ko-
aktivator ribozomalniho proteinu S3 (RPS3). Sulfhydratace p65 brzy pievladéa po oSetieni TNF-
a, pak klesd a je nasledovana recipro¢nim zvySenim nitrosylace p65. U CTH mutantnich mysi
nedochazi k sulfhydrataci p65, antiapoptotické vlivy NF-kB jsou vyrazné¢ mensi a mysi jsou
hypersenzitivni k apoptotickym zméndm po oSetfeni TNF-a. Sulthydratace NF-xB se jevi jako
posttranslacni modifikace p65 a zdad se urCujicim fyziologickym determinantem jeho
antiapoptotické transkripcni aktivity (Sen et al., 2012).

Podobny mechanismus muze byt funkéni i u prasecich oocytl, coz ukazuji 1 vysledky
nasich experimentti. Pfedpokladem pro to je i fakt, Ze v prase¢im oocytu jsme nalezli enzym,
ktery je zodpovédny za endogenni produkci sirovodiku, a to CTH, ktera byla lokalizovana v
jednotlivych loZiscich v cytoplazmé jak ve stddiu MII a tak v oocytech po 24, 48 a 72 hodinach
prodlouZené kultivace. Intenzita signalu vSak v prib¢hu procesu starnuti sldbne, coz ukazuje i na
postupnou ztratu efektu sirovodiku. Exprese CTH byla popsana ve varlatech, v Sertoliho a
Leydigovych bunikach a také ve vSech vyvojovych stadiich samcich zarode¢nych bunék (Sugiura
et al., 2005). U samic byla CTH popsana v intrauterinnich tkanich, konkrétné v déloze, v tkani
vaginalni a placentarni (Rong et al., 2006, d’Emmanuele di Villa Bianca et al., 2009; Patel et al.,
2009; Srilatha et al., 2006, 2007). I kdyz byla v sam¢i i sami¢i pohlavni soustavé popsana
exprese CBS, u potkant ve vaskularni tkani a ve varlatech (d’Emmanuele di Villa Bianca et al.,
2009; Patel et al., 2009; Srilatha et al., 2009) a u samic byla popsana krom¢ intrauterinnich tkani,
délohy, vaginalni a placentarni tkani (Rong et al., 2006, d’Emmanuele di Villa Bianca et al.,
2009; Patel et al., 2009; Srilatha et al., 2006, 2007), dale byla CBS detekovana v amnionu a
chorionu ¢lovéka a potkana a také v mySich ovariich (Rong et al., 2006; Patel et al., 2009;
Srilatha et al., 2009), My jsme ji vSak u prase¢ich oocytl nezjistili.

V dalSich experimentech jsme ovéfili hypotézu, Ze sirovodik je schopen u prasecich
oocytll béhem prodlouzené kultivace potlacit apoptotické zmény, které se projevuji morfologicky
fragmentaci oocytll. Z naSich vysledki vyplyva, Ze efektivni koncentrace donoru sirovodiku
Na,S se pohybuje vrozmezi pomémné nizkych koncentraci 150-300 uM. Sirovodik ma
v organismu Vv téchto koncentracich patrné podil na fizeni mnoha fyziologickych procesu.
V lidském mozku napi. byla prokazana koncentrace sirovodiku 160 uM (Elsey et al., 2010).
Sirovodik vSak muze vykazovat dvoji efekt v zévislosti na jeho koncentraci. Tento jev byl

popsan pii zanétlivych procesech v organismu. Nizké koncentrace sirovodiku maji
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antiinflamacni efekt, zatimco vysoké koncentrace sirovodiku maji efekt proinflamacni (Pae et
al., 2009). Podstata pozitivniho plsobeni donoru sirovodiku na fragmentaci oocytll je ziejmé
podobného charakteru.

