Ceska zemédélska univerzita v Praze
Fakulta agrobiologie, potravinovych a prirodnich zdroju

Katedra veterinarnich disciplin

CESKA ,
ZEMEDELSKA
UNIVERZITA V PRAZE

Metodiky hodnoceni kumularni expanze vyuzitélné pro
praseci oocyty kultivované v in vitro podminkach

Diplomova prace

Autor prace: Bc. Katerina Zamostna

Vedouci prace: prof. Ing. Mgr. Markéta Sedmikova, Ph.D.

© 2014 CZU v Praze



r

Cestné prohlaseni

Prohlasuji, ze svou diplomovou praci "Metodiky hodnoceni kumularni expanze
vyuzitelné pro prase¢i oocyty kultivované vin vitro podminkach” jsem vypracovala
samostatn¢ pod vedenim vedouciho diplomové prace a s pouzitim odborné literatury a dalSich
informa¢nich zdrojt, které jsou citovany v praci a uvedeny v seznamu literatury na konci
prace. Jako autorka uvedené diplomové prace dale prohlasuji, Ze jsem v souvislosti s jejim

vytvofenim neporusila autorska prava tretich osob.

V Praze dne: Podpis autora prace:



Podékovani

Rada bych touto cestou podékovala své Skolitelce prof. Ing. Mgr. Markéte
Sedmikové, Ph.D. za cenné rady a velkou vstficnost pfi vedeni mé prace. Dale bych rada
podékovala Ing. Janu Nevoralovi za obétavou pomoc, trpélivost a ptatelsky ptistup. Dékuji

také své rodiné€ za velkou podporu béhem celého studia.



Souhrn

Rozvoj reprodukcnich biotechnologii zavisi na dostupnosti dostate¢ného poctu
kvalitnich oocyti dozralych vin vitro podminkach. Béhem meiotického zrani dochazi
u meioticky kompetentnich oocyti k procesiim, které vedou k dosazeni druhé meiotické
metafaze. Simultdnné s meiotickym zranim probiha kumuldrni expanze. Kumularni expanze
spociva v produkcei extracelularni matrix, ktera je tvofena predevsim hyaluronovou Kyselinou
(HA). Kumularni expanze je nezbytna pro uplné meiotické zrani i dosazeni plné¢ vyvojové
kompetence zrajicich oocytl. Proto je kumuldrni expanze dilezitym ukazatelem kvality
dozralého oocytu. Dosud vyuzivané metody vizualniho hodnoceni kumularni expanze jsou
méné presné. Pro objektivni hodnoceni kumularni expanze je mozné vyuZzit hojné
zastoupenou HA v expandovaném kumulo-oocytarnim komplexu (COC).

Cilem prace bylo pouzit a optimalizovat dostupné analytické metody méfeni HA
pro hodnoceni kumularni expanze prasec¢ich COCs po 24 hod. a 48 hod. zrani v podminkach
in vitro. Z expandovanych kumull byla po ukonceni kultivace izolovana HA. Pro stanoveni
HA uvolnéné behem kultivace COCs do okolniho prostfedi bylo zpracovéano také kultivaéni
médium. Vzorky z expandovanych kumuld a kultivaéniho média byly nasledné¢ podrobeny
enzymatickému S$tépeni. Ke stanoveni HA byla pouzita imunologickd metoda ELISA
a analytickd metoda spektrofotometrie. Naméfené hodnoty byly vyjadfeny jako HA v COCs
acelkovd HA (HA v COCs a kultivaénim médiu). Vysledky experimentli prokazaly, ze
metody analytického a imunologického stanoveni HA lze vyuzit pro jeji objektivni méteni
v expandovaném COC prasete béhem meiotického zrani in vitro. Jako citlivéjsi se ukazala
metoda enzymatického Stépeni HA expandovanych COCs a ultracentrifugace kultiva¢niho
média, a nasledného spektrofotometrického méfeni Stépnych produktdi HA. Obsah HA
v expandovanych COCs a celkové HA koreloval s délkou kultivace COCs.

Bylo prokazano, ze metodu enzymatické digesce HA a spektrofotometrického
stanoveni Stépnych produktli 1ze vyuzit pro objektivni méfeni kumularni expanze prasecich

COCs kultivovanych v podminkach in vitro.
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Summary

The development of reproductive biotechnologies depends on the availability
of a sufficient amount of high-quality oocytes matured in vitro. During meiotic maturation
of meiotic competent oocytes, there are processes leading to achievement of second meiotic
metaphase. Oocyte maturation is part of complete changes of cumulus-oocyte complexes
(COCs) involving cumulus expansion. The cumulus expansion is based on extracellular
matrix production, consisted especially in hyaluronic acid (HA) synthesis. Therefore, the HA
amount could be an important indicator of both of the quality of cumulus expansion
and the matured oocyte. Previously, visual evaluation of cumulus expansion is less accurate.
For the objective evaluation of the cumulus expansion of mammals COCs, analytical
measurement of HA content is possible way for cumulus expansion evaluation.

The aim of the work was to use and optimize the available analytical methods for HA
measurement for the cumulus expansion evaluation of porcine COCs matured in vitro.
The HA from expanded cumulus was isolated after 24 hr or 48 hr cultivation. In addition to
that, the culture medium was analyzed for determination of HA spontaneously released
by COCs into surrounding. The samples were enzymatically digested. For the measurement
of HA content the ELISA and spectrophotometry methods were used and compared.
The measured values were expressed as HA in COCs and total HA (HA in the COCs and
inthe culture medium). The results of the experiments have shown that the methods
of analytical and imunological determination of the HA can be used for its objective
measurement in the expanded porcine COCs during meiotic maturation in vitro.
The enzymatic cleavage of HA from expanded COCs and ultracentrifugation of the culture
medium followed by spectrophotometric measurement of cleaved products of HA has
recognized as the optimal procedure. The HA in COCs and total HA correlated with
the length of cultivation.

The method of enzymatic HA digestion and its spectrophotometric measurement can

be used for the objective evaluation for the cumulus expansion of COCs cultured in vitro.
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1 Uvod

V odvétvi vyvojové biologie je rozvoj reprodukénich biotechnologii stale aktudlnim
tématem. Studium reprodukce hospodarskych zvifat poskytuje dulezité informace, které
umoziuji rozvoj reprodukénich biotechnologii a jejich uplatnéni v praxi. V soucasné dob¢ se
v chovech hospodaiskych zvifat vyuziva predevS§im inseminace, in Vitro oplozeni
a embryotransfer, méné pak klonovani a tvorba transgennich jedinct.

Limitujicim faktorem studia reprodukce a vyvoje biotechnologickych postupii je
dostatedny pocet kvalitnich oocytd dozralych v in vitro podminkach. Re$eni miize p¥inést
dalsi vyzkum v oblasti meiotického zrani véetné kumulérni expanze. Vhodnym néastrojem pro
studium téchto procesii je prasec¢i kumulo-oocytarni komplex (COC). Jelikoz prase¢i oocyt
nabizi fadu podobnosti s lidskym, lze ziskané poznatky vyuzit také v huméanni medicing.
Simultanné s meiotickym zranim probihd kumularni expanze, kterd se vyznamnym zptsobem
podili na jeho regulaci. V pribé¢hu kumularni expanze produkuji kumularni bunky velké
mnozstvi extracelularni matrix bohaté na hyaluronovou kyselinu (HA). Vysledkem kumularni
expanze je preruseni komunikace mezi oocytem a kumulédrnimi buikami, ¢imz je oocyt
izolovéan od regulacnich faktort pochazejicich z kumularnich bunék. Jelikoz ma kumulérni
expanze Uzky vztah k meiotickému zrani, 1ze ji vyuzit jako marker prib¢hu meiotického zrani
in vitro.

K hodnoceni kumularni expanze se stale vyuZivaji tradicni metody zaloZené na
vizudlnim hodnoceni expandovaného kumulu, z ¢ehoZ plyne jejich neptesnost. Exaktnéjsi
metody jako imunologickd metoda ELISA nebo radioaktivni oznaceni prekurzorti syntézy HA
jsou zaloZeny na méfeni obsahu HA v COC. V soucasné dob¢ je uzite¢né zaméfit se na vyvoj
a optimalizaci metod, které by podavaly objektivni informace o intenzit¢ kumuldrni expanze
na zakladé¢ obsahu HA bez nutnosti pouziti radioizotopi a protilatek. Pfesné stanoveni
kumularni expanze poskytne cenné informace o kvalit¢ oocyti dozralych in vitro

a pouzivanych k dal$im biotechnologickym postupliim.



2 Literarni reSerse

2.1 Oogeneze savci

2.1.1 Vyvoj embryonalnich vaje¢niki a faze mnoZeni zarode¢nych bunék

Gonady samct i samic vznikaji béhem embryonalniho vyvoje ze stejného zakladu,
kterym je genitalni liSta. Genitalni liSta se zaklada jako podélny parovy utvar na ventralni
strané zarodku. Povrch genitdlni liSty je tvofen somatopleurou, pod kterou se nachézi
mezenchym. Somatopleura predstavuje povrchovy epitel, ktery béhem vyvoje gonady
proliferuje a jeho bunky prostupuji do mezenchymu. Soucasné v tomto obdobi dochazi
k osidleni zakladu gonady primordidlnimi zarode¢nymi buiikami, které davaji pozdéji
vzniknout gametam (Sadler, 2011).

Primordialni zarodecné bunky (PGC — primordial germ cell) vznikaji v ¢asné
embryogenezi, v obdobi formovani primitivniho prouzku, ze Zloutkového vacku a kaudalni
¢asti prvostfeva. Primitivni gonddu osidluji na zakladé chemotaktickych signald (Wassarman
et Albertini, 1994). Energii potfebnou k migraci poskytuji glykogenové partikule a lipidové
kapénky, které jsou uloZeny v cytoplazmé (Motta et al., 1997). Primordialni zarode¢né bunky
spolu s epitelem somatopleury tvofi zarode¢ny epitel, ktery vrustd do mezenchymu a tvofi

medularni provazce propojené s povrchovym epitelem (viz obr. 1).

Obr. 1. Formovani primitivni gonady a jeji osidleni zarode¢nymi bunkami (upraveno dle
Hurk et Zhao, 2005)
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Popisované stadium vyvoje nazyvame jako indiferentni, kdy morfologicky zatim
nelze urcit pohlavi jedince. V tomto stadiu jsou také u zarodku ptitomny dva typy vyvodu,
Miillertv a Wolffav (Sadler, 2011).

U savci vznika samici gonada v ptipad¢ absence pohlavné determinujiciho faktoru
chromozomu Y (SRY - sex-determining region on the Y chromosome) (Sinclair et al., 1990;
Koopman, 1992) a soucasné pritomnosti samicich specifickych geni, naptfiklad FOXL2
(forkhead box L2), WNT4 (wingless-type MMTYV integration site family member 4) a FST
(follistatin). Uvedené geny se ucastni procesu piemény indiferentni gonady ve vajecnik
a primordialnich zarode¢nych bun¢k v oogonie (Eicher et Washburn, 1986).

Béhem formovani vajecniku dochdzi ke zménam, které zahrnuji dal$i vétveni
medularnich provazcii a naslednou proliferaci druhé generace, kdy dochazi k rozvoji
kortikalnich pruhti (Sadler, 2011). Soucasné s timto procesem vstupuji primordialni zdrodecné
buniky do mitotického déleni a davaji vzniknout oogoniim (Eicher et Washburn, 1986).
Oogonie jsou behem mitotické¢ho déleni obalovany okolnimi somatickymi bunikami, z nichz
pozd¢ji vzniknou folikuldrni buniky. Na trovni kortikalnich pruhl jsou jiz oogonie spolu
s folikularnimi bunkami rozeznatelné. Dal$i vnitini pohlavni organy samice — vejcovody,
déloha a pochva vznikaji z Miillerovych vyvodi, pficemz Wolffovy vyvody zanikaji (Sadler,
2011).

Béhem vyvoje gamet rozezndvame tii faze: fazi mnozeni, fazi ristu a fazi zrani. Faze
mnozeni zahrnuje mitotické déleni primordidlnich zarode¢nych bunck ve velké
mnozstvi oogonii (Wassarman et Albertini, 1994). U prasat je pozorovano mitotické déleni
priblizn¢ od 13. dne embryonalniho vyvoje az do 7. dne po narozeni. Pocet zarodecnych
bunék pfitom nejvyraznéji stoupd mezi 20. a 50. dnem, kdy se pocet oogonii zvySuje z 5 000
azna 1 100 000. Po ukonceni mitotické aktivity podléhd znac¢na ¢ast oogonii atrézii (Hunter,
2000).

