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VIiv donoru oxidu uhelnatého CORM-A1 na starnuti
prasecich oocyti

Souhrn

Zakladem uspéchu v oblasti reprodukénich biotechnologii a asistované reprodukce
je vysoka kvalita oocyti. Pti praci v in vitro prostiedi jsou oocyty vystavovany nepfirozenym
podminkam, které na oocyty pusobi (napi. stresové faktory) a snizuji tak jejich kvalitu.
V soucasné dobé neni mozné piesné¢ napodobit ptirozené prostiedi in vivo, a proto se véda
zabyva vyzkumem metod, diky kterym by mohla byt kvalita oocytli zachovana nebo zpétné
obnovena. Mezi nejvyznamnéjsi stresové Cinitele pii manipulaci s oocyty vin vitro
podminkach patii zvySena produkce reaktivnich kyslikovych slou¢enin a s ni spojeny oxidativni
stres. Pfidani antioxidant do kultivaéniho média by mohlo omezit pisobeni oxidativniho stres
a zabranit snizeni kvality.

V somatickych bunkach se enzym hemoxygenaza (HO) vyskytuje ve dvou izoformach,
HO-1 a HO-2. Hemoxygenaza je zodpovédna za katabolicky rozklad hemu na biliverdin a oxid
uhelnaty, které jsou znamé pro své antioxidacni a antiapoptotické vlastnosti. Hlavni ulohou
HO-1 je cytoprotekce bunék jako reakce na vystaveni stresovym faktortm. HO-2
je zodpovédna za udrZeni bazalni enzymatické aktivity. Nasim experimentem jsme potvrdili
piitomnost obou izoforem v cytoplazmé starnoucich prasecich oocytu a také jsme prokazali
zvysSujici se expresi obou izoforem Vv pribéhu starnuti. Na zakladé téchto vysledka
piedpokladame, Ze zvysujici se exprese HO-1 a HO-2 mize souviset s postupné se zvySujici
snahou chranit bunku pied ucinky starnuti oocyti a soucasnou potiebou produkce CO
pti ochran¢ bunky pfed bunéénou smrti.

Kvalita oocytli mlze také byt pozitivné ovlivnéna upravou signalnich drah za pouziti
gasotransmiterti. Jednou z takovych latek je oxid uhelnaty, ktery svymi antioxida¢nimi
a antiapoptotickymi u¢inky dokaze fidit kvalitu somatickych bunék. Z téchto divoda jsme se
V nasem experimentu zaméfili na vliv donoru oxidu uhelnatého (CORM-A1) na proces starnuti
prasecich oocytli. Béhem in vitro starnuti jsme posuzovali morfologické zmény oocytl a miru
aktivace kaspazy-3 jako markeru zahajeni apoptozy. Zjistili jsme, ze pii kultivaci starnoucich
oocytll v kultivaénim médiu obsahujicim CORM-A1 dochézi ke sniZeni poctu apoptotickych
oocytl a K soucasnému zvySeni poctu intaktnich oocytii. Také jsme prokazali schopnost

CORM-A1 snizovat miru aktivace kaspazy-3. Z vysledkd tohoto experimentu usuzujeme,



ze pouzitim CORM-A1 jako pfidavku do kultivaéniho média starnoucich oocytti mohou byt

nasledky starnuti oocytli zmirnény a byt tak zvysena jejich kvalita a potazmo zivotaschopnost.

Kli¢ova slova: apoptoza, oxid uhelnaty, starnuti oocytli, hemoxygenaza, CORM-A1l



Effect of carbon monoxide donor CORM-A1 on the
porcine oocyte aging

Summary

The key to success in the reproduction biotechnology and assisted reproductive
technology field is having high-quality oocytes. During the manipulation in the in vitro
environment oocytes face unnatural conditions, which act as stress factors and decrease
the oocytes quality. At this time, it is not possible to precisely simulate the natural in vivo
environment, and thus the science focuses on the research of methods that would keep or restore
the quality of the oocytes. One of the most significant stressors during the manipulation
of the oocytes in in vitro conditions is higher reactive oxygen species production and related
oxidative stress. The oxidative stress could be reduced, and the quality of the oocytes could be
restored by adding the antioxidants to the culture medium.

The heme oxygenase enzyme occurs in somatic cells in two isoforms, HO-1 and HO-2.
Heme oxygenase is responsible for the catabolic decomposition of heme into biliverdin
and carbon monoxide, which are known for their antioxidant and antiapoptotic features.
The main role of HO-1 is protection of the cell as a reaction to stress factor exposure. In our
experiment we confirmed that both isoforms are present in the cytoplasm of the porcine aging
oocytes and we also proved the increasing HO-1 and HO-2 expression during the aging process.
Based on these results we assume that the raising HO-1 and HO-2 expression can reflect
the gradually increasing cell protection potential against the aging effects and the increasing
need of CO production for the antiapoptotic cell protection.

The quality of the oocytes can be positively affected by changing the signal pathways
with the use of gasotransmitters. One of such substances is carbon monoxide which can by its
antioxidant and antiapoptotic effects control the quality of somatic cells. For these reasons,
in our experiment, we focused on the effect of the carbon monoxide donor (CORM-A1) on the
aging process of porcine oocytes. During the in vitro aging we evaluated the morphological
changes of the oocytes and the level of caspase-3 activation asa marker of the apoptosis
initiation. We found that when the porcine aging oocytes are cultivated in the culture medium
containing the CORM-AL, it leads to a decrease in the number of apoptotic oocytes and to
an increase in the number of intact oocytes. We also proved the ability of CORM-Al
to decrease the capacity of the caspase-3 activation. From the results of this experiment we

assume that by using CORM-AL as a culture medium supplement for the aging oocytes,



the after-effects of the oocyte aging can be reduced, and their quality and viability can be

increased.

Keywords: apoptosis, carbon monoxide, oocyte aging, heme oxygenase, CORM-A1l
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1 Uvod

Reprodukéni biotechnologie zvirat byly v poslednich nékolika desitkach let velmi
dilezité a vyvoj efektivnich procedur pro asistovanou reprodukci u hospodatskych zvitat
vytvofil mnoho prilezitosti pro komercializaci. Vyvoj efektivnich reprodukénich biotechnologii
je ve zvySujici se mife pozadovan u prasat, jelikoZz je to nejen dilezité hospodaiské zvite,
ale také modelovy zivoCich pro vyzkum lidskych onemocnéni, produkci IéCiv
a xenotransplantaci organti. Pied témér 20 lety se podaftilo vytvoftit prvni klony ze somatickych
bun¢k prasat a prvni geneticky modifikované prase metodou gene knock out. Nicméné
uspésnost téchto metod je stale velmi nizka. PrestoZe jsou nékteré z téchto reprodukenich metod
pouzivany K produkci embryi v podminkach in vitro, kvalita téchto embryi je nizsi nez kvalita
embryi vytvofenych v in vivo podminkéch. Pfi manipulaci S oocyty v in vitro podminkach jsou
bunky oproti pfirozenému prostiedi sami¢iho reprodukéniho traktu vystaveny nepiiznivym
podminkam, jako je naptiklad odli$na teplota, svétlo ¢i piistup kysliku. Tyto faktory mohou
V oocytech vyvolavat zmény ovliviiyjici jejich kvalitu a budouci vyvoj €i zptlisobit bunéénou
smrt oocytll — apoptézu. Mezi hlavni problémy pfti produkci embryi v in vitro podminkach patii
napiiklad abnormalni zrani oocyti ¢i postovulaéni starnuti oocytu, ke kterému zpravidla
dochazi nésledkem nespravné nacasovaného oplozeni. Oocyty, které nejsou oplozeny,
nebo jsou napt. v ptipadé prasnice oplozeny po vice nez 10 hodinach po ovulaci, za¢nou
prochazet bunéénymi, biochemickymi a molekularnimi zménami a dochazi tak ke zhorseni
jejich kvality a snizeni vyvojového potencidlu. Mezi klinické nasledky starnuti oocytl patii
produkce embryi nizké kvality, zvySeni pravdépodobnosti embryonalni iimrti a abnormality
potomkd. I pfes znaény pokrok ve vyvoji dosavadnich reproduk¢nich biotechnologii je kvalita
oocytt kultivovanych v in vitro podminkach stale neuspokojiva a omezuje mozné zlepSeni
dalSich reproduk¢nich biotechnologii prasat. Vyvoj a stanoveni konkrétnich in vitro podminek
vhodnych pro optimalni zrani a spravné nacasovani oplozeni oocytu by tudiz nemély byt
podceniované, jelikoz vétSina reprodukcénich technologii na téchto podminkach zavisi.
Kdyz dochazi k manipulaci s prase¢imi oocyty pii pienosu jader, jsou obvykle od darkyn
chirurgicky odebrany neoplozené, ale dozralé oocyty. Tato metoda je pomérné pracna
a finan¢né naro¢na. Kdyby byla vyvinuta spolehliva metoda pienosu jader za pouziti in vitro
zralych oocytl, byl by tento proces mnohem efektivnéjsi, levnéjsi a casové méné narocny.
Bohuzel manipulace s in vitro zralymi oocyty je ¢asové omezena a pouziti metod umoziujicich
zbavit se tohoto limitu by zajistilo dostatek ¢asu na vylepSeni kvality oocytu pro piijemkyné.
Jednou z metod redukce ¢asového omezeni pii soucasném zajisténi vysoké kvality oocytd
by mohlo byt oSetfeni starnoucich prasecich oocytu latkami, které by zastavily kaskadu zmén
vedoucich k nizkému vyvojovému potencidlu a apoptoze téchto bunck. Timto zplsobem
by mohly byt pro pfenos jader pouzity neoplozené starnouci oocyty, avsak s kvalitou blizici se
kvalit€ in vivo zralych oocytl. Tim by se vylepsily podminky pro prenos jader za pouziti in vitro
kultivovanych oocytli a soufasné¢ by se naSlo vyuZziti pro neoplozené starnouci oocyty,
které by jinak s nejvyssi pravdépodobnosti podstoupily apoptozu a byly zlikvidovany. V praxi
bychom touto metodou mohli zajistit velké mnozstvi kvalitnich prase¢ich embryi potiebnych
Vv oblasti hospodafstvi i védy. Zlepseni podminek vhodnych pro manipulaci se starnoucimi
oocyty by jisté napomohlo vyvoji souc¢asnych i novych metod reprodukénich biotechnologii.
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2 Védecka hypotéza a cile prace

Cilem prace je ovétit hypotézu, ze donor oxidu uhelnatého (CO) ovliviiuje proces starnuti
prasecich oocytld a muze zlepSovat jejich zivotaschopnost. Za ucelem ovéieni hypotézy jsou
stanoveny dil¢i cile:

Sledovat miru exprese a bunéfnou lokalizaci enzymd hemoxygenaza-1
a hemoxygenaza-2 a aktivované kaspazy-3 béhem starnuti prasecich oocytti po dobu 24, 48
a 72 hodin.

Sledovat vliv donoru CO na morfologické znaky starnuti prasecich oocytti po dobu 24,
48 a 72 hodin.

Sledovat vliv donoru CO na aktivaci kaspazy-3 béhem starnuti prase¢ich oocytti po dobu
24, 48 a 72 hodin.
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3 Literarni reSerse

3.1 Oogeneze a folikulogeneze

3.1.1 Vaznik zarode¢nych bunék, faze mnoZeni

Vyvoj oocytll neboli oogeneze zacind u prasat, podobn¢ jako u skotu ¢i primatd, velmi
brzy, a to v raném stadiu embryonalniho vyvoje. Piestoze jsou praseci gonady pozorovatelné
az kolem 24. — 26. dne po oplozeni, primordialni zarode¢né bunky (PGCs — primordial germ
cells) mohou byt zpozorovany uz 18. den po oplozeni (Hunter 2000).

Dulezitym zacatkem oogeneze je formovani PGCs. PGCs vznikaji v endodermu
zloutkového vacku, ktery se nachazi v kaudalni oblasti vznikajiciho embrya. Tyto bunky béhem
pocatku oogeneze migruji mezodermem a ektodermem smérem k budoucim pohlavnim zlazam
vznikajiciho embrya. Tento pohyb zacina ptiblizn€ 18. den po oplozeni a je zpocatku pasivni,
pozdéji nabyva améboidniho razu, jenzZ je podnécovan chemotaxi k latkdm podminujicich rist
bunék, jako je napiiklad rustovy faktor B. Kolem 26. dne po oplozeni se PGCs dostanou
do genitalni liSty, mista vznikajicich gonad a tim je migrace zakoncCena. BEhem migrace
se PGCs mitoticky déli a jejich pocet se n€kolikrat znasobi (Kanitz et al. 2001).

Mitoza probiha jiz od 13. dne po oplozeni a trvd az do 7. dne po narozeni. Pocet PGCs
naptiklad 20. den po oplozeni ¢itd 5000 bunék a kolem 50. dne po oplozeni naroste na 1 100 000
bunék. Poté mitoticka aktivita ustava a dochazi k zaniku (atrézii) ¢asti populace pohlavnich
bun¢k (Hunter 2000).

Kolem 26. dne, kdy PGCs vstoupi do genitalni liSty, dochazi v zavislosti na pohlavi
embrya k jejich diferenciaci. U budoucich samcti se namnozené buriky nazyvaji spermatogonie,
u samic oogonie. Tyto buniky se opét nékolikrat d€li a piiblizn€ 40. den po oplozeni zahaji
meiotické déleni a oogonie se diferencuji vV primarni oocyty, které¢ dosahuji priméru ptiblizné
44 um. Mitoticka aktivita oogonii kon¢i 7. den po porodu (Hunter 2000, Van den Hurk & Zhao
2004).

3.1.2 Meiotické déleni a vyvin sami¢ich pohlavnich bunék

U vSech organismi, které se pohlavné rozmnozuji, je mei6za nezbytné nutnou fazi
formovani gamet. Studie vlivu mutaci u modelovych organismii vedly k bliz§imu porozuméni
vyvoje a prubéhu meiotického zrani u jednobunétnych mikroorganismti — kvasinek
az po nejvyspélejsi zivoéisny druh — lidi, a pochopeni toho, jak je meioza spojena s budoucimi
funkcemi gamet. Poskozeni genetické informace a chyby v pribéhu meidzy hraji dilezitou roli
pro vznik neplodnosti a vyvojovych vad, zvlasté aneuploidie (Handel & Schimenti 2010).

U vétSiny organismi je nezbytnou soucasti meidzy proces meiotické rekombinace zvany
crossing-over, diky némuz je vytvafena geneticka variabilita v populaci. Soucasné je procesem
Ccrossing-over zajisténo spravné rozdéleni chromozomu v prvnim meiotickém déleni — meioze
I. Absence tohoto jevu milZe vést k ndhodnému rozdéleni chromozomi, ¢i ke zminéné
aneuploidii, které mohou mit za nasledek umrti embrya ¢i vyvojové abnormality (Handel
& Schimenti 2010).
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Pti aneuploidii dochézi ke zméné poctu chromozomti. Pocet se mize zvysit nebo snizit,
muze také dochdzet k nespravnému rozdéleni chromozom, ¢imz vznikaji delece, znasobeni
¢i translokace ur€ité ¢asti genomu. Pokud tyto zmény nevedou ptimo K zaniku buiky, mohou
zpusobit vznik funkénich a vyvojovych abnormalit (Orr et al. 2016).

Vétsina ptipadi aneuploidie gamet vznika béhem oogeneze, zvlast¢ béhem prvniho
meiotického déleni a s rostoucim vékem samic a Zen se zvysuje frekvence chyb vzniklych
aneuploidii (Handel & Schimenti 2010).

Prestoze mezi pribéhem meidzy napfi¢ rliznymi zivociSnymi druhy existuji urcité
rozdily, hlavni spolecné znaky meidzy zlstavaji stejné. Meiotické d€leni u savcl zacina
prodlouZenou profazi (profaze meiozy 1), po které nasleduji dvé déleni vedouci k vytvoteni
gamet. Profaze meidzy I se dé¢li na dalsi faze — leptotene, zygotene, pachytene, diplotene
a diakineze (Handel & Schimenti 2010; Picton et al. 1998).

Premeioticka replikace DNA vede k vyvoji oogonii v primarni oocyty. Ve fazi leptotene
jsou vlakna DNA tenka a od sebe oddélena. Na pohled se sada chromozomu jevi jako husta
splet’ vlaken, ale jiz v této fazi se mize objevit jakasi zakladni podoba budouciho uspofadani
chromozom v jadfe. Dalsi fazi je zygotene, kdy se vldkna spiralizuji a opticky ztlust'uji
a zkracuji. V pachytene vznikaji dv€ homologni sesterské chromatidy, které se k sobé& ptiblizuji
a pevné se spolecné vazou, ¢imz se vytvairi chromozomalni bivalenty. Dva bivalenty se k sobé&
piipoji a vznikne tak tetrada chromozomu, na které dochazi k vyméné tseki chromozomalni
DNA — jevu zvanému crossing-over (Zickler & Kleckner 1998). Béhem crossing-over dochazi
k vytvoteni chiasmat — vazeb spojujicich homologni chromozomy, které trvaji do konce profaze
| (Handel & Schimenti 2010).

Vymeéna genetického materialu mezi homolognimi chromozomy pomoci crossing-over
je typickym znakem meidzy savci. Fyzické spojeni dvou chromozomi pomoci chiasmat ptisobi
proti polarizacnim silam d¢€liciho vieténka a tim zabranuje pfed¢asnému oddéleni homolognich
chromozomti béhem meidzy 1. Snizend mira crossing-overi a jejich nespravny pribéh jsou
u mnoha organismu spojeny s neplodnosti. Crossing-over také muze pomahat pii opravé DNA
vzajemnou vymeénou heterozygotnich usekli vV misté poskozeni. V takovém piipad¢ dojde
k vyméné alel do novych multilokusovych kombinaci, ¢imZz dojde ke vzniku genetické
diverzity v populaci. Timto procesem mize dojit Kk oddéleni vysoce kvalitnich alel
od navazanych skodlivych a napomoct tak piirodnimu vybéru (Dumont 2017).

Pokud by v paru chromozomii neprobéhl alesponi jeden crossing-over, mohlo by dojit pfi
redukénim déleni k vydéleni obou homolognich chromozomu do jedné dcetiné butiky, coZ by
vedlo k aneuplodii (Handel & Schimenti 2010).

Ve fazi diplotene dochéazi k uvolnéni vazeb mezi homolognimi chromozomy a tetrada
se rozd€luje na dva samostatné chromozomy. Tyto chromozomy se od sebe oddaluji
a v posledni fazi meidzy I se bivalenty jesté vice zkracuji a chovaji se jako samostatné jednotky.
Chiasmata se pfesouvaji ke konctim bivalentd, kde zanikaji (Zickler & Kleckner 1998).

U samic se meiotické déleni zastavuje v profazi meidzy I kratce pied porodem. VSechny
primarni oocyty se kolem 35. den po porodu nachazi v profazi prvniho meiotického déleni
(Hunter 2000).

U malého souboru populace oocyti pokracuje meiotick¢é déleni v periodickych
intervalech po puberté. Naproti tomu samci se rodi s populaci spermatogonii, meiéza
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je iniciovana u skupin dozravajicich spermatogonii a vede ke kontinualni produkci spermii
po celou dobu zivota (Handel & Schimenti 2010).

Prvni meiotické déleni je redukcni a jeho vysledkem jsou sekundarni oocyty. Béhem
druhého meiotického déleni dochazi k oddéleni sesterskych chromatid a jeho pribéh se také 1isi
v zavislosti na budoucim pohlavi. U samic se nachazi v rostoucich a dominantnich folikulech
primarni oocyty zadrzené V profazi prvniho meiotického déleni, tzv. prvnim meiotickém bloku.
V obdobi puberty je meidza obnovena a oocyty z tohoto bloku vystupuji. K obnoveni dochézi
jesté pred ovulaci a vede ke zménam jadra i cytoplazmy oocytu, tzv. meiotickému zrani
oocytd. Pfi meiotickém zrani dochazi k vylouceni prvniho pélového téliska. Oocyty se méni
z primarnich na sekundarni a pfechazeji do druhého meiotického zrani, kde jsou opét zadrzeny
vV druhém meiotickém bloku v metafazi 1l azdo oplozeni, kdy je aktiva¢ni stimul
pro znovuobnoveni vyvolan proniknutim spermie. Oplozeni vede u oocytu k dokonceni
meiozy, vylouceni druhého polového téliska a naslednému zahdjeni embryonalniho vyvoje.
U samct meioza II nastupuje okamzité po prvnim dé€leni a jejim vysledkem je produkce ctyt
haploidnich spermatid (Van Den Hurk & Zhao 2004; Handel & Schimenti 2010).

3.1.3 Formace primordialnich folikulu

Estralni cyklus u prasnice trva ptiblizn€ 21 dni, z ¢ehoz 6 dni ptfedstavuje folikularni
fazi (Hunter 1977).

Na zacatku meidzy se kolem primérnich oocytli vytvaii vrstva plochych somatickych
pregranuloznich bunék, které jsou obklopeny bazalni membranou. V této rané fazi se jedna
0 uskupeni velké 30 — 100 um, nazyvané primordidlni folikuly. Tyto Utvary vytvati populaci
nerostoucich folikula €itajici pii narozeni jedince pfiblizn¢ 500 000 folikult. Velikost souboru
primordidlnich folikuli je predurena poCtem namnoZenych oogonii, ¢asem pocatku
meiotického déleni a mirou ztraty pohlavnich bunék. Tato ztrata je z velké ¢asti zptisobena
apoptozou, ke které dochazi zejména u primordialnich folikuld a zpusobuje zanik oocytl
(Kanitz et al. 2001).

3.1.4 Faze folikularniho ristu a vyvoje

V populaci folikull, které nepodlehly apoptdze, dochazi u vybrané skupiny folikul
bunc¢k se méni ve vrstvu bun€k granuldznich, které maji kubicky tvar. V této fazi se folikul
nazyva primarni. Mezi granuléznimi buiikkami a oocytem se vytvaii mezerové spoje (gap
junctions). Tyto spoje jsou vytvafeny proteiny konexiny, z nichz konexin-37 je v oocytu
exprimovan ve vSech stadiich folikulogeneze. Mezerové spoje umoziuji obousmérnou
komunikaci a pfenos zivin, prekurzori metabolitid (jako jsou aminokyseliny a nukleotidy),
informa¢ni molekuly (hormony, neurotropiny a rlstové faktory) a inhibi¢ni a stimulacni
meiotické signaly. Timto zplGsobem nebo piimym kontaktem povrchii dvou bunck miliZe
rostouci oocyt aktivné podnécovat proliferaci, morfogenezi a diferenciaci granuldznich bunek,
zatimco granuldzni buriky jsou schopné zajistit rust a diferenciaci oocytu (viz Obrazek 1) (Van
Den Hurk & Zhao 2004, Kanitz et al. 2001).
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Utvareni folikulli

Proliferace : Diferenciace

Steroidogeneze ! Expanze kumulu
Ovulace

Obrazek 1: Viiv obousmérné komunikace oocytu a granuldznich bunék na proces folikulogeneze, oogeneze a zrdni
oocytii. Oocyt je oznacen zluté, obklopujici granulozni buriky Sedé, cervené Sipky oznacuji VIiv granuléznich bunék na 00cyt,
modré Sipky znaci vliv 0ocytu na granulézni buniky. Upraveno podle: Eppig (2001)

Piestoze je napiiklad u mysi prokazan gen, jehoz exprese je zodpovédna za iniciaci rastu
oocytl a folikulti, u praseCich oocytii neni pfesny signal podnécujici zahdjeni rastu znam
(Hunter 2000).

