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Souhrn

Nékteré metody reproduk¢nich biotechnologii, jako jsou oplozeni in vitro, tvorba
transgennich organismt, klonovani a jiné laboratorni techniky, jsou zavislé na dostupnosti
pln¢ dozralych meioticky kompetentnich oocytii. Jen takové oocyty jsou schopné dosahnout
metafaze II, byt oplozeny a schopny korektniho embryonalniho vyvoje. Kazdd samice ma
vsak takovych oocytli v konkrétnim ¢ase jen omezené mnozstvi, Casto velmi malé. Zdrojem
meioticky kompetentnich oocytli ale mohou byt i oocyty dosud nedozralé, kterych na
vajeCnicich najdeme mnoho. Jejich kultivaci a zranim in vitro lze ziskat oocyty meioticky
kompetentni a Vv dostateném mnozstvi. Porozuméni mechanismiim a regulaci zrani nam
muze vtomto vyznamné pomoci. Proto je zradni oocytl Castym piedmétem zkoumani
Vv laboratofich.

Pro vlastni studium meiotického zrani pak lze vyuzivat celou fadu modelovych
organismil, Z nichz kazdy mé své vyhody i nevyhody. Volba toho konkrétniho zdvisi na
povaze experimentu a jeho ucelu.

Cilem této prace bylo shrnout, jaké jsou nejcastéji vyuzivané modely, postihnout
pozitiva i negativa vyuziti kazdého z nich, naro¢nost chovu modelového organismu. Z dalsich
vlastnosti jsou dulezité délka zrani, dostupnost oocyttl, naro¢nost in vitro kultivace, geneticka
ptibuznost s ¢lovékem a dalsi.

Zdrojem velkého mnozstvi oocytti pfi malych nakladech na chov a jejich zisk je
napiiklad octomilka. Z hlediska zkoumani vlivu, koncentraci a lokalizace molekul
regulujicich meiotické zrani jsou velmi vhodné oocyty obojZivelniki nebo ryb, protoZe jsou
relativné velké a v pfipadé ryb i prihledné. Pro pfipadné uplatnéni vysledkli experimentli ve
Slechténi a reprodukénich biotechnologiich hospodatskych zvitat, je tfeba ale dané pokusy
vzdy ovétovat také na savCich modelech, jako jsou myS doméaci a prase. Vyuzit lze ale i
modely mén¢ obvyklé, je-li k dispozici dostateény pocet takovych oocyti. Z béznych savéich
prasec¢ich oocyti vhodnym modelem pro ucely vyuziti vysledkli experimentu v humdanni
medicin€, konkrétné 1€¢bé neplodnosti.

Vzhledem Kk siti problematiky biotechnogickych metod, nejen v reprodukci, jsem se ve
své praci zaméfila pouze na oocyt, jakoZto obecné vyznamny model pii studiu regulace
bunééného cyklu, a na v praxi nejcastéji vyuzivané modelové organismy. Oocyt je vhodnym
modelem pro vyzkum signalnich drah bunécného cyklu pro své relativné velké rozméry a

mnozstvi proteinti, které jsou tak dostupné v dostatecném mnozstvi pro potieby



biochemickych studii. Zarovei je to butika, se kterou se v laboratornich podminkéach pomérné

dobfe manipuluje.

Kli¢ova slova: biologické modely, danio, drapatka, mys, octomilka, oogeneze, prase,

reprodukéni biotechnologie



Biological models used in reproductive biotechnology

Summary

Some reproductive biotechnology methods such as in vitro fertilization, creation of
transgenic organisms, cloning and other laboratory techniques, are dependent on the
availability of a fully matured meiotic competent oocytes. Just such oocytes are able to reach
metaphase 1l, and able to be fertilized of correct embryonic development. However, each
female has a limited number of oocytes in specific time, often very small. Also immature
oocytes, there are many in ovaries, can be the source of meiotic competent oocytes. By their
cultivation and maturation in vitro can be obtained meiotic competence oocyte in sufficient
guantities. The understanding of mechanisms and regulation of maturing can help
significantly. This is the reason whyoocyte maturation is a frequent
laboratory research subject.

The in vitro maturation itself can be used for studing of variety organisms models,
each of which has its advantages and disadvantages. The choise of the most specific model
depends on the nature of the experiment and its purpose.

The aim of this bachelor thesis is to summarize what are the most commonly used
models, capture the pros and cons of each use, and intensity of model organism breeding.
From other attributes are important e.g. the maturation period, oocytes availability, intensity
of the in vitro culture, the genetic affinities with a man, and others.

A drosophila is for instance the source of large quantities of oocytes at low cost for
breeding and their profit. From the viewpoint of the influence investigation, concentration and
localization molecules that regulate meiotic maturation are very suitable oocytes of
a amphibianor fish, because they are relatively large and in the case of fish even transparent.
For the possible application of the results in
breeding experiments and livestock reproduction biotechnology, given attempts always need
to be verified on mammalian models, such as mouse and domestic pig. You can also use less
common models, if there is a sufficient number of such oocytes. Domestic pig
is physiologically the closest to a man among current mammalian models, which is also due
to the availability of porcine oocytes, an appropriate model for the purpose of utilizing the
results of an experiment in human medicine, namely for the infertility treatment.