Dftive vSeobecné piijimané dogma, které predpokladd moznost vzniku oogonii pouze
béhem embryogeneze mitézou z primordidlnich zarode¢nych bunék, bylo vyvraceno studii
publikovanou Johnsonem et al. (2004). Ve své praci popisuji objev zarode¢nych kmenovych
bunck ve vajecnicich dospélych mysi, které mohou v obdobi dospélosti samice proliferovat
a vytvaret tak nové oocyty a folikuly. Naopak Zhang et al. (2012) popisuji latku zamezujici
dalSimu mitotickému déleni oogonii v dospélosti.

Jiz v prenatdlnim obdobi vstupuji oogonie do meiotického dé€leni. Meidza
pfedstavuje bunécéné déleni, pii kterém se jedna bunka diploidni rozdéli na ¢tyfi bunky

haploidni, tj. s pouze polovi¢nim mnozstvim ptvodniho poctu chromozomii. Tato redukce je
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nezbytna, protoze splynutim dvou gamet pii oplozeni dojde k obnoveni diploidniho poctu
chromozomu v bunikach embrya (Alberts et al., 1998). Pro meiotické d€leni oocytu je
charakteristické asymetrické déleni cytoplazmy, coz mé za nasledek vznik pouze jedné
funkéni gamety a dvou, pifipadné tzv. tfi pdlovych télisek, které se na vzniku zygoty
nepodileji.

Meiotické déleni sestava ze dvou fazi — meidza I (redukéni) a meioza II (ekvacni).
Pii meioze I dochazi k rozchodu homolognich chromozomii do dvou dcefinych bunék, a tedy
ke snizeni poctu chromozomt na polovinu. Profaze prvniho meiotického d€leni zahrnuje pét
casti — leptotene, zygotene, pachytene, diplotene a diakineze. V pribéhu pachytene probiha
proces zvany crossing-over, pii kterém se vyménuji fragmenty mezi homolognimi
chromatidami sesterskych chromozomi. Timto procesem je zajisténa téméf nekonecna
variabilita potomstva.

Jesté pred zahdjenim faze rGstu oocytu v diplotennim stddiu profiaze I dochazi
k zastaveni meiotického dé€leni, k tzv. prvnimu meiotickému bloku, za vzniku oocytu prvniho
fadu. K znovuobnoveni meidzy dochdzi postnatilné v obdobi puberty (Wassarman et

Albertini, 1994; Lodish et al., 2004).

2.1.2 Faze ristu oocyti a folikulogeneze

Pied zahajenim faze rdstu je oocyt prvniho fadu obklopen jednou vrstvou pre-
granuldznich bunék a intaktni bazalni laminou. Cely komplex je ozna¢ovan jako primordialni
folikul. Teprve po dosaZeni pohlavni dospé€losti probihaji vlivem hormonalnich stimula
na trovni primordidlniho folikulu ristové zmény, které zahrnuji ptredevSim intenzivni
mitotické déleni a diferenciaci pre-granuldznich bunék v buniky granuldzni, oznacované také
jako folikularni. Vznika tak primarni folikul, ktery podléha dal§imu vyvoji (Wassarman et
Albertini, 1994).

Folikuldrni buniky priméarniho folikulu podstupuji dalsi mitoticka déleni. Vznik4 tak
folikul sekundarni neboli preantrdlni zahrnujici dvé a vice vrstev folikularnich buné&k
obklopujicich oocyt prvniho fadu (Wassarman et Albertini, 1994; Eppig, 2001).

Simultanné s vyvojem folikulu probiha také faze riistu oocytu. V tomto obdobi
dochazi k intenzivnim ristovym zménam oocytu, které zahrnuji cytoplazmatické zmény

na urovni organel a proteinti. Béhem riistu se zvySuje pocet mitochondrii a soucasn¢€ se méni



I jejich morfologie z prodlouzeného tvaru na ovalny az kulaty. Ultrastrukturalni modifikace
postihuji také Golgiho komplex a ribozomy. Jadro spolu s jadérkem se zvétSuji a ziskavaji
kompaktnéjsi podobu, zejména u jadérka miizeme pozorovat vyraznou zmeénu, kdy se
z difuzni sitovité struktury stava jednotny utvar z vyhradné vladknitého materidlu (Wassarman
et Albertini, 1994).

Vsechny tyto zmény souviseji se zvySenou proteosyntézou v oocytu. Vzniklé
proteiny slouzi k regulaci nasledného meiotického zrani i pro Casny embryondlni vyvoj
po oplozeni oocytu. K dalsim dilezitym strukturam vznikajicim béhem faze rlstu patii
zejména zona pellucida a kortikalni granula (Wassarman et Albertini, 1994; Fulka et al.,
1998).

Zona pellucida je povrchovy obal oocytu slozeny ze tii typt glykoproteini: ZP1,
ZP2, ZP3, které vytvateji sitovitou strukturu. Zona pellucida se vyznamné podili na prib&hu
rustu a zrani oocytu, kdy zprostiedkovava komunikaci mezi oocytem a okolnimi kumularnimi
buiikami prostfednictvim mezibunééného spoje typu gap junction. Proteinové jednotky gap
junction, neboli konexony, se v membrané bunky seskupuji do hexagonalniho uspoifadani
aspojuji dvé sousedni buniky. Vznikd tak spojeni umoziujici volny pohyb latek mezi
jednotlivymi bunkami, aniz by musely latky prochéazet ptes extracelularni matrix. Kanalek ma
pramér piiblizné 2 nm, coz dovoluje volné prochdzet iontim, sacharidim, aminokyselinam
ajinym rozpuSténym latkam s molekulovou hmotnosti dosahujici max. 1 kDa (Ganong,
2005). Diky tomuto spojeni jsou do oocytu piimo transportovany substance z kumularnich
bunék, ¢imzZ je regulovan rist oocytu, 1. meioticky blok (Tanghe et al., 2002) a znovuzahajeni
meidzy oocytu (Moor et al., 1990). Dale se zona pellucida uplatiiuje pii oplozeni, kdy
spermie rozeznavaji receptory na jejim povrchu a spousti tak akrosomovou reakci,
po oplozeni se pak podili na kortikalni reakci oocytu (Wassarman et Albertini, 1994; Hurk et
Zhao, 2005).

Kortikalni granula jsou malé sférické utvary, které se nachazeji v dosud
neoplozenych oocytech (Wassarman et Albertini, 1994). Po oplozeni dochézi ke kortikalni
reakci, tj. uvolnéni kortikalnich granul obsahujicich proteolytické enzymy a glykoproteiny,
jez meéni strukturu zona pellucida, do perivitelinniho prostoru mezi oocytem a zonou
pellucidou. V dtsledku kortikalni granula zabranuji penetraci dal§ich spermii do oocytu a tim
vzniku polyspermie (Wang et al., 1997).

Vysledkem faze ristu oocytu je pln¢€ dorostly oocyt ve stadiu zdrodecného vacku

(GV — germinal vesicle), ktery dosahl plné meiotické kompetence, tj. schopnosti znovu



zahgjit a dokoncit nasledujici meiotické zrani. Z pohledu folikulogeneze je tento oocyt
soucasti sekundarniho folikulu (Wassarman et Albertini, 1994).

Sekundarni folikul se v pritbéhu procesu folikulogeneze dale vyviji. Dochazi
k dalsimu mnozeni folikularnich bunék, okolo kterych se z okolniho stromatu vytvaii obal
(Wassarman et Albertini, 1994; Eppig, 2001). V pribéhu dalsiho vyvoje vznika ve folikulu
dutina vyplnéna folikularni tekutinou, tzv. antrum, které se nadale zvétSuje v disledku
pribyvajici folikularni tekutiny. Tak vznika konecné stadium folikulogeneze — tercidlni folikul
s dutinou, preovulaéni antralni folikul, oznacovany téz jako Graafiv folikul (Eppig, 2001).

Folikularni vyvoj prasecich oocytl je zndzornén na obr. 2.

Obr. 2. Rust prasecich oocytu a folikulti (upraveno dle Hunter, 2000)
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120 pm 120 pm
velkost oocytd 30um 100 pm 115 um 120 um \'ﬂa
(&) "
S
velikost folikulu preantraini - 0.7 mm 1.8 mm =5 mm 810 mm 8—10 mm
precvulacni avUlagni

Obdobi vyvoje antralniho folikulu je na rozdil od ptedchozich stadii (Hirshfield,
1991) pIn¢ zavislé na hormonalni regulaci, ktera sestava  z gonadotropind,
folikulostimulacniho hormonu (FSH) a luteinizaéniho hormonu (LH). Zminéné
gonadotropiny jsou uvolilovany z adenohypofyzy pod regulaci gonadotropin releasing
hormonu (GnRH) (Ganong, 2005; Edson et al., 2009).

GnRH vznika v hypothalamu, odkud je prostfednictvim hypothalamo-hypofyzarniho
portadlniho systému transportovan do adenohypofyzy, kde spousti sekreci LH a FSH.
Pocatecni sekrece LH je pomérné nizkd, ale je dostacujici pro aktivaci enzymii v bunikdch
theca folliculi interna, kde stimuluji sekreci androgenti z cholesterolu. Vzniklé androgeny
nasledné putuji do granuldéznich bunék (Zachow et Magoffin, 1995; Ganong, 2005). FSH
stimuluje enzym aromatdzu v granuldznich buikach, ktery podminiuje tvorbu estrogenti

Z androgent testosteronu a androstendionu (viz obr. 3). FSH stimuluje také tvorbu receptorti
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pro LH na granuléznich bunkach (Kumar et al., 1997; Ganong, 2005; Edson et al., 2009).
Granulozni bunky vytvareji tekutinu bohatou na estrogeny, kterd postupné granulézni bunky
odd€luje a vytvari antrum. Pii vyvoji antrdlniho folikulu se také uplatiiuji apokrinni
a parakrinni drahy, v¢etné ucinku steroidu a peptidi (Bonnet et al., 2008). Estrogeny zvysuji
sekreci LH, ¢imz spoustéji predovulacéni LH vinu, ktera stimuluje zrani oocytu (viz kap. 2.1.3)
(Ganong, 2005).

Obr. 3. Interakce mezi thekalnimi a granuléznimi buiikami pii syntéze a sekreci estradiolu
(ptevzato Ganong, 2005)

KREVNI OBEH BUNKY BUNKY ANTRUM
THECA INTERNA GRANULOZY
cholesterol L____» cholesterol
androstendion » androstendion
estradiol €—— estradiol estradiol L estradiol

Béhem rastu folikulu dochazi k diferenciaci folikularnich buné¢k, kdy se z vrstvy
granuloznich bunck obklopujicich oocyt déle diferencuji kumulédrni buiiky tvofici vejconosny
hrbolek (cumulus oophorus) a vrstva kumularnich bunék, kterd je v pfimém kontaktu
s oocytem, tzv. corona radiata. Vrstva corona radiata je spojena s oocytem prostiednictvim
dlouhych bunéénych vybézkn prostupujicich zonu pellucidu a spoju gap junction (Wassarman
et Albertini, 1994). V ptipadé kumulo-oocytarnich komplexti spojeni gap junction
sestava z konexinu 37 (Li et al., 2007), které propojuje oocyt s vrstvou kumularnich bunék
corona radiata. Spojeni a komunikace kumularnich bunék a oocytu je nezbytné pro spravny
pribéh meiotického zrani oocytu, ke kterému v in vivo podminkach dochéazi v dorostlém

preovula¢nim folikulu (Wassarman et Albertini, 1994; Eppig, 2001).



2.1.3 Faze zrani oocyta

Faze zrani oocytl zacind uvolnénim prvniho meiotického bloku v oocytu prvniho
fadu. K tomuto procesu dochdzi poprvé postnatalné v obdobi puberty vlivem hormonélnich
stimulti samiciho organizmu. Znovuzahdjeni meidzy iniciuje preovulacni LH vlna, na kterou
reaguje pouze plné dorostly meioticky kompetentni oocyt z preovulacniho Graafova folikulu.
meiotického bloku a rozpad zarode¢ného vacku (GVBD — germinal vesicle breakdown), coz
je rozpad jaderné membrany zpisobeny rozlozenim jaderné laminy (Alberts et al., 1998; Hurk
et Zhao, 2005). Oocyt je tak schopen pokracovat v meiotickém déleni.

Po iniciaci meiotického déleni oocytu a rozpadu zarodeéného vacku vstupuje oocyt
do metafaze I, kdy se pary homolognich chromozomi sefadi do ekvatoridlni roviny déliciho
vieténka. V prubchu anafaze I a telofaze I se rozchazi celé homologni chromozomy (Lodish et
al., 2004). Meiotické déleni oocytu je pieruseno druhym meiotickym blokem v metafazi II -
sefazenim chromozomi do ekvatoridlni roviny za vydéleni prvniho polového téliska
(Wassarman et Albertini, 1994). Meiotické déleni oocytu zapocaté GVBD a pierusené
v metafdzi Il je oznacovano jako meiotické zrani nebo také zrani oocytu. K uplnému
dokonceni meidzy oocytu dochdzi po aktivaci oocytu spermii. Nasledn¢ probihé anafaze II
a telofaze II, kdy se soucasné vydéli druhé polové télisko (Wassarman et Albertini, 1994).