U mysi hraje kliCovou roli pfi iniciaci rastu folikulti a oocytli tyrozinkindzovy receptor
KIT a jeho ligand (KIT ligand — KL), coz by mohlo naznacovat o jejich stejném ucinku
u prasecich folikul a oocytl. Pfestoze v granuloznich buiikach prasecich primordidlnich
folikult dochazi k expresi mRNA kodujici KIT a soucasné je V praseCich oocytech
exprimovana KL mMRNA, aktivaci KIT a KL nedochazi k zahajeni ristu folikuli ani oocyti.
KIT a KL jsou zodpovédné za pieziti prasecich oocytl a granuldznich bunék folikult, nicméné
signal podnécujici zahajeni jejich rustu je stale neznamy (Moniruzzaman & Miyano 2010).

Primérni oocyty zacCinaji rast a tim zvétSovat svlij primér v profazi prvniho meiotického
dé€leni. Pouze oocyty, které pIné dokoncily sviij rist mohou pokra¢ovat v meidze a néasledné
zrat a ovulovat (Hirao et al. 1994).

Rust savéich oocytii mize byt rozdélen na dvé faze (viz Obrazek 2). Prvni faze zahrnuje
soucéasny rast oocytu a folikulu, ktery ho obklopuje. Tato faze ma v souvislosti s postupem ¢asu
kontinudlni linearni charakter. Ve druhé fazi zlstava velikost oocytu konstantni, pfesto vSak
rust folikulu stale pokracuje. Na zacatku ristové faze méfi praseci oocyty pfiblizné¢ 30 pm
a pi1 dokoncCeni rlstu jejich velikost naroste na pfiblizné 120 pm. V dobé, kdy dochazi
k ukonceni ristu oocytl, dosahuje pramér folikulti kolem 1,8 mm (Hunter 2000).

Jednou z nejnapadnéjSich zmén béhem faze ristu oocytu je sekrece nebunécné
glykoproteinové membrany — zony pellucidy (ZP), ktera vytvati ochranny obal kolem oocytu.
ZP je nepropustna pro molekuly vétsi nez 170 kDa. Po zahajeni folikularniho rustu je ZP
vylu¢ovana oocytem do perivitelinniho prostoru primarniho folikulu. U prasnice ZP sestava
ze Ctyt glykoproteini — ZP1, ZP2, ZP3 a ZP4. Tyto &tyti proteiny se spojuji do vrstvy silné
az 15 pm. Napfi¢ riznymi zivoc¢isSnymi druhy véetné ¢lovéka jsou proteiny vysoce homologni.
Naptiklad homologie ZP proteini mysi a cloveéka se udava kolem 60 a 74 %. Prestoze hraji
vsechny tyto tii proteiny duilezitou roli pfi udrzeni strukturalni integrity ZP, existuje mezi nimi
s ohledem na jejich biologické funkce jista diferenciace. Nejmén¢ je prozkoumana uloha ZP1
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a jedinou jeho znamou funkci je spojovani ZP2 a ZP3. Naopak ZP3 je znamy jako primarni
receptor pro navazani spermie a také diky nému dochézi k iniciaci akrozomalni reakce. ZP2
slouzi jako sekundarni receptor umoziujici penetraci spermie skrz zonu pellucidu (Picton et al.
1998; Sun et Nagai 2003).

Na rozdil od ZP1 a ZP3 se exprese ZP2 objevuje jiz u primordialnich folikuld. Proteiny
ZP jsou esencialni pro normalni vyvoj folikulu a jejich exprese vyzaduje transkripéni faktor
Fig-a (Van Den Hurk & Zhao 2004).

Granul6zni bunky folikulu se mitoticky mnozi a ze zacatku vytvati dvé vrstvy. Postupem
Casu se pocet vrstev zvétSuje. Pokud ma folikul vice nez jednu vrstvu granuléznich bunék,
nazyva se sekundarni ¢i preantralni. PfestoZe se primarni a sekundarni folikuly mohou vyvijet
bez ptitomnosti gonadotropintl, jsou vic¢i gonadotropinim vnimavé, a pro nasledny vyvoj
je jejich ucinek tudiz nezbytny (Eppig 2001).

Sekundarni folikuly prasnic pifimo neprodukuji estrogeny, jelikoz neexprimuji enzym
aromatazu, ktery konvertuje androgeny v estrogeny. V in vitro podminkach dochazi k synergii
FSH a estradiolu, coz zptisobuje proliferaci granuldznich bunék sekundarnich oocytd (Van Den
Hurk & Zhao 2004).

V pribéhu dalsiho vyvoje se uvniti sekundarnich folikuli obsahujicich primarni oocyt
zaCina vytvafet dutina — antrum, ktera je postupné napliovana antralni tekutinou tvofenou
granul6znimi bunkami. Do této tekutiny se z granuldéznich bun€k a z krve dostdvaji latky
dulezité pro regulaci oogeneze. Takovymi latkami jsou napiiklad gonadotropiny, steroidni
hormony, rastové faktory, enzymy a lipoproteiny. Béhem folikuldrniho rtstu a vyvoje dochazi
ke zvySovani vaskularizace folikuli a permeability folikularnich cév, diky ¢emuz je tvorba
antralni tekutiny ¢im dal vice intenzivnéjsi. Kolem granul6znich bunék se vytvari vrstva bunék
nazyvana theca folliculi. Jeji buniky béhem vyvoje antralniho folikulu zvySuji expresi enzymu
zahrnutych v biosyntéze steroidi. Granuldzni buiiky sekundarnich oocyta vSak jesté
neexprimuji aromatdzu, ucastnici se syntézy estrogenti. To mize svédcit o tom, zZe progesteron,
androgeny a dalsi steroidni hormony vyjma estrogenti jsou hlavnimi hormony produkovanymi
ranymi antralnimi folikuly. VySe zminéné latky jsou do vyvoje antralnich folikula zapojeny
a mohou také byt zodpovédné za iniciaci jejich rastu v rané fazi (Van Den Hurk & Zhao 2004).

3.1.5 Rust antralnich folikulu

Antralni folikuly s plné vyvinutou dutinou se nékdy oznacuji jako tercialni folikuly.
Vytvotfenim antralni dutiny a jejim naplnénim tekutinou se od sebe oddélily dvé skupiny bunck,
Z nichZ jedna vytvati kumularni vrstvu granuldznich bunék kolem oocytu a druha obklopuje
sténu folikulu. Buiiky, které vytvareji vrstvu nejbliZze antru, se nazyvaji periantralni granul6ézni
burniky (Eppig 2001).

U dospélé prasnice zacinaji byt antralni folikuly velikosti okolo 1 mm zavislé na stimulaci
gonadotropiny a po mirném vzestupu FSH u nich dochazi k cyklickému recruitmentu
a naslednému rastu (Van Den Hurk & Zhao 2004).

V této fazi jsou zmény priméru oocytu v antralnim folikulu minimalni, kdeZto zmény
z pohledu objemu ¢i hmotnosti oocytu jsou znatelné (Eppig 2001).

Pocet folikuld prochéazejicich recruitmentem se napfi¢ riznymi zivocisSnymi druhy
a jednotlivcei lisi. U klisen je téchto folikuli 1 — 4, u krav 5 — 10 a u prasnic jich mize byt
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az pres 50. U folikuli dosahujicich velikosti okolo 5 — 6 mm se zacinaji granuldzni bunky
vytvaret LH receptory. Navzdory klesajicim koncentracim FSH budou folikuly pod vlivem LH
po dobu nékolika dnti rapidné rdst a zaCnou byt znatelné veétsi nez ostatni folikuly.
LH u rekrutovanych antralnich folikuld stimuluje syntézu androgent, které enzym aromataza
konvertuje na estrogeny. Jednim z estrogent je estradiol, ktery v antralnich folikulech slouzi
jako antiapoptoticky faktor. Pro dalsi riist jsou procesem selekce vybrany antralni folikuly, které
jsou nasledné oznacovany jako dominantni folikuly a dosahuji u prasnice velikosti 8 — 10 mm
(viz Obrazek 2). Dominantni folikuly produkuji velké mnozstvi estradiolu a inhibinu a mohou
se vyvijet v ovulacni folikuly. Ostatni folikuly pfechéazeji do faze atrezie (Eppig 2001, Van Den
Hurk & Zhao 2004).

Stejné jako v predchozich stadiich, i v antralni fazi oocyty aktivné fidi funkci
somatickych bun¢k. Oocyty pokracuji v produkci ZP proteinii a konexinu-37 potiebnych
pro optimalni komunikaci oocytu a granuléznich bun¢k, ¢imz dochazi k jejich proliferaci
a diferenciaci za pasobeni parakrinnich faktorti, které pravdépodobné vytvaieji koncentracni
gradient a které ovliviiuji kumularni a granulézni bunky. Odbér nebo ztrata oocytu vede
Kk pfedCasné luteinizaci a zvySené produkci progesteronu granuldoznimi bunikami, zatimco je
stimulovana produkce estrogenti. To ukazuje, Ze jeden nebo vice faktort odvozenych od oocytu
fidi steroidogenni funkci granul6znich bunék (Van Den Hurk & Zhao 2004).

Steroidni pohlavni hormony hraji diillezitou roli pii ristu a diferenciaci tkani pohlavniho
ustroji a udrzeni plodnosti. Tyto hormony vznikaji de novo z cholesterolu a patii mezi né
progestiny androgeny a estrogeny. Biosyntéza steroidii zafina v thekalnich bunkéach,
kde pod vlivem LH dochazi ke konverzi cholesterolu na pregnenolon a nasledné
na progesteron. Oba tyto hormony jsou n¢kolikrat enzymaticky modifikovany, ¢imz dochazi
k produkci testosteronu. Testosteron piechazi do granul6znich bunék oocytu, kde pod uc¢inkem
FSH opét dochazi k jeho modifikaci a kde souc¢asné dochazi k produkci estronu. Metabolismem
testosteronu na dihydrotestosteron a estronu vznika estradiol. Estrogeny jsou zodpovédné
za stimulaci proliferace granuléznich bun€k a vytvoifeni receptorti pro navazani FSH a LH
na povrchu thekalnich a granuléznich bunék. Progestiny pomoci zpétné vazby fidi aktivitu
steroidogennich enzymu v granuldznich bunikach (Drummond 2006).

Oocyty Vv rostoucich a dominantnich folikulech jsou zastaveny ve fazi diplotene prvni
meiotické profaze a nejsou meioticky kompetentni. Tyto oocyty nemaji dostatek regulacnich
molekul nezbytnych k fizeni obnovy meiotické aktivity. Ta je iniciovana jen u plné€ vyvinutych,
meioticky kompetentnich oocyt preovula¢ni vinou LH. V in vitro podminkach je spusténa
prenosem oocyti mimo prostiedi jejich folikulu (Eppig 2001).

Odstranénim oocytu z folikulu pted ovulaci je vyvolana obnova meiotické aktivity, ktera
se projevuje rozpadem zarodeéného vacku (GVBD), utvoienim déliciho vieténka, oddélenim
chromozomt a vydélenim prvniho polového téliska (Sun et al. 2001a).

Pted preovula¢ni LH vlnou a béhem ni je oocyt obklopen kumularni vrstvou granuléznich
bunék, atak spolu vytvaii komplex COC — cumulus-oocyte complex. Nejvnitingjsi bunky
tohoto komplexu penetruji svymi vybézky skrz zona pellucida a kontaktuji oolemu, coz ma
za nasledek vytvofeni mezerovych spoju (gap junctions). Jejich rozpad ptedstavuje zanik
vysoce koordinované obousmérné komunikace mezi oocytem a obklopujicimi somatickymi
bunkami. Tésné pied LH vInou a ovulaci podstupuje cytoplazma i jadro oocytd nékolik zmén,
dochazi k procesu zvanému zrani oocytu (Van Den Hurk & Zhao 2004).
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Obrazek 2: Casové schéma zobrazujici rist folikuliy a oocytit @ nabyti meiotické kompetence prasecich oocytii.
Upraveno podle: Hunter (2000)

3.2 Zrani oocytu

Zrani oocyti trva u prasnice piiblizné 44 hodin a zahrnuje dva zakladni kroky, jaderné
a cytoplazmatické zrani. Za dozralé se obecné povazuji oocyty, které maji po dokonceni
jaderného zrani vyd¢lené prvni polové télisko a nasledné jsou zastavené v MII fazi. U prasnice
dosahuji folikuly obsahujici pIné meioticky kompetentni oocyt pruméru nad 3 mm. V in vitro
podminkach dochazi k obnoveni meiotické aktivity po vynéti oocytu z prostiedi folikulu
a kultivaci po dobu 20 — 24 hodin. Pfestoze jaderné zralé oocyty mohou byt oplodnéné, jejich
vyvoj nemusi byt Gplny kvili nedostatku cytoplazmatickych faktorti nezbytnych k plnému
dokonceni cytoplazmatického zrani. Rozvoj plného vyvojového potencialu vyzaduje
synchronizaci jaderného a cytoplazmatického zrani (Sun & Nagai 2003).

3.2.1 Jaderné zrani

Jaderné zrani se sklada ze dvou po sobé& jdoucich cykli déleni jadra (Ml a MIl-faze).
Navzdory druhovym rozdilim jsou nékteré znaky zdkladniho mechanismu fidiciho zrani
oocytu mezidruhové shodné, jako je napiiklad zména fosforylace proteinti nebo hladiny cAMP
(cyclin  adenosine-monophosphate) a vapniku. Kaskada wudalosti béhem fosforylace
a defosforylace je zahrnuta v regulaci meidzy. Protein zvany MPF (maturation promoting
factor) je zodpovédny za zahajeni zrani oocytu, ptiC¢emz jeho aktivace ptredchazi rozpadu
zarodeéného vacku (procesu oznacovanému GVBD - germinal vesicle breakdown),
nebo probiha soucasné s nim (Van Den Hurk & Zhao 2004).

Vapnik ma dilezitou Glohu Vv reprodukci vSech Zivocisnych druhi, zvlasté béhem
jaderného zrani oocyt. Konkrétné u prasnice hraje dulezitou roli pti GVBD, ktery je spustén
narGstem vapnikovych iontd pfiblizné 2 hodiny pfed zahajenim GVBD. Vapnikové ionty
potiebné pro GVBD pravdépodobné pochazeji z intracelularnich zasob. Pti in vitro
experimentech, kdy oocytim nebyl dodavan extracelularni vapnik, nebyla prokazana zavislost
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prubéhu GVBD na ptitomnosti exogenniho zdroje vapniku. Nasledujici prubéh meiotického
zrani po metafazi 1 je v porovnani s GVBD pravdépodobné zavisly na exogennim zdroji
vapniku (Kaufman & Homa 1993).

Vépnik se také podili na zivotaschopnosti oocytu a ma pozitivni efekt na pocet utvarenych
polovych télisek (Bae & Channing 1985).

3.2.1.1 Ziskéani meiotické kompetence a znovuzahdjeni meiotické aktivity

Na rozdil od mysich oocyttl je u prasecich oocytl aktivni transkripce a translace nezbytna
pro kondenzaci chromatinu a rozpad zarode¢ného vacku. Znovuobnoveni meiotické aktivity
je doprovazeno a regulovano nartstem kinazové aktivity v cytosolu oocytu (Hunter 2000).

MPF je komplex tvotfeny dvéma podjednotkami — cyklinem B (regula¢ni podjednotkou)
a p34Cdc2 kinazou (katalytickou podjednotkou). Aktivni MPF je schopen fosforylovat
proteiny, které vytvareji obal jadra, a proteiny zahrnuté v kondenzacénich procesech chromatinu
a v reorganizaci cytoskeletu (Van Den Hurk & Zhao 2004).

Rostouci praseci oocyty dosahujici priméru 90 um nejsou schopné pokracovat v meidze
v podminkach in vitro. Tato neschopnost vsak neni zptisobena nedostatkem MPF a/nebo MAP
(mitogen-activated protein) kinazou, dvéma dulezitymi signalnimi molekulami fidicimi
obnovu meiotické aktivity. Rostouci oocyty obsahuji fosforylovanou p34Cdc2 kinazu a nejsou
schopné aktivovat MPF, dokud neni rust oocytu zcela dokoncen. Aktivace MPF je obvykle
spusténa defosforylaci p34Cdc2 a syntézou cyklinu B. Pfestoze se v plné dorostlych prasecich
oocytech cyklin B i p3Cdc2 vyskytuji sdruzené do jednoho komplexu, narust MPF
do koncentrace, kdy bude MPF u¢inny, vyZzaduje aktivni syntézu dalSich proteint (Sun & Nagai
2003).

Tato aktivace spousti sérii reakci vedoucich k rozpadu jaderné membrany, kondenzaci
chromozomu a vytvoieni déliciho vieténka. Tyto udalosti jsou klicové pro uspésné oplozeni
arany embryonalni vyvoj. Nedostatek koncentrace téchto molekul, pievazné p34Cdc2,
je u malych oocytu v preantralnich folikulech limitujicim faktorem, kdeZto u rostoucich oocytt
je rozhodujicim bodem spise aktivace MPF nez celkova koncentrace p34Cdc2. Aktivita MPF
zustava v metafazi II vysoka (Hunter 2000).

U oocytl zadrzenych v MII fazi hladina MPF aktivity dosahuje maxima a zvySena
schopnost aktivace oocytu se odviji od snizené aktivity MPF. Inaktivace MPF a degradace
cyklinu B koresponduji s piechodem oocytu zadrzeného v Ml fazi do anafaze II ¢i telofaze 11
(Sun & Nagai 2003).

Ptestoze je jisté, ze MPF hraje dulezitou roli v fizeni obnovy meiotické aktivity, dalsi
kinazy jsou aktivovany pied nebo soubézné se zahajenim aktivity MPF. Jednou z téchto kinaz
je MAP kinaza (Hunter 2000).

MAP kinaza se v oocytech vyskytuje ve dvou izoformach s rtiznou molekulovou
hmotnosti — p44 ERK1 a p42 ERK2. V rostoucich prasecich oocytech se MAP kindza nachazi
v inaktivni form¢. Meioticky nekompetentni oocyty obsahuji stejné mnozstvi této kinazy jako
plné dorostlé oocyty, ale v meioticky nekompetentnich oocytech neni MAP kindza aktivni.
Tento jev byl prokéazan sledovanim aktivity MAP kinazy po Kultivaci nezralych oocyti po dobu
44 hodin v in vitro podminkach. Timto se prokazuje, ze ziskani meiotické aktivity rostoucich
oocytu koreluje s jejich schopnosti aktivovat MPF a MAP kinazu (Sun & Nagai 2003).
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MAP kindaza je aktivovana MEK, specifickou MAP kindzou, jejiz aktivita je stimulovana
kinazou MOS, ktera je typicka pro pohlavni buriky. Na rozdil od MPF se nacasovani aktivace
MAP kinazy béhem zrani oocytu u riiznych druhi lisi. V oocytech u vétsich domacich zvifat je
MAP kinaza aktivovana soub&ézné s nebo tésné po zahajeni GVBD, kdezto naptiklad u mysi
je aktivovana az po GVBD. Aktivita MAP kinazy je béhem jaderného zrani diilezita pro udrzeni
aktivity MPF, vytvofeni d¢liciho vfeténka a udrzeni oocytu v MII fazi, na kterém se
spolutcastni s p90rsk, oznacovanou také jako MAPK-AP-K1 (MAPK-activated protein
kinase-1) (Van Den Hurk & Zhao 2004).

Dalsi latkou, ktera hraje zasadni roli v meiotickém zrani je cAMP (cyclic adenosine-
monophosphate), ktery se do oocytu dostava z kumularnich bunék pomoci mezerovych spoju.
V in vitro podminkach dosahuje CAMP vV praseCich oocytech nejvyssi hladiny 8 hodin
po zacatku kultivace a po 12 hodinach kultivace rapidné klesa. Je pravdépodobné, ze cAMP
inhibuje proces rozpadu zarode¢ného vacku prostiednictvim inhibice aktivace MAP kinazy.
KdyzZ je MAP kinaza nebo p90rsk inaktivovan pomoci MEK inhibitoru U0126, oocyt z Ml
bloku vystupuje a ptechazi do interfaze (Sun & Nagai 2003).

Bylo potvrzeno, ze hladina CAMP v oocytech ma na meiotické zrani vliv. V sav¢ich
oocytech je mozné farmakologicky zvysit hladinu cAMP do kritické hladiny, ¢imz dojde
k zastavé meidzy. Vysoka hladina cAMP udrzuje oocyt v meiotickém bloku, pravdépodobné
diky draze protein kinazy A (PKA). To bylo u mysi prokazano injekci PKA inhibi¢ni nebo
regulacni a PKA katalyzaéni podjednotky do oocytu. Ztrata intercelularni komunikace
pies mezerové spoje pii preovulaéni LH vIn¢ je jednim z faktort zodpovédnych za obnovu
meiotické aktivity. NaruSenim této komunikace dochazi k zabranéni transportu CAMP
z granuloznich bunék, coz ma za nasledek redukci hladiny cAMP v oocytu a naslednou
inaktivaci drahy PKA. Na druhou stranu i pfi pfitomnosti mezerovych spoji mohou, co se tyce
produkce CAMP, oocyt a granulézni buiiky na LH vinu reagovat samostatné (Ven Den Hurk
& Zhao 2004).

3.2.1.2 Utvoreni meiotického aparatu

Pro spravné dokonceni jaderného zrani je potieba vytvoreni, spravné fungovani
anasledny rozklad meiotického apardtu neboli dé€liciho vieténka oocytu slozené¢ho
z mikrotubulti a mikrofilament (viz Obrazek 3). Jednou z latek, ktera se v jadie podili na tvorbé
mikrotubull a utvofeni déliciho vieténka, je fosforylovana MAP kinaza (Sun et al. 2001a).

Utvofené Spojeni snimku
mikrotubuly DNA AaB

4
¢

=

A C

Obrazek 3: Zobrazeni utvorenych mikrotubulii (A — zndzornéno zelené) a DNA (I% — zndzornéno cervené) v prasecim
oocytu v MII fazi. Prekryti mist vyskytu mikrotubulii a DNA je zobrazeno zluté. Sipka na obrazcich A, B, C oznacuje
prvui pélové télisko. Upraveno podle: Sun et al. (2001a)
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Fosforylovand MAP kindza se nachazi v mistech, kde dochazi k tvorbé mikrotubuld.
Po rozpadu zarode¢ného vacku je fosforylovana MAP kinaza spolu s p90rsk lokalizovana
v nékolika oblastech: kolem kondenzovanych chromozomi, Vv misté¢ vytvoreni déliciho
vieténka v MI fazi, na pélech oocytu v rané anafazi I, v centralni ¢asti prodlouzeného vieténka
ve fazich od anafaze I po telofazi I a ve vieténku v MII fazi (viz Obrazek 4). MAP kinaza
a p90rsk zistavaji fosforylované v obdobi pifechodu z MI faze do MII, kdy se mikrotubuly
zacinaji shlukovat a vytvaret délici vieténko, kdezto aktivita MPF od anafaze I do telofaze I
klesa. Inhibice aktivace MAP kinazy béhem piechodu z MI do MII vede k selhani vydéleni
prvniho polarniho téliska a vytvoreni déliciho vieténka v MIl (Sun & Nagai 2003).