Jednim moznych dalSich regula¢nich mechanismii apoptotického efektu sirovodiku je
krom¢ sulthydratace p65 i ovlivnéni signalizace vapnikovymi kationty. Tang et al. (2010) ve své
studii prokazal, ze sirovodik je schopen ovliviiovat vapnikové kandly, kdy plisobi jako inhibitor
L-typu Ca®" kanald. U prasecich oocytli hraje vyznamnou roli zfejmé L-typ Ca®* kanald, protoze
jejich zablokovani je divodem zastaveni procesu meiotického zrani (Kaufman et Homa, 1993).
Signalni kaskada Ca®" iontii v organismu méa schopnost indukovat apoptotické jevy (Orrenius et
vapnikové signalizace a roli sirovodiku v prase¢ich oocytech je nezbytné do budoucna objasnit.

Prabéh procesu stdrnuti naopak akcelerovala inhibice enzymi zodpovédnych za
endogenni produkci sirovodiku, CBS a CTH. Pfi kultivaci oocytu s D,L-propargylglycinem,
zvySenim podilu fragmentovanych oocytl v CasnéjSich fazich starnuti. Jiz po 24 hodinach
prodlouzené kultivace bylo u prasecich oocytll pozorovano 19,17 % fragmentovanych oocytu.
Pti kultivaci s kyselinou oxamovou, inhibitorem CBS, byly pozorovany podobné vysledky jako
pii pouziti inhibitoru CTH. Opét byl ziejmy narast podilu fragmentovanych oocytii v ¢asnéjSich
fazich starnuti prasecich oocytl. Z téchto vysledkii experimentl vyplyva, Zze endogenni produkce
sirovodiku je nutna pro fizeni apoptdzy. Mechanismus plsobeni vSak zatim zlstava nejasny, i
kdyz bylo popsano, Ze Vv granuloznich builkich antralnich folikull se CBS ucastni inhibice
meiotického zrani oocytu (Liang et al., 2006, Rong et al., 2006) diky pfitomnosti homocysteinu
a methioninu ve folikularni tekuting, do jejichZ metabolismu je CBS zapojena a piisobi tak jako
mozny mediator kvality oocytl a celkového priabéhu oogeneze (Yamanishi et al., 2006, Sidhu et
al., 2001, Yuo et al, 2011). Vysledky naznacuji, Ze na fizeni procesu starnuti se u prasecich
oocytll podili produkci sirovodiky oba enzymy, jak CBS, tak 1 CTH. Nam se vSak CBS
nepodafilo prokazat. O divodech lze spekulovat. Inhibitory CBS a CTH nemusi byt pfisné
specifické, nebo miize byt diivod v pouzité protilatce, jejiz reaktivita vyrobce dokladuje pouze
pro mys a pro ¢loveka.

Vyznam endogenni produkce sirovodiku pro regulaci apoptozy u oocyti doklada i fakt,
Ze v naSich experimentech u oocytll oSetfenym inhibitory enzymi CBS a CTH doslo po pfidani
donoru sirovodiku znovu k uplnému potlaceni apoptotickych jevl a fragmentované oocyty se

Vv téchto skupinach nevyskytovaly.
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Zapojeni sirovodiku do fizeni apoptotickych procest u prasecich oocytil se ndm podafilo
jasné¢ prokazat. V dalSich experimentech je tfeba se zaméfit na mechanismus pisobeni

sirovodiku.

Dalsi skupina experimentii byla cilena na tlohu NO b&hem aktivace oocytl zaby
Xenopus laevis. Presna funkce NO-dependentni signalni kaskady béhem aktivace oocytu zistava
nadale neobjasnéna a je pfedmétem intenzivniho vyzkumu. Donory NO byly pouzity k navozeni
partenogenetické aktivace U oocyti moiskych jezovek (Kuo et al., 2000) a prasat (Petr et al.,
2005b). U oocytti moiskych jezovek (Leckie et al., 2003) a mysi (Yang et al., 2005a) mize byt
NO také zapojen do fizeni oplozeni. Funkce NO, jako signalni molekuly, v partenogenetické
aktivaci oocyti byla studovana v in vitro podminkach na riznych modelech. Oocyty zaby
Xenopus laevis jsou vhodnym biologickym modelem zejména diky snadné manipulaci s oocyty,
kultivaci nezavislé na folikularnich bunkach a moznosti vyuzit pro stanoveni pouze jednu buiku.
Z téchto davodu byly pouzity k testovani hypotézy, ze donor NO (SNAP) by mohl indukovat
partenogenetickou aktivaci a vystup z 2. meiotického bloku pravé oocyty Xenopus laevis.