Dutlezitou ulohu ve zrani oocytt hraji kumularni buniky corona radiata, které se
podileji spolu s bunéénymi spoji typu gap junction na jaderném a cytoplazmatickém zrani
oocytu (Sun et Nagai, 2003; Karja, 2008). Jak jiz bylo zminéno, pfes bunééna spojeni gap
junction mohou prochazet pouze molekuly, které svou velikosti nepiesahuji 1 kDa (Ganong,
2005). Z hlediska funkce se jedna piedev§im o molekuly s inhibi¢nimi G¢inky na meiotické

zrani, z nichz nejdialezitéjsi jsou molekuly cAMP a cGMP (Sun et al., 2009).



2.1.4 Regulaéni faktory meiotického zrani oocytu

Cyklicky adenosin monofosfat

Cyklicky adenosin-3',5"-monofosfat (cAMP) patii mezi vyznamné druhé posly
bunéénych kaskad. Z adenosintrifosfatu (ATP) ho vytvaii enzym adenylatcyklaza (AC)
(Ganong, 2005).

Dynamika cAMP je regulovana dvéma mechanizmy. Prvni z nich reguluje vznik
cAMP prostiednictvim aktivace AC, druhy mechanizmus vzniklé cAMP degraduje
prostfednictvim enzymu cAMP-fosfodiesterazy.

Prvni mechanizmus regulujici zménu intracelularni koncentrace cAMP zavisi
na aktivaci/inhibici AC prostfednictvim heterotrimernich G-proteinti. Pii vazbé ligandu
na stimulacni receptor se aktivuje stimula¢ni G-protein a nasledné¢ AC. Naopak pii vazbé
ligandu na inhibi¢ni receptor se aktivuje inhibi¢ni G-protein a aktivita adenylatcyklazy je
utlumena. Degradace cAMP probihd prostiednictvim enzymu cAMP-fosfodiesterazy, ktery
méni cAMP na fyziologicky neaktivni 5’-AMP (Ganong, 2005).

cAMP se vyznamnym zpusobem podili na zrani oocytu. cAMP aktivuje cAMP-
dependentni proteinkindzu A (PKA), ktera nasledné katalyzuje fosforylaci dalSich proteini.
cAMP a aktivni PKA udrzuje prvni meioticky blok v diktyotene profaze I (Kishimoto, 2003).

Po hormonalnim stimulu LH dochédzi v disledku morfologickych zmén obalu
kumulérnich bunék k pferuseni spojii gap junction mezi oocytem a kumuldrnimi bunkami.
Tim je znemoZnén prostup cAMP z kumularnich bunék do oocytu a jeho hladina v oocytu
klesa (Hurk et Zhao, 2005; Liang et al., 2007). Dalsi cesta snizeni koncentrace cAMP
v oocytu je aktivace cAMP-fosfodiesteraz (Mehlmann, 2005; Liang et al., 2005). Nizka
koncentrace cAMP zapficCinuje pokles PKA a nasledné rozpad zarodecného vacku
(Kishimoto, 2003).

Nizk4 koncentrace cAMP setrvava po cely prub¢h meiotického zrani aZz do obdobi

druhého bloku meidzy v metafazi II (Dekel et Beers, 1980).



Cyklicky guanosin monofosfat

Cyklicky guanosin-3’,5"-monofosfat (cGMP) patii stejné jako cAMP mezi druhé
bunééné posly. ¢cGMP vznika z guanosintrifosfatu (GTP) uc¢inkem guanylatcyklazy (Ganong,
2005).

Syntéza ¢cGMP probiha v kumularnich buiikéch, odkud je ¢GMP transportovan
prostiednictvim gap junction do oocytu (Tornell et al., 1991). V oocytu se cGMP nasledné
podili na inhibici meiotického zrani a udrzeni meiotického bloku. Degradaci cGMP
zprostiedkovava enzym cGMP-fosfodiesteraza (Sasseville et al., 2008). U prasecich kumulo-
oocytarnich komplexti byl pozorovan nartst degradacniho enzymu ¢cGMP v kumulérnich
bunikach po ptsobeni LH (Sasseville et al., 2008).

Podstatou inhibi¢niho efektu cGMP pii meiotickém zrani oocytu je inhibice CAMP-
fosfodiesterazy, a tim inhibice degradace cAMP v oocytu (Wang et al., 2008; Norris et al.,
2009). ¢cGMP signalizace tak udrzuje koncentraci cAMP na vysoké urovni a spolupracuje
na udrzovani meiotického bloku. Koncentrace zminénych cyklickych nukleotidii klesa

pred GVBD (Sun et al., 2009).

M-fazi podporujici faktor

M-fazi podporujici faktor (MPF) je kli€ovy pro regulaci zahajeni mitdzy 1 meidzy
ve vSech eukaryotickych bunkach (Lodish et al., 2004). Jedna se o heterodimer sloZeny
z katalytické a regulacni podjednotky. Katalytickou podjednotkou MPF v oocytu je cyklin-
dependentni proteinkinaza 2 (cdk2), regulacni podjednotkou molekula cyklinu BI
(Mehlmann, 2005; Liang et al., 2007).

Obecné se komplexy cdk a cyklinu uplatiuji v regulaci bunééného cyklu. Cyklin-
dependentni proteinkinazy jsou v délici se buiice pfitomny v pribchu celého cyklu. Jsou ale
aktivovany pouze ptechodné a poté jsou opét rychle deaktivovany. Za aktivaci téchto kindz
jsou zodpovédné regulacni proteiny bez katalytické aktivity — cykliny (Alberts et al., 1998).
Syntéza cyklinti za¢ind thned po rozdéleni buniky a pokracuje po cely pribéh interfaze. Cyklin
se akumuluje, a tak jeho koncentrace stale stoupa a pomahd tak nacasovat zacatek dalSiho
bunééné¢ho déleni. Prudky pokles cyklinu je zplisoben degradaci pomoci ubiquitin-

proteasomalniho komplexu (UPS) (Glotzer et al., 1991).
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MPF se v nezralém oocytu kumuluje v neaktivni formé, tzv. pre-MPF. Omezeni
aktivity spociva ve fosforylaci cdk2 na Thr14 a Tyrl5 kinazami Weel a Mytl. Z pre-MPF
vznika aktivni forma MPF vlivem aktiva¢ni defosforylace téchto fosfati pomoci cdc25
(Jones, 2004; Liang et al., 2007) a soucasné fosforylace kindzou aktivujici cdc (Cdc-
activating kinase) na Thr161 (Whitaker, 1996). Aktivace cdc25 a spusténi této reakce je
zavislé na poklesu koncentrace cAMP a aktivity PKA (Kishimoto, 2003).

Podminkou aktivace MPF je asociace cyklinu B s cdk2, ktera je jiz fosforylovana
na Thr161. Vétsina molekul cdk2 je v nezrajicim oocytu v monomerni formé, pouze 10 % je
v asociaci s cyklinem B v komplexu pre-MPF. Aktivace MPF mize byt tedy zplsobena
piimou asociaci s cdk2, kontrolou rovnovahy mezi Weel/Mytl a cdc25, nebo obéma
uvedenymi procesy soucasné (Liang et al., 2007).

Aktivované MPF disponuje kindzovou aktivitou. Fosforylaci pfislusnych proteint
zpusobuje kondenzaci chromozomi, rozpad zarodeéného vacku a reorganizaci mikrotubulil
MPF-kinazy, kterda fosforyluje proteiny laminy, ¢imZ dochdzi k rozlozeni submembranové
vrstvy laminovych filamenti a tim k rozpadu jaderné membrany. Obdobné kinaza fosforyluje
proteiny asociované s mikrotubuly, které pak méni vlastnosti mikrotubulii tak, ze mohou
vytvorit délici vieténko (Alberts et al., 1998; Hurk et Zhao, 2005).

Vzrist aktivity MPF je nezbytny pro znovuzahijeni meiotického déleni oocyti.
Maximalni aktivity dosahuje MPF v metafazi I, s pfechodem do druhého meiotického déleni
aktivita klesa (Lee et al., 2000). Aktivita MPF opét rychle vzroste, kdyz vstoupi do meiozy II,
a zustava vysoka v oocytu zastaveném v metafazi II. Po nasledné fertilizaci MPF klesa, dokud
zygota nevstoupi do prvniho mitotického déleni, kdy MPF opét vzrusta (viz obr. 4) (Lodish et
al., 2004).

Deaktivace MPF b&hem piechodu z meidzy I do meidzy Il se dé€je prostrednictvim
proteolytické degradace cyklinu B1. Proces je regulovan proteinovym komplexem Anaphase
promoting complex/Cyclosome (APC/C), ktery ubiquitinuje cyklin B1. Ubiquitiny oznaceny
cyklin B1 je nésledné¢ degradovan pomoci UPS. APC/C soucasné degraduje také inhibitor
anafaze protein securin, ¢imZz dochazi k oddéleni sesterskych chromatid a tim k pribéhu

anafaze I (Jones, 2005).
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Mitogenem aktivovana proteinkinaza

Mitogenem aktivovana proteinkinaza (MAPK), znama také jako kinaza regulovana
extracelularnim signalem (ERK - extracellular signal-regulated kinase), se fadi mezi
serin/treoninové kinazy (Marshall, 1995; Whitaker, 1996; Inoue et al., 1998). Na regulaci
meiodzy se uplatiuji zejména izoformy ERK1 a ERK2 (Inoue et al., 1998; Liang et al., 2007).

Regulace aktivity MAPK je zprostfedkovana kaskadou fosforylacnich reakci. Pfimy
vliv na aktivaci MAPK ma kinaza MAPKK, oznacovana také jako MEK. MAPKK aktivuje
MAPK prostfednictvim fosforylace na serinovych a treoninovych zbytcich. MAPKK je
regulovana kinazou MAPKKK (Liang et al., 2007).

K aktivaci MAP-kinazové kaskady je nutnd vazba extracelularniho signalu
na receptor V plazmatické membrané bunky. Jako extracelularni signal funguji rlstové
faktory, hormony nebo cytokiny. Aktivatorem tzv. stresovych MAP kindz vSak mohou byt
také jiné - patologické procesy, kam fadime napf. bunécny stres, tepelny Sok, osmotickou
disbalanci nebo DNA poskozeni (Garrington et Johnson, 1999).

Receptor ma jednoduchou doménu prochazejici bunénou membranou
S intracelularné¢ orientovanou tyrozinkindzovou oblasti. Po navazani ligandu dochdzi
k fosforylaci tyrozinkinazovych oblasti a spusténi kaskady dalSich fosforylacnich reakci.
Prvnim aktivovanym proteinem je Ras protein, ktery patii mezi malé G-proteiny (Ganong,
2005). Ras protein déale aktivuje Mos protein (MAPKKK). Mos spousti kindzzu MAPK
(MAPKK), ktera fosforyluyje MAPK na serinovych a treoninovych zbytcich (Liang et al.,
2007; Ganong, 2005).

Vnitrobunééna distribuce MAPK se béhem meiotického zrani oocytu dynamicky
méni (viz obr. 4). V nezralych prasecich oocytech byla pozorovéna neaktivni forma MAPK
jiz ve fazi ristu oocytu, lokalizovana vyluéné v cytoplazmé. V prubéhu znovuzahdjeni
meiotického déleni se c¢ast molekul MAPK pifesouva tésné pred procesem GVBD
do zarode¢ného vacku (Inoue et al., 1998).

Moment aktivace MAPK je druhové specificky. U sav¢ich oocyti je MAPK
aktivovana ve stejné chvili, kdy probiha proces GVBD, nebo kratce po ni. Zda se, Ze
u savc¢ich oocyti neni MAPK nezbytnd pro aktivaci MPF a GVBD. Oproti tomu u jinych
obratlovct, napf. zab Xenopus laevis, probiha GVBD az po aktivaci MAPK a MAPK je
V tomto ptipadé nutna k znovuzahajeni meiotického zrani (Ye et al., 2003; Hurk et Zhao,
2005).
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Obr. 4. Aktivita MPF a MAPK béhem meiotického zrani oocytu (upraveno dle Fan et Sun,
2004)
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V savéich oocytech se MAPK uplatiiuje v procesu meiotického zrani (Liang et al.,
2007). Mezi funkce MAPK patii spoluticast na aktivaci MPF prostifednictvim pozitivni zpétné
vazby na translaci cyklinu B, zabranéni inhibi¢ni fosforylace cdk2 a tak udrzeni jeji pocatecni
aktivity, MAPK se rovnéz podili na tvorbé a organizaci déliciho vieténka (Fan et al., 2002).