MPF je zodpovédny za fosforylaci proteinu p220, ktery vaze tubulin a ovliviiuje

tak proces formace mikrotubult déliciho vieténka (Kikuchi et al. 2002).
Spojeni snimkd

DNA p-MAPK  DNAap-MaPK

Pre-MI|

Obrazek 4: Umisténi DNA a fosforylované MAP kindzy (p-MAPK) ve fizi pired meiotickym zranim (Pre-MI), v meioze |
(MI) a v meioze I (MII). Trojuhelniky oznacuji shluky fosforylované MAP kindzy, Sipkou je oznaceno prvni pélové
télsisko. Upraveno podle: Sun et al. (2001a)

Dalsimi kli¢ovymi molekulami v utvafeni meiotického aparatu jsou NUMA (nuclear
mitotic apparatus protein) a y-tubulin. Na zacatku meidzy se y-tubulin nachazi rozptyleny
v zarode¢ném vacku plné dorostlého oocytu a miZze se také objevovat v podobé
cytoplazmatickych shluki. NUMA protein je rovnomérné lokalizovan v nukleoplazmé oocytu.
Toto usporadani, kdy ani jedna ze zminénych latek neni zformovéana do zddného konkrétniho
tvaru ¢i uskupeni, oznaCujeme jako amorfni. V rané diakinezi, kdy se zalinaji vytvaiet
jednotlivé bivalenty sesterskych chromatid, a tésné pted GVBD se mikrotubuly zacinaji
vytvaret na periferii zarode¢ného vacku. V této fazi byly zaznamenany silné signaly y-tubulinu
v zarode¢ném vacku, zvlasté v blizkosti jadérka. Soucasné je v této fazi NUMA protein poprvé
lokalizovan na chromozomech nebo v jejich blizkosti, nicméné soucasné stim je stale
rozptylen v jadfe. Po GVBD ve fazi pozdni diakineze jsou kolem chromozomu viditelné
mikrotubuly shlukujici se do svazki. y-tubulin je stadle v amorfnim uspofadani a zaCina se
objevovat ve vyssich koncentracich v okoli chromatinovych svazki. NUMA protein se v této
dobé pevné napojuje na svazky chromozomu. V metafazi I se y-tubulin pfesouvd podél

21



mikrotubull vieténka a v rané anafdzi I se zacina shlukovat kolem poli vieténka. V pozdni
anafazi I a telofazi I, kdy se od sebe chromozomy odd¢luji, se vyraznéji objevuje kolem stiedu
déliciho vieténka, ale pfimo ve stfedu vieténka jako takovém se nevyskytuje. V metafazi II
se y-tubulin opét piesouva podél mikrotubull vieténka podobnym zpisobem jako v metafazi I.
Kromé blizkosti vieténka se také vyskytuje v kiife oocytu. NUMA se v metafazi [ i metafazi 11
vyskytuje ve form¢ oddélenych tecek na polech déliciho vieténka. V anafazi a telofazi
se NuMA piesouva do centralni ¢asti mikrotubulti vieténka (Lee et al. 2000).

Aby mohl byt zajistén spravny embryondlni vyvoj, jsou zmény v jadfe béhem zrani
oocytu a oplozeni spojené S pohyby genetického materidlu a organel a sbiochemickymi
zménami v cytoplazmeé. Spravny prubéh rané embryogeneze piimo souvisi s pfesné fizenou
expresi téchto udalosti (Sun et al. 2001b).

3.2.2 Cytoplazmatické zrani

PrestoZze mize byt meidza Ci jaderné zrani uspéSné dokonceno, je zde mnoho dalSich
procesu probihajicich v cytoplazmé oocytu, které jsou nezbytné pro plnohodnotnou vyvojovou
kompetenci a nasledné oplozeni. Usp&$né dokonéeni t&chto udalosti je nezavislé na jaderném
zrani a je oznacovano jako cytoplazmatické zrani. Oocyt, ktery nema cytoplazmatické zrani
zcela dokoncené, ma nizkou kvalitu, a tudiz je neschopny tspésné dokoncit normalni vyvoj
(Krisher 2004).

Prib¢h meidzy je provazen vyraznymi zménami v ooplazmé, které hraji klicovou roli
pii dokoncCeni koordinovaného jaderného a cytoplazmatického zrani. Schopnost oocytl
podstoupit oplozeni a nasledny embryonalni vyvoj zahrnuje fadu udalosti probihajicich
v cytoplazmé. Jak jiz bylo zminéno vySe, hlavni roli ve zrani oocytu hraje zrani jadra,
ale opétovné zahajeni meidzy mize spontanné probihat i bez dosazeni kompetence
pro embryonalni vyvoj. Na druhou stranu zahrnuje prub¢h meiézy mnoho zmén v cytoplazmeé,
které jsou nezbytné pro zrani oocytu. Oocyt je komplexni burika, ve které musi jeho organely
mezi sebou udrzovat uréité prostorové uspotfadani a vztahy. U mnoha Zivo¢isnych druhi bylo
dokazano, ze béhem dozravani dochazi k dramatickym strukturdlnim zménam ooplazmy
(Brevini et al. 2007).

Zrani cytoplazmy je nutné k ziskdni vhodnych podminek pro Uspé$né zamezeni
polyspermie v ptipad¢ oplozeni, dekondenzaci spermii, které pronikly do oocytu, a k vytvoieni
prvojader po oplozeni. Tato faze zahrnuje redistribuci organel v bufice, migraci mitochondrii
do oblasti jadra a k nahromadéni granul kolem oolemy (Van Den Hurk & Zhao 2004).

3.2.2.1 Uloha mitochondrii pfi cytoplazmatickém zrani

Mitochondrie jsou hlavnim generatorem energie v ooplazmé. U nékolika Zivocisnych
druhli ovlivityji zmény v metabolické aktivité téchto organel zrani cytoplazmy, meidzu
a embryondlni vyvoj po oplozeni. SniZzend uCinnost bunééného dychani v oocytu,
které po poskozeni mitochondrii probiha, mé negativni vliv na embryonalni vyvoj. Rozmisténi
mitochondrii béhem zrani je v tomto procesu také klicovym faktorem. Migrace mitochondrii
cytoplazmou zavisi na tzv. remodelaci cytoskeletu a je zprostifedkovana mikrotubuly, jejichz
pfeusporadani siln€ ovlivituje rozmisténi mitochondrii a naslednou produkci energie v burice
(Brevini et al. 2007).
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Dalsim aspektem, pro¢ je pozice mitochondrii v 00Cytu pro spravny vyvoj dulezitd,
je souvislost s distribuci energie (ATP) a vapniku do specifickych oblasti oocytu
¢i oplodnéného vajicka. Migrace mitochondrii tudiz muze poukazovat na potiebu energie
nebo iont pro prubéh kli¢ovych udalosti béhem zrani oocytu, oplozeni a rany embryonalni
vyvoj (Sun et al. 2001b).

ATP je dilezitou latkou souvisejici s motilitou, homeostazou a piezitim burniky. Role ATP
pti ziskavani meiotické kompetence byla u mnoha druhti zkoumana, ale neni do detailu znama.
Obsah ATP voocytu u savci obecné muze souviset s zivotnosti bunky, zvlasté
u preimplanta¢nich embryi. Vys$si vyvojovy a implanta¢ni potencial je napt. u ¢lovéka spojovan
s koncentraci ATP v oocytu vyssi nez 2 pmoly. U skotu a mysi bylo prokazano, ze vyssi
koncentrace ATP zajistuje vyssi miru embryonalniho vyvoje. U prase€ich oocytl byla pfi zrani
Vv in vivo podminkach potvrzena vyssi oxidativni aktivita mitochondrii a pfi in vitro zrani byl
béhem meidzy zaznamenan postupny nartst hladiny ATP, GV fazi pocinaje a metafazi I ¢i 11
konce. U skotu byla pii horsi morfologii COC prokazana snizend hladina ATP jak v GV,
tak v MII fazi, coz poukazuje na souvislost obsahu ATP a vyvojové kompetence.
Pti vyzkumech na prasecich oocytech se vSak takovy vztah neobjevil, hodnoty ATP v oocytech
pfi in vivo i in vitro podminkach byly téméf totozné. U prasat tudiz snizeni hladiny ATP béhem
zrani oocytu nebylo riznymi podminkami experimentu ovlivnéno a S nejvyssi
pravdépodobnosti nema na ziskani vyvojové kompetence vliv. Dlivod této druhové rozdilnosti
mezi praseCimi a ostatnimi oocyty a embryi zatim nebyl objasnén (Brevini et al. 2007).

3.2.2.2 Migrace mitochondrii v prasecich oocytech

Mitochondrie jsou organely umisténé v cytoplazmé eukaryotickych bunék a jejich pocet
je cCasto spojovan s mnozstvim potiebné energie v buiice. Protoze mitochondrie produkuji
energii ve form¢é ATP, existuje pfima spojitost cytoplazmatického ATP s distribuci aktivnich
mitochondrii Vv bunice. Aktivita a uspotaddni mitochondrii jsou nezbytnymi znaky raznych
udalosti zahrnutych v cytoplazmatickém zrani (Brevini et al. 2007).

U oocytl v GV fazi vytvareji aktivni mitochondrie shluky homogenné rozmisténé po ktire
oocytu. U oocyt pochazejicich z mensich folikuli (0,5 — 2,0 mm v praméru) se mitochondrie
mohou vyskytovat v podobé pasu na periferii oocytu nebo se mohou nachazet krom¢ shluku v
kife iV oblasti tésné pod kirou, kolem zarodeéného vacku &i uprostied cytoplazmy. U GV
oocytu z vétsich folikulti (3 — 6 mm v pruméru) jsou mitochondrie z velké ¢asti nahloucené
kolem jadra, pod plazmatickou membranou a rozptylené v cytoplazmé. Oocyty v metafazi I
¢i anafazi 1 maji mitochondrie uspofadané kolem jadra. U MII in vitro zralych oocytl
se mitochondrie vyskytuji pfevazné rozptylené v cytoplazmé vyjma jejiho stfedu, v prvnim
pélovém télisku, a nékteré mitochondrie se nachazeji ve stfedu oocytu. Vyrazné shluky
pod plazmatickou membranou se u téchto oocytti uz nevyskytuji. V GV oocytech in vivo jsou
mitochondrie na rozdil od in vitro GV oocytl rozptylené po celé cytoplazmé, avsak na periferii
cytoplazmy je jejich vyskyt hojnéjsi. Lokalizace v prvnim polovém télisku je totozna (Sun et al.
2001b).
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3.2.2.3 Vyvojova kompetence oocytil

Krom¢é mitochondrii dochazi také k presunu dalSich organel, proteinovych komplext
a mRNA do specifickych oblasti kolem mikrotubul. Tento proces je nezbytny pro spravnou
morfologii a fungovani bunky a pravdépodobné k nému dochazi diky molekuldm patficim
do rodiny kinezini. Jednou z takovych latek je molekula Staufen cilena na RNA (Brevini et al.
2007).

Mnoho oocytl dozralych v in vitro podminkach mtze mit nedostatek nékterych prozatim
neznamych cytoplazmatickych faktori a mohou byt tudiz vyvojové nekompetentni.
Tyto podminky mohou zptisobit netiplnou migraci mitochondrii a tim ovlivnit cytoplazmatické
zrani. To muZe byt vylepSeno doddnim urcitého poctu kumulérnich bunék ¢i piidavkem
folikularni tekutiny ¢i rtznych latek do kultivaéniho média. Takovymi latkami mohou byt
gonadotropiny, epidermalni rastovy faktor, cystein, cysteamin ¢i glutamin. Intracelularni
hladina glutationu (GSH) a schopnost cytoplazmy dekondenzovat jadro spermie ¢i samdéi
prvojadro jsou znaky charakterizujici miru cytoplazmatického zrani. Pfidavek gonadotropint,
epidermalniho ristového faktoru, cysteinu, cysteaminu ¢i glutaminu muze zpusobit zvySeni
koncentrace GSH ¢i miry vytvofeni saméiho prvojadra. Komunikace kumularnich bunék
a 0ocytu pies mezerové spoje je dalezita pro regulaci koncentrace cytoplazmatickych faktort
zodpovédnych za cytoplazmatické zrani. Pokud je tato komunikace zastavena, dochazi
ke snizeni hladiny GSH (Sun & Nagai 2003).

Inhibice sekrece LH nebo inaktivace jeho receptori vede k zabranéni oocytu dozrat
a ovulovat. V oocytech se nenachazeji zadné LH receptory, je tudiZ pravdépodobné, Ze zrani
oocytu probiha diky signalim vychazejicich z obklopujicich folikularnich bunék. Folikuly
reaguji na narist LH zménou produkce steroidi granuléznimi buiikami z estrogenti
na progesteron a produkci hyaluronanu kumularnimi bunkami. To mé za nasledek zvétSeni
kumuldrnich bunék a navozeni jejich schopnosti sekrece hlenovité extraceluldrni matrix.
Tento jev je oznaovan jako expanze kumulu nebo mucifikace (Van Den Hurk & Zhao 2004).

V porovnani vyvojové schopnosti prasecich oocytl zralych a oplozenych v podminkach
in vivo jsou tyto znaky oocytil zin Vitro experimenti vyrazné niz$i. Neadekvatni in vitro
cytoplazmatické zrani zhorSuje embryonalni vyvoj (Sun et al. 2001b).

3.3 Kyvalita oocytt

Jednim z klicovych faktorti ovliviiyjicich embryondlni vyvoj je kvalita oocytd. Jeji
podstata je vSak ne zcela pochopend a zahrnuje mnoho aspektii (Brevini et al. 2007).

Kvalita oocytl ovliviiuje pieziti raného embrya, zapoceti a udrzeni biezosti, fetalni vyvoj
a také nemocnost v dospélosti. Kvalita a vyvojova kompetence oocytil jsou ziskavany jiz béhem
folikulogeneze, kdy oocyt roste, a béhem obdobi meiotického zrani. Technologie asistované
reprodukce zahrnujici hyperstimulaci vajecniki ¢i odbér nezralych oocytli nasledovany zranim
Vv in vitro podminkach inhibuji tento proces a oocyty maji tudiz snizenou kvalitu (Krisher 2004).

3.3.1 Vnitini vlivy

V in vivo podminkéach je v kazdém cyklu pouze mala ¢ast kompetentnich oocytti schopna
pokracovat v meioze. U prasat piezije az do ovulace asi 14 — 20 rostoucich folikult. Bylo vsak
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prokazano, ze tato populace folikuli je jak morfologicky, tak biochemicky heterogenni,
a ze i folikuly podobné velikosti mohou vykazovat zna¢né rozdily v po¢tu granuldznich bunék,
hlading steroidnich hormoni ve folikularni tekutiné a poc¢tu LH receptort. Tato asynchronnost
pretrvava od doby recruitmentu folikuld az do obdobi po ovulaci. U oocyti, které jsou ve fazi
mezi preovulacni LH vlnou a ovulaci, se objevuji rozdily v odpovédi na luteinizaci folikulu
a v meiotickém zrani. V pokusech méla turoven vyvinu folikuld ptidanych v invitro
podminkach do kultiva¢niho média s prasecimi oocyty zasadni vliv na jejich cytoplazmatické
zrani. VEtSi a vice zralé folikuly zvySovaly kvalitu oocytt, a to bylo prokazano vétsi mirou
penetrace oocytu spermii a utvoreni sam¢iho prvojadra. Tento poznatek doklada zasadni vliv
folikulu na zrani oocytli a ma tudiz vyuziti pii zlepSeni podminek meiotického zrani in vitro
Mnohé studie také potvrdily, Ze mezi dusledky spravného preovulaéniho vyvoje prasecich
oocytd patii normalni embryonalni vyvoj a vysoka mira pieziti embryi. Urovei zrani oocytd
v obdobi tésné pied ovulaci je spojena s jejich vyvojem V rané zygoty. Pozdéji ovulované
oocyty se v in utero podminkach vyvijeji ve velmi mala embrya a jsou nachylInéjsi ke zménam
délozniho prostiedi. To ukazuje, ze u prasnic priubéh folikulogeneze spoleéné s kvalitou oocytu
Castecné tidi naslednou embryogenezi (Hunter 2000).

Dalsim aspektem ovlivitujicim kvalitu oocytu je meioticka kompetence, definovana jako
schopnost pokraovat v meidze a dokoncit ji. Meioticka kompetence se s rostouci velikosti
folikulu zvysuje, zatimco pfimo nekoreluje s primérem oocytu. Na téchto dvou faktorech
je v8ak zavisla. U vSech druhti hospodatskych zvitat je schopnost oocytii pokracovat v meidze
dosaZena v dobé, kdy je dokonéen rust oocytu neboli kdyz pramér folikulu dosahuje 9 — 13 %
ovula¢niho praméru — faze, ve které oocyty dosahuji velikostniho maxima. U skotu maji oocyty
ve folikulech vétsich nez 6 mm piiblizné 2x vétsi vyvojovy potencidl nez oocyty vV mensich
antralnich folikulech a nez oocyty dosahujici plné meiotické a vyvojové kompetence o praméru
115 a 120 um. U monoovularnich druht vyrazné svou velikost zvétSuji pouze jeden nebo dva
folikuly a v posledni rastové fazi dochazi k jejich selekci a dominanci. To vede ke zvySeni
poméru estrogend:androgent dominantnich folikulii. Nicméné velikost dominantniho folikulu
neovliviiuje velikost ostatnich folikull v kohorté s ohledem na jejich miru oplozeni a nasledny
embryonalni vyvoj (Gilchrist et al. 1995; VVan Den Hurk et al. 2004).

Prase¢i oocyty v porovnani s oocyty jinych sav¢ich druhti obsahuji vysokou hladinu
lipidii, které se v oocytu vyskytuji v podob¢ malych tukovych kapének v cytoplazmég. Tukové
kapénky obsahuji smés nékolika typl lipidi a jsou ohranicené jednou vrstvou fosfolipida
rizného slozeni. Tyto lipidy jsou stavebni sloZkou membrany oocytu a také slouzi jako zdroj
energie nutny pro normdlni vyvoj budouciho vajicka. ZvySena hladina lipidi mimoto také
ovliviiuje kvalitu embryi a in vitro manipulaci s nimi, s ohledem na jejich fazi embryonalniho
vyvoje. Zatimco zygoty a moruly jsou pfti kryokonzervaci k chladu intolerantni, blastocysty
jsou diky lipidim odolné&;jsi. Je tudiz jisté, ze lipidy jsou zodpovédné za vétSinou negativni
zmény odolnosti oocytli a embryi vici riznym biotechnologickym manipulacim, jako je jejich
kryokonzervace, mikrochirurgické déleni, rozpoznani pohlavi, genovy transfer ¢i klonovani
(Schreuerer Gajda 2009).
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3.3.2 Vnéjsi vlivy

Vlivy vnéjsiho prostiedi, jako je naptiklad okolni teplota nebo ro¢ni obdobi, a stejné tak
veék zvifete ¢i vyziva mohou ovlivitovat kvalitu folikulti a oocyt a nasledné i zivotnost embryi
(viz Obrazek 5) (Hunter 2000).

Samice prasete domaciho obvykle plodi potomky dvakrat za rok bez ohledu na obdobi
roku. Béhem pozdniho Iéta a na zacatku podzimu je ale v mnoha zemich u prasnic pozorovana
nizsi plodnost. Tento jev se oznacuje jako sezénni neplodnost a jeho typickym projevem
je zvySena mira potratii v rané fazi biezosti. Mechanismy, které toto zpusobuji, jsou velmi
komplikované a nejsou zcela pochopené. Jistou roli hraje ve snizeni plodnosti prasnic vyvoj
folikulti a hladina ovaridlniho progesteronu a bylo potvrzeno, Ze vyvojova kompetence oocytu
je béhem obdobi sezénni neplodnosti snizend. Oocyty vyjmuté v 1ét€¢ z velkych folikull
(5-8mm v priméru) mély ve srovnani s oocyty vyjmutymi vzim¢ zmalych folikuli
(3 — 4 mm v priméru) znaéné snizenou kapacitu pro vyvin v blastocysty. Je tudiz prokazatelné,
ze rozdily ve velikosti oocytll a v rocnim obdobi, ve kterém se oocyty vyvijeji, souviseji
se zm&nami ve slozeni folikularni tekutiny, ktera podporuje ziskani vyvojové kompetence
oocytu (Bertoldo et al. 2013).

Jednim z nasledkd klimatickych zmén je zvySeni prumérné teploty ovzdusi v mnoha
oblastech svéta. Studie zabyvajici se faktory spojenymi se sezénni neplodnosti Vv tropickych
a subtropickych regionech odhalily, Ze embryonalni vyvoj je citlivy na kratkodoba zvysSeni
télesné teploty vznikajici nartistem teploty ovzdusi. U skotu byl potvrzen negativni vliv zvySené
teploty béhem jevu El Nifio na pocet, proporce a kvalitu embryi. Teplotni stres ovliviiuje mnoho
sloZzek rozmnozovani, jako jsou hladiny gonadotropinti, folikulédrni rist, syntéza steroidnich
hormonti a embryonalni vyvoj (Ashworth et al. 2009).

Dalsim dilezitym faktorem ovliviiujicim Kkvalitu oocyti a potazmo vyvoj embryi
je vyziva. Obzvlasté u prasnic a skotu ma vyziva matky pied zapusténim a pocetim na biezost
a preziti embrya vé€tSi vliv nez vyziva po spafeni. Prasni¢ky, které byly krmeny béhem
estralniho cyklu pred parenim 2,8X vétSim objemem krmné davky nez ostatni samice, mély
vy$8i procento prezivSich embryi a jejich blastocysty byly vétsi a pii pozorovani v in vitro
podminkach mély zvySenou metabolickou a sekre¢ni aktivitu. U potomkti téchto samic také
byla nizs§i variabilita v jejich vyvinu, porodni vaze a zivotaschopnosti. Pfestoze piesné
mechanismy téchto U¢inkd nejsou zndmé, bylo potvrzeno, ze prasnice, které byly béhem
4. tydne laktace krmeny dle jejich libosti, mély vétsi folikuly, vEtsi poéet oocytl dosahujicich
MII faze a vy$$i miru embryonalniho pieziti nez samice, které ve stejném obdobi konzumovaly
pouze 50 % krmné davky. Folikuldrni tekutina adlibitn€ krmenych samic 1épe podpofila zrani
oocytu. Je tudiz jisté, Ze pozitivni vliv vyZivy na zrani oocytu a jeho kvalitu je zakladnim kli¢em
pro embryonalni pieziti a fetalni rast (Hunter 2000).