Jako donor oxidu dusnatého byl vybran SNAP (S-nitroso-N-acetyl-D,L-penicilamin),
ktery je vhodnéjsi nez jiné donory, zejména diky jednoduchosti pouziti, vhodnému uvoliovani
NO (Butler et Glitwell, 1987, Marks et al., 1995) a také diky tomu, ze pfi jeho pouziti nedochazi
K uvolniovani kyanidovych iontd, jako je tomu napf. u inhibitoru SNP (Bates et al., 1991, Marks
etal., 1995).

SNAP je stabilnim analogem endogennich S-nitrosothiolii a oxid dusnaty je uvoliiovan
endogennimi enzymy po praniku SNAP do oocytu (Megson, 2000, Yamamoto et Bing, 2000).
Na fyziologické Grovni mize byt produkovan endogenni NO tfemi riznymi izoformami NOS.
Pritomnost eNOS a iNOS izoforem byla popsana u plné dorostlych oocyti potkana (Jablonka-
Shariff et Olson, 1997), mysi (Nishikimi et al., 2001), prasat (Hattori et al., 2000, Chmelikova et
al., 2009) a u bovinnich oocytt (Pires et al., 2009). U oocytt Xenopus laevis byla nalezena jen
nNOS (Peunova et al., 2001). Podobné jako u prasecich oocytl i u oocytti Xenopus laevis byla
treba dlouha doba kultivace v pfitomnosti SNAP, aby doslo k partenogenetické aktivaci, ktera se
projevuje presunem pigmentu typickym pro kortikalni reakci (Petr et al., 2005a). Pomaly nastup
kortikalni reakce, kterou jsme pozorovali u oocytli, miize byt ovlivnén propustnosti oocytl pro
SNAP nebo mnozstvim NO. V nasem experimentu ale SNAP indukoval exocytozu kortikalnich
granul, na rozdil od prasecich oocytl, kde exocytéza kortikalnich granul pfi partenogenetické
aktivaci SNAP nebyla pozorovana (Petr et al., 2005a,b).

Vzhledem k tomu, Ze kortikalni reakce nemusi byt spojena s vystupem z bloku v MII
fazi, byla ovéfovana aktivita MPF a MAPK. MAPK byla defosforylovana do 30 minut po
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pfidani SNAP stejné tak, jako kindza p90RSK, ktera je soucésti signdlni drahy aktivované
MAPK. MPF zistal aktivni, tzn., Ze tyrozin 15 nebyl fosforylovan a hladina cyklinu B byla
vysoka a nepoklesla. Inhibice aktivity MPF muze byt v podminkach donoru SNAP vyvolana
disociaci Cdkl1. Disociace komplexu Cdkl - cyklin B je dostate¢na pro pokles aktivity MPF
(Lorca et al., 1991, Chesnel et al., 2006). V nasich experimentech u oocyti vystavenych
pusobeni SNAP jsme nepozorovali disociaci MPF, ob¢é podjednotky heterodimeru MPF - Cdk1 a
cyklin B imunoprecipitovaly spole¢né. Udrzeni aktivity MPF je podporovano fosforylaci histonu
H3 a ochranou proteinu Mos pied degradaci samotnym MPF. MPF fosforyluje Mos na
serinovém zbytku a tak protein brani jeho degradaci (Doran et al., 2003). U oocytd vystavenych
pusobeni SNAP klesla aktivita MAPK, ale MPF zustal aktivni. Je zajimavé, Ze snizeni MAPK
aktivity bylo spojené s desorganizaci déliciho vieténka u oocytl, spolu s pigmentovou
pfestavbou pii migraci prvojadra a tvorbou prvojader. Podobné byl piechod do interfaze
pozorovan u prasecich oocytl ve stadiu MII osetfenych inhibitorem MEK1 - U0126 (Castro et
al., 2001, Fan et al., 2003).