Mezi trovni aktivity MAPK a translaci cyklinu B existuje silnd korelace. Ke zvySeni
miry translace cyklinu B béhem znovuzahajeni meiotického déleni dochazi po uvolnéni
prvniho meiotického bloku. MAPK je pro translaci cyklinu B nezbytna, jelikoz
prostiednictvim pozitivni zpétné vazby podporuje translaci mRNA cyklinu B. Mechanizmus
tohoto déje byl popsan u mysi a u zab rodu Xenopus (Howard et al., 1999).

MAPK se ucastni také procesu inhibi¢ni fosforylace cdk2. Inhibi¢ni fosforylace cdk2
je ptipisovana molekule Mytl. MAPK fosforyluje molekulu ozna¢ovanou jako p90, ktera je
nasledné¢ schopna vézat C-termindlni doménu molekuly Mytl. Touto inaktivaci Mytl pak
mize dochazet k aktivaci komplexu cdk2/cyklin B (Palmer et al., 1998).

Dalsi funkce MAPK spociva v regulaci tvorby déliciho vieténka. Organizace
déliciho vieténka je jednim z kontrolnich boda bunééného cyklu a MAPK v tomto procesu
fosforyluje struktury mikrotubuly organizujiciho centra (MTOC). V piipadé nespravné
utvoren¢ho déliciho vieténka MAPK inhibuje pokles MPF, ktery je nutny pro ptechod
do anafaze. Komponenty MAPK-signalni kaskady jsou také soucasti cytostatického faktoru
(CSF), ktery zapfticinuje druhy meioticky blok v MII. CSF je komplex slozeny piedevSim

Z proteinovych kindz, mezi jehoz zakladni komponenty patii Mos, ktery se nasledné uplatiuje
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v aktivaci signalni kaskady MEK-MAPK-p90. Po oplozeni a dokonceni meidzy pietrvava
vysoka koncentrace MAPK az domomentu formovani prvojadra, tj. az do S-faze prvniho
cyklu mitotického déleni embrya (Fan et al., 2002).

Diilezitou roli v MAP-kinazové signalni kaskad¢ sehravaji kumularni bunky. Béhem
zrani oocytd byly molekuly regulatoru MAP-kindzové drahy, tj. MAPKK, detekovany jak
v oocytech, tak v kumularnich bunkach (Villa-Diaz et Miyano, 2004). Molekuly MAPKK
pochézejici z kumulérnich bunék maji pfimy vliv na oocyt a vyznamnym zpusobem
se podileji na zrani oocytu (Meinecke et Kirschek, 2003; Villa-Diaz et Miyano, 2004).

Stejné¢ jako MAPK1/2, také MAPKK se stavaji aktivnimi okolo procesu rozpadu
zarodecného vacku a udrzuji svoji aktivitu a Cinnost do metafdze II. Bylo zjisténo, ze
fosforylovanda MAPKK je akumulovana v jadfe pfed GVBD a lokalizovana v cytoplazmé
a okolo chromozomu béhem metafaze 1 az do dosazeni metafaze II (Villa-Diaz et Miyano,
2004).

MAPKK Vv oocytech je tak nezbytna pro pfechod meiozy I a II. MAPKK
Z kumulérnich bunék je pak pravdépodobné zapojena v procesu FSH-indukovaného zahéjeni

meiozy oocytt (Villa-Diaz et Miyano, 2004).

Viapenaté ionty

Vépenaté ionty (Ca2+) patii mezi signalni molekuly a druhé posly signalnich kaskad.
Regulace intraceluldrniho Ca® ma velky biologicky vyznam. Koncentrace Ca**
Vv intersticialni tekutiné je asi 12 000krat vyssi, nez je koncentrace cytoplazmatickd, takze je
pfitomen zna¢ny koncentra¢ni 1 elektricky gradient smétujici dovniti bunék. Intracelularnimi
zasobarnami Ca* jsou ptedevs§im endoplazmatické retikulum (ER) a mitochondrie, ze kterych
mize byt Ca®* mobilizovano kanély Fizenymi ligandem, a tim se koncentrace volného Ca®*
Vv cytoplazmé zvysi (Ganong, 2005).

Jednou z nejlépe prozkoumanych cest uvolnéni Ca?* z intracelularnich zasobaren, je
jeho uvolnéni z ER. Tento proces je fizen bunécnou kaskadou, na jejimz pocatku stoji
extracelularni signalni molekula, ktera se vaze na receptor spojeny s G-proteinem. G-protein
aktivuje membranovy enzym fosfolipazu C, kterd §tépi membranovy inositolovy fosfolipid
na dvé mediatorové molekuly: inositol-1,4,5-trisfosfat (IP3) a diacylglycerol (DAG). IP3

z plazmatické membrany difunduje do cytosolu, kde vazbou na ER otevira Ca?* kanaly. DAG

14



zustava pripojeny k plazmatické membrané, kde spolu s ca® aktivuji proteinkindzu C
(Alberts et al., 1998).

Zvysena koncentrace cytoplazmatického Ca®" se vaze a aktivuje specifické proteiny
vazajici kalcium — kalmodulin, troponin nebo kalbindin (Ganong, 2005). Nejhojnéjsi
anejb&zngjsi z nich je kalmodulin (CaM). CaM pii vazb& s Ca®* méni svou konformaci
a spole¢né tvofi komplex, ktery se vaze k cilovym proteinim a ovliviiuje jejich aktivitu.
Hlavni cilovou skupinou pro kalmodulin jsou Ca®*/kalmodulin dependentni proteinkinazy
(CaM-kinazy) (Alberts et al., 1998).

Ca®* plni dalezité funkce pii regulaci meiotického zrani prostiednictvim ménici se
koncentrace iontl v kumuldrnich bunikach a v oocytu. Po plsobeni stimulacniho faktoru -
pfedovulacni LH vlny - dochazi ke zvySeni koncentrace Ca?* v kumularnich buiikach.
Z kumularnich bun€k je signal rychle pfendSen do oocytu prostfednictvim gap junction
adochazi ke zvyseni koncentrace Ca®* v oocytu. Tento pienos signélu je zprostiedkovan
pravdépodobn& pHimym piestupem Ca®" pfes gap junction & prestupem IP3 a néslednym
uvolnénim Ca?* (Mattioli et al., 1998). Z bun&k je Ca?* Serpano vyménou za dva H* Ca**-H"
ATPazou nebo miZe byt transportovano antiportem fizenym Na® gradientem, ktery piesune
tii Na* za kazdé Ca®* (Ganong, 2005). Z extracelularniho prostiedi se Ca®" do buiiky
transportuje prostiednictvim kanald, které mohou byt fizené ligandem ¢i zménou elektrického
napé€ti na membrané.

Zvysend koncentrace Ca?* v oocytu spousti dal$i bunééné kaskady, které ve svém
disledku zptsobi znovuzahéjeni meiotického zrani. Tyto kaskady jsou zacileny na regulatory
meiotického zrani — AC a MPF. (Fan et al., 2003; Chen et al., 2013). AC i MPF Jsou
regulovany prostfednictvim plsobeni Ca®*/kalmodulin dependentni proteinkindzy (CaMKII)
(Horner et al., 2003; DiLuigi et al., 2008; Fan et al., 2003; Chen et al., 2013). Aktivni
CaMKII zptsobuje inaktivaci AC (Horner et al., 2003; DiLuigi et al., 2008; Chen et al.,
2013) a je soucasn¢ nutnd ke spravné funkci MPF. Praseci oocyty, které¢ méli CaMKII
inaktivovanou nedokazali akumulovat regula¢ni podjednotku — cyklin B a nemohly tak
znovuzahajit meidzu (Fan et al., 2003).

Také v kumuldrnich bufikich mé zvysena koncentrace Ca®* svou funkci. Ca®*
aktivuje MAPK dréhu, kterd se ucastni sekrece estrogenu a progesteronu, a také expresi
parakrinnich faktora, které ovlivituji zrani oocytl (Yu et al., 2005; Miyoshi et al., 2007;
Ebeling et al., 2011).

lonty Ca®* se také Gcastni procest spojenych s oplozenim — exocytozy kortikalnich

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

Nedéavno bylo prokazano, Ze také zinek (Zn) plni v bunikach funkci intracelularniho
druhého posla (Yamasaki et al., 2007; Bernhardt et al., 2011).

Mechanizmus kaskady, ktera vede k uvolnéni zinku, byl poprvé popsén u zirnych
bun¢k imunitniho systému. Vazba extracelularniho signalu na receptor v bunééné membrang
indukuje uvolnéni volného zinku z perinuklearni oblasti, véetné¢ ER, a dochazi ke zvyseni
jeho intracelularni koncentrace. Tento jev je oznaCovan jako zinkova vlna (zinc wave). Zda
se, ze proces uvolnéni zinku je zavisly na pfilivu vapniku a uzce souvisi s MAP-kindzovou
signalni kaskadou (Yamasaki et al., 2007).

Spojitost mezi Zn a Ca?* byla nalezena také pii studiu oocytii (Kim et al., 2010; Kim
et al., 2011). V puvodnich experimentech mély oocyty kultivované v podminkach omezené
dostupnosti Zn porusenou oscilaci Ca?* (Kim et al., 2010). V nov&jsi studii bylo zji§téno, ze
za fyziologickych podminek vina uvolnéného Ca®* predchazi zinkové ving (Kim et al., 2011).

Dle aktudlnich poznatkli se Zn vyznamné podili na regulaci meiotického zrani.
ZvySeni intraceluldrni koncentrace Zn v oocytu Vv obdobi prvniho meiotického bloku
zabranuje predéasnému rozpadu GVBD (Kong et al., 2012). Zn je soucasné nutny
pro dokonceni meiotického zrani (Kim et al., 2010; Bernhardt et al., 2011), pro dosazeni
a udrzeni druhého meiotického bloku (Kim et al., 2011), kdy se Zn podili na regulaci aktivity
CSF (Bernhardt et al., 2012).

Hladina Zn v oocytu béhem obdobi zrani je regulovana prostfednictvim interakci
mezi oocytem a kumularnimi buitkami ve folikulu. Bylo zjisténo, Ze kumularni bunky snizuji

hladinu volného Zn v oocytu pted ovulaci (Lisle et al., 2013).
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2.2 Kumularni expanze

Oocyt je ve folikulu obklopen kompaktnim obalem kumuléarnich bunék vejconosného
hrbolku, které spoleéné s oocytem vytvaieji kumulo-oocytarni komplex (COC). Tento
komplex podléha béhem meiotického zrani oocytu vyraznym biochemickym a strukturalnim
zméndm. Prostiednictvim kumuldrnich bunék jsou v preovulacnim Graafové folikulu
syntetizovany strukturdlni slozky extracelularni matrix (ECM) kumulérnich bun¢k, ¢imz
dochazi k nabyvani ECM a tim ke zvétSovani celého COC. Tento proces je oznaCovan jako
kumularni expanze (Dekel et al., 1979).

ECM je tvofena glykosaminoglykany (GAG) - pfedevsim hyaluronovou kyselinou
(Nakayama et al., 1996; Mlynar¢ikova et al., 2009). Oproti jinym tkanim je vyrazné méné
zastoupen GAG chondroitin sulfat, popf. keratin sulfat a dalsi (Nakayama et al., 1996).
Vyznamnou slozkou ECM jsou proteiny, které se podileji na utvafeni a stabilizaci ECM
(Mlynar¢ikova et al., 2009).

Kumularni expanze reguluje zrani oocytu v in vitro podminkach. Bylo zjisténo, ze
intenzita kumularni expanze pozitivné koreluje s in vitro zranim oocytu (Qian et al., 2003).
Z tohoto diivodu je pro Gspésné zrani oocytu in vitro vhodné vybirat oocyty s dostateCnym
a neporusenym obalem kumularnich bun¢k (Karja, 2008). Kvalita obalu kumularnich bunék
obklopujicich oocyt je rozhodujici pro ispéSnost meiotického zrani oocytli (Eppig, 1982; Sun
et Nagai, 2003). Kumularni buniky se rovnéz podileji na ochrané oocytu pied oxidativnim
stresem prostiednictvim regulace glutathionu (Tatemoto et al., 2000).