Vliv vyzivy na kvalitu oocytli za¢ina v dobé, kdy jsou vybrané primordialni folikuly
piedureny Kk rastu. Nedostatetna vyziva vtomto obdobi zpusobuje snizeni poctu
rekrutovanych folikuld, a tudiZ 1 pocet ovulace schopnych oocytil. Relativné kratkodobé zmény
v mnozstvi ¢i slozeni stravy prasnic v klicovych stadiich v procesu reprodukce poskytuji
prostiedky pro zlepSeni reprodukéni schopnosti pii minimalizovani vlivu prostfedi. Je vhodné
pouzivat doplniky stravy vyrobené na miru K pouziti v konkrétnich fazich reprodukéniho cyklu,
¢imz dojde ke zlepSeni reprodukéni schopnosti jak u generace zvitat konzumujicich toto krmivo
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diky zlepSeni kvality jejich gamet a vyvojové kompetence, tak u jejich potomki zlepSenim
vyvoje jejich fetalnich gonad (Ashworth et al. 2009).

VEk zvifete

Plemeno/genotyp

Frostredi

Obrazek 5: Vnéjsi faktory ovlivitujict kvalitu folikulu a oocytu a intrafolikuldrni komunikace oviiviwjici kvalitu
00CYtu (oznacen zelené). Nejkratsi Sipka znaci kumularni buniky, stredné dlouha Sipka folikularni tekutinu (oznacena cervené)
a nejdelsi Sipka granulézni buiiky. Upraveno podle: Hunter (2000)

3.4 Ovulace oocytu

3.4.1 Preovulacni expanze kumularniho obalu

Preovula¢ni narGst gonadotropinit podnécuje produkci hyaluronové kyseliny
kumulérnimi bunikami, ktera se vaze na kumularni bunky, zvétSuje jejich mezibunécné prostory
a vytvafi mucinézni matrix. Expanze kumulu u mysi ¢i potkant probiha po GVBD,
kdeZto u prasnic GVBD piedchazi. V in vitro podminkach je expanze u mysi stimulovana FSH,
kdeZto u prasnic Ize pouzit FSH i LH, které zvysuji hladinu CAMP nutnou pro expanzi kumulu
(Prochézka et al. 1991).

Expanze kumulu je zalozend na syntéze glykosaminoglykanu bohatého na kyselinu
hyaluronovou do extracelularniho prostoru, kde piisobi jako strukturalni slozka expandovaného
kumulu a jako signalni molekula regulujici meiotické zrani oocyti. Kyselina hyaluronova
je nejhojn&ji zastoupenym proteoglykanem extracelularni matrix expandovaného kumulu.
Dalsimi strukturalnimi latkami podilejicimi se na expanzi kumulu jsou naptiklad chondroitin
sulfat, keratan sulfat ¢i heparan sulfat (Nevoral et al. 2015).

Narlst gonadotropinii a potazmo expanze kumulu jsou pro ovulaci dulezité,
protoze inhibice syntézy kyseliny hyaluronové nebo jeji vazby na kumularni bunky
V podminkach in vivo vyrazné snizuje miru ovulace. Vyjmutim oocytu z kumularniho obalu
dochdzi u mysi kvili nepfitomnosti FSH k zabranéni syntézy kyseliny hyaluronové
kumularnimi buiikami, avSak spolecnd kultivace kumulll stimulovanych FSH s vyjmutymi
oocyty umoziuje expanzi kumuld. PIné dorostlé oocyty produkuji faktor umoznujici expanzi
kumulu (cumulus expansion-enabling factor — CEEF), diky kterému jsou mysi granul6zni
buniky schopné reagovat na FSH produkei kyseliny hyaluronové. CEEF produkovanymi
prase¢imi oocyty neni nezbytnou latkou pro zahajeni expanze. Presto se ukazalo,
ze po kultivaci téchto oocyti s piidavkem mysich FSH stimulovanych kumult doslo k expanzi
kumulu. Expanze kumulu po vyjmuti praseciho oocytu zjeho COC nenastala. CEEF
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produkovany prase¢imi oocyty je nezbytny pro zahajeni urcitych funkci, ale syntéza kyseliny
hyaluronové mezi né nepatii (Eppig 2001).

3.4.2 Ovulace oocytu

U prasnice k ovulaci dochazi v obdobi estru a je vyvolana zvySenou sekreci LH. Hladina
LH stoupa az na 4 — 5 ng/ml a ovulace prichazi pfiblizné¢ 40 — 48 hodin po tomto vzestupu.
U hormonaln¢ stimulovanych samic za u¢elem simulace endogenniho nartistu gonadotropinti
nastava ovulace 40 — 42 hodin po injekci LH podané tésné po zacatku estru. Mezi jednotlivymi
plemeny a chovnymi liniemi se mohou objevovat drobné rozdily v reakci na hormonalni
stimulaci. Pfi nespravné detekci fije za nepfitomnosti prubife muze dojit ke zdanlivé
rychlej§imu nastupu ovulace po zacatku estru. Meiotické udalosti v diakinezi, metafaze I
avyd€leni prvniho poélového téliska se vSak fidi pfesnym ¢asovym rozvrhem a jsou
nasledovany zac¢atkem estru, neni tudiz mozné, aby byly urychleny (Hunter 1977).

LH spousti biochemickou kaskadu vedouci k prasknuti preovulaénich folikulii, vypuzeni
oocytu a vytvoreni Zlutého téliska. V procesu ovulace jsou zahrnuty lokalné ptisobici steroidy,
prostaglandiny a peptidy. Ovulace u prasnice trva v rozmezi 1,8 az 4,6 h a za¢ina v priméru
35 + 8 h po zacatku estru (Kanitz et al. 2001).

Aby mohlo dojit k vypuzeni oocytu, musi dojit k roztrzeni husté kolagenni thekalni tkané
folikulu a pfilehlé tunica albuginea na povrchu vajeéniku. Tento jev je zpusoben naruSenim
kolagenovych vlaken folikularni stény (Espay & Rondell, 1968).

Pied ovulaci spousti LH vIna kaskadu proteolytickych enzymii, mezi néz patii aktivator
plazminogenu (PA - plasminogen activator), plazmin a matrixové metaloproteinazy
(MMPs — matrix metalloproteinases). Tyto enzymy zpusobuji degradaci folikularni matrix
arozklad sit¢ kolagenovych vlaken, které dodavaji folikularni sténé pruznost. Inhibice
nékterého z téchto enzymi vede ke snizeni miry ovulaci. ZvySena ovarialni proteolyticka
aktivita spojena s ovulaci je fizena lokalné syntetizovanymi inhibitory. Mezi né patii inhibitor
aktivatoru plazminogenu 1 (PAI-1) a inhibitor matrixovych metaloproteinaz 1 (TIMP-1).
ZvySena syntéza téchto inhibitorti v thekalnich bunikach zajistuje vyvoj rostoucich folikult
a chrani je proti ucinku proteolytickych enzymi produkovanych ovulujicimi folikuly (Tsafriri
& Reich 2009).

Pti ovulaci dochazi k vypuzeni pomérné velkého mnozstvi folikularni tekutiny, jejiz cast
je spolu s COC transportovana do vejcovodu. Na zakladé méfeni obsahu progesteronu
Vv tekutiné¢ vejcovodu bylo zjisténo, Ze po ovulaci ve vejcovodu zlstava méné nez 1 %
folikularni tekutiny. Uloha folikulérni tekutiny béhem oplozeni ale nebyla objasnéna (Briissow
et al. 1999).

Po ovulaci dochazi k rychlému transportu oocyti z fasnaté Casti nalevky vejcovodu
do mista oplozeni v ampulo-isthmickém spoji, coz je z velké ¢asti umoznéno peristaltickymi
vinami vejcovodu v dané oblasti. U prasnice do tohoto mista doputuji oocyty obklopené
kumularnimi butikami pfiblizné 30 — 45 minut po zacatku ovulace (Hunter 1977).

U nékterych druhti hospodatskych zvifat, jako je ovce ¢i skot, kumulus 3 — 6 hodin
po ovulaci mizi, tudiz béhem oplozeni neni pfitomny. Nicméné biochemické reakce,
které kumularni buiiky spousti v tésné blizkosti oocytu, mohou pomoci vytvaiet specifické
prostfedi kolem oocytu, které je vhodné pro oplozeni v podminkach in vivo. Mezi funkce
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kumulu béhem ovulace a tésn¢ po ni pravdépodobné patii iniciace vypuzeni oocytu, zachyceni
oocytu fasinkovymi epitelidlnimi bunkami nalevky vejcovodu a zajisténi jeho transportu
do mista oplozeni (Tanghe et al. 2002).

3.5 Oplozeni oocytii

Folikularni tekutina ma pravdépodobné i béhem oplozeni jistou roli, jelikoz se tésné
po ovulaci, kdy se oocyt premistuje do ampule vejcovodu, méni pH oviduktalni tekutiny
na mirn¢ zasaditou (Briissow et al. 1999)

Mezi mozZné ulohy kumulu pfi oplozeni patii zabranéni zmén oocytu, které jsou nevhodné
pro nasledné oplozeni — naptiklad tvrdnuti ZP zpisobené predc¢asnou exocytézou kortikalnich
granuli, dale vytvofeni prostiedi, které podporuje kapacitaci spermii, akrozomalni reakci
a proniknuti spermie do oocytu, a zvySeni mnozstvi oplozeni schopnych spermii kolem oocytu
(Tanghe et al. 2002).

Sav¢i kortikalni granula jsou vacky specifické pro oocyty, které vytvari vrstvu
vV podkorové oblasti pln€¢ dorostlych oocyti a plni diilezité¢ funkce béhem oplozeni, mezi néz
mimo jiné patii zabranéni polyspermie. Spravné fungovéni kortikdlnich granuli je casto
povazovano za znak cytoplazmatického zrani oocytu (Miao et al. 2018).

Meioticky zraly oocyt, ktery ma vydélené prvni polové télisko a vstupuje do MII bloku,
¢eka na oplozeni spermii. K oplozeni obvykle dochazi, kdyz je oocyt meioticky zraly a zahajeni
procest spojenych s oplozenim je spusténo V momenté, kdy spermie splyne s plazmatickou
membranou o0ocytu. Nasledna aktivace zralého oocytu je charakterizovana exocytdozou
kortikalnich granul, vystupem z MIl bloku a vydélenim druhého podlového téliska,
nasledovanym vytvoienim prvojader. Piestoze jsou zrani oocytu a jeho aktivace spustény
jinymi stimuly, existuje fada dikazu, ze jsou oba tyto procesy regulovany hladinou volnych
intracelularnich vapnikovych iontt. U prase¢ich oocytl spermie spousti sérii kolisani hladiny
vapnikovych iontl ¢i repetitivni viny jejich uvoliiovani, které se opakuji po né€kolik hodin.
Studie zabyvajici se partenogenetickou aktivaci oocytt ukazaly, Ze narGist hladiny Ca®*
je dostadujicim spoustééem raného embryondlniho vyvoje. Injekci Ca?* piimo do oocytd
¢i pfidanim ionofort vapniku vede K spusténi exocytézy kortikalnich granuli, dokonceni
meidzy a dosazeni urcitého stupné vyvoje (Homa et al. 1993).

U prasnice je aktivace oocytu indukovana priinikem spermie, ktery vyvolava sérii narastt
Ca?* trvajici asi 3 hodiny. P¥i pokusech v in vitro podminkach byl injekci extraktu spermii
vyvoldn okamzity nariist Ca** nasledovany jeho kratkymi vinami (Sun & Nagai 2003).

Uvolnéni vapnikovych iontl z intracelularnich zasob oocytu zavisi na signalni kaskade
fosfatidylinositolu. Oplozujici spermie dodava faktor oznaCovany SOAF (sperm-borne
oocyte-activating factor) nutny pro zahajeni uvolnéni intracelularniho vapniku. Pfi tomto
procesu je pomoci fosfolipazy C (PLC — phospholipase C) stépen fosfatidylinositol
4,5-bisfosfat (PIP2) na inositol 1,4,5-trisfosfat (IP3) a diacylglycerol (DAG). IP3 potom spousti
uvolnéni vapnikovych iontl z endoplazmatického retikula (ER) pomoci navdzani na IP3
receptory lokalizované na membrané ER (Aarabi et al. 2014).

Transport samic¢ich a samcich gamet vejcovodem V opacnych smérech je Castecné
zprostiedkovan diky pohybu cilii vejcovodu a peristaltickych stahti hladkého svalstva ampule
a isthmu vejcovodu (Hunter 1977).
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Aby mohlo dojit k oplozeni oocytu, musi se kapacitované spermie dostat skrz
extracelularni matrix k COC. Napftiklad kiec¢i spermie rozrusuji makromolekularni strukturu
matrix COC. Lidské ¢i mysi spermie vykazuji hyaluronidazovou aktivitu spermiového proteinu
PH-20 na plazmatické membran¢ spermie. V in vitro podminkach mize byt obal z kumularnich
bun¢k odstranén napiiklad mechanickym odpipetovanim ¢i pouzitim enzymu hyaluronidazy.
Tato metoda vSak u skotu a prasnic vede ke snizené mife oplozeni. Kumularni buiky v in vivo
prostiedi jsou schopné zvysit pocet oplozenischopnych spermii kolem oocytu diky navadéni
hyperaktivovanych spermii k jeho povrchu procesem zvanym chemotaxe (Tanghe et al. 2002).

Rozpoznavani praseCich gamet a jejich splynuti zahrnuje rozpoznavaci molekuly
na spermii a vaji¢ku. Proteiny spermie interaguji S proteiny zony pellucidy oocytii, coz ma
zanasledek akrozomalni reakci a penetraci oocytu spermii. Protein zodpovédny
za primarni rozpoznani a navazani spermie je ZP3. U prasnice je protein ZP1 schopen
se navazat na proakrozin a protein spermie o molarni hmotnosti 44 kDa. ZP1
je proto oznacovan jako sekundarni receptor pro navazani spermie na oocyt. Proakrozin
je protein 0 molarni hmotnosti 53 kDa a diky jeho afinité ke glykoproteinim zony pellucidy
hraje klicovou roli v poc¢atecnich stadiich interakce oocytu a spermie. Jeho dalsi funkci je
udrzeni navazané spermie na oocytu béhem akrozomalni reakce. DalSimi proteiny zapojenymi
V procesu navazani spermie na oocyt jsou naptiklad zonaadheziny ¢i spermadheziny, mezi néz
patii AQN-1, AQN-3, AWN1 a AWN?2. Spermadhezin AWNL1 se vaze na oligosacharidy zony
pellucidy prasecéich oocyti (Sun & Nagai 2003).

U prasnhice je proces splynuti gamet zavisly na utvofeni mikrofilament v oocytu,
ktera zptisobi spojeni plazmatické membrany spermie a oolemy oocytu. Pouzitim cytochalazinu
B dochazi k rozruSeni aktinovych mikrofilament a k naslednému zabranéni oplozeni. Pouziti
tohoto disruptoru také zpusobuje zabranéni defosforylace MAP kinazy a praniku spermie
do oocytu. Oocyty oSetiené cytochalazinem B mimo jiné vykazuji snizenou miru utvareni
prvojader (Sun et al 2001c).

Normalni oplozeni zahrnuje proniknuti jediné spermie do cytoplazmy oocytu a fuzi
oocytu se spermii, ktera vyvolava sérii udalosti vedoucich k aktivaci oocytu. Usp&sné oplozeni
vede k vydéleni druhého polového téliska, vytvoreni sam¢iho a sami¢iho prvojadra, jejich
migraci asplynuti vjedno prvojadro a K prvnimu mitotickému dé¢leni. Blok zamezujici
proniknuti dal$ich spermii se nachazi ve vnitini ¢asti ZP a je vytvofen kratce po aktivaci oocytu.
To v8ak nezabranuje proniknuti spermii do vnéj$i ¢asti ZP jiz oplozenych oocytd (Hunter 1977).

K abnormélnimu oplozeni dochazi, pokud jsou mikrotubuly dé&lictho vfeténka
neuspotadané, coz byva zplisobeno postovula¢nim starnutim oocytu. Disledkem starnuti mize
byt zadrzeni druhého polového téliska, jehoz divodem je nejspiSe naruSeni orientace
mikrotubult déliciho vieténka (Hunter 1977).

Aby mohlo dojit k vydéleni druhého polového téliska do perivitelinniho prostoru, sméfuje
délici vieténko béhem metafaze II kolmo k povrchu oocytu. Natoceni déliciho vieténka
jetizeno stahy mikrotubulli vieténka a muize byt inhibovano ucinkem cytochalasini.
Pfi vystaveni oocytu cytochalasinim miiZze také namisto vydéleni druhého polového téliska
dojit k vytvoreni druhého sami¢iho prvojadra (Sun & Schatten 2006).

Nespravné usporadani mikrotubulti déliciho vieténka nasledné vede k chromozomovym
anomaliim, vzniku triploidie, fragmentaci cytoplazmy ¢i degeneraci organel. Kvili témto
abnormalitam je oocyt predurCen k rané embryonalni smrti. Abnormalni oplozeni také
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nasleduje po pruniku vice spermii do oocytu, coz muze byt ¢astecné zpisobeno i neefektivni
regulaci poctu spermii isthmem (Hunter 1977).

Béhem oplozeni homogenni rozmisténi mitochondrii v cytoplazmé oocytu mizi
a mitochondrie migruji do oblasti kolem jadra. Shlukovani mitochondrii Vv okoli jadra
poukazuje na moznost zvySené potieby ATP a volnych vapnikovych iontli béhem tvorby
a syngamie prvojader (Sun et al. 2001b).

3.6 Starnuti oocyti

U savcu jsou Cerstvé ovulované oocyty zadrzeny ve druhém meiotickém bloku a maji
vydélené prvni polové télisko. Pokud brzy po ovulaci nedojde k oplozeni, neoplozené oocyty
zUstavaji ve vejcovodu ¢i podminkach in vitro a dochazi ke zhorseni jejich kvality a vyvojového
potencialu procesem zvanym postovulac¢ni starnuti oocytt. K oplozeni by mélo u prasnice dojit
idealn¢ do 10 hodin po ovulaci (Takahashi et al. 2013).

Manipulace s timto pfirozenym ¢asovym limitem se zejména u druht, u nichz lidé mohou
fidit pocet ovulaci nebo genetické slozeni potomstva, objevuji ¢im dal Castéji. Vysledkem
takovychto zasahti pak byva oplozovani starnoucich oocyti (Fissore et al. 2002).

Postovulaéni starnuti oocytu zpusobuje podobné chyby funkce oocytti a embryonalniho
vyvoje jako starnuti vajecnika zptisobené rostoucim vékem samice (Takahashi et al. 2013).

Postovula¢ni  starnuti je doprovazeno rlznymi molekularnimi, bunéénymi
a biochemickymi zménami. Mezi nasledky starnuti oocytd patii naptiklad snizena mira
oplozeni a tvorby blastocyst, polyspermie, digynie (stav, pifi kterém dojde k oplozeni
diploidniho oocytu haploidni spermii, jehoz nasledkem je triploidni zygota), partenogeneze,
chromozomalni anomalie, apoptéza, zvySend citlivost vi¢i aktivaCnim stimulim, zacatek
anafaze II, ¢asteéna exocytoza kortikalnich granuli, zména struktury a ztvrdnuti zony pellucidy
(zona pellucida hardening), snizeni aktivity MPF a MAP kinazy, epigenetické zmény
a abnormalni ¢i postizeny vyvoj embryi ¢i plodi. Mezi morfologické zmény ve starnoucim
oocytu patii zvétSeni perivitelinniho prostoru a degenerace prvniho polového téliska (Miao
et al. 2009).

Jednim znegativnich dusledki postovulacniho starnuti oocyti je navozeni
partenogenetické aktivace. Béhem ni dochdzi k vystupu neoplozeného oocytu z druhého
meiotického bloku, vydéleni druhého polového téliska a naslednému vzniku prvojadra. DalSim
dusledkem starnuti oocytit muze byt abortivni spontanni aktivace oocytu (SEA — spontanious
egg activation). Chromozomy jsou ve spontanné aktivovaném oocytu roztrouSené v jeho
cytoplazmé. Takové oocyty jsou zastaveny v meiotickém bloku ptipominajici metafazi dalsiho
neboli tfetiho meiotického zrani. Brzy po ovulaci, kdy se za¢ina vyd¢lovat druhé polové télisko,
se zacne presouvat velké mnozstvi cytoplazmy do oblasti v okoli druhého polového téliska,
ale Gplné dokonceni jeho vydé€leni nikdy nenastava (Prasad et al. 2015).

Kortikalni granula se v starnoucich oocytech pfesouvaji ze subkortikdlni oblasti, ¢imZz
dochazi k naruseni cytoplazmatického zrani oocyt. DalSim nasledkem starnuti je pred¢asna
exocytoza ovastacinu, slozky obsazené v kortikalnich granulach zodpovédné za §tépeni ZP2
po oplozeni. PredCasné uvolnéni ovastacinu z kortikalnich granul do extracelularniho prostoru
zpusobuje zanik mist pro navazani spermie na zonu pellucidu neoplodnéného oocytu. Tento jev
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byl prokazan navazanim mensiho poctu spermii na zonu pellucidu starnoucich oocyti a vede
ke sniZeni oplozenischopnosti (Miao et al. 2018).

Dalsim osudem oocytt, které nebyly oplozeny ve vhodnou dobu, mtize byt bunécné smrt,
neboli apoptéza. Apoptdza je proces bunétné selekce vyskytujici se u vSech organismu,
ktery umoziuje eliminaci poruSenych bunék. Chyby zptsobené starnutim oocytd jsou jednou
z nejcastéjsich pficin apoptozy oocytt po ovulaci (Fissore et al. 2002).

Jednim z mechanismi, kterym b&hem starnuti oocytd dochazi ke snizeni jejich kvality
a nasledné apoptoze, je naruSeni struktury organel, véetné chybného utvoteni déliciho vieténka
a polymerizace aktinu a naruseni celistvosti mitochondrii (viz Obrazek 6). Aktinova filamenta
jsou nezbytnou soucasti cytoskeletu zodpoveédnou za intracelularni transport, utvaieni déliciho
vieténka a pribéh meidzy. Polymerizace a distribuce aktinu v oocytu muze byt dilezitym
mechanismem, jehoz zména vede ke snizeni kvality oocytti. Mitochondrie jsou jako primarni
zdroj ATP dulezitou soucasti normalniho vyvoje oocyti a ranych embryi. Integrita
mitochondrii je oxidativnim stresem zna¢né snizend, coZ potvrzuje negativni vliv starnuti
na funk¢nost mitochondrii (Miao et al. 2018).

Vzhledem k vycerpani zasob energie oocytu dochazi k produkci reaktivnich kyslikovych
sloucenin a nasledné apoptdze. Pii ni se oocyt smrst'uje, jeho membrana se zacina rozpoustet
a cytoplazma je fragmentovana, vytvari granula a degeneruje (Prasad et al. 2015).