CPTIO, Scavenger NO, vaze NO a je vyuzivan u zarodecnych bunck a embryi k vyvazani
uvolnéného NO (Tatemoto et Muto, 2001, Kumar et al., 2010, Stricker, 2011). U sav¢ich oocytt
byl popséan dvoji efekt NO na meiotické zrani oocytll v zavislosti na pouzité koncentraci. Vysoka
davky NO potlacovaly jaderné zrani u bovinnich (Viana et al., 2007) a prasecich oocytl
(Tichovska et al., 2011). Nizké davky NO podporovaly jaderné zrani u mysich (Bu et al., 2007)
a bovinnich oocytti (Viana et al., 2007). Uplné omezeni produkce NO prostiednictvim inhibitori
NOS potlacovalo jaderné zrani u prasecich (Chmelikova et al., 2009) a mysich oocytii (Sengoku
et al., 2001). U oocyta Xenopus laevis v naSich experimentech vyvazani NO prostiednictvim
CPTIO neovlivnilo vstup do M faze ani meiotické zrani oocyti Xenopus laevis. Oocyty po
osetfeni CPTIO byly schopné po stimulaci progesteronem znovu zah4jit a dokoncit meiotické
zrani podobné jako kontrolni skupina oocytl. Vysledky ukazuji, Ze NO neni rozhodujici pro
proces zrani oocytt Xenopus laevis pii regulaci meiotického zrani narozdil od savéich oocytd.
Mikroinjekce CPTIO nicméné zvratila u¢inky SNAP u oocyti Xenopus laevis, coz ukazuje, ze
efekt SNAP je specificky. Pisobeni CPTIO naruSilo SNAP vyvolanou inaktivaci MAPK,
dezorganizaci d¢liciho vieténka a tvorbu prvojadra.

Signélni drahy Ca®* a NO jsou u zralych oocytii propojeny a vapnikové kationty hraji
st&Zejni roli, protoze NO dependentni signalni kaskada je regulovana Ca®* (Kuo et al., 2000,
Leckie et al., 2003, Petr et al., 2005b). Toto potvrdily i nase experimenty, které prokazaly, ze
partenogeneticka aktivace navozena oxidem dusnatym je naruSena v médiich neobsahujicich
vapnikové kationty (CaFree) nebo s jeho limitovanym mnozstvim (CaLim). Produkce NO v

bunice je zavisla na aktivaci NOS kalmodulinem, ktery je sam aktivovan ionty Ca* (Lamas et
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al., 1992, Nathan, 1992). NO ovliviuje hladinu intracelularniho vapniku prostiednictvim
regulace Ca’* kanalti a pump, které moduluji vyménu Ca** mezi buiikou a extracelularnim
prostorem (Tichovska et al., 2011). NO ma schopnost regulovat uvolnéni Ca® iontd z
intracelularnich zasob. Ca®* se z t&chto zdroji uvoliuje prostfednictvim ryanodinovych (RyR)
nebo inositol trifosfatovych receptort (IP3). NO dependentni partenogenetickd aktivace
prasegich oocyti je zavisld na mobilizaci intracelularnich Ca®* zdroji zRyR a pres IP3
(Clapham, 1995). U prasecich oocytl je partenogencticka aktivace NO zavisla pouze na RyR,
Kk partenogenetické aktivaci neni nutnd mobilizace vapnikovych Kkationti z Glozist
v endoplazmatickém retikulu prostiednictvim IP3 receptori (Tichovska et al., 2011).