V pribehu kumularni expanze dochazi k zdniku bunéénych propojeni mezi oocytem
a kumularnimi bunkami. V disledku toho je oocyt izolovan od inhibi¢nich latek, jako jsou
cAMP a cGMP, pochazejicich z kumularnich bunék (Chen et al., 1990). Omezeni toku
inhibi¢nich latek do oocytu je nezbytné pro znovuzahijeni meiotického zrani a GVBD
(Sutovsky et al., 1994). PferuSeni spojii mezi oocytem a kumularnimi buitkami se dé&je
mechanickou cestou, kdy vlivem nabyvani slozek ECM dochézi k postupnému oddalovani
kumulérnich bun¢k. Mozné je také aktivni uzavieni gap junction prostiednictvim fosforylace,

kterou katalyzuji interakce CD44-HA (Yokoo et al., 2010).
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2.2.1 Hyaluronova kyselina

Hyaluronova kyselina (HA) patii mezi bezsulfatové GAG slozené z disacharidovych
podjednotek B-(1-4)-glukuronové kyseliny a [B-(1-3)-N-acetylglukosaminu (viz obr. 5).
Disacharidové podjednotky tvotfi polymery HA, jejichz délka miZze nabyvat od nékolika
disacharidovych opakovani az do 25 000. Velikost molekuly se 1i$i podle tkan€, ve které se
vyskytuje. Polymer HA ma zpravidla okolo 10 000 opakovani a celkovou hmotnost 4x 10° Da
(Lodish et al., 2004).

Obr. 5. Struktura disacharidové podjednotky kyseliny hyaluronové (upraveno dle Lodish et
al., 2004)

Hyaluronan (n < 25,000)
COO~
—O0
(@)
O~ I\ OH
OH NHCOCH;,

B-(1-4)-glukuronova kyselina B-(1-3)-N-acetylglukosamin

HA je biologicky vyznamny polymer, ktery je Siroce distribuovan v ECM pojivové
tkané téla, a ucastni se napf. procesi hojeni ran (Banerjee et Toole, 1992), preskupovani
bunék ve tkanich (Ellis et al., 1997) nebo tvorbé metastaz (Zhang et al., 1995). V sami¢im
reprodukénim systému se uplatiiuje pii regulaci meiotického zrani oocytu (Yokoo et al.,
2010), kumularni expanze (Chen et al., 1993) a ovulace oocytt (Hess et al., 1999).

Syntézu HA katalyzuje membranové vazany enzym hyaluronan-syntaza (Weigel et
al., 1997). V sav¢ich kumulo-oocytarnich komplexech byly dosud identifikovany tfi izoformy
tohoto enzymu: hyaluronan-syntaza 1 (hasl), hyaluronan-syntaza 2 (has2) a hyaluronan-
syntaza 3 (has3) (Spicer et al., 1996; Spicer et al., 1997; Itano et al., 1999). V prasecich
kumulo-oocytarnich komplexech byly detekovany izoformy hyaluronan-syntazy has2 a has3.
Has2 se uplatiiuje pifi procesu syntézy HA behem kumularni expanze a je produkovan
v kumularnich bunkach. Has3 je produkovan v oocytech (Kimura et al., 2002).

Pro udrzeni funk¢nosti HA je nezbytné zachovat jeji vysoce strukturovany polymer.

Oproti jinym GAG neni HA spojena S ostatnimi proteiny ECM ani s jinymi slozkami na bazi
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sulfatu. Z tohoto diivodu HA potiebuje hyaluronovou kyselinu vazajici proteiny (HABP —
hyaluronic acid-binding protein) (Yokoo et al., 2002).

V prasec¢ich kumulo-oocytarnich komplexech byla prokazana exprese mMRNA
pro molekulu CD44. CD44 je membranovy receptor pro HA a patii mezi HABP, které se
Vv prasecich oocytech uplatiuji béhem meiotického zrani (Kimura et al., 2002). Interakce mezi
HA a CD44 béhem kumularni expanze jsou dulezité pro zrani oocytu (Kimura et al., 2002;
Yokoo et al., 2002; Yokoo et al., 2007). Uloha CD44-HA v regulaci CE neni dosud plné
objasnéna.

Dalsim HABP uplatiujicim se v kumularni expanzi je protein asociovany s HA
(SHAP — serum-derived hyaluronan-associated protein) (Zhuo et al., 2001; Yokoo et al.,
2007). SHAP vytvaii s HA kovalentni vazby, které hraji klicovou roli ve formovani a stabilité
hyaluronové matrix béhem kumularni expanze (Zhuo et al., 2001). SHAP byl detekovan také
Vv prase¢im séru a folikularni tekutiné (Nagyova et al., 2004).

HA je degradovana extracelularnimi enzymy — hyaluronidazami, které fyziologicky
snizuji mnozstvi HA v ECM riznych tkani (Lodish et al., 2004). Existuji téi hlavni skupiny
hyaluronidaz, které se navzajem odliSuji mechanizmem $tépeni HA. Dv¢ z téchto skupin jsou
endo-B-N-acetyl-hexominidazy. Prvni skupina zahrnuje enzymy obratlovet, které
zpracovavaji substrat hydrolyzou, mozné jsou u nich také transglykosyla¢ni reakce. Druha
skupina je pfevazné bakteridlni. Zahrnuje eliminazy, které funguji pomoci B-eliminace
glykosidické vazby za tvorby nenasycené dvojné vazby. Tyto enzymy jsou také oznaCovany
jako lyazy. Tieti skupinou jsou endo-p-glukuronidazy, které se nachazeji napt. u pijavic nebo
nékterych kory$u. Enzymy této skupiny $tépi substrat podobné jako hyaluroniddzy obratlovcii

hydrolyzou (Stern et Jedrzejas, 2006).

2.2.2 Regulace kumularni expanze

Hormonalni regulace kumularni expanze v podminkach in vivo je fizena
gonadotropnimi hormony FSH a LH (Eppig, 1980). FSH a LH ptlisobi na kumularni bunky
prostfednictvim bunék granuldzy, které jsou t€émito hormony piimo ovliviiovany (Motlik et
al., 1998).

Ptedovula¢ni vina LH aktivuje proteazy v granul6znich buiikach, které jsou schopné

svou ¢innosti aktivovat rustovy diferenciacni faktor 9 (GDF-9 — growth differentiation factor-
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9). GDF-9 puisobi na kumularni buiiky, kde aktivuje enzym has2, a tim spousti sekreci HA.
Zaroven GDF-9 aktivuje enzym cyklooxygendzu-2, kterd je zodpovédnd za syntézu
prostaglandinu E2. Po vazb¢ prostaglandinu E2 na piislusné receptory se popsana kaskada
rovnéz ucastni kumularni expanze (Richards et al., 2002).

FSH spousti kaskadu bunécnych reakci, které se podileji na indukci enzymu has2
a tim na kumularni expanzi (Salustri, 2000). FSH stimuluje také produkci plazminogenového
aktivatoru urokinazového typu (uPA) v granuldznich bunkach (Strickland et Beers, 1976;
Reich et al., 1985; Salustri, 2000). uPA stépi plazminogen na aktivni proteazu plazmin, ktery
se podili na uvolnéni oocytu od stény folikulu béhem ovulace (Strickland et Beers, 1976).
uPA timto zpisobem pfeménuje preovulacni folikuly na ovulaéni (Salustri, 2000).

Lze ptedpokladat, Ze ob& tyto reakce, stimulace has2 i uPA, jsou indukovény
totoznou bunéénou kaskadou. Po FSH stimulu dochazi k tvorbé cAMP a k aktivaci PKA,
ktera aktivuje transkripéni faktory (Salustri, 2000). O tom, zda transkripéni faktory spusti
transkripci mRNA has2 nebo mRNA uPA, rozhoduje faktor pochazejici z oocytu (Canipari et
al., 1995; Salustri, 2000). Timto faktorem je pravdépodobné GDF-9, ktery stimuluje
transkripci mMRNA has2 a naopak inhibuje transkripci mRNA uPA (Elvin et al., 1999;
Dragovic et al., 2005).

Ackoliv se oocyt pfimo nepodili na kumularni expanzi sekreci HA, tucastni se
regulace kumularni expanze (Salustri, 2000). Regulace se ucastni faktory oznacované jako
kumularni expanzi aktivujici faktory (CEEF — cumulus expansion-enabling factor)
(Prochazka et al., 1998). Tyto faktory jsou schopné tvofit pouze pIn¢ dorostlé oocyty
(Vanderhyden et al., 1990; Buccione et al., 1990; Eppig et al., 1993).CEEF zahrnuje nékolik
dil¢ich faktorti a je nezbytny pro kumularni expanzi mysich oocytu (Buccione et al., 1990),
zatimco u prasecich oocytdl neni pfimo vyZadovan a kumularni expanze probiha i1 bez tohoto
faktoru (Vanderhyden, 1993; Prochazka et al., 1998). Pokud je vsak z prase¢iho kumulo-
oocytarniho komplexu odstranén oocyt, nastava vyznamné potlaCeni kumularni expanze
vlivem snizené syntézy HA (Nakayama et al., 1996). U prasat probiha produkce CEEF také
prostfednictvim kumularnich a granuléznich bunék, a dochézi tak ke spolecné stimulaci
kumularni expanze oocytem a kumularnimi bunikami soucasné (Nagyova et al., 1999).

Parakrinni regulace kumuldrni expanze je zprostiedkovana predevSim folikuldrni
tekutinou, ktera vyznamné reguluje zrani oocytd a kumularni expanzi v podminkach in vivo
(Yoshida et al., 1992). Do syntézy hormonut folikularni tekutiny je zapojen FSH, jehoz
intrafolikularni koncentrace pozitivné koreluje s koncentraci estradiolu a progesteronu

ve folikulu (Rosen et al., 2009). Mezi slozky folikularni tekutiny, které maji pozitivni vliv
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na kumularni expanzi, patfi CEEF (Nagyova et al., 1999), epidermalni rastovy faktor (EGF —
epidermal growth factor) (Jezova et al., 2001) a inzulinu podobny ristovy faktor (IGF —
insuline-like growth factor) (Némcova et al., 2007). Do parakrinnich regulatori je mozné
zaradit i latky krevniho séra s vysokou molekulovou hmotnosti (nad 10 kDa) (Eppig, 1980),
které stabilizuji HA v expandovaném kumulo-oocytarnim komplexu (Camaioni et al., 1993).
Dalsi regulacni molekulou uplatiujici se pii procesu kumularni expanze je oxid
dusnaty. U kumulo-oocytarnich komplexi ovci byl popsan efekt, kdy byla fyziologicka

produkce oxidu dusnatého nezbytna pro kumularni expanzi (Amale et al., 2011).

2.2.3 Hodnoceni kumularni expanze

Protoze je kumuldrni expanze vyznamnym ukazatelem zrdni oocytu, je snaha ji
hodnotit. Kumularni expanzi 1ze hodnotit vizualné na zakladé zatazeni kumulo-oocytarniho
komplexu do jedné ze tiid dle intenzity kumularni expanze podle Tao et al. (2005). Skupiny
pro orientacni zafazeni kumulo-oocytarniho komplexu jsou definovany nasledovné:

1. tfida: kumulo-oocytdrni komplexy s kompletni expanzi ve vSech vrstvach

kumularnich bunék

2. trida: kumulo-oocytarni komplexy s ¢aste¢nou expanzi (zejména vnéjsich vrstev

kumularnich bunék)

3. tiida: kumulo-oocytarni komplexy bez kumularni expanze.

Vice sofistikované je stanoveni plochy expandovaného kumulu metodou vypoctu dle
Dean et al. (1994). Pii této metodé se predem zhotovené snimky kumulo-oocytarnich
komplexii podrobi vypoctu plochy dle vzorce:

Plocha [mm?] = délka x §iika x 0,7854.

Za délku dosazujeme vzdalenost mezi dvéma nejvzdalenéjSimi body kumulu v mm,
za $itku pak vzdalenost mezi dvéma nejbliz§imi body kumulu v mm (Dean et al., 1994).
V soucasné dob¢ je rovn€z mozné pro vypocet plochy kumulo-oocytarniho komplexu vyuzit
softwarové analyzy obrazu.

Vyhodou obou vySe zminénych metod je neinvazivni analyza vzorkd béhem in vitro
kultivace. Ob€ tyto metody ale nepostihuji prostorové struktury kumulo-oocytarnich
komplexi a jsou rovné€Z zatizeny rizikem chyby vlivem subjektivniho hodnoceni.

Exaktnéjsi tdaje o kumularni expanzi poskytuji metody meéfeni obsahu

glykosaminoglykant. Metody méfeni obsahu glykosaminoglykani vychazeji z fyziologického
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poznatku, Ze béhem kumuldrni expanze dochazi k pfibyvani obsahu glykosaminoglykant
v kumulo-oocytarnim komplexu. Nejvhodnéjsim GAG pro stanoveni kumularni expanze je
HA. Mc¢étfenim obsahu HA je moZné postihnout trojrozmérnou strukturu expandovaného
kumulu a tim precizné&ji zméfit skutecnou produkei HA.

Stanoveni obsahu HA je mozné radioaktivnim oznacenim prekurzorii syntézy HA
(Eppig, 1980). Jako prekurzor HA muze byt pouzit [*H]glukosamin. Mnozstvi HA je
urcovano prostfednictvim radioaktivniho signalu, ktery je emitovan prekurzory HA (Solursh,
1976).