Dalsi chybou vedouci K apoptdze je sniZzeni exprese antiapoptotického faktoru Bcl2
a zvySeni aktivity kaspaz. | v pfipad¢, ze prub&h navazani spermie na zonu pellucidu a splynuti
soolemou neni narusen, normalni aktivace starnouciho oocytu a zahajeni embryonalniho
vyvoje mohou byt ohrozeny. Béhem oplozeni spermie produkuji inositol 1,4,5-trifosfat (IPs3),
ktery se vaze na IP3 receptory umisténé na endoplazmatickém retikulu oocytu. Navazani 1P3
na receptory vyvolava viny Ca?*. U starnoucich oocyti viak dochazi k poklesu funkénosti IP3
receptori a naslednému vycerpani zasob Ca?* v endoplazmatickém retikulu. V disledku
naru$eni homeostazy vapniku vykazuji starnouci oocyty pii oplozeni abnormalni viny Ca?",
jejichz frekvence je vyrazné vyssi a amplituda nizs$i nez u oplozenych oocyti, u kterych jesté
nedoslo k negativnim zméndm spojenych s postovulacnim starnutim. Tyto abnormalni vykyvy
hladiny vapnikovych iontt jsou dalsi pfi¢inou apoptdzy starnoucich oplozenych oocyta (Lord
& Aitken 2013).

Tyto zmény spoleéné s nepiiznivymi U¢inky reaktivnich oxidativnich slouéenin
a metabolit starnoucich oocyttt mohou kromé apoptotického rozpadu nebo partenogenetické
aktivace vést k neregulovaném rozkladu a naslednému zaniku oocytu procesem zvanym lyza
oocyti (Petrova et al. 2004).

Mezi hlavni vlastnosti lytického oocytu patii natrZzeni plazmatické membrany a ztrata
celistvosti oocytu samotného. Jednou z latek zabranujici lyze oocytu je p38 MAP kinaza,
kterd hraje roli pfi meiotickém zrani prasecich oocyti. Pokud je p38 MAP kindza
fosforylovana, dochazi k jeji aktivaci. Po znovuobnoveni meiotické aktivity je p38 MAP kinaza
aktivovana az do MII bloku. Inhibici p38 MAP kinazy je zastaven bunéény cyklus oocytu.
Pouziti inhibitoru p38 MAP kinazy o koncentraci niz$i nez 5 pm nema na starnuti 0ocytu zadny
vliv, av§ak pokud mnozstvi pouZitého inhibitoru p38 MAP kinazy presdhne 5 um, dochéazi
k lytickému rozpadu oocytu (Petrova et al. 2009).

Zhorseni kvality oocytl zplisobené postovulacnim starnutim muze siln€ ovlivnit vysledek
in vivo i in vitro oplozeni, jelikoz oocyt poskytuje faktory, kterymi jsou fizeny rané udalosti
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embryogeneze, remodelace genomu a opravy poskozené DNA u samic¢iho i sam¢iho prvojadra.
Vyskyt starnuti oocytli bohuzel neni neobvykly. U vétSiny savéich druhli se pafeni objevuje
pouze v dob¢ ovulace, kterd je urCena estralnim chovanim. To ma za nasledek urcitou
synchronizaci uvolnéni oocyti a dopraveni spermii do reprodukcniho traktu samice.
U nekterych zivocisnych druhti vSak vizudlni pfiznaky ovulace chybi, a nemuze tudiz byt
zajiSténa synchronizace pafeni s ovulaci a oocyty nasledné starnou. Postovulacni starnuti
znaéné ovliviiuje plodnost, nicméné molekularni mechanismy fidici tento proces nejsou dobie
objasnéné. Neni jisté, zdali jedna udélost spousti kaskadu dalSich faktorti, nebo zda dochazi
k n¢kolika jednotlivym biochemickym a funkénim zménam, které spoleéné zpisobi starnuti
oocytu (Lord & Aitken 2013).

Kontrola nad starnutim oocytii pii manipulaci se zralymi oocyty by méla ptinést vyhody
pro reprodukéni biotechnologie, jako je napiiklad klonovani pifenosem jader. Mezi takové
vyhody patii napiiklad odbourani omezeni limitu doby potiebné pro manipulaci s oocyty,
coz by umoznilo mit dostatek ¢asu na vylepseni kvality oocytu pro pfijemkyni. Zlepseni kritérii
potiebnych pro fizeni starnuti oocytl by jisté napomohlo vyvoji soucasnych i novych metod
reprodukénich biotechnologii. Jednou z metod umoznujici kultivaci oocytt po delsi dobu
je napiiklad pouziti pfidavku kofeinu. Tato metoda je velice jednoducha, efektivni a pro vyvoj
reprodukénich biotechnologii napomocna, piesto je nutné zvazit veskeré aspekty bezpeénosti
jejiho pouziti (Kikuchi et al. 2002).

Zvysenim koncentrace pyruvatu v kultiva¢nim médiu oocyti dochézi k oddaleni nastupu
starnuti. Pfidavek pyruvatu zajiStuje udrZeni integrity kortikalnich granul, sniZeni citlivosti
oocyti vuéi aktivacnim stimultim, zabranéni poklesu hladiny MPF a GSH spojeného
S procesem starnuti a oddaleni nastupu apoptozy oocytli. Dodanim pyruvatu dochézi k oddaleni
starnuti diky prodlouzené produkci ATP v oocytech a soucasnému udrzovani intracelularniho
redoxniho potencialu (Lord & Aitken 2013).

Dalsimi molekulami schopnymi oocytim poskytovat ochranu pfed starnutim jsou
gasotransmitery. Jednou z takovych molekul je sulfan (H2S), ktery se u prasnic podili béhem
meiotického zrani oocytii na fizeni MAP kinazové aktivity a expanzi kumulu. Snizena produkce
H2S je pravdépodobné jednim z biochemickych markerd starnuti oocytu a inhibice produkce
endogenniho H>S vede k apoptdze oocytu. Hydrogensulfid sodny (NaHS) je exogennim
donorem H»S, ktery mulize pomoci zmirnit mitochondrialni dysfunkce a potlacit signalni
kaskéadu kaspazy-3 a zabranit apoptodze oocytu (Krejcova et al. 2015).

Mezi dalsi gasotransmitery ovliviiujici starnuti oocyti patii oxid dusnaty (NO) a oxid
uhelnaty (CO). Produkce NO probiha diky syntaze oxidu dusnatého (NOS — nitric oxide
synthase), enzymu vyskytujicimu se ve tfech izoformach — endotelialni (eNOS), neuronalni
(nNOS) a indukovatelna (iNOS). Oxid dusnaty slouzi v burikach kardiovaskularniho systému
a nervovych tkanich jako bun&tny pfenaSe¢ a podili se na ochran€ neuronli pred jejich
apoptozou. NOS se vyskytuje ve vSech tiech izoformach i ve vaje¢nicich, kde se ucastni
folikulogeneze, meiotického zrani a ovulace (Nevoral et al. 2013; Nevoral et al. 2016).

Spravny pribéh meiotického zrani je klicovy pro vytvofeni oplozenischopnych
a vyvojové kompetentnich oocytl. Nizké hladiny NO stimuluji meiotické zrani a vysoké
hladiny naopak udrzuji oocyt v meiotickém bloku a zptsobuji jeho vyvojové vady (Némecek
et al. 2017b).
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Ptitomnost NO ve vaje¢nicich je nezbytnd pro rozpad zarodeéného vacku a prechod
z metafaze 1 do metafaze I1. U prasnic ma NO schopnost vyvolat aktivaci oocytu. Relokalizace
izoforem NOS ve starnoucich oocytech spole¢né s pritomnosti NO svéd¢i o jejich schopnosti
oddalit starnuti oocytu. U¢inek inhibice NOS ve starnoucich oocytech pravdépodobné spo&iva
V zabranéni apoptozy a potlaceni 1yzy oocyti (Nevoral et al. 2013; Nevoral et al. 2016).

Sirtuiny jsou deacetylazy, u kterych byla potvrzena schopnost zmirfiovat vliv stresovych
faktord na starnouci bunky a které maji pozitivni vliv na zdvazna onemocnéni, jako je snizeni
vyskytu rakoviny, kardiovaskularnich chorob ¢i smrti nervovych bunék. Sirtuinl (sirtl)
je znamy jako regulator redoxni rovnovahy pii meiotickém zrani oocytu, ¢imzZ zajistuje
normalni uspofadani déliciho vieténka. U prasecich oocytt starnoucich v in vitro podminkach
je hladina sirtl nizsi, coz ma za nasledek jeho nizsi expresi a aktivitu. Resveratrol je schopen
aktivovat sirtl, coz ma za nasledek opravu uspoifadani dé¢liciho vieténka, redistribuci
kortikalnich granuli a mitochondrii a nasledné zvyseni kvality starnoucich oocytd. Uvolnéni
obsahu kortikalni granul do perivitelinniho prostoru mtize zabranit polyspermii. Pfi pred¢asné
exocytoze granul dochazi ke zvétSeni perivitelinniho prostoru, coZ umoZiiuje vice spermiim
proniknout do starnouciho oocytu. Ztrata aktivity sirtl vede k zabranéni komunikace mezi
jadrem a mitochondriemi béhem starnuti oocytd. Pfi obnové této komunikace a spravného
fungovani mitochondrii diky ucinkiim resveratrolu dochéazi ke zvySeni oplozenischopnosti
a vyvojového potencialu oocytu (Ma et al. 2015).

Zraly oocyt Starnouci oocyt

MAPK

Mitrochondrie Mitrochondrie

Aktvaces a vyvoj Apopioza

Obrazek 6: Schématické srovndni bunécnych a molekuldrnich zmén u zralého (Vlevo) a starnouctho (vpravo) oocytu.
U stdarnoucich oocytii dochdzi ke snizeni hladiny MAP kindz, maturation-promoting factor (MPF), antiapoptotickych proteinii
(Bcl-2) a vdpniku. Dalsim priznakem starnuti oocytii je snizend mitochondridlni funkce, kterd muize vést k akumulaci
reaktivnich kyslikovych sloucenin (ROS) a uvolnéni proapoptotickych faktorii. Ndsledkem téchto déjii je fragmentace
cytoplazmy vedouci k apoptoze ¢i zdastavu vyvoje buiiky. Upraveno podle: Fissore et al. (2002)
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3.6.1 Funk¢ni priciny starnuti oocyti
3.6.1.1 Kumularni bunky

Kumularni buniky obklopuji a vyZivuji oocyt béhem jeho zrani. Oocyty jsou po ovulaci
obklopeny komplexem kumularnich bungk, a vétsina oddélenych kumularnich bunék od jejich
komplexu zlstava ve vejcovodu v blizkosti oocytu, coz znaci uréitou roli kumuldrnich bunék
pri starnuti oocytti. V ptitomnosti kumularnich bunék oocyty ve fazi MII starnou rychleji.
U oocyti obklopenych kumularnim obalem starnoucich v podminkach in vivo i in vitro
se projevuje vyssi mira jejich spontanni aktivace, fragmentace a degenerace, zrychleny tpadek
hladiny MPF a MAP kinazy a nizs§i poCet vytvofenych blastocyst neZ u oocyti tzv. holych
— vyjmutych z kumularniho komplexu (Lord & Aitken 2013).

U oocytia starnoucich vin vitro podminkach byla prokdzana snizena vyvojova
kompetence po aktivaci vyvoje. Starnouci oocyty netransportuji pres mezerové spoje dostatek
rustovych faktorth kumularnim buitkam. Tato chyba zpusobuje apoptézu kumulérnich bun¢k
a vede k nizké vyvojové kompetenci oocyti. Obousmérnou komunikaci pies mezerové spoje
poskytuji kumularni bunky ziviny a ochranu oocytu, a naopak oocyt produkuje rustové faktory
zajistujici diferenciaci a spravné fungovani kumularnich buné¢k. Kdyz jsou kumularni bunky
kultivovany v in vitro podminkach bez piitomnosti oocytti, dochazi kvili nedostatku rastovych
faktord odvozenych od oocytl k vyrazné zvysenému vyskytu jejich apoptozy (Wu et al. 2011).

Dalsim vysvétlenim urychleného starnuti oocyti zplsobeného kumularnimi buiikami
mize byt uloha ceramidu. Ceramid je jednou ze zakladnich stavebnich sloZzek bioaktivnich
sfingolipidi a je produkovan kumularnimi bunikami. Pravdépodobné ma zodpovédnost
za dysfunkci mitochondrii a nasledné postovula¢ni starnuti a apoptdzu oocytu (Lord & Aitken
2013).

Vzhledem Kk jistému pravdépodobnému vlivu mitochondrii na starnuti oocytt
se predpoklada, Zze pii starnuti oocytu dochazi ke zméndm regulace syntézy a transportu
ceramidu, coz ma za nasledek zabranéni ceramidu v dosazeni normalnich hladin
v mitochondriich. Tato lipidova dysbalance vede ke snizené funk¢nosti mitochondrii, a tudiz
i k negativnimu vlivu na kvalitu oocytu. Ceramid a potazmo i mitochondrie hraji dulezitou roli
v metabolismu sfingolipidi. Signalizace ceramidu zahrnuje komplexni sit® molekul
a subcelularnich organel zodpovédnych za riizné bunééné procesy, jako je naptiklad pteziti,
nekroza, proliferace, diferenciace ¢i starnuti, coz dokazuje jistou spojitost genit zodpovédnych
za syntézu sfingolipidt s zivotnosti oocytl a dalsich bunék (Kujjo & Perez 2011).

3.6.1.2 Mitochondridlni dysfunkce

Dysfunkce mitochondrii mize byt dal§$im moznym divodem procesu postovula¢niho
starnuti. Spravné fungujici mitochondrie jakozto primarni zdroj energie jSOU nezbytné
pro normalni funkci 0ocyti a nasledné ranych embryi. Cim déle oocyt po ovulaci starne, tim se
funkénost jeho mitochondrii zhorSuje, coZ pravdépodobné negativné ovliviiuje kvalitu oocytt.
Narusena celistvost mitochondrii starnoucich oocytli pozorovana v in vitro podminkach byla
prokazana ztratou mitochondridlniho membranového potencialu a poklesem tvorby ATP.
PoSkozenim mitochondrii dochdzi ke zvySeni produkce reaktivnich kyslikovych sloucenin
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a k uvolnéni proapoptotickych faktord, jako je cytochrom ¢, ktery spolu s kaspazami
a endonukleazami vedou K apoptéze oocytu. Je tudiz pravdépodobné, Zze dysfunkce
mitochondrii je spojujicim elementem mezi postovula¢nim starnutim oocytu a apoptézou.
Mimo to muze ztrata mitochondridlni celistvosti vyvolat abnormdalni syntézu proteint
a inaktivaci ¢i ztratu mitochondrialni DNA (mtDNA) (Lord & Aitken 2013).

Prestoze jsou mutace mtDNA oocytd zpusobené postovula¢nim starnutim zodpovédné
za snizeni kvality oocytl, vzhledem Kk zasazeni pouze malé ¢asti mitochondrii se piedpoklada,
ze tyto ucinky nejsou pfilis vyrazné. Na druhou stranu je pravdépodobné, Ze zmény
mitochondrialnich lipidd ¢i jind celkova poskozeni struktury mitochondrii souvisejici
se starnutim oocytll maji vyraznéjsi dopad na celkovou aktivitu mitochondrii, jelikoz zasahuji
vSechny mitochondrie najednou (Kujjo & Perez 2011).

Postupna akumulace mutaci v mitochondriich a nasledna dysfunkce vede k apoptdze
oocytt. V in vitro podminkach muize byt apoptdze starnoucich oocytt zabranéno pomoci
mikroinjekce mitochondrii izolovanych z neapoptotickych granuléznich kumularnich bungk.
Po kultivaci takto modifikovanych oocyt po dobu 24 hodin dochazi k nartistu poctu funkénich
mitochondrii 0 5 % a sniZeni miry apoptozy téchto oocytu (Perez et al. 2000).

3.6.2 Molekularni pric¢iny starnuti oocyti

3.6.2.1 MPF, MAP kinaza

Kriticky dulezité faktory bunééného cyklu MPF a MAP kindza tidi znovuobnoveni
meiotické aktivity u oocytl ve fazi GV a poté zajistuji zadrzeni oocytu Vv bloku v MII fazi.
U MII starnoucich oocytti byl zaznamenan postupny pokles koncentrace téchto dvou faktori
a byl spojen se zvySenou aktivaci a fragmentaci partenogenetickych oocyti. Vysoka aktivita
MPF miize byt zaznamenana u MI ¢i MII sav¢ich oocytt, ale oplozenim ¢i partenogenetickou
aktivaci se spousti jeji inaktivace, coZ ma za nasledek vystup oocytu z MII bloku (Kikuchi et al.
2000).

MPF muze byt v oocytech starnutych v in vitro podminkach inaktivovana fosforylaci ¢asti
katalytické podjednotky (p34Cdc2) ¢i degeneraci regulaéni podjednotky (cyklinu B)
a Vv takovém stavu je oznacovana jako pre-MPF. Akumulace pre-MPF je faktor, ktery v ur¢ité
mife fidi starnuti oocytli pomoci zvySeni nachylnosti oocyti k jejich fragmentaci, nasledné
apoptdze a partenogenetické aktivaci. Snizeni miry apoptdzy a partenogenetické aktivace miize
byt naptiklad dosaZeno pouzitim ptidavku kofeinu. OSetfenim oocyti kofeinem dochazi
ke zpomaleni procesu starnuti, ¢imz muzeme prodlouzit obdobi, ve kterém by meélo dojit
k oplozeni. Defosforylaci p34Cdc2 dochazi k opétovné aktivaci MPF. Snizeni aktivity MPF
zpusobuje abnormality objevujici se béhem starnuti oocytu (Kikuchi et al. 2002; Ono et al.
2011).

Béhem starnuti oocyt v in vitro podminkach po dobu 12 hodin dochazi ke snizeni stupné
fosforylace MAP kinazy a oocyty mohou byt partenogeneticky aktivované. Béhem prvnich
12 hodin dochazi podobné jako u MPF k postupnému snizovani aktivity MAP kinazy. Hladina
MAP kinazy je nejvy$si v MII fazi a poté se postupné behem starnuti oocytu sniZuje.
V porovnani s ¢erstvymi oocyty jsou starnouci oocyty nachylnéjsi k partenogenetické aktivaci,
coz ma za nasledek oddéleni nastupu raného embryondalniho vyvoje. MAP kinéaza je signalni
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molekula dilezita pii procesu vytvareni déliciho vieténka. Hraje také pravdépodobné jistou roli
Vv procesu starnuti oocytu. U savet MAP kindza slouzi jako faktor zabraiujici apoptdze.
V aktivnim stavu inhibuje proapoptotické proteiny Bad a Bim. Pokud vSak inaktivovana MAP
kindza nezabranuje inhibici téchto proteinti, dochazi k naslednému rozkladu antiapoptotickych
faktord, jako je naptiklad Bcl-2. Soubézné s tim dochazi k vzestupu hladiny cytochromu c
a kyslikovych ionti, které spolu s kaspazami spousti programovanou buné¢nou smrt. Tento jev
prokazuje, ze snizena aktivita MAP kinazy ve starnoucich oocytech zpisobuje fragmentaci
jejich cytoplazmy a apoptozu oocytt (Ebeling et al. 2010).

3.6.2.2 Oxidativni stres

Bylo dokazano, Ze reaktivni kyslikové slouceniny (ROS — reactive oxygen species),
hlavné peroxid vodiku (H202), superoxidovy anion (O2) a peroxynitrit (ONOO)
se s nabyvajicim ¢asem po ovulaci hromadi ve starnoucich oocytech v podminkach in vitro
i in vivo. Produkce téchto sloucenin v MII oocytech probiha jako vedlejsi produkt oxidativni
fosforylace, nicméné faktory, které na oocyty v in vitro podminkach pusobi, jako je vystaveni
svétlu, nedostatek folikularni tekutiny s antioxidanty a zvyseny tlak kysliku, produkci ROS také
nejspise podporuji (Lord & Aitken 2013).

Kumulace reaktivnich kyslikovych slou¢enin muze zpisobit naruSeni dynamické
rovnovahy vapniku v oocytu a ovlivnit tak funkci mitochondrii. Piestoze oocyty jsou schopné
se diky intracelularnimu glutationu (GSH) branit poSkozeni kyslikovymi sloué¢eninami,
ucinnost tohoto ochranného systému ve starnoucich oocytech postupné klesa. ZvysSena
produkce ROS a ztrata antioxida¢ni ochrany vede u starnoucich oocyti ke vzniku oxidativniho
stresu, ktery piimo ovliviiuje zahajeni jejich apoptdzy. Pouziti antioxidanti muze sniZit
oxidativni stres, tim oddalit proces apoptozy béhem starnuti oocytl a zajistit tak delsi dobu
pouziti oocytd pro asistovanou reprodukci (Yao et al. 2018).

Oxidativni stres pravdépodobné spousti kaskadu dalSich faktorti vedouci ke starnuti
oocytll a zaroven ovliviiuje fadu biochemickych pochodt v oocytech, coz ma vliv na jeho
vitalitu. Spojitost oxidativniho stresu s vySe zminénymi kritickymi faktory buné¢ného cyklu,
mitochondrialni dysfunkci, apoptézou, zhorSenou homeostdzou vapnikovych iontd, snizenou
mirou oplozeni, Spatnym embryondlnim vyvojem a abnormalitami potomstva je vice nez
pravdépodobna. Také pokles hladiny MPF mtiZe byt ptiznakem oxidativniho stresu MII oocyti.
DNA, proteiny a lipidy v mitochondriich jsou nachylné k oxidativnimu stresu kvuli jejich
vyskytu blizko zdroje produkce ROS — elektronového transportniho fetézce (ETC — electron
transport chain). Mitochondrialni DNA oxidativnimu stresu podléha kvili absenci histont
a mechanismu zajist'ujicich jeji ochranu a opravu. Oxidativni stres je spojovan s poskozovanim
a deleci mtDNA, ztratou mitochondrialniho membranového potencialu, zvySenim produkce
ROS v ETC a poklesem produkce ATP (Lord & Aitken 2013).

ZvySend hladina H.O2 zpisobuje zvySeni exprese proapoptotickych faktorti Bax,
cytochromu c a zvysuje aktivitu apoptotického faktoru kaspazy-3. Kaspaza-3 patii do skupiny
kaspaz, jejichZ postupnd aktivace hraje hlavni roli v apoptoze buiiky. ZvySenim koncentrace
H20> také dochazi ke zvyseni koncentrace volnych vapnikovych iontt v cytoplazmé oocytu.
To ma za nasledek destabilizaci MPF, ktera vede k vystupu oocytu z MII bloku a k priniku
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vapniku do mitochondrii, kde podporuje produkci ROS, poskozuje mtDNA a vyvolava
tak starnuti oocytt (Prasad et al. 2015; Yao et al. 2018).