Studium signalizace vapnikovymi kationty u oocytti Xenopus laevis je usnadnéno faktem,
ze endoplazmatické retikulum postrada RyR a vapnik je uvoliiovany pouze prostiednictvim IP3
receptory (Marin, 2012). RyR se v malém mnozZstvi nachazi pouze blizko jadra oocytu Xenopus
laevis, a proto hraji u oocytu Xenopus laevis na rozdil od prasecich oocytd, spiSe druhotnou roli
(Erickson et al., 2004, Ajmat et al., 2011). Nase vysledky ukazuji, Ze NO indukuje
partenogenetickou aktivaci u oocyti Xenopus laevis, ktera je zavisla na signalni draze Ca?*
kationtd, 1 kdyZz mechanismus uvoliiovani Ca?* je tfeba jeste urcit.

Fakt, ze MAPK je v MII inaktivovana, zatimco MPF zlstavd aktivni b&éhem
partenogenetické aktivace oocytl prostiednictvim NO, je velmi zajimavy. Na jednu stranu NO
indukuje inaktivaci MAPK a exocytozu kortikalnich granul prostiednictvim zvySeni hladiny
vapnikovych kationtll, ale na druhou stranu zvySeni vapnikovych kationtli blokuje inaktivaci
MPF. Pficina pro¢ zvySeni hladiny vapnikovych kationti nevede k inaktivaci MPF, tkvi ziejmé
V nitrosylaci prostiednictvim NO. Nitrosylace snizovala aktivitu CaMKII (Song et al., 2008,
Takata et al., 2011). Zvyseni hladiny NO muze vést k inaktivaci CaMKII a zabranit tak aktivaci
APC, ktera je nezbytna pro inaktivaci MPF a degradaci cyklinu B. Vzhledem k tomu, Ze média
neobsahujici vapnik (CaFree) nebo s jeho limitovanym mnozstvim (CaLim) zabranila inaktivaci
MAPK vyvolanou SNAP, je ziejmé, Ze inaktivace MAPK je Ca** dependentni. Tato média viak
nebrani nitrosylaci. Bylo zjisténo, ze partenogeneticka aktivace savéich oocyti indukovana NO
je ovlivitovana alternativnimi signalnimi kaskadami, které nejsou zapojeny do partenogenetické
aktivace oocytt calcium ionophorem, tradi¢nim aktivaénim stimulem. Detailn€jsi mechanismus

ucinku NO na zralé oocyty je tieba jeste urcit.
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7 ZAVER

Oocyty dozralé v in vitro podminkach do stddia metafaze II, které se vyuzivaji
Vv reproduk¢nich biotechnologiich, podléhaji v prubéhu prodlouzené kultivace procesu starnuti.
Na proces starnuti oocytt ma vliv fada faktort.

Diserta¢ni prace se zabyvala vlivem sirovodiku na starnuti prase¢ich oocyti a vlivem
oxidu dusnatého na partenogenetickou aktivaci oocytti Xenopus laevis. Sirovodik a oxid dusnaty
jsou gasotransmitery patfici mezi endogenni signalni molekuly, které v organismu plni roli
druhych posli. Béhem procesu starnuti oocyti dochazi k mnoha funkénim a strukturnim
zménam, které ovliviiuji kvalitu a Zivotaschopnost oocytli a které mohou vyustit ve spontanni
partenogenetickou aktivaci, fragmentaci ¢i lyzu oocyti. S délkou doby prodlouzené kultivace
oocytil dochazi ke zvySovani podilu spontanné partenogeneticky aktivovanych, fragmentovanych
ale i lytickych oocytd a spolu s témito zménami dochazi ke snizovani podilu oocytii ve stadiu
MII, oocytt zastavenych ve 2. meiotickém bloku. Pfi¢inou je inaktivace faktorti majicich vliv na
udrzeni oocytd ve 2. meiotickém bloku, hlavné inaktivace MAPK a MPF.