Mezi dalSi postupy stanoveni mnozstvi HA, patii spektrofotometrické méteni
koncentrace $tépnych produkti HA (Chen et al., 2005), imunologické metody stanoveni
koncentrace HA metodou ELISA (Kongtawelert et Ghosh, 1990) nebo kapalinova
chromatografie (Volpi, 2000). Dosud neni obvyklé analytické stanoveni produkt B-eliminace
pomoci spektrofotometrie.

Analytické metody stanoveni HA jsou spolehlivé a piesné, ale u oocytl narazeji
na nutnost izolace HA z matrice ECM, jelikoz polymery HA jsou vazany na membrany bunék
(Yokoo et al., 2002).
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3 Hypoteéza a cile prace

Byla stanovena hypotéza, ze pro hodnoceni kumularni expanze je mozné vyuzit
meéfeni obsahu hyaluronové kyseliny v kumulo-oocytarnich komplexech prasete pomoci
imunologickych a analytickych metod a ze obsah hyaluronové kyseliny je markerem pribéhu

meiotického zrani.

Cilem prace bylo:
a) optimalizovat dostupné analytické metody méteni hyaluronové kyseliny pro piesné
hodnoceni kumularni expanze u prasecich oocyti;
b) ovérit zavislost obsahu HA v kumulo-oocytarnich komplexech prasete na fazi

meiotického zrani.
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4 Material a metodika

4.1 Ziskavani a kultivace kumulo-oocytarnich komplext

Kumulo-oocytarni komplexy byly ziskavany aspiraci z vaje¢niki prepubertalnich
prasnicek porazenych na nedalekych jatkach. Z jatek byly vajecniky dopraveny do laboratote
ve fyziologickém roztoku (0,9% NaCl) pii teploté 39 °C. Izolovany byly folikuly o priméru
2— 5mm injekéni stiikackou a jehlou 20G. Ze ziskané folikularni tekutiny byly
pod stereomikroskopem vybrany kumulo-oocytarni komplexy s kompaktni vrstvou
kumularnich buné¢k a oocyty s neposkozenou cytoplazmou.

Vybrané kumulo-oocytarni komplexy byly oplachnuty v kultivaénim médiu
a nasledné kultivovany v modifikovaném médiu M199 (Sigma-Aldrich, USA) ve sterilnich 4
— dialkovych miskach (Nunc, Denmark), v termoboxu s fizenou atmosférou pii 39 °C a 5%
CO,, po dobu 12 hod. — 48 hod. Kultiva¢ni médium bylo modifikovano pfidavkem NaHCOj3
(32,5 mM), laktatu vapenatého (2,75 mM), HEPES (6,3 mM), gentamycinu (0,025 mg/ml),
5% (v/v) fetadlniho bovinniho séra (Sigma-Aldrich, USA) a gonadotropnich hormonti eCG
ahCG v poméru 13,5 1.U. : 6,6 1.U./ml (P.G.600; Intervet, Holland).

4.2 Priprava vzorki z kumulo-oocytarnich komplexi pro méieni
hyaluronové kyseliny

Po ukonceni kultivace byly kumulo-oocytarni komplexy 4x oplachnuty ve 450 pl
PBS-PVA ve sterilnich 4 — dilkovych miskach (Nunc, Denmark) pomoci 50 pl automatické
pipety. Po zbaveni oocyt kumuldrnich bun¢k a expandovaného kumulu opakovanym
nasavanim a vysavanim tenkosténnou kapildrou byly oocyty ze vzorku odstranény. 500 pl
PBS-PVA skumuly bylo kvantitativné pfeneseno do 1,5ml mikrozkumavky Eppendorf
a skladovano pfti -20 °C do digesce.

Po rozmrazeni byl vzorek vystaven digesci lydzou ze Streptomyces hyalurolyticus
(20 pl/ml; Sigma-Aldrich, USA) po dobu 2 hod. pii 39 °C. Skladovani probihalo pii -20 °C

do prométeni.
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Pfed proméfenim byly vzorky centrifugovany 5 min. 10 000 rpm, pii 4 °C.
Prométeni probihalo na spektrofotometru Helios Epsilon (Verkon, Czech Republic)

pii 216 nm proti slepému vzorku PBS-PVA s lyazou ze Streptomyces hyalurolyticus.

4.3 Priprava vzorkii z kultivaéniho média pro méreni hyaluronové
kyseliny

Pro kontrolu uvoliiovani HA béhem kultivace kumulo-oocytarnich komplexii bylo
analyzovéno kultiva¢ni médium odebrané po ukonceni kultivace.

Kultivacni médium bylo po odstranéni expandovanych kumulo-oocytarnich
komplexti vystaveno pifimo ve 4 — dilku digesci protedzou (1 pl/ml) pii 39 °C v 5% CO;
pfes noc. Nasledné¢ bylo médium prefiltrovano pomoci ultrafiltri Microcon Ultracel-30
(Millipore, USA) 30 min. 14 000 rpm, pii 4 °C.

Vysokomolekularni HA zachycend na ultrafiltru byla $tépena lyazou (20 pl/ml;
Sigma-Aldrich, USA) ve 250 ul PBS. Inkubace probihala pii 39 °C a 5% CO; po dobu 2 hod.
Ultrafiltr byl nésledné centrifugovan 30 min. 14 000 rpm, pii 4 °C a oplachnut 250 ul PBS
a centrifugaci 30 min. pfi 14 000 rpm, pii 4 °C. Vzorek byl skladovan pii -20 °C do
proméieni.

Vzorek byl spektrofotometricky prométen pti 216 nm proti slepému vzorku (500 pl
PBS).
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4.4 Stanoveni koncentrace hyaluronové kyseliny metodou ELISA

Me¢éteni koncentrace hyaluronové kyseliny (HA) bylo pouzito k vyjadifeni kumularni
expanze kumulo-oocytarnich komplext. Ke stanoveni koncentrace HA metodou ELISA byl
pouzit komeréné dostupny kit QnE Hyaluronic Acid ELISA Assay (Biotech Trading Partners,
USA). Protokol je pfilozen v piiloze.

Po ukonceni kultivace byly oocyty zbaveny expandovanych kumuli. Pro uvolnéni
HA z extracelularni hmoty expandovanych kumulii bylo pouzito proteolytického Stépeni
transmembranovych proteint stabilizujicich HA v cytoplazmatické membrané¢ kumularnich
bun¢k. Expandované kumuly byly nejprve vystaveny ucinku 30 ul proteazy z Aspergilus
oryzae (1:100; Novozymes, Denmark) a inkubovany 2 hod. pii 45 °C. Nasledn¢ byly
expandované kumuly inkubovany s 30 ul proteazy z Bacillus licheniformis (1:100;
Novozymes, Denmark) dalsi 3 hod. pii 45 °C. Po ukonceni kultivace byl vzorek
centrifugovan 15 min. pii 10 000 rpm. Supernatant byl odebran a dale zpracovan. Soucasné
byl piipraven vzorek kultivaéniho média pro kontrolu uvoliiovani HA do média béhem
kultivace kumulo-oocytarnich komplexd.

Koncentrace HA byla zjiStovdna v ziskaném supernatantu a v kultivaénim médiu.
Nejprve byly pripraveny standardy HA, které byly spolu se vzorky a kontrolami 10x nafedény
Reaction pufrem. Do jamek ELISA desticky bylo napipetovano po 100 pl natedénych
standardi HA, vzorkd a kontrol. Inkubace probihala 60 min. pfi laboratorni teploté.
Po ukonceni inkubace a vyliti nenavazaného obsahu jamek, byly jamky 4x promyty PBS.
Do jamek bylo ptfidano 100 pl roztoku HRP+HABP (Horseradish Peroxidase + Hyaluronate
binding protein). Nésledovala inkubace 30 min. pfi laboratorni teploté. Po inkubaci byly
jamky 4x promyty PBS a do jamek bylo napipetovano 100 ul Substrate roztoku. Inkubace
probihala 30 min. pfi laboratorni teploté. Na zavér bylo pfidano 100 ul Stopping roztoku.

Koncentrace HA byla stanovovana spektrofotometricky pii 450 nm proti slepému
vzorku. Pro odecet koncentrace byla pouzita kvadratickd kalibracni kiivka. Hodnoty
koncentrace HA byly vyjadieny relativné k celkovému obsahu HA v kumulo-oocytarnich

komplexech po 48 hod. kultivace.
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4.5 Spektrofotometrické stanoveni koncentrace hyaluronové
kyseliny

Koncentraci hyaluronové kyseliny (HA) je mozno stanovit na zaklad¢
spektrofotometrického méieni koncentrace Stépnych produktl [B-eliminace glykosidické
vazby za tvorby nenasycené vazby absorbujici svétlo v UV spektru.

Pro optimalizaci metody spektrofotometrického stanoveni koncentrace HA bylo
pouzito zasobniho 1% roztoku vysokomolekularni HA v PBS (Contipro Group, Czech
Republic). Standardni roztoky 0,1 — 0,0015% HA byly pfipraveny roziedénim zasobniho
roztoku v PBS (0,1M fosfatovy pufr), PBS-PVA (0,1% polyvinylalkohol v PBS), kultiva¢nim
médiu M199 s fenolovou cerveni (Sigma-Aldrich) a kultivaénim médiu Dulbecco M199
bez fenolové Cervené (Life Technologies, USA). Standardni roztoky HA byly podrobeny
Stépeni pomoci lyazy z Pseudomonas acnes (22,5 1.U./ml; Contipro Group, Czech Republic),
lyazy Streptomyces hyalurolyticus (300 1.U/ml; Sigma-Aldrich, USA) a bovinni testikularni
hyaluronidazy (400-1000 1.U./ml; Sigma-Aldrich, USA). Inkubace senzymem v poméru
1:100 probihala v podminkach tizené atmosféry 39 °C, 5% CO, po dobu 2 hod.

Po inkubaci byly vzorky skladovany pii -20 °C do prométeni. Spektrofotometrické
meéfeni probihalo pti vinové délce 190 nm — 280 nm pomoci spektrofotometru Helios Epsilon
(Verkon, Czech Republic). Pro odecet koncentrace byla pouzita kalibra¢ni kiivka. Hodnoty
koncentrace HA byly vyjadfeny relativné k celkovému obsahu HA v kumulo-oocytarnich

komplexech po 48 hod. kultivace.
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4.6 Statisticka analyza

Vsechny experimenty byly zopakovany minimalné 3x. Pro kazdy ptipad byl
vypocten celkovy obsah HA (HA — celkova) jako soucet obsahu HA z COCs (HA — COCs)
a obsahu HA z kultiva¢niho média. Celkovy obsah HA po 48 hod. kultivace piedstavuje 100
%. Pro vysledné srovnani byly hodnoty koncentrace HA vyjadieny relativné k celkovému
obsahu HA v kumulo-oocytarnich komplexech po 48 hod. kultivace.

Ziskané vysledky byly podrobeny statistické analyze v programu SAS 9.1 za uziti
analyzy rozptylu (ANOVA, t-test). Rozdily s P-hodnotou mensi nez 0,05 byly povazovany

za statisticky vyznamné.
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S Vysledky

5.1 Analytické stanoveni hyaluronové kyseliny

Spektrofotometrickd metoda stanoveni hyaluronové kyseliny (HA) v expandovaném
kumulo-oocytarnim komplexu (COC) nepatii mezi standardné zavedené metody méfeni
kumulérni expanze. Z tohoto divodu bylo nutné metodu optimalizovat a pfizpisobit

specifickym pozadavkim tkané expandovaného kumulu.

5.1.1 Stanoveni optimalni kombinace enzym - médium

Pro optimalizaci metody pro analytické stanoveni HA v kumulo-oocytarnich
komplexech byly testovany vhodné kombinace enzymii schopné digesce vysokomolekularni
HA a média vhodného pro manipulaci s kumulo-oocytarnimi komplexy (viz tabulka 1).
V experimentu tak byly testovany enzymy bézné pouzivané pro Stépeni HA: lyaza
z Pseudomonas acnes, lyaza ze Streptomyces hyalurolyticus a bovinni testikularni

hyaluronidéza.

Tabulka 1. Piehled testovanych enzym a médii

Enzym: Médium:

Lyaza z Pseudomonas acnes PBS

Lyaza ze Streptomyces hyalurolyticus | Médium M199

Bovinni testikularni hyaluronidaza Médium M199 bez fenolové Cervené

Kalibra¢ni fady HA pfipravené v kultivaénich médiich a ¢istém fosfatovém pufru
byly spektrofotometricky proméfeny v UV oblasti pfi vlnové délce 232 nm, stanovené
na zéklad¢ predchozich konzultaci (P. Klein, pers. comm.).