Kultivace v médiu obsahujicim antioxidanty omezuje vznik negativnich projevi starnuti
oocytl. Jednim z antioxidantli, ktery zabranuje oxidativnimu stresu oocytl, je laminarin
(LAM), hlavni zasobni polysacharid fas. Blastocysty pochazejici ze starnoucich oocytti maji
oproti normalnim blastocystdm vyrazné¢ mensi pocet bun€k. Pouzitim laminarinu muze byt
dosazeno snizeni produkce proapoptotickych faktori Bax a kaspazy-3, ¢imz dochazi
k zabranéni apoptozy a K umoznéni vytvoreni vétsiho poétu bunek blastocyst. Laminarin hraje
dulezitou roli pfi snizovani hladiny ROS a zaroven zvySuje koncentraci GSH v oocytu (Yao
et al. 2018).

Melatonin je znamy pro svou schopnost vychytavat volné radikaly a napomahat
tak normalnimu embryonalnimu vyvoji. Jedna se o lipofilni molekulu, ktera vychytava volné
radikaly. Metabolity melatoninu AFMK a AMK maji detoxikac¢ni G¢inky, ¢imz mohou
eliminovat vyskyt volnych radikalti. Melatonin timto mechanismem spolu se svymi metabolity
muZe oddalovat starnuti oocytu, prodlouZit tak obdobi, béhem né¢hoz mize dojit k oplozeni,
snizovat vliv oxidativniho stresu na molekularni i bunééné trovni a podporovat tak GspéSnou
aktivaci oocytu po oplozeni a nasledny embryonalni vyvoj. I nizka hladina melatoninu muze
u starnoucich oocytti vyvolat oproti kontrolnim neoSetifenym oocytim dramaticky snizenou
miru jejich partenogenetické aktivace. U oocytll oSetienych melatoninem a kultivovanych
po dobu 24 hodin v in vitro podminkach dochazi k tvorbé az dvojnasobného poctu blastocyst
nez u kontrolni skupiny. Kultivace po dobu 48 hodin vsak nevede ani u jedné skupiny oocytu
k produkci blastocyst, naopak dochazi k fragmentaci téchto oocytt a jejich zaniku (Wang et al.
2017).

3.7 Hemoxygenaza

Hemoxygenaza (HO) je enzym zodpovédny za katabolismus hemu, ktery je rozkladan
na zelezo, oxid uhelnaty a biliverdin. Biliverdin vytvofeny touto reakci je rychle pietvaien
na bilirubin (viz Obrazek 7). Timto zpisobem buiika muze regulovat hladiny hemu a také
zpracovavat Zelezo ze starych Cervenych krvinek ¢i jaternich bunék (Abraham & Kappas 2008).

Hemoxygenaza se vyskytuje v butikach ve dvou aktivnich izoformach. Jednou z nich
je indukovatelna hemoxygenaza-1 (HO-1), ktera mize byt aktivovana riznymi typy stresu,
druha izoforma je konstitutivni hemoxygenaza-2 (HO-2), jejiz ukolem je fidit bazalni hladinu
CO (Némecek et al. 2017a).

Oba tyto proteiny se skladaji ze sekvence 24 aminokyselin, ktera je povazovana
za vazebné misto pro hem. Soucasti obou hemoxygendz je hydrofobni oblast, jez slouzi
pro navazani na bunénou membranu. Rozdily mezi témito izoformami spocivaji v odlisné
enzymatické kinetice, termostabilité a imunoreaktivité. HO-1 je protein navazany na membrané
endoplazmatického retikula. Pfi vystaveni bunky stresu muze byt HO-1 transportovan
do kaveolll na plazmatické membrané, mitochondrii ¢i jadra. Napiiklad v jadfe pisobi HO-1
jako signaliza¢ni molekula pfi regulaci transkripénich faktorti ¢i ochrané buniky proti stresu.
HO-2 je také navdzana na membranu endoplazmatického retikula, ale mize se také vyskytovat
ve vn¢jsich membranach jadra ¢i endozomech. Transkripce HO-2 neni aktivovana stresovymi
faktory. Jedingm znamym aktivatorem genové exprese HO-2 jsou glukokortikoidy.
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Tato izoforma je zodpovédna za stabilni produkci CO a vytvaii bariéru pfi ochran¢ bunck
proti poskozeni (Némecek et al. 2017b).

Hem ———> OQuxidativni stres

HO-1
HO-2

Fe® —)r Oxidativni stres

Biliverdin
Bi Iwerdln
reduktéaza
Ferritin
Bilirubin Ferroportin
Bun&na signalizace — Cytoprotekce
Antiapoptoticky usinek Antioxidant L
Protiz&ndtiivy G8inek Antioxidant

Obrazek 1: Znazornéni katabolismu hemu pomoci hemoxygendzy (HO-1 a HO-2) na oxid uhelnaty (CO), biliverdin
a zelezo (Fe**) a jejich ucinky nebo vicinky jejich metabolitii v buiice. Upraveno podle: Némecek et al. (2017h)

Syntéza HO-1 je vyvolana mnoha stimulanty, mezi néZ patii naptiklad cytokiny, teplotni
Sok, t€zké kovy, endotoxiny a oxidanty, které vyvolavaji zanétlivou reakci. Naproti tomu HO-2
je exprimovana neustéale a je v nejvétsi mife lokalizovana v mozku a varlatech. U prasat ma
HO-1 schopnost omezovat miru vazokonstrikce pii cévnich poranénich a inhibovat proliferaci
bunék. HO-2 je ve velké mife exprimovana v malych cévach v mozku novorozenych selat a jeji
produkt oxid uhelnaty zptsobuje vazodilataci cév (Harada et al. 2004).

Mezi endogennimi intracelularnimi antioxidanty ma hemoxygenaza-1 dilezitou roli
pii ochran¢ tkani vuéi oxidativnimu stresu (viz Obrazek 7). Tento redoxné-senzitivni
indukovatelny enzym je schopny produkovat silny antioxidant biliverdin a oxid uhelnaty, ktery
jako klicovy signaliza¢ni faktor vyvolava mnoho dulezitych farmakologickych Géinka (Babu
et al. 2015).

Pfestoze mize konstitutivni hemoxygendza-2 buiice poskytovat urcitou ochranu
proti vlivu volného hemu, neni mozné vyvolat jeji expresi jako odpoveéd’ na vliv stresu. Tento
fakt zabranuje oznaceni HO-2 za hlavni faktor Gcastnici se ochrany bunék proti negativnim
ucinkdm piebytku hemu (Gozzelino et al. 2010).

Hemoxygenaza-1 je povazovana za zasadni ochranny systém nezbytny k obnoveni
redoxni rovnovahy zplisobené riznymi formami oxidativniho ¢i nitrosativniho Sstresu
Vv burikach a tkanich (Motterlini et al. 2005).

Hem funguje jako prostetickd skupina hemoproteinti, diky ¢emuz muze dochéazet
Kk navazani volnych zelezitych iontl do struktury proteinti. Kdyz dojde v bunice k oxidativnimu
stresu, mohou nékteré hemoproteiny uvoliovat své prostetické hemové skupiny. Timto
zpusobem muze volny hem V neomezeném rozsahu katalyzovat produkci volnych radikali.
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Buiika se témto pro-oxida¢nim G¢inklim mtize vyhnout riznymi mechanismy. Ty z velké ¢asti
zahrnuji indukci izoenzymu hemoxygendzy-1, ktery zvysSuje Kkatabolismus volného hemu
a zabranuje tak vyvolani programované bunééné smrti (Gozzelino et al. 2010).

Hemoxygenéaza-1 je koédovana genem Hmoxl a ma u mnoha riznych savcl
cytoprotektivni schopnost Vv Siroké Skale bun¢k a tkani. Delece Hmox1 u mys$i méa za nasledek
zhorSeni experimentalné vyvolanych onemocnéni. Vyskyt a zdvaznost mnoha onemocnéni
ulidi jsou spojovany s polymorfismem Hmox1 promotoru, ktery reguluje expresi HO-L1.
Mezi schopnosti hemoxygenazy-1 také patii zabranéni zanétu, ¢imz chrani buniky a tkané
pied poskozenim. Farmakologické vyvolani exprese HO-1 nebo oSetfeni bun¢k koneénymi
produkty metabolismu hemu muize mit terapeutické ucinky na mnoho imunitné
zprostiedkovanych zanétlivych onemocnéni. Je pravdépodobné, Ze inhibice exprese HO-1
je podstatou patogeneze nékterych onemocnéni, kdy signalizaci pies prozanétlivy receptor 4
dochazi k podpote priabéhu téchto onemocnéni. Ochrana bungk a tkani proti Sirokému spektru
onemocnéni je poskytovana nékterymi molekulami diky mechanismu zavislém na indukci
HO-1. Mezi takové molekuly patii naptiklad statiny, vaskularni endotelovy rustovy faktor
¢i oxid dusnaty (Gozzelino et al. 2010).

U savcu je rozklad hemu dulezitou soucasti ovulace oocytu. Po ovulaci se leukocyty,
naptiklad makrofagy a eozinofily, ptresouvaji do mista prasknuti folikulu, kde vyvoléavaji
zanétlivou reakci. Piitomnost HO-1 ve vaje¢niku béhem tohoto procesu je nutna pro poskytnuti
ochrany bun¢k folikulu. Folikuly, které ovulovaly, v misté ovulace vytvaii Zluté télisko,
které produkci steroidnich hormonti zajist'uje nastup a udrzeni biezosti. U potkani byl prokazan
vliv hemoxygenazy-1 na proces steroidogeneze ve vajecnicich. HO-1 ma také pozitivni vliv
na uvolnovani gonadotropint hypofyzou (Zenclussen et al. 2011a; Zenclussen et al. 2011b).

Nedostatek hemoxygenazy-1 vyvolava smrt zralych folikuli, protoZe nejsou chranény
pred Gcinkem zanétlivé reakce a nemohou tedy ovulovat. Pozitivni u¢inek HO-1 se projevuje
i u oocytd, jelikoz stejné jako u ostatnich typt bun€k zabranuje jejich apoptoze. U zvirtat,
ktera maji nedostatek HO-1, dochazi k produkci mensiho poctu oocytli a piezivsi oocyty maji
nizsi oplozenischopnost, Coz ma za nasledek zhorSeni jejich kvality. Vajecniky ovulujici nizsi
podet oocytih maji méné vytvorenych Zlutych télisek, nez vajeéniky s dostatkem HO-1. Zluta
téliska také Castéji podléhaji apoptdze, s ¢imz je spojené nasledné snizeni produkce hormont
ucastnicich se udrzeni biezosti. Inhibici HO-1 dochazi k opozdénému hatchingu blastocyst
a k abnormalni placentaci, coz ma za nasledek omezeni intrauterinniho rdstu a nasledny zanik
embrya (Zenclussen et al. 2011a).

Ve zralych i starnoucich praseéich oocytech se hemoxygenaza vyskytuje v obou
izoformach a se zvySujicim se stafim oocyti se jejich hladina zvySuje. HO-1 se u meioticky
zralych a u starnoucich oocytil vyskytuje pievazné v okoli chromozomi. Béhem starnuti oocytl
Vv in vitro podminkach v8ak dochazi ke zvysené expresi HO-1 v cytoplazmé. HO-2 se vyskytuje
hlavné v cytoplazmé. Pfi inhibici HO-1 v prasecich oocytech dochazi ke zhorSeni procesu
starnuti a ke zvySeni poc¢tu apoptotickych oocytl. Apoptdza je vyvolana inhibici HO-1 po 24 —
48 hodinach starnuti v in vitro podminkach (Némecek et al. 2017a).
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3.8 Oxid uhelnaty, signalni draha HO/CO

Oxid uhelnaty (CO) je bezbarvy hotlavy plyn s hustotou nizsi nez vzduch. Je to tieti
nejzndmejsi latka zplsobujici otravy organismi, jejiz toxicky uc¢inek je vyvolan jejim
navazanim na krevni barvivo hemoglobin. CO ma oproti kysliku 200 — 300x vyssi afinitu
k hemoglobinu a piiblizné 80 — 90 % CO v Kkrvi je navazano na hemoglobin, ¢imz dochazi
k produkci  karboxyhemoglobinu. Navazani CO na hemoglobin vedouci k tvorbé
karboxyhemoglobinu nejen snizuje moznost navazani kysliku, ale také zabranuje jeho
transportu do tkani. Ptitomnost karboxyhemoglobinu znaci o ptitomnosti CO v organismu
(Adach & Olas 2018; Wu & Wang 2005).

Ve fyziologickych koncentracich funguje CO v bunce jako messenger a zastava rtzné
funkce. V nékterych organech ma podobnou tlohu jako oxid dusnaty. Naptiklad v centralnim
nervovém systému ma stejné jako NO funkci gasotransmiteru a spole¢né stimuluji aktivitu
rozpustné guanylatcyklazy, ¢imz dochazi k relaxaci hladkého svalstva a vazodilataci cév
v kardiovaskularnim systému (Harada et al. 2004).

CO se vaze na cytochrom c¢ oxiddzu v mitochondriich nebo na NADPH oxidazu
V plazmatické membrané, a tim mirn¢ zvysuje hladinu ROS v bunce. Nizka koncentrace
produkovanych ROS timto zpusobem slouzi jako sekundarni messenger aktivujici
cytoprotektivni procesy (Némecek et al. 2017b).

Piestoze je oxid uhelnaty notoricky znamy pro své toxické ucinky, jedna se o velice
hojného bunécného zprostiedkovatele schopného tidit zakladni fyziologické a signaliza¢ni
procesy V sav¢ich tkanich (viz Obrazek 7). Vzhledem k produkci oxidu uhelnatého v bunice by
potencionalni Skodlivost této molekuly neméla byt zanedbavana. Oxid uhelnaty je produkovan
endogenné pii rozkladu hemu pomoci indukovatelné HO-1 a konstitutivni HO-2 nebo je
exogenn¢ dodany pomoci molekul uvolnujicich oxid uhelnaty (CORMs — CO-releasing
molecules). Lokalni produkce CO mize byt po aktivaci HO-1 zna¢né navysena, coz muize vést
k piebytku CO v bunice (Motterlini et al. 2005).

Ve fyziologickych koncentracich je CO jeden z nejznaméjsich faktorti zamezujicich
ucinky. U mySich endotelovych bunék ma oxid uhelnaty schopnost zabranit apoptoze diky
aktivaci MAP kinazového proteinu p38. V prase€ich oocytech se protein p38 obecné ucastni
meiotického zrani, jeho inhibici vSak k partenogenetické aktivaci ¢i fragmentaci a nasledné
apoptdze starnoucich oocytli nedochazi. V potkanich endotelovych buiikach CO zvySuje
expresi antiapoptotického faktoru Bcl-2 a soucasné snizuje expresi proapoptotickych faktord
Bid a Bax, coz ma za nasledek inhibici apoptozy téchto bunék. Mezi dalsi vlastnosti oxidu
uhelnatého patii schopnost snizovat aktivaci kaspaz (Némecek et al. 2017a; Petrova et al. 2009).

Pleiotropni ti€¢inky HO-1 v kardiovaskularnim, nervovém a imunitnim systému se shoduji
s poctem aktivit, které byly doposud popsany u CO (Motterlini et al. 2005).

Oxid uhelnaty muize vytvafet komplexy sredukovanymi formami metaloproteint,
jako jsou naptiklad myoglobin, indukovatelna NO syntaza, cytochrom P450, oxidaza
cytochromu c a dalsi. Interakce CO s cytochromem P450 nebo oxidazou cytochromu c
za ucelem naruseni redoxni rovnovahy vede K inhibici enzymatické aktivity. Tyto udalosti
mohou ve vysokych koncentraci predstavovat bunécné cile toxicity CO, nebezpeci také
predstavuji vazebné vlastnosti CO na hemoglobin (Ryter et al. 2006; Wu & Wang 2005).
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Interakce mezi NO a CO spociva nejen v kompetitivni vazbé K efektorovym proteintm,
ale také v piimé regulaci aktivity NOS a HO. Navazani CO na hemovou skupinu iNOS vede
ke snizeni aktivity iNOS a naslednému omezeni produkce NO. Bylo v§ak dokazano, ze NO ma
schopnost zvySovani exprese hemoxygenaz. Vzhledem k interakcim mezi HO/CO a NOS/NO
je oxid uhelnaty povazovan za inhibitor NOS, ktery redukuje nadbyte¢nou produkci NO a s tim
spojeny oxidativni stres (Némecek et al. 2017b).

Signalni kaskada HO/CO mize tudiz byt fidicim systémem hladiny NO v oocytu
a potazmo i meiotického zrani (Némecek et al. 2017b).

Vzhledem Kk podobnosti u¢inkli oxidu uhelnatého a oxidu dusnatého v bunkach ruznych
organtl je pravdépodobné, ze se signalni kaskada zahrnujici HO-1 a CO ucastni folikularniho
vyvoje. Béhem vyvoje folikulti vétSina folikulli podstupuje atrezii, kterd probihd na zakladé
apoptozy. Tento proces je regulovan riznymi latkami, jako je faktor nadorové nekrozy-o
(TNF-a. — tumor necrosis factor-a), interleukin-6 a GnRH. Exprese Bcl-2 ve folikularnich
bunkach inhibuje apoptdzu bunék. VIiv signalni kaskady HO a CO na expresi antiapoptotického
faktoru Bcl-2 spole¢né se schopnosti TNF-a indukovat HO-1 by mohly nasvédcovat ticasti
signalni kaskady HO a CO pfi regulaci apoptozy folikularnich bunék (Harada et al. 2004).

Zvysena exprese HO-1 v buiikach srde¢ni svaloviny a pankreatickych ostrivki spolecné
se zvySenou produkci CO zplsobuji snizeni tvorby reaktivnich kyslikovych sloucenin
a zabraiuji tak nastupu apoptdzy téchto bunck. Tento fakt mize nasvédCovat o stejném tcinku
HO-1 a CO v oocytech. U starnoucich oocytti ma za nasledek zvyseni hladiny HO-1 nejspise
vysoka produkce reaktivnich kyslikovych sloucenin, ktera je povazovana za hlavni faktor
zpusobujici negativni zmény oocytl béhem jejich starnuti. U starnoucich oocytl také byla
zaznamenana zvysena exprese HO-2, mezi jejiz funkce obecné patii bazalni produkce oxidu
uhelnatého. Souvislost vysoké hladiny HO-2 ve starnoucich oocytech s ti¢inkem stresovych
faktorti neni potvrzena, jelikoz se vysledky u jinych typti bunék ve studiich na toto téma lisi
(Némecek et al. 2017a). Ding et al. (2011) potvrdili zvySenou expresi HO-2 po vystaveni
kardiomyocytl stresovym faktoriim, kdezto Mufioz Sdnchez & Chanez-Cardenas (2014) tuto
souvislost u nervovych bun¢k nepotvrdili.

3.8.1 CORM-Al

Védci se s nastupem 21. stoleti snazili vytvoftit slouceninu, ktera by slouzila jako vektor
oxidu uhelnatého. Mezi latky, které by takto mohly oxid uhelnaty dopravovat na misto vyuziti,
byly napftiklad zatfazeny aldehydy, oxalaty ¢i organické kyseliny, ty vSak byly kvili jejich
toxickym U¢inkiim brzy zamitnuty. Alternativou se tak staly anorganické komplexy obsahujici
kovovy iont, na ktery by se CO mohl navazat, ozna¢ované jako CORMs (Adach & Olas 2018).

CORMs je skupina organokovovych sloucenin, ktera v bunikach kontrolované uvoliiuje
a cytoprotektivni u€inky oxidu uhelnatého (Babu et al. 2015).

Oxid uhelnaty dodany exogenné ve formé& plynu ¢i CORMs by mél zasahovat stejné
biologické cile jako endogenné produkovany CO. Nicméné skute¢nost, Ze je endogenni CO
produkovén v blizkosti téchto cilli, miZe znacit jisté rozdily mezi CO endogennim a exogenn¢
dodavanym. Vysoka afinita CO k hemoglobinu mtize poukazovat na krev jako moznou bariéru
pti dodavani CO do tkani. Pokud se zvite nadycha velkého mnozstvi CO nebo jsou mu injekéné
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¢i oralné podany CORMs a hemoglobin bude prvnim hemoproteinem, na ktery se CO navaze,
dojde k vytvoreni karboxyhemoglobinu a pouze mala ¢ast CO miiZze byt pienesena do tkang.
To muze vysvétlovat, pro¢ jsou vysoké hladiny nadychaného CO nebo davky CORMs
uvolnujici neobvyklé koncentrace CO pozadovany k napodobeni G¢inku malého mnozstvi
endogenniho CO (Motterlini & Foresti 2017).

Prvnimi vytvofenymi CORMSs byly karbonylové komplexy obsahujici kovovy iont
mangan (CORM-1) ¢i rhutenium (CORM-2), které jsou rozpustné pouze v organickych
slouceninach, konkrétné v lipidech (viz Obrazek 8). Tyto dvé latky mohou byt bezpetné
pouzivany v nizkych koncentracich k vyvolani relaxace cév a hladkého svalstva, zmirnéni
hypertenze a zabranéni apoptéoze bunék. Mezi jejich bioaktivni vlastnosti také patii
karbonylovy komplex obsahujici kov ruthenium, ktery napiiklad poskytuje ochranu srde¢nich
bunék pii infarktu myokardu. Védci se snazili vytvofit novou molekulu bez obsahu kovového
iontu, jejiz pfiprava by nezahrnovala nutnost pouzit plynny CO. Pouziti organokovovych
sloucenin v komer¢nich kitech pfi radioterapii by mohlo byt nepraktické (Motterlini et al.
2005).
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Obrdzek 8: Srovnani slozeni jednotlivych CORMSs. Prvni radek obsahuje schémata CORMs rozpustnych v lipidech,
ve spodnim radku jsou zobrazeny CORMs rozpustné ve vode.
Upraveno podle: Motterlini (2012).

Nekovové CORMs tvoii malou ale neméné dileZitou skupinu, mezi jejichZ vyhody patii
jejich jednoduché modifikace a nizka toxicita. Mechanismus uvoliovani CO nekovovymi
CORMs zavisi na vystaveni krvi ¢i jinym télnim tekutinam. Nekovové CORMs se od kovovych
CORMs také 1isi niz§im obsahem CO (Adach & Olas 2018).

Molekulou rozpustnou ve vodé schopnou uvolfiovat CO a zaroven vyvolavat stejné
ucinky jako plynny CO je boranokarbonat sodny (sodium boranocarbonate) neboli CORM-AL.
Na rozdil od CORM-3 neobsahuje CORM-A1 ptechodny kov, ale atom boéru navazany
na karboxylovou skupinu (viz Obrazek 8). V pokojovych teplotach jsou vodné roztoky CORM-
Al alkalické a velmi stabilni, nicméné Vv pfitomnosti vodikovych iontl se zacinaji rozkladat
auvoliovat CO. Cim kyselejsi roztok je, tim vysii je aktivita CORM-AL, a dochazi tak
Kk rychlejsimu uvolnovani CO. Ve srovnani s CORM-3 vsak CORM-A1 uvoliuje CO pomaleji
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a proto napodobuje ptirozené Gcinky CO vérné&ji. To by mohlo vést K pouzivani CORM-3 spise
pfi terapii akutnich problémd, kde CO slouZi jako okamzita signalizacni molekula a CORM-A1l
pfti chronickych onemocnénich, pii nichz je nutné dodavat CO kontrolované (Motterlini et al.