Béhem starnuti praseich oocytii se nam nepodafilo lokalizovat CBS. CTH vsak byla
lokalizovana v jednotlivych loziscich v cytoplazmé jak ve stadiu MII a tak v oocytech po 24, 48
a 72 hodinach prodlouzené kultivace. Intenzita signalu vSak v priibéhu starnuti slabne.

Vysledky experimentil se sirovodikem dale potvrzuji, Ze sirovodik je aktivné zapojen do
regulace procesu spojenych se starnutim praseéich oocyti. Bylo prokazano, Ze u starnoucich
praseéich oocytu, které jsou vystaveny donoru sirovodiku, dochazi zcela k potlaceni indukce
apoptozy, tedy k fragmentaci oocytu. Inhibici enzymd endogenné produkujicich sirovodik
Vv oocytu prasete, cystathionin B-syntazy (CBS) a cystathionin y-lyazy (CTH), dochazi v pribéhu
kyseliny oxamové (CBS) a D,L-propargylglycinu (CTH), Ize zvratit pouzitim donoru sirovodiku
NaS.

Tato disertaéni ptedstavuje jednu z prvnich studii zaméfenou na efekt pusobeni
sirovodiku na pribéh starnuti prase¢ich oocytii. Je vhodné dal§imi experimenty navazat a rozsifit
hypotézy k objasnéni mechanismt souvisejicich s procesem starnuti praseCich oocytiu pod
vlivem piisobeni sirovodiku.

Oxid dusnaty je zapojen do regulace signalni kaskady partenogenetické aktivace oocytti
Xenopus laevis, jeho role vsak ztstava i nadale neobjasnéna.

Donor oxidu dusnatého (SNAP) je schopen navodit partenogenetickou aktivaci oocytu.
Partenogeneticka aktivace oocytu nevykazuje spektrum procesi typickych pro fertilizaci vajicka
spermii. Po delsi dobé kultivace oocyti se SNAP jsou k vidéni vné&jsi znamky partenogenetické

aktivace, o cemz svéd¢i pigmentova prestavba typickd pro kortikalni reakci. V nasem
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experimentu SNAP indukoval exocytézu kortikalnich granul. Kortikalni reakce mize byt
povazovana za uvolnéni oocyti ze stadia MII. MAPK a kinaza p90rsk byly do 30minut po
pridani SNAP defosforylovany, zatimco MPF zistal aktivni, tyrozin 15 nebyl fosforylovana
uroven cyklinu B byla stabilni. Aktivita MPF byla potvrzena fosforylaci histonu H3 a absenci
degradace Mos. U oocyti osetfenych SNAP aktivita MAPK klesa, ale MPF zistava aktivni.
Pokles aktivity MAPK souvisi s deorganizaci déliciho vieténka, pigmentovou piestavbou pfi
migraci prvojadra a tvorbou prvojader.

CPTIO byl uspésné pouzit k inhibici uvoliovani NO. V nasem experimentu CPTIO
nenarusil vstup do MIl faze a meiotické zrani oocytli Xenopus laevis, protoze oocCyty
stimulované progesteronem po osetteni CPTIO znovu zahgjily a dokoncily meiotické zrani
podobné jako kontrolni skupina oocytid. Mikroinjekce CPTIO blokovala uc¢inky SNAP na
oocyty, tedy i inaktivaci MAPK, desorganizaci déliciho vieténka a tvorbu prvojadra.

Ca®" a NO dependentni signalni drahy jsou u zralych oocytii propojeny a Ca** pro né
hraje stézejni roli. Jeho dulezitou roli potvrdily i nase experimenty, jez prokazaly, ze oxidem
dusnatym indukovana partenogeneticka aktivace je naruSena v médiich CaLim a CaFree. Nase
vysledky naznacuji, Ze NO specificky indukuje partenogenetickou aktivaci u oocytii Xenopus
lagvis, a to prostiednictvim mechanismu dependentnim na Ca?*, i kdyZ detailn&j’i mechanismus

pusobeni NO je tieba jesté urcit.
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