Nejvyssi koncentrace produktt B-eliminace byly naméfeny po digesci standardniho
roztoku 250 pg/ml HA lyazou P. acnes ve fosfatovém pufru (graf 1). V ostatnich médiich
byla schopnost spektrofotometrického proméfeni nizsi (graf 1-3). Enzymem s nejvyssi

ucinnosti v PBS byla lyaza P. acnes (graf 4).
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Graf 1. Uginek enzymu lyazy z Pseudomonas acnes pii §tépeni HA v zavislosti na pouzitém
médiu
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e M199 - red fenol 0,007 -0,006 0,052 0,482
koncentrace

Utinek enzymu lyaza z Pseudomonas acnes je vyjadien absorbanci §tépnych produktii enzymu v médiich PBS,
M199 a M199 bez fenolové Cervené.

Graf 2. Uginek enzymu lyazy ze Streptomyces hyalurolyticus pii $tépeni HA v zéavislosti
na pouzitém médiu
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e M 199 - red fenol -0,023 0,001 0,017 0,213
koncentrace

Utinek enzymu lydza ze Streptomyces hyalurolyticus je vyjadien absorbanci §tépnych produktii enzymu
v médiich PBS, M199 a M199 bez fenolové Cervené.
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Graf 3. Utinek enzymu bovinni testikularni hyaluronidézy pii $tdpeni HA v zavislosti
na pouzitém médiu
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= M199 - red fenol -0,004 -0,068 -0,043 -0,009
koncentrace

Utinek enzymu bovinni testikuldrni hyaluronidazy je vyjadien absorbanci §tépnych produktti enzymu v médiich
PBS, M199 a M199 bez fenolové Cervené.

Graf 4. Porovnani G¢inku enzymt v médiu PBS pfi $tépeni HA
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Lydza (S. hyalurolyticus) 0,011 0,003 0,037 0,318
e BTH 0,001 -0,001 0,015 0,148
koncentrace

Utinek enzymu lyazy z P. acnes, lyazy ze S. hyalurolyticus a bovinni testikularni hyaluronidazy je vyjadfen
absorbanci $tépnych produktt ptislusného enzymu v médiu PBS.
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Experimenty ukazaly, Zze jako nejvhodnéjsi enzym pro digesci vysokomolekularni
HA je lyaza z P. acnes a S. hyalurolyticus. Z divodu komeréni dostupnosti byla v dalSich

experimentech pouzita lyaza ze S. hyalurolyticus.

5.1.2 Stanoveni optimalni vinové délky

V dal$im experimentu byla stanovena optimalni vinova délka proméienim kalibracni
fady HA standardu v UV-spektru od 180 nm do 270 nm (viz graf 5).
Na zaklad¢ tohoto méteni byla jako optimalni vlnova délka stanovena 216 nm,

pti které dosahuje hodnota absorbance maxima.

Graf 5. Vliv vinové délky v oblasti UV-spektra na detekci HA
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Vliv vinové délky na optimalni detekci hyaluronové kyseliny je vyjadfen hodnotou absorbance pii znamé
koncentraci HA standardu.

Cilem dil¢iho experimentu bylo porovnat vinovou délku 232 nm pouZitou
v pfedchozich experimentech a optimalni vlnovou délku 216 nm. Pro digesci HA
standardnich roztokt byla pouzita lyaza ze Streptomyces hyalurolyticus. Jak zobrazuje graf 6,
ob¢ vlnové délky maji totozny trend a priibéh. V dalSich experimentech byla pro méteni HA

pouzita vinova délka 216 nm.
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Graf 6. Porovnani vinovych délek 216 nm a 232 nm

0,8

0,7 2

0,6 /

0,5

0,4 /

0,3

0,2 / /
o ———

0

absorbance

0,0008 | 0,0015 | 0,0030 | 0,0060 | 0,0125 | 0,0250 | 0,0500 | 0,1000
=216 nm| 0,011 0,033 0,056 0,167 0,193 0,301 0,481 0,717
=232 nm| 0,011 0,025 0,042 0,113 0,137 0,194 0,277 0,366

koncentrace

Vinové délky 216 nm a 232 nm jsou porovnavany na zakladé hodnot absorbance pii znamé koncentraci HA
standardu.

33



5.1.3 Korekce metody pro manipulaci s kumulo-oocytarnimi komplexy

V ptedchozich  experimentech bylo optimadlnim médiem zvoleno PBS.
Pro manipulaci s kumulo-oocytarnimi komplexy je zapotiebi pridavku
0,01% polyvinylalkoholu (PVA) v PBS. Cilem experimentu bylo prokazat nezavadnost PVA
v PBS. Z vysledki je patrné, ze ptidani 0,01% PVA do PBS nesnizuje efektivitu stanoveni

produktu B-eliminace spektrofotometrickou metodou pii vinové délce 216 nm (graf 7).

Graf 7. Srovnani médii PBS a PBS-PVA pro spektrofotometrické stanoveni obsahu HA
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koncentrace

Média PBS a PBS s polyvinyl-alkoholem jsou srovnana na zakladé prubéhu absorbance pii zvySujici se
koncentraci hyaluronové kyseliny v kalibra¢ni fadg.
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5.2 Hodnoceni kumularni expanze podle obsahu hyaluronové
kyseliny

5.2.1 ELISA

Hodnoceni kumulérni expanze bylo provedeno na kumulo-oocytarnich komplexech
kultivovanych 24 hod. a 48 hod. Metodou ELISA bylo stanoveno mnozstvi hyaluronové
kyseliny v bunééném lyzatu expandovaného kumulu a v kultivacnim médiu. Celkovy obsah
HA (HA — celkova) byl vypocten jako soucet obsahu HA z bunééného lyzatu (HA — COCs)
a obsahu HA z kultiva¢niho média. Oocyty byly podrobeny kontrole meiotického zrani.

Touto metodou jsme zjistili statisticky vyznamné rozdily v obsahu HA v zavislosti
na dobé kultivace. Byl zjistén statisticky vyznamny rozdil v celkovém obsahu HA (HA -
celkova). Pokud byla HA hodnocena pouze v bunééném lyzatu expandovaného kumulu (HA
— COCs), nebyl statisticky vyznamny rozdil prokazan (viz graf 8). Vysledky kontroly

meiotického zrani jsou uvedeny v tabulce 2.

Graf 8. Stanoveni mnozstvi hyaluronové kyseliny v expandovanych kumulech a kultivaénim
médiu metodou ELISA po 24 hod. a 48 hod. kultivace in vitro
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Obsah hyaluronové kyseliny (HA) v kumulo-oocytarnich komplexech (COCs) je vyjadien jako relativni podil
vztazeny k celkovému mnozstvi hyaluronové kyseliny po 48 hod. kultivace in vitro.

abStatisticky vyznamné rozdily mezi experimentalnimi skupinami v obsahu hyaluronové kyseliny z kumulo-
oocytarnich komplext (p<0,05) jsou vyznaceny rozdilnymi pismeny

1’ZStatisticky vyznamné rozdily mezi experimentalnimi skupinami v obsahu celkové hyaluronové kyseliny
(p<0,05) jsou vyznaceny rozdilnymi ¢islicemi
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Tabulka 2. Kontrola zrani oocyti po 24 hod. a 48 hod. kultivace in vitro

Faze meiotického zrani (% + SD)

t n
GV LD Ml Al/TI MlII
24 hod. 3,3+3.,8 96,7+3,8 120
48 hod. 100+0,0 120

GV — % oocytt ve stadiu zarode¢ného vacku; LD — % oocyti ve stadiu pozdni diakineze; MI — % oocytt
ve stadiu metafaze 1. meiotického déleni; AI/TI — % oocyti ve stadiu anafaze a telofaze 1. meiotického dé€leni;
MII — metafaze 2. meiotického déleni
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5.2.2 Spektrofotometricka analyza obsahu hyaluronové kyseliny v kumulo-
oocytarnich komplexech a kultiva¢nim médiu

Kumularni expanze byla hodnocena po 24 a 48 hodinach kultivace.
Spektrofotometrické stanoveni koncentrace HA bylo provedeno na vzorcich z kumulo-
oocytarnich komplexti (COCs) a zkultivacniho média po enzymatickém rozstépeni
vysokomolekularni HA lyazou ze S. hyalurolyticus a nasledného proméfeni produktt (-
eliminace pii vlnové délce 216 nm. Celkovy obsah HA (HA — celkova) byl vypocten jako
soucet obsahu HA z COCs (HA — COCs) a obsahu HA z kultiva¢niho média.

| touto metodou byly zjistény rozdily v obsahu HA mezi skupinami kultivovanymi
24 hod. a 48 hod. Statisticky vyznamné rozdily byly prokazany v celkovém obsahu HA (HA —
celkova) i na urovni COCs (HA — COCs) (viz graf 9). Vysledky kontroly jaderného zrani jsou
uvedeny v tabulce 3.

Graf 9. Stanoveni mnozstvi hyaluronové kyseliny v expandovanych kumulech a kultivaénim
médiu spektrofotometrickou analyzou po 24 hod. a 48 hod. kultivace in vitro
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Obsah hyaluronové kyseliny (HA) v kumulo-oocytarnich komplexech (COCs) je vyjadien jako relativni podil
vztazeny k celkovému mnozstvi hyaluronové kyseliny po 48 hod. kultivace in vitro.

a‘bSta‘cis‘ticky vyznamné rozdily mezi experimentalnimi skupinami v obsahu hyaluronové kyseliny z kumulo-
oocytarnich komplext (p<0,05) jsou Vyznaceny rozdilnymi pismeny

L2Gtatisticky vyznamné rozdily mezi experimentalnimi skupinami v obsahu celkové hyaluronové kyseliny
(p<0,05) jsou vyznaceny rozdilnymi ¢islicemi
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Tabulka 3. Kontrola zrani oocyti po 24 hod. a 48 hod. kultivace in vitro

Faze meiotického zrani (% + SD)

t n
GV LD Ml Al/TI MlII

24 hod. 5+0,08 91+0,08 5+0,08 60

48 hod. 7+0,03 14+0,07 79+0,04 60

GV — % oocytt ve stadiu zarode¢ného vacku; LD — % oocyti ve stadiu pozdni diakineze; MI — % oocytt
ve stadiu metafaze 1. meiotického déleni; AI/TI — % oocyti ve stadiu anafaze a telofaze 1. meiotického dé€leni;
MII — metafaze 2. meiotického déleni
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6 Diskuze

V in vivo podminkach je kumularni expanze indukovana gonadotropnimi hormony,
které prostfednictvim bunck granulézy reguluji sekreci parakrinnich faktort z kumularnich
bunék (Motlik et al., 1998). Kumularni expanzi reguluji také faktory ptivodem z folikularni
tekutiny (Yoshida et al., 1992) i z oocytu (CEEF — cumulus expansion-enabling factor)
(Prochazka et al., 1998). Vysledkem ptisobeni téchto faktort je indukce syntézy hyaluronové
kyseliny (HA) (Salustri, 2000) a jeji stabilizace v expandovaném kumulo-oocytarnim
komplexu (COCs) (Camaioni et al., 1993).

V pribéhu kumuldrni expanze zanikaji mezibunécné spoje mezi oocytem
a kumularnimi buiikami, ¢imz je oocyt izolovan od latek inhibujicich meiotické zrani (Chen
et al., 1990). Na pteruseni spoju gap junction se HA podili dvéma zptsoby. Prvnim z nich je
mechanické oddéleni kumularnich buné€k a oocytu vlivem nabyvani slozek ECM. Druhy
zpusob spociva v interakci s membranovym receptorem CD44, kdy CD44-HA interakce
katalyzuje aktivni cestu uzavieni gap junction (Yokoo et al., 2010).

Podle Dekel et al. (1979) je proces kumularni expanze, kdy kumularni bunky
syntetizuji strukturalni slozky extracelularni hmoty (ECM) bohaté na glykosaminoglykany,
vyznamnym ukazatelem pribéhu a GispéSnosti meiotického zrani. Nase hypotéza piedpoklada,
ze jako marker meiotického zrani mize byt pouzit obsah HA a Ze je mozno vyuzit méteni
obsahu HA pro hodnoceni kumularni expanze.

Jak uvadéji Tao et al. (2005), 1ze kumularni expanzi hodnotit vizualné na zakladée
zatazeni prislusného COC do jedné ze tiid dle jeji intenzity. Tato metoda je ale zatiZena
rizikem chyby vlivem subjektivniho hodnoceni. Stejny problém se vyskytuje i u metody
vypoctu plochy expandovaného kumulu podle Dean et al. (1994) a softwarové analyzy
obrazu. Ani jedna ztéchto metod neni schopna postihnout prostorovou strukturu COCs
a tudiZ ani objektivné zhodnotit rozsah kumularni expanze.

Exaktnéjsi 1daje o kumularni expanzi poskytuji metody meéfeni obsahu
glykosaminoglykanti v COCs. Nejvhodnéjsim glykosaminoglykanem pro analyzu je HA, jejiz
obsah je ve srovnani s ostatnimi komponentami expandovaného kumulu nejvyssi (Nakayama
et al., 1996; Mlynarcikova et al., 2009).