2005).
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4 Metodika

4.1 Odbér, kultivace a starnuti prasecich oocyti v in vitro podminkach

Vajecniky prepubertalnich prasnicek byly ziskavany z mistnich jatek. Praseci oocyty byly
z vajeCniku ziskavany aspiraci folikularni tekutiny z folikuld o velikosti 2 — 5 mm pomoci
injek¢ni stiikacky sjehlou 20G. Pod binokularni lupou byly vyselektovany oocyty
s kompaktnim kumularnim obalem a neporuSenou cytoplazmou. Tyto oocyty byly 3x
proplachnuty v kultivatnim médiu a kultivovany v Ctyfjamkové desticce 4-well multidish
(Nunc, Denmark) naplnéné 1 ml modifikovaného kultivacniho média M199 obsahujiciho
hydrogenuhli¢itan sodny (32,5 mM), laktat vapenaty (2,75 mM), gentamicin (0,025 mg/ml),
HEPES (6,3 mM), gonadotropni hormony eCG a hCG v poméru 13,5 IU : 6,6 IU/ml a 10%
bovinni fetalni sérum. Kultivace probihala pii teploté 38 °C a ve smési vzduchu a5 % CO>
po dobu 48 hodin. Po 48 hodinach kultivace byly oocyty opakovanou aspiraci média s oocyty
denudovany a pro naslednou kultivaci byly vybrany pouze oocyty s vydé€lenym prvnim
poélovym téliskem. Vybrané oocyty byly vystaveny prodlouzené kultivaci v modifikovaném
kultivaénim médiu M199 bez obsahu gonadotropnich hormoni pfi laboratorni teploté 38 °C
a5 % CO: po dobu 24, 48 nebo 72 hodin v zavislosti na experimentalnim schématu.

4.2 Sledovani miry exprese a bunééna lokalizace enzymi HO-1 a HO-2
a aktivované kaspazy-3 v prasecich oocytech

Po uplynuti kultivacni doby byla pomoci 0,1% prondzy odstranéna z oocytii zona
pellucida. Poté byly oocyty fixovany v roztoku 2,5% paraformaldehydu v PBS po dobu
1 hodiny pfi laboratorni teploté. Po 30 minutach fixace byl vyménén fixacni roztok za novy.
Poté¢ byla membrana oocytu permabilizovdna v roztoku slozeném z 0,5% Tritonu X,
fosfatového pufru PBS a ptidavku 0,01% BSA. Po uplynuti 5 minut a po 1 hodiné byl roztok
vyménén za novy. Poté byly oocyty oplachnuty ve smési PBS a 0,1% Tween 20 a nasledné
inkubovany s primarni monoklonalni protilatkou pro HO-1 a HO-2 (anti-heme oxygenase-1
a anti-heme oxygenase-2; ABNOVA, Taiwan; 1:200) nebo s monoklonalni protilatkou
pro aktivovanou kaspazu-3 (anti-cleaved caspase-3 — Aspl75; Cell Signaling Technology,
Danvers, USA; 1:400). Oocyty byly inkubovany ve vlhku pfi teploté¢ 4 °C ptes noc (13 —
16 hodin) v médiu slozeného z 0,1% BSA, 0,01 Tween 20 a PBS. Poté byly oocyty tiikrat
oplachnuty v roztoku 0,1% Tween 20 a PBS a pfi laboratorni teploté byly po dobu 1 hodiny
kultivovany v 0,1% roztoku BSA a 0,01 Tween 20 v PBS s pfidavkem sekundarni protilatky
anti-mouse 1gG konjugovanou s fluorescein-5-isothiocyanate (FITC, Sigma—Aldrich Gmbh,
Munich, Germany; 1:100) nebo anti-rabbit 1gC konjugovanou s fluorescein-5-isothiocyanate
(FITC; ThermoFisher Scientific, Rockford, USA; 1:500). Po uplynuti inkubacni doby byly
oocyty 3x oplachnuty v PBS s 0,1% Tween 20.

Pomoci fluorescen¢niho barviva 4',6-diamidin-2-fenylindol (DAPI; Sigma-Aldrich) byl
barven chromatin oocyti. Aby mohla byt vyloucena nespecificka vazba sekundarni protilatky,
byl ke kazdému z experimentl proveden stejny pokus na kontrolni skupin€ oocytt, které nebyly
inkubovany s priméarni protildtkou. Po nabarveni byly oocyty pozorovany a snimany
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pod konfokalnim skenovacim mikroskopem (Zeiss, Germany). Bunécna lokalizace a distribuce
proteint byla vyhodnocena na zékladé stanoveni intenzity signalu pomoci analyzy obrazu NIS
Elements 3.4. (Nikon, Japonsko). Ziskana data byla vyjadiena jako primérna intenzita signalu
FITC, jenz byl snizen o intenzitu nespecifického signalu kontrolni skupiny. Kazdy experiment
byl opakovany alespon tiikrat s minimalnim poctem 15 oocyti ve kazdé experimentalni
skuping.

4.3 Hodnoceni in vitro starnuti prasecich oocyti v pritomnosti donoru
oxidu uhelnatého CORM-A1

Oocyty byly kultivovany v modifikovaném kultiva¢nim médiu M199 obsahujicim donor
CO CORM-Al (sodium boranocarbonate; Sigma—Aldrich Gmbh, Munich, Germany)
0 koncentracich 25, 50 nebo 100 uM po dobu 24, 48 nebo 72 hodin. Pro vylouceni vlivu nosice
CO (inaktivovany CORM-AL; iCORM-A1) byla kontrolni skupina kultivovana v kultivaénim
médiu obsahujicim iCORM-A1 o koncentraci 100 uM. Po uplynuti dané doby prodlouzené
kultivace byly oocyty morfologicky hodnoceny pod binokularni lupou. Poté byly oocyty
fixovany v roztoku 2,5% paraformaldehydu v PBS a nasledné byl vizualizovan chromatin
prostfednictvim fluorescen¢niho barviva 4',6-diamidino-2-phenylindole (DAPI). Stav
chromatinu byl posuzovan pod fluorescenénim mikroskopem. Na zakladé morfologickych
znakd starnuti a stavu chromatinu byly oocyty rozdéleny do nasledujicich skupin: intaktni
oocyty (oocyty ve stadiu metafaze II, anafaze I nebo telofaze II), partenogeneticky aktivované
oocyty (oocyty a embrya obsahujici prvojadro), fragmentované neboli apoptotické oocyty
(oocyty, pod jejichz zonou pellucidou se nachazely apoptotické vacky) a lytické oocyty (oocyty,
u nichZ doslo k naruSeni integrity cytoplazmy ¢i natrzeni cytoplazmatické membrany). Kazdy
experiment bude minimaln¢ 3x opakovan s minimélnim poctem 60 oocyti v kazdé
experimentalni skupin€.

4.4 Statistické hodnoceni

Ziskana data byla statisticky vyhodnocena v programu STATISTICA. Statisticky
vyznamné rozdily mezi jednotlivymi skupinami byly vyhodnoceny pomoci analyzy rozptylu
(ANOVA). Hladina vyznamnosti pro toho hodnoceni byla stanovena jako p <0,05.

4.5 Experimentalni schéma

Cilem prvniho experimentu bylo urcit lokalizaci a miru exprese HO-1 a HO-2 v prib¢hu
starnuti prasecich oocytli. Exprese byla hodnocena u oocytt po 48 hodindch meiotického zrani
a dale u oocyti starnoucich 24, 48 a 72 hodin. Detekce HO-1 a HO-2 byla provedena pomoci
imunolokalizace.

Cilem druhého experimentu bylo sledovat vliv donoru CO CORM-AL na pribéh starnuti
prasecich oocytii. Oocyty byly vystaveny prodlouZené kultivaci po dobu 24, 48 nebo 72 hodin
Vv pritomnosti CORM-A1. Po uplynuti doby kultivace byly oocyty hodnoceny na zakladé
morfologickych znak starnuti.
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Ve tietim experimentu jsme se zaméfili na vliv donoru CORM-AL na aktivaci kaspazy-3
Vv prubehu starnuti prasecich oocyti. Oocyty byly vystaveny prodlouzené kultivaci po dobu 24,
48 nebo 72 hodin v pfitomnosti CORM-A1. Po uplynuti dané doby kultivace byla pomoci
imunolokalizace sledovana mira exprese aktivni kaspazy-3.
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5 Vysledky

5.1 Mira exprese a bunééna lokalizace enzymi HO-1 a HO-2 v prasecich
oocytech

Cilem tohoto experimentu bylo lokalizovat ob€ izoformy hemoxygendzy
v meioticky zralych oocytech (MII) a v oocytech starnoucich v in vitro podminkach po dobu
24, 48 a 72 hodin. V prasecich oocytech jsme zjistili pritomnost HO-1 i HO-2 (viz Obrazek 9)
a jejich exprese béhem procesu in vitro starnuti oocytti postupné nartstala. Signal HO-1 byl
nejsilngjsi v oblasti chromatinu, naproti tomu signal HO-2 byl nejsilnéjsi v cytoplazmeé oocytu.
Béhem in vitro starnuti dochazelo ke zvySeni exprese obou izoforem pfevazné v cytoplazmé
oocytu.
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Graf 1: Mira exprese hemoxygendzy-1 ve zralych (MII) oocytech a v oocytech starnoucich v in Vitro podminkach
po dobu 24, 48 a 72 hodin. Superskripty & ® ¢ oznacuji signifikantni rozdily v expresi HO-1 (p <0,05). Namérend data jsou
zpracovana v Tabulce 1 v kapitole Samostatné prilohy.

Pfi srovnani s kontrolni skupinou meioticky zralych oocyti se exprese HO-1 v oocytech
starnoucich po dobu 24 h zvysila 2,24+0,2krat, v oocytech starnoucich 48 h se zvysila
3,5+0,3krat a v oocytech starnoucich 72 hodin se exprese zvysila 6,7+1,3krat (viz Graf 1).
Exprese HO-2 se v oocytech starnoucich po dobu 24 h se zvysila 1,3+0,1krat, v oocytech

starnoucich 48 h se zvysila 1,7+0,14krat a v oocytech starnoucich 72 h se exprese zvysila
3,140,6krat (viz Graf 2). Ve vSech dnech starnuti se exprese HO-1 i HO-2 signifikantné zvysila.
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Graf 2: Mira exprese hemoxygendzy-2 ve zralych (MII) oocytech a v oocytech starnoucich v in vitro podminkdch
po dobu 24, 48 a 72 hodin. Superskripty ¢ 9 oznacujt signifikantni rozdily v expresi HO-2 (p <0,05). Naméfend data jsou
zpracovana v Tabulce 2 v kapitole Samostatné prilohy.
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Obrazek 9: Lokalizace HO-1 a HO-2 v prasecich MII a starnoucich oocytech po dobu 24, 48 a 72 hodin. Na snimcich
je oocyt inkubovany bez primdrni protildtky proti HO-1 (A), a ddle oocyty inkubované v pritomnosti protilatky proti HO-1: MlI
oocyty (B), oocyty starnouci 24 hodin (C), 48 hodin (D) a 72 (E) hodin. Na snimcich je oocyt inkubovany bez primdrni protildatky
proti HO-2 (F), a ddle oocyty inkubované v pritomnosti HO-2: M1l oocyty (G), oocyty starnouci 24 hodin (H), 48 hodin (1)

a 72 (J) hodin. HO-1 je zobrazena zelené (FITC), chromatin je zobrazen modie (DAPI). Mista prekryti vyskytu HO-1/HO-2
a chromatinu jsou zobrazena tyrkysove, zvétseno 400%.
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5.2 Vliv donoru CO na morfologické znaky starnuti prasecich oocyti
starnoucich po dobu 24, 48 a 72 hodin

Cilem tohoto experimentu bylo identifikovat vliv donoru CO na morfologické znaky
prasecich oocytl starnoucich v in vitro podminkach po dobu 24, 48 a 72 hodin. Pro tento
experiment byl pouzit donor CO s pomalou kinetikou uvoliiovani CO (CORM-AL). Kontrolni
skupina oocyti byla kvili eliminaci vlivu nosi¢e molekuly CO Kultivovana Vv ptitomnosti
inaktivni formy tohoto donori CO (iCORM-Al). Témito experimenty byla prokazana
schopnost CO dodaného do prasecich starnoucich oocytii pomoci donoru CORM-AL snizit
pocet apoptotickych oocytl, neboli schopnost CO snizit apoptozu prasecich oocyti, a zaroven
zvysit pocet intaktnich oocyta.
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Graf 3: Zmény podilu poctu MII (intaktnich), apoptotickych, Iytickych a partenogeneticky aktivovanych oocytit
z celkového poctu (100 %) pouzitych oocytii béhem stdrnuti 24 hodin za pouziti 25, 50 a 100 uM CORM-AL. Superskript
oznacuje signifikantni rozdily v podilu MII oocytii. Superskript ® oznacuje signifikantni rozdily v podilu apoptotickych oocyti.
Rozdily v podilu Iytickych a partenogeneticky aktivovanych oocytii nebyly statisticky signifikantni (p <0,05). Namérend data
Jjsou zpracovana v Tabulce 3 v kapitole Samostatné prilohy

Pfi in vitro starnuti praseéich oocytl v piitomnosti CORM-A1 po dobu 24 hodin nebyly
zjistény zadné signifikantni rozdily v podilu oocytt (viz Graf 3). Vliv CORM-AL zacal byt
patrny V praseéich oocytech po 48 hodinach starnuti v in vitro podminkach. Pfi srovnani
s kontrolni skupinou oocyti obsahujicich iCORM-AL byl prokazan statisticky signifikantni
vliv CORM-A1 v davkach 25 uM a 50 uM, kdy se pocet apoptotickych oocytt snizil 0 10,2 —
14,4 % (30,0+4,3 % kontrolni skupina oocyti vs. 15,6+£5,8 — 19,8+4,6 % experimentalni
skupina CORM-A1 oocytl) a zaroven se pocet intaktnich (MII) oocyti zvysil 0 12,6 — 16,0 %
(59,8+3,6 % kontrolni skupina oocytl vs. 72,3+3,8 — 75,743,7 % experimentalni skupina
CORM-AT1 oocytu) (viz Graf 4). Rozdil morfologickych znak mezi kontrolni skupinou oocyti
a experimentalni skupinou oocytt kultivovanych ve 100 uM CORM-A1 nebyl vyrazny.
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Graf 4: Zmény podilu poctu MII (intaktnich), apoptotickych, Iytickych a partenogeneticky aktivovanych oocytit
z celkového poctu (100 %) pouzitych oocytit béhem starnuti 48 hodin za pouziti 25, 50 a 100 uM CORM-AL. Superskripty 12
oznacuji signifikantni rozdily v podilu MII oocytii. Superskripty *® oznacuji signifikantni rozdily v podilu apoptotickych oocytii.
Rozdily v podilu Iytickych a partenogeneticky aktivovanych oocytii nebyly statisticky signifikantni (p <0,05). Namérend data
Jjsou zpracovana v Tabulce 4 v kapitole Samostatné prilohy.

Pfi starnuti prasec¢ich oocytt v in vitro podminkach po dobu 72 hodin byl vliv CORM-A1
v davkach 50 uM a 100 uM taktéz vyrazny. Pti srovnani s kontrolni skupinou doslo ke sniZeni
poctu apoptotickych oocytdt o 12,3 — 14,3 % (59,543,6 % kontrolni skupina oocytl
vs. 45,2+7,3 — 47,2+3,2 % experimentalni skupina CORM-AT1 oocytll) a soucasné ke zvyseni
poctu intaktnich (MII) oocyti o 11,2 — 12,5 % (28,8+3,7 % kontrolni skupina oocytl
vs. 40,0+7,3 — 41,3+6,0 % experimentalni skupina CORM-A1 oocytit) (viz Graf 5). Rozdil
morfologickych znakii mezi kontrolni skupinou oocytll a experimentalni skupinou oocytl
kultivovanych ve 25 uM CORM-A1 nebyl vyrazny.
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Graf 5: Zmény podilu poctu MII (intaktnich), apoptotickych, Iytickych a partenogeneticky aktivovanych oocytii
z celkového poctu (100 %) pouzitych oocytii béhem starnuti 72 hodin za pouziti 25, 50 a 100 uM CORM-AL. Superskripty 12
oznacuji signifikantni rozdily v podilu MII oocytii. Superskripty ®° oznacuji signifikantni rozdily v podilu apoptotickych oocytii.
Rozdily v podilu lytickych a partenogeneticky aktivovanych oocytii nebyly statisticky signifikantni (p <0,05). Namérend data
Jjsou zpracovana v Tabulce 5 v kapitole Samostatné prilohy.
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5.3 Vlivdonoru CO na aktivaci kaspazy-3 béhem starnuti prasecich oocytu
po dobu 24, 48 a 72 hodin

Cilem tohoto experimentu bylo zjistit vliv donoru CORM-AL na miru aktivace kaspazy-3
(CAS-3) jako markeru apoptozy v praseCich oocytech starnoucich v in vitro podminkach
po dobu 24, 48 a 72 h (viz Graf 6). Timto experimentem byla prokazana schopnost CORM-A1l
snizovat miru aktivace CAS-3 béhem starnuti prasecich oocyti. Vliv tohoto donoru CO
na aktivaci kaspazy-3 (CAS-3) v prasecich oocytech byl vyznamny pti 24, 48 0 72 h procesu
starnuti a jeho efekt byl zavisly na koncentraci CORM-AL pouzité pro jednotlivé faze tohoto
experimentu.

Nejvétsi vliiv CORM-A1 byl zaznamenan u oocytt starnoucich v in vitro podminkach
po dobu 24 h kultivovanych v 25 uM a 50 uM CORM-AL. Pii srovnani s kontrolni skupinou
oocytu doslo ke snizeni miry aktivace CAS-3 0 40,9 — 48,5 % (100,0+6,0 % kontrolni skupina
oocytd vs. 51,6+6,2 — 59,245,9 % experimentalni skupina CORM-A1 oocytl). Pii kultivaci
oocytd ve 100 uM CORM-AL byl vliv méné vyrazny a mira aktivace CAS-3 se snizila 0 16,5 %
(100,0+6,0 % kontrolni skupina oocytl vs. 83,5+£5,2 % experimentalni skupina CORM-A1l
oocytl).
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Graf 6: Mira aktivace kaspdzy-3 (CAS-3) v prasecich oocytech starnoucich po dobu 24, 48 a 72 hodin za pouZiti 25,
50 a100 uM CORM-ALl. Vsechny hodnoty jsou relativné vztazeny ke kontrolni skupiné oocytii starnoucich 24 hodin.
Superskripty » 2 3 oznacuji signifikantni rozdily v expresi CAS-3 (p <0,05). Namérend data jsou zpracovina v Tabulce 6
v kapitole Samostatné prilohy.

Vliv CORM-A1 na oocyty starnouci po dobu 48 h byl oproti oocytim starnoucich 24 h
slabsi a opé€t byl vyrazné€jsi pti kultivaci oocytd v 25 uM a 50 uM CORM-A1. Pii srovnani
s kontrolni skupinou doslo ke snizeni miry aktivace CAS-3 0 16,7 — 23,5 % (65,6+10,3 %
kontrolni skupina oocytd vs. 42,1+4,5 — 48,9+4,9 % experimentalni skupina CORM-A1l
oocytll). Rozdil miry aktivace CAS-3 mezi kontrolni skupinou oocytli a experimentalni
skupinou oocytl kultivovanych ve 100 uM CORM-AT1 nebyl vyrazny.

52



Stejné tak i u oocytt starnoucich v in vitro podminkach po dobu 72 h byl vliv CORM-Al
oproti oocytim starnoucich 24 h slabsi. Vyznamnéjsi vliiv CORM-A1 behem starnuti oocytl
72 h jsme pozorovali pfi pouziti koncentrace 25 uM a 50 uM CORM-A1. Pti srovnani
s kontrolni skupinou se mira aktivace CAS-3 snizila o 13,4 — 22,9 % (69,0+£7,6 % kontrolni
skupina oocytd vs. 46,148,7 — 55,6+5,2 % experimentalni skupina CORM-AT1 oocytl). Rozdil
miry aktivace CAS-3 mezi kontrolni skupinou oocytll a experimentalni skupinou oocyti
kultivovanych ve 100 uM CORM-A1 nebyl vyrazny.

CORM-AT

Obrdazek 10: Lokalizace aktivované kaspazy (cCAS-3) v prasecich oocytech starnoucich 24 hodin (A4), 48 hodin (B)
a 72 hodin (C). Na snimcich jsou zobrazeny kontrolni oocyty inkubované s protilatkou pro cCAS-3 (KS), experimentdlnich
oocytit inkubovanych v pritomnosti CORM-A1 a oocyty negativni kontroly (NK) inkubované bez protilatek pro c¢CAS-3
a bez CORM-A1. Aktivovand kaspdza-3 je zobrazena zelenou barvou (FITC), chromatin je zobrazen modrie (DAPI), zvétSeno
400x.
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6 Diskuze

Oocyt je hlavni slozkou plodnosti samic. Vysoka kvalita oplozenych oocytt je dilezita
pro normalni embryonalni vyvoj a zdravé potomstvo. U savcl je obdobi vhodné pro oplozeni
oocytu kratké a trva 6 az 24 hodin. Pokud oplozeni v tomto Casovém rozmezi nenastane,
neoplozené oocyty vstoupi do Casové zavislého procesu snizujiciho jejich kvalitu zvaného
starnuti oocytli. Neuspesné a abnormalni oplozeni je ¢asto pozorovano u starnoucich oocytl
a miiZze mit za nasledek Spatny embryonalni vyvoj a rané potraty (Ma et al. 2015).

Hemoxygenaza (HO) je enzym zodpovédny za rozklad hemu na oxid uhelnaty, zelezo
a biliverdin. Oxid uhelnaty (CO) spolec¢né s dal§imi gasotransmitery, jako je naptiklad oxid
dusnaty (NO) ¢i sulfan (H2S), patii do skupiny endogennich signalnich molekul. Diky produkci
téchto latek je hemoxygenaza schopna poskytovat oocytim a dal$im typtim somatickych bunék
ochranu pied ucinky starnuti, mezi které patii i programovana buné¢na smrt neboli apoptoza
(Wu & Wang 2005).

Sulfan spole¢né s oxidem dusnatym je pfitomny v prasecCich oocytech, kde se podili
najejich meiotickém zrdni. Inhibici produkce sulfanu dochdzi k apoptéze oocytd,
coz naznacuje, ze sulfan reguluje biochemické procesy v pribéhu starnuti oocytt (Krejéova
et al. 2015).

Oxid dusnaty je produkovan tfemi izoformami NO syntazy (NOS) a v somatickych
bunikach se podili na jejich ochrané pred apoptozou. V Cerstvych oocytech se oxid dusnaty
ucastni meiotického zrani a ve vysokych hladinach zplsobuje vyvojové vady oocytu.
Ptitomnost NO a vSech izoforem NOS ve starnoucich oocytech spolu s pozorovanou
relokalizaci izoforem NOS béhem procesu starnuti dokazuje o0 jejich zapojeni do procesu
starnuti oocytl. Efekt NOS pravdépodobné spociva v zabranéni apoptozy a potlaceni rozpadu
oocytt (Nevoral et al. 2013; Nevoral et al. 2016).

Hemoxygenaza se vyskytuje v buiikach ve dvou izoformach — v indukovatelné (HO-1)
a konstitutivni (HO-2). Pfesny mechanismus signalni kaskady HO/CO v praseéich oocytech
jesté nebyl piesné popsan. Nasimi experimenty jsme dokazali, ze se hemoxygenaza vyskytuje
ve zralych i starnoucich prasecich oocytech v obou izoformach (HO-1 a HO-2) a Ze se
S narustajici dobou in vitro starnuti jejich exprese postupné zvysuje.

Hemoxygenéaza-1 patii do skupiny stresovych proteinli, které¢ se vyznacuji zvySenou
syntézou jako reakci na vystaveni oocytu ¢i jiné buniky fyzickému nebo chemickému stresu.
Mezi takové neptiznivé vlivy miizeme zahrnout naptiklad UV zafeni, teplotni Sok ¢i oxidativni
stres (Ryter et al. 2006).

Hem slouZi jako prostetickd skupina hemoproteinil, na kterou se mohou navazat volné
zelezité ionty. Pfi oxidativnim stresu mohou hemoproteiny uvoliiovat tyto hemové prostetické
skupiny a produkovat tak volné radikaly. Pti katabolismu hemu dochazi diky HO-1 k produkci
biliverdinu a oxidu uhelnatého, které maji silné antioxidacni ucinky a chrani tak bunky
pted jejich starnutim (Gozzelino et al. 2010).

Hemoxygenaza-2 je konstitutivni izoformou HO a podobné jako hemoxygenaza-1 mlze
poskytovat ochranu buné€k proti vlivu volného hemu, avsak jeji exprese neni zvySovana jako
odpovéd’ na stres (Gozzelino et al. 2010).

Ve starnoucich prasecich oocytech jsme pozorovali zvySenou expresi obou izoforem
hemoxygendzy. Béhem 24 hodin starnuti se exprese HO-2 znésobila piiblizné 1,3krat
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a s ptibyvajici dobou starnuti oocytli se tento nadsobek exponencidlné zvétsoval. Prestoze m¢l
nartst exprese hemoxygenazy-1 podobny charakter jako u HO-2, dosahoval téméf dvakrat
vyssich hodnot. ZvySujici se produkce a exprese HO-1 v prasecich oocytech béhem procesu
starnuti by mohla byt reakci na postupné zhorSujici se podminky, kterym je oocyt béhem
in vitro starnuti vystaven. S rostouci hladinou HO-1 i HO-2 v oocytech béhem starnuti se miize
nasledné zvysovat potencial chranit bunku pfed negativnimi vlivy fyzického a chemického
stresu. Zvysujici se expresi HO-1 pravdépodobné vede k ¢im dale vétsi produkcei CO. Hlavni
ulohou HO-2 je udrzovani kontinualni produkce CO (Némecek et al. 2017a). Naristajici
potieba CO jako ochrany starnoucich oocytii muiZze souviset s postupné se zvysujici hladinou
HO-2 ve starnoucich prasecich oocytech.

Ob¢ izoformy hemoxygenazy se 1isi nejen v jejich enzymatické kinetice, ale také v misté
jejich lokalizace v bunce. V nasem experimentu jsme HO-1 Vv meioticky zralych
a ve starnoucich oocytech lokalizovali pfevazné v oblasti chromatinu, avSak exprese této
izoformy se béhem in vitro starnuti postupné zvysovala hlavné v oblasti cytoplazmy. HO-2
jsme lokalizovali po celou dobu experimentu spiSe v cytoplazmé. Pii vystaveni somatickych
bunék napt. oxidativnimu stresu se HO-1 piesouva z cytoplazmy do oblasti jadra, kde ovliviiuje
transkripcni procesy a poskytuje tak buiice ochranu proti uc¢inkim stresu (Lin et al. 2007).

Podobny mechanismus by mohl fungovat i pii ochrané prasecich oocytd béhem in vitro
starnuti. Vzhledem k pfitomnosti HO-1 v oblasti chromatinu meioticky zralych oocyti mohlo
béhem naseho experimentu dojit k vystaveni oocyti stresu jiz béhem jejich zrani. Genova
exprese HO-2 mitize byt vyvolana glukokortikoidy (Némecek et al. 2017b). Vyskyt HO-2
Vv cytoplazmé by mohl souviset s umisténim vazebnych receptort pro glukokortikoidy. Prestoze
u praseCich oocytli zatim nebyly vazebné receptory pro glukokortikoidy V cytoplazmé
prokazany, u krys byly objeveny volné glukokortikoidové receptory v cytoplazmé somatickych
bunék (Bell & Munck 1973). Gong et al. (2017) prokazali piitomnost vazebnych
glukokortikoidovych receptori na membrané praseCich oocyti. Pfesny mechanismus
a konkrétni lokalizace receptor pro vyvolani genové exprese HO-2 pomoci glukokortikoidii
vSak vyzaduje podrobné&jsi vyzkum.

Po ovulaci dochdzi v oocytu k postupné se zvysujici produkci reaktivnich kyslikovych
slouc¢enin (ROS), které v oocytu vyvolavaji oxidativni stres a spousti kaskadu dalSich faktora
vedouci ke starnuti oocytu a naslednému zahajeni jeho apoptozy (Yao et al. 2018). Ukolem
obou izoforem hemoxygenazy je ucast pii katabolismu hemu, jehoZ nasledkem je mimo jiné
produkce oxidu uhelnatého ¢i biliverdinu. Tyto metabolity maji béhem oxidativniho stresu
schopnost vychytavat volné radikaly v bunice a zabranovat tak bunécné smrti (Gozzelino et al.
2010). Signalni kaskdda hemoxygenazy-1 a oxidu uhelnatého je povazovéana za jeden
Z nejznaméjsich faktord zamezujici procesu apoptdozy u somatickych bunék (Abraham
& Kappas 2008).

Inhibici hemoxygenazy Vv praseCich oocytech béhem in vitro starnuti bylo prokazano
snizeni jejich kvality, zvySeni poctu apoptotickych a lytickych oocyti a soucasné snizeni pocétu
intaktnich oocyti (Némecek et al. 2017a). Tento efekt spole¢né s nami prokazanou zvysenou
expresi obou izoforem hemoxygenazy Vv prasecich oocytech béhem in vitro starnuti dokazuje
0 dilezitosti jeji role pfi ochrané oocytu proti procesu starnuti.

Oxid uhelnaty je do prasecich oocyti exogenné dodédvan pomoci vektort, které se
oznacuji jako CORMs (CO-releasing molecules). Tyto organokovové slouceniny jsou uméle
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vytvofené a jejich tkolem je uvoliiovat molekuly oxidu uhelnatého, ktery cytoprotektivné
pusobi na starnouci prase¢i oocyty (Babu et al. 2015). Skupina CORMs se déli na CORMs
rozpustné v lipidech, kam patii CORM-1 a CORM-2, a CORMs rozpustné ve vodé, kam fadime
CORM-3 a CORM-AL. Jedinou latkou, kterd je zarovein rozpustnd ve vodé a neobsahuje
kovovy iont, je CORM-AL. Diky jednoduché modifikaci a nizké toxicité je vyroba a pouzivani
CORM-A1 z téchto latek nejjednodussi a nejpraktictéjsi (Adach & Olas 2018). Oproti CORM-3
uvoliiuje CO pomaleji, avSak ucinky hemoxygenaz, potazmo CO, napodobuje veérnéji
(Motterlini et al. 2005).

Uvolnovani CO pies donor CORM-2 je oproti postupnému uvoliiovani pies donor
CORM-A1 rychlé. Na starnouci praseci oocyty ma CORM-2 v riiznych koncentracich pozitivni
ucinek, ¢imz dochazi k vyssimu vyskytu intaktnich oocytt a diky schopnosti snizovani miry
aktivace kaspazy-3 i k soucasnému snizeni miry apoptdzy starnoucich oocytt. OSetieni oocytl
starnoucich 24 h v in vitro podminkach molekulami CORM-2 vede ke zvySeni vyskytu
intaktnich oocytdl a k sou¢asnému snizeni poc¢tu apoptotickych oocyti. U oocytl starnoucich
48 a 72 hodin byl efekt CORM-2 silngjsi (Némecek et al. 2017a).

CORM-A1 ma v somatickych buikach schopnost cytoprotekce. Naptiklad v prasecich
endotelovych bunikach nachézejicich se v mozku dokaze CORM-AL tidit produkci reaktivnich
kyslikovych sloucenin (ROS), sniZzovat tak oxidativni stres zpiisobujici mitochondridlni
dysfunkci a zabranovat tak apoptéze téchto bunék (Basuroy et al. 2013). V intestinalnich
epitelidlnich buitkach mysi CORM-A1 rovnéz snizuje produkci ROS a soucasné s tim zvySuje
hladinu glutationu (GSH), ktery brani uc¢inku ROS. Timto zptisobem dochazi k zabranéni
oxidativniho stresu a nasledné apoptoze ¢i snizeni kvality bunék. Mezi dalsi schopnosti
CORM-AL1 v téchto buiikkach patii schopnost snizovat miru aktivace kaspazy-3, kterd je
markerem apoptozy (Babu et al. 2014). Tyto poznatky by mohly nasvéd¢ovat o podobném
ucinku donoru oxidu uhelnattho CORM-A1 na nésledky starnuti prasecich oocytl a zvysSovat
tak jejich kvalitu.

V naSem experimentu jsme prokazali signifikantni vliv CORM-Al na morfologii
starnoucich oocytl. Tento ucinek zacal byt patrny po 48 hodinach a jeho nasledkem bylo
sniZzeni poctu apoptotickych oocytl a Soucasné také zvyseni poctu intaktnich oocyta.

Pii starnuti prasecich oocytt po 72 hodin byl u¢inck CORM-A1 na morfologii oocyti
podobny, avSak byl vyrazny pouze pii vysSich davkach. Stejné¢ jako v predchozich castech
experimentu dokazal CORM-A1 snizit podil apoptotickych oocyt vii¢i intaktnim. Pti pouziti
niz$i davky CORM-AL jsme tento jev nepozorovali. VSechny tyto vysledky jasné potvrzuji
hypotézu o schopnosti CO dodané¢ho do prasecich starnoucich oocyti pomoci donoru
CORM-AL1 zabranovat apoptdze prasecich oocytl, ovliviiovat proces starnuti a zlepSovat tak
zivotaschopnost.

Jednou z pfi¢in apoptozy prasecich oocyti je aktivace kaspazy-3 vyvolana naptiklad
ptitomnosti peroxidu vodiku (H20.) pti oxidativnim stresu. Béhem oxidativniho stresu dochazi
nasledkem zvysené koncentrace vapnikovych ionti pronikajicich do mitochondrii k poskozeni
mtDNA a naslednému starnuti oocytt (Prasad et al. 2015). Mira aktivace kaspazy-3 v prase¢ich
oocytech je béhem starnuti nejvyssi prvnich 24 hodin, poté se postupné snizuje. Jak jiz bylo
v piedchozich studiich (Némecek et al. 2017a) dokazano, jednou z vlastnosti oxidu uhelnatého
ve starnoucich prasecich oocytech je schopnost snizovat aktivaci kaspaz a zabranovat tak
apoptoze. Ke stejnému ucinku v prasecich starnoucich oocytech dochazi i v pfitomnosti donoru
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CO CORM-2. Pouziti této molekuly béhem starnuti oocytii po dobu minimalné 24 hodin ma
za nasledek zvyseni poctu intaktnich oocyti, snizeni poctu apoptotickych oocytl a soucasné
snizeni miry aktivace kaspazy-3. S postupujici dobou starnuti byl tento efekt méné vyrazny
(Némecek et al. 2017a).

Stejn¢ jako CORM-2 ma i CORM-A1 pozitivni vliv na miru aktivace kaspazy-3. Nasim
experimentem jsme prokazali schopnost CORM-A1 snizovat miru aktivace kaspazy-3
ve starnoucich prase¢ich oocytech a zabranovat tak apoptoze. Tento efekt se s postupujici
dobou starnuti snizuje a je na rozdil od G¢inku CORM-2 zavisly na koncentraci pouzité davky.
Tento jev mize byt zptisoben pomalejsi kinetikou uvoliovani CO molekulami CORM-Al
oproti CORM-2.

CORM-A1, potazmo oxid uhelnaty mize ovliviiovat aktivaci kaspazy-3 a zabranovat tak
apoptoze prasecich oocytll pomoci riznych mechanismu. Jak jiz bylo zminéno vyse, CO dokaze
v prasecich oocytech ovliviiovat hladinu reaktivnich kyslikovych sloucenin, omezovat tak
prunik volnych vapnikovych iontii do mitochondrii a pfedejit tak nastupu starnuti a nasledné
apoptoze (Yao et al. 2018). V somatickych bunkach ma oxid uhelnaty schopnost zvySovat
expresi antiapoptotického faktoru Bel-2 a soucasné snizovat expresi proapoptotickych faktora
Bid a Bax, coZ ma za nasledek inhibici apoptozy téchto bunék (Némecek et al. 2017a). Piestoze
byl tento ucinek potvrzen pouze u mysSich endotelidlnich bunék, mohl by podobny ucinek
fungovat i v prasecich oocytech. K potvrzeni tohoto mechanismu inhibice apoptozy v prasecich
oocytech vSak potiebuje dalsi vyzkum.

Dokazanim metody cytoprotekce prasecich oocytlh pomoci schopnosti oxidu uhelnatého
snizovat expresi Bcl-2 a zvySovat expresi Bid a Bax bychom mohli zamezit zhorseni kvality
oocytt a mit tak k dispozici dostatek kvalitnich oocytt pro dalsi vyzkum v oboru reproduk¢nich
biotechnologii. Vysledky vyzkumu pfesného divodu nartustu exprese HO-1 a HO-2 béhem
procesu starnuti a poznatky tykajici se piresného mechanismu zabranéni apoptézy pomoci
regulace antiapoptotickych a proapoptotickych faktorti Vv praseCich starnoucich oocytech
by mohly byt vyuzity i v oboru lidské asistované reprodukce. Timto zpusobem bychom
nasledné mohli dosdhnout zvysSeni kvality genetické vybavy a nasledného vyvoje budoucich
potomk.
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7 Zavér

Cilem této prace bylo zjistit, zda 1ze ovlivnit starnuti prasecich oocytl pomoci donoru
oxidu uhelnatého CORM-AL. Pti zkoumani vlivu CORM-A1 na praseci oocyty jsme srovnavali
starnouci oocyty se zralymi MII oocyty a prokdzali jsme, Ze CORM-Al dokéaze regulovat
proces starnuti a zachovavat tak kvalitu prase¢ich oocyti. Experimentem jsme zjistili, ze se
ve zralych i v invitro starnoucich prase¢ich oocytech exprimuji obé formy enzymu
hemoxygenazy, ktera je zodpovédna za produkci oxidu uhelnatého (CO).

Ve zralych prasecich oocytech byl signal HO-1 nejsilngjsi v oblasti chromatinu,
kdezto HO-2 se spiSe exprimovala v cytoplazmé. U somatickych bun¢k se HO-1 vyskytuje
Vv blizkosti jadra, kde ovliviiuje transkripci pii vystaveni bunky stresu. V nasem ptipadé by
mohla pritomnost HO-1 v oblasti chromatinu souviset s vystavenim oocytt stresovym faktoram
jiz béhem procesu zrani. Exprese HO-1 i HO-2 béhem in vitro starnuti probihala prevazné
v cytoplazmé prasecich oocytll a postupné nardstala. Mezi nasledky starnuti patii mimo jiné
snizeni u¢innosti riznych antiapoptotickych faktort. Signalni kaskada HO-1/CO ma schopnost
zajistovat ochranu buiiky a zabranovat tak apoptoze. Hlavni lohou HO-2 je fidit hladinu CO.
Zvysujici se exprese HO-2 ve starnoucich praseCich oocytech muze znacit o postupné
se zvysujici potfebé CO pii1 ochrané buniky pfed bunécnou smrti.

Dale jsme sledovali vliv CORM-A1 na morfologii starnoucich praseéich oocyti,
ktery zacal byt patrny po 48 hodinach a byl zietelny i pfi 72 hodinach in vitro starnuti.
Pfi oSetfeni prasecich oocyti molekulami CORM-ALl se zvysil pocet intaktnich oocyta
a soucasn¢ se snizil pocet apoptotickych oocyti. Tato skutecnost spolecné s jiz diive
prokazanymi uc¢inky signalni kaskddy HO/CO na starnuti prasecCich oocytl jasné sveéd¢i
0 schopnosti CORM-AT1 zabranovat apoptoze prasecich oocytu.

Jednim z markerti apoptozy praseCich oocyti je kromé jejich morfologickych zmén
piitomnost aktivované kaspazy-3 (CCAS-3). Pii nasem experimentu CORM-A1 vyrazné snizil
miru aktivace kaspazy-3 (CAS-3) a ¢aste¢né tak zabranil jejich apoptoze. Sila u¢inku CORM-
Al na miru aktivace CAS-3 byla zavisla na koncentraci pouzité davky CORM-AL a s postupem
Casu se béhem in vitro starnuti snizovala. Z vysledku tohoto experimentu lze opét usuzovat,
ze je CORM-AL molekula schopna zabranovat apoptoze, pozitivné tak ovliviiovat kvalitu
a zivotaschopnost prasecich oocytll a zlepSovat nasledny embryondlni vyvoj.

Dalsi metodou, jak zabranovat apoptotickému rozpadu prasecich starnoucich oocyti je
schopnost CO zvysit expresi antiapoptotickych faktori a soucasné snizit expresi
proapoptotickych faktorfi. Pfesny mechanismus tohoto zpiisobu cytoprotekce byl vSak prozatim
prokazan na somatickych bunikach. V budoucnu by bylo dobré se zaméfit na podrobny vyzkum
ucinku CO, ptipadné jeho donoru CORM-A1, na expresi antiapoptotickych a proapoptotickych
faktorti v prasecich oocytech béhem starnuti. Hlubsim vyzkumem by také méla byt prokazana
¢i vyvracena a vysvétlena pritomnost HO-1 v oblasti chromatinu u zralych praseéich oocyta.
Soucasné stim by bylo vhodné dal$imi experimenty potvrdit &i vyvratit Ssouvislost
mezi zvysujici se hladinou HO-2 v prasecich oocytech béhem in vitro starnuti a zvysujici se
potiebou CO pro ochranu buiiky pied apoptdzou.
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9 Samostatné prilohy

Tabulka 1: Mira exprese hemoxygendzy-1 ve zralych (MII) oocytech a v oocytech starnoucich v in vitro podminkdch

po dobu 24, 48 a 72 hodin.

HO-1 - relativni intenzita signalu

MII

24 h

48 h

72h

Priméma hodnota
Smérodatna odchylka

1,00
0,07

2,20
0,16

3,51
0,26

6,66
1,26

Tabulka 2: Mira exprese hemoxygendzy-2 ve zralych (MII) oocytech a v oocytech starnoucich v in vitro podminkdch

po dobu 24, 48 a 72 hodin.

HO-2 - relativni intenzita signalu

Ml

24 h

48 h

72h

Prumérna hodnota

Smérodatna odchylka

1,00
0,05

1,33
0,08

1,67
0,14

3,13
0,56

Tabulka 3: Zmény podilu poctu MII (intaktnich), apoptotickych, Iytickych a partenogeneticky aktivovanych oocytit
z celkového poctu (100 %) pouzitych oocytit béhem starnuti 24 hodin za pouziti 25, 50 a 100 uM CORM-Al. Kazda hodnota
obsahuje jeji obousmernou smeérodatnou odchylku.

CORM-AL1 - 24 h starnuti
kontrolni skupina (0 uM) 25 uM 50 uM 100 uM
MII oocyty 93,52+3,34 96,67+3,33 97,22+2.78 |  94,1£2.44
Apoptotické oocyty 4,63+2,45 0,00+0,00 2,78+2,78 | 4,17+4,17
Lytické oocyty 1,85+1,85 0,00+0,00 0,00+0,00|  0,00+0,00
Partenogeneticky
aktivované oocyty 0,00+0,00 3,33+3,33 0,00+0,00| 1,73+1,73

Tabulka 4: Zmény podilu poctu MII (intaktnich), apoptotickych, Iytickych a partenogeneticky aktivovanych oocytii
z celkového poctu (100 %) pouzitych oocytii béhem starnuti 48 hodin za pouziti 25, 50 a 100 uM CORM-AL. Kazda hodnota
obsahuje jeji obousmérnou smérodatnou odchylku.

CORM-AL1 - 48 h starnuti

kontrolni skupina (0 uM) 25 uM 50 uM 100 uM
MII oocyty 59,75+3,64 | 75,70+£3,72| 72,34+3,78| 62,18+9,55
Apoptotické oocyty 30,00+4,31 15,64+5,76 19,82+4,61 27,32+9,52
Lytické oocyty 4,58+1,98 2,67+1,63 0,00+0,00 0,00+0,00
Partenogeneticky
aktivované oocyty 5,67+2.67 6,00+4,00 7,85+1,54 10,50+0,03




Tabulka 5: Zmény podilu poctu MII (intakinich), apoptotickych, Iytickych a partenogeneticky aktivovanych oocytii
z celkového poctu (100 %) pouzitych oocytii behem starnuti 72 hodin za pouziti 25, 50 a 100 uM CORM-AL. Kazda hodnota
obsahuje jeji obousmérnou smérodatnou odchylku.

CORM-AL1 - 72 h starnuti
kontrolni skupina (0 uM) 25 uM 50 uM 100 uM
MII oocyty 28,83+£3,70| 24,73£3,49| 40,04+£7,25| 41,33+6,04
Apoptotické oocyty 59,4+3,59 60,5+6,01 45,16+7,28 | 47,21+£0,15
Lytické oocyty 1,86+1,21 0,00+0,00 2,50+2,50 0,00+0,00
Partenogeneticky
aktivované oocyty 9,85+£3,40| 14,7845,35 12,3£3,35| 11,4646,19

Tabulka 6: Mira aktivace kaspdzy-3 v prasecich oocytech starnoucich po dobu 24, 48 a 72 hodin za pouziti 25, 50

a 100 uM CORM-AL. Kazda hodnota obsahuje jeji obousmernou smérodatnou odchylku.

CORM-AL1 - vliv na cCAS-3
kontrolni skupina (0 uM) 25 uM 50 uM 100 uM
24 h 100,00+6,01 51,55+6,15 59,15+5,88 83,48+5,24
48 h 65,63+10,34 48,92+4,85 42,114+4,53 65,00+3,54
72 h 69,03+7,62 55,56+5,16 46,11+8,72 62,41+3,92