Ke stanoveni obsahu HA mulze byt pouzita metoda radioaktivniho oznaceni

prekurzorti syntézy HA (Eppig, 1980). Nevyhody této metody spocivaji pfedevSim v praci
39



s radioizotopy, kterda ssebou nese fadu omezeni. Ztohoto divodu je vhodnéjsi
pouzit imunologické a analytické metody. Imunologicka metoda ELISA neni oproti metodé
radioaktivniho stanoveni HA spojena s vyraznéjSim omezenim a patii mezi standardné
zavedené metody pouzivané k hodnoceni kumularni expanze (Kongtawelert et Ghosh, 1990).
Nevyhoda této metody muze spocivat v potiebé finanéné nakladnych protilatek.

Naproti tomu dosud neni obvyklé hodnoceni kumuldrni expanze pomoci
analytickych metod. Z nich Ize vyuzit spektrofotometrické meétfeni koncentrace Sté€pnych
produkta B-eliminace HA (Alkrad et al., 2003) nebo kapalinovou chromatografii HPLC
(Volpi, 2000). Jednim z cilt diplomové prace bylo optimalizovat dostupné analytické metody
méfeni HA pro presné hodnoceni kumularni expanze u prasecich oocyti. I kdyz jsou obé
zminéné metody vysoce presné (Goebel et Rolim, 2007; Vieira et Salgado, 2011), je metoda
HPLC nékladnéjsi. Proto byla pro prase¢i oocyty vybrdna metoda spektrofotometrického
méfeni koncentrace $t€pnych produktt f-eliminace HA.

Z experimentl pro optimalizaci metody spektrofotometrického méfeni koncentrace
Stépnych produkti B-eliminace HA bylo jako optimalni médium pouzito 0,01% PVA v PBS
(PBS-PVA). Nevhodné se naopak ukazalo médium M 199, které obsahuje jako indikator zmén
pH fenolovou ¢erven. Tim se v souladu s diivéjsimi publikacemi potvrdilo, Ze jsou fenolové
skupiny detekovany v UV spektru (Berden et al., 1996) a mohou tak ovliviiovat
spektrofotometrické stanoveni produktt -eliminace. Dle nasich ptedpokladi se z testovanych
enzyml osveédCily lyazy z Pseudomonas acnes a Streptomyces hyalurolyticus, které
k enzymatickému $tépeni vyuzivaji chemické reakce B-eliminace za vzniku dvojnych vazeb
nutnych pro detekci dimertt UV spetrofotometrii. Bovinni testikularni hyaluroniddza (BTH),
pouzita jako negativni kontrola, nemohla byt pro tuto metodu vzhledem k mechanizmu
Stépeni funkcni. BTH vyuZiva k enzymatickému Stépeni transglykosylacni reakce (Saitoh et
al., 1995), pti kterych nevznikaji dvojné vazby nutné pro detekci dimerd UV
spektrofotometrii, ale dochazi k hydrolyze za vyuziti molekuly vody. Optimalni vinova délka
pro stanoveni HA dimerti byla v naSich laboratornich podminkach stanovena na 216 nm.
V odborné literatuie se uvadi vinova délka v intervalu 226 nm — 257 nm (Rehakova et al.,
1994, Alkrad et al., 2003). Z uvedenych informaci vyplyva, Zze hodnotu vinové délky je nutné
vzdy optimalizovat pro konkrétni pouzit¢ médium a pfislusné laboratorni podminky
prométenim kalibra¢ni fady HA standardu v UV spektru.

Pro co nejpifesnéjs$i zhodnoceni kumuldrni expanze pomoci obsahu HA je dulezité
stanovit celkovy obsah HA. Nagyova (2012) uvadi, ze se polymery HA b&éhem kultivace

COCs nachéazeji zadrZzené v expandovaném kumulu, stejné jako jsou uvoliovany
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do kultivacniho média. Z tohoto divodu je pro stanoveni celkového obsahu HA nezbytné
podrobit analyze nejen vlastni expandovany kumulus, ale také kultivacni médium, ve kterém
probihalo in vitro zrani COCs. Celkovy obsah HA (HA — celkova) byl vypocten jako soucet
obsahu HA zbunétného lyzatu (HA - COCs) a obsahu HA zkultiva¢niho média.
Pro vysledné srovnani byly hodnoty koncentrace HA vyjadieny relativné k celkovému obsahu
HA v kumulo-oocytarnich komplexech po 48 hod. kultivace.

Hodnoceni kumularni expanze podle obsahu HA metodou ELISA prokazalo rozdily
na urovni celkového obsahu HA (HA - celkova) mezi skupinami COCs kultivovanych
24 hod. a 48 hod. Analytické stanoveni produkti B-eliminace pomoci spektrofotometrie
rovnéz prokazalo rozdily v celkovém obsahu HA (HA — celkova) mezi skupinami COCs
kultivovanych 24 hod. a 48 hod. Oproti metodé¢ ELISA byly touto metodou statisticky
vyznamné rozdily prokazany nejen v celkovém obsahu HA (HA — celkova), ale také na
urovni COCs (HA — COCs). Nelinearni pribéh nartstu obsahu HA mezi HA — COCs a HA —
celkové béhem in vitro kultivace mize byt vysvétlen uréitou variabilitou uvolfiovani HA
do média. V odborné literatufe Nagyova (2012) uvadi pomérné Siroky rozptyl obsahu HA
uvolnéné do média v intervalu od méné nez 40 % az do vice nez 70 %.

Z vysledkli ndmi provedenych experimentl vyplyva, Ze obsah HA stoupa v zavislosti
na fazi meiotické zrani. Ob¢ testované metody prokazaly statisticky vyznamny rozdil
v celkovém obsahu HA (HA — celkova) mezi skupinami COCs kultivovanymi 24 hod.
a 48 hod. Zvysujici se miru kumularni expanze béhem in vitro kultivace uvadgji také Kimura
et al. (2002) a Nagyova (2012). Potvrdilo se, ze kumularni expanze je vhodny marker
meiotického zrani, jehoz pfesné stanoveni lze vyuzit pro hodnoceni pribéhu meiotického
zrani.

Ve srovnani metody ELISA a spektrofotometrie je metoda spektrofotometrického
stanoveni produktd B-eliminace vyhodna a jevi se jako citlivéjsi pro stanoveni HA z COCs
(HA — COCs). Soucasné je tato metoda také ekonomicky vyhodné;si.

NaSe experimenty ukézaly, Ze pro praseCi oocyty je lepSi metodou hodnoceni
kumularni expanze spektrofotometrické stanoveni produktii f-eliminace. V souladu s cilem
diplomové prace jsme ovérili zavislost obsahu HA v COCs prasete na fazi meiotického zrani
a optimalizovali jsme protokol spektrofotometrického stanoveni produkta B-eliminace HA.
Nase zkuSenosti ukazaly, ze pro praktické pouziti metody je nutnou podminkou optimalizace
metod, jak pro konkrétni druh, tak pro konkrétni laboratorni podminky. Pro stanoveni
celkového obsahu HA a odvozeni kumuladrni expanze je nutné, aby byly analyze podrobeny

jak COCs, tak kultiva¢ni médium, ve kterém probihalo in vitro zrani COCs.
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Soucasné s meiotickym zrdnim probihd kumularni expanze, béhem které¢ kumuldrni
bunky produkuji slozky extracelularni matrix, zejména hyaluronovou kyselinu (HA).
Kumularni expanze se podili na regulaci meiotického zrani a rovnéz slouzi jako marker zrani
oocytu in vitro.

Vysledky experiment ovétily vhodnost pouziti popsané metody ptipravy vzork
a nasledného spektrofotometrického stanoveni HA pro hodnoceni kumularni expanze
prasecich kumulo-oocytarnich komplexii (COCs). Experimenty byla ovétena zavislost obsahu
HA v COCs na fazi meiotického zrani. Vyhodou této metody je pfesna analyza obsahu HA
aodvozeni intenzity kumuldrni expanze bez nutnosti pouziti radioizotopi. Moznou
perspektivu stanoveni $tépnych produkti HA v nizsich koncentracich nabizi vysoko-u¢inna
kapalinova chromatografie (HPLC). Vyssi citlivost metody by bylo mozné vyuzit zejména
pro ptesnéjsi stanoveni HA uvolnéné béhem kultivace COCs do kultivaéniho média.

Nase experimenty ukdazaly, Ze spektrofotometrickd metoda je citlivou a velmi
vhodnou metodou pro hodnoceni kumularni expanze, ale nutnou podminkou jejiho vyuziti je

optimalizace. Pro praktické vyuziti je za dodrzeni podminky optimalizace vhodnou metodou.
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9 Seznam pouzitych zkratek

AC
Al/TI
APC/C
ATP
Ca2+
CaM

CaMKII
CaM-

kinaza
CAMP
Cdk2
CEEF
cGMP
CcoC
CSF
DAG
ECM
EGF
ER
ERK
FSH
FST
GAG
GDF-9
GnRH
GTP
GV
GvVBD
HA

Adenylate cyclase

Anaphase | / Telophase |

Anaphase promoting complex/cyclosome

Adenosine triphosphate

Calcium ions

Calmodulin

Calmodulin dependent kinase 11
Calmodulin dependent kinase
Cyclic adenosine monophosphate
Cyclin dependent kinase 2
Cumulus expansion-enabling factors
Cyclic guanosine monophosphate
Cumulus oocyte complex
Cytostatic factor

Diacylglycerol

Extracellular matrix

Epidermal growth factor
Endoplasmic reticulum
Extracellular signal-regulated kinase
Follicle-stimulating hormone
Follistatin

Glycosaminoglycans

Growth differentiation factor-9
Gonadotropin releasing hormone
Guanosine triphosphate

Germinal vesicle

Terminal vesicle breakdown

Hyaluronic acid
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Adenylatcyklaza

Anafaze [/ Telofaze 1

Anafazi podporujici komplex/cyklosom
Adenosintrifosfat

Vaépenaté ionty

Kalmodulin

Kalmodulin-dependentni proteinkinaza I1
Kalmodulin-dependentni proteinkinaza
Cyklicky adenosin monofosfat

Cyklin dependentni proteinkinaza 2
Kumulérni expanzi aktivujici faktory
Cyklicky guanosin monofosfat
Kumulo-oocytarni komplex
Cytostaticky faktor

Diacylglycerol

Extracelularni matrix

Epidermalni rastovy faktor
Endoplazmatické reticulum

Kinaza regulovana extracelularnim signalem
Folikulostimula¢ni hormon

Follistatin

Glykosaminoglykany

Ruastovy diferenciacni faktor 9
Gonadotropiny uvolnujici hormon
Guanosintrifosfat

Zarodecny vacek

Rozpad zarode¢ného vacku

Hyaluronova kyselina



HABP
Hasl
Has?2
Has3
IGF
1P,
LD
LH

MAPK

MAPKK/
MEK

MAPKKK
Mi
MII
MPF
MTOC
PGC
PKA
SHAP
SRY
uPA
UPS
Zn

Hyaluronic acid-binding proteins
Hyaluronan synthase 1
Hyaluronan synthase 2
Hyaluronan synthase 3
Insuline-like growth factor
Inositol 1,4,5-triphosphate

Late diakinesis

Luteinizing hormone
Mitogen-activated protein kinases

Mitogen-activated protein kinase kinase

Mitogen-activated protein kinase kinase
kinase

Metaphase |

Metaphase |1

Metaphase promoting factor
Mikrotubule-organizing center
Primordial germ cells

Protein kinase A

Serum-derived hyaluronan-associated protein

Sex-determining region on the Y chromosome

Urokinase-type plasminogen activator
Ubiquitin proteasome system

Zincum
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Hyaluronovou kyselinu vazajici proteiny
Hyaluronan-syntaza 1

Hyaluronan-syntaza 2

Hyaluronan-syntaza 3

Inzulinu podobny riistovy faktor
Inositol-1,4,5-trifosfat

Pozdni diakineze

Luteiniza¢ni hormon

Mitogeny aktivovana proteinkinaza
Kinaza mitogeny aktivované proteinkinazy

Kinaza kinazy mitogeny aktivované
proteinkinazy

Prvni meiotickd metafaze

Druha meioticka metafaze
Metafazi podporujici faktor
Mikrotubuly organizujici centrum
Primordialni zarode¢né bunky
Proteinkinaza A

Od séra odvozeny protein asociovany s HA

Pohlavné determinujici faktor chromozomu Y

Plazminogenovy aktivator urokindzového typu

Ubiquitin-proteasomalni komplex

zinek



10 Samostatné prilohy

Na nasledujicich strankach je ptilozen protokol ke kitu QnE Hyaluronic Acid ELISA
Assay (Biotech Trading Partners, USA), ktery byl vyuzit ke stanoveni koncentrace
hyaluronové kyseliny metodou ELISA (viz kap. 4.4).
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