Given the breadth of biotechnogical methods issues, not only in reproduction, my

work focuses solely on the oocyte, as a major general model in the study of cell cycle



regulation, and the most commonly used organism models in practice. The oocyte is a suitable
model for studying of cell cycle signaling pathways, because of its relatively large size and
number of proteins, which are available in sufficient quantities for the purpose of biochemical

studies. It is also the cell which is relatively well handled in laboratory conditions.

Keywords: African Clawed Frog, biotechnology models, fruit fly, mouse, oogenesis, pig,

reproductive biotechnology, zebrafish
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1 Uvod

Studium reprodukénich procest Zivocichli ma vyznam nejen v zédkladnim vyzkumu,
ale pfinasi i1 fadu praktickych poznatkii uplatnitelnych v oblasti reprodukénich biotechnologii
zvirat 1 lidi. Pod pojmem reprodukcni biotechnologie rozumime v obecném slova smyslu
cilené zasahy do reprodukce.

Zjisténi molekuldrnich mechanismu oplozeni je diilezité nejen pro poznani fyziologie
tohoto procesu, ale v humanni mediciné zvlasté pro identifikaci pfi¢in neplodnosti, naslednou
piipravu vhodnych metodik a nastroju k 1é¢bé neplodnosti v centrech asistované reprodukce.
Zjisténi vlivu urCitych latek, které se bézné vyskytuji v Zivotnim prostiedi, na reprodukéni
parametry, expresi genu a reprodukei, je dilezité pro studium mechanisma ovliviujici zrani
pohlavnich bunék a dalsi reprodukéni procesy.

V chovech hospodarskych zvitat reprodukéni biotechnologie umoziiuji dosahovat
vy$§i uZitkovosti na zdkladé genové manipulace a genového inZenyrstvi. Umoziuji u€¢inngjsi
vyuzivani gamet cennych jedincli, vyménu genetického materidlu prostiednictvim
zamrazenych inseminacnich davek, embryi a pfipadné oocytl, realizaci hygienickych
programt diky pfenosu gamet ¢i embryi a zvySeni genetického pokroku v Slechténi.

Nekteré metody reprodukénich biotechnologii, jako jsou oplozeni in vitro, tvorba
transgennich organismi, klonovani a jiné laboratorni techniky, jsou zavislé na dostupnosti
pln¢ dozralych meioticky kompetentnich oocytdl. Jen takové oocyty jsou schopné dosahnout
metafaze II, byt oplozeny a schopny korektniho embryonalniho vyvoje. Kazdd samice ma
vSak takovych oocytl v konkrétnim ¢ase jen omezené mnoZstvi, ¢asto velmi malé. Zdrojem
meioticky kompetentnich oocytli ale mohou byt i oocyty dosud nedozralé, kterych na
vajecnicich najdeme mnoho. Jejich kultivaci a zranim in vitro lze ziskat oocyty kompetentni a
V dostatecném mnozstvi. Porozuméni mechanismiim a regulaci zrdni nam mize v tomto
vyznamné¢ pomoci. Proto je zrani oocyti Castym pfedmétem zkoumani v laboratofich.

Pro vlastni studium meiotického zrdni pak lze vyuzivat celou fadu biologickych
modeld, znichz nabizi své vyhody 1 nevyhody. Volba toho konkrétniho zdvisi na povaze
experimentu a na zameéru, s jakym je provadén. Pro ovéfovani hypotéz o fyziologii buné¢k,
ucinku a lokalizaci regulacnich molekul, mitogenli a jinych lze vyuzivat jako modely nizsi
organismy. Naopak ZzivoCichy vysSich tadi geneticky bliz§ich clovéku je tfeba vyuzit
Vv piipadech, kdy existuje predpoklad uplatnéni poznatki v huménni mediciné.

Z pohledu reproduk¢nich biotechnologii je oocyt vhodny model pro své relativné

velké rozméry, schopnost dal$iho vyvoje i pomérné snadnou dostupnost, ¢asto bez nutnosti



usmrceni donora. Moznost ziskat a kultivovat oocyty rtiznych druhti v minulosti zdsadnim
zpusobem prispéla a stale pfispiva k porozumeéni regulace bunééného cyklu pohlavnich i
somatickych bun¢k.

Vzhledem k §ifi problematiky biotechnogickych metod, nejen v reprodukci, jsem se ve
své praci zaméfila pouze na oocyt, jakozto obecné vyznamny model pii studiu regulace
bunécného cyklu, a na v praxi nejcastéji vyuzivané modelové organismy. Oocyt je vhodnym
modelem pro vyzkum signalnich drah buné¢ného cyklu pro své relativné velké rozméry a
mnozstvi proteinti, které jsou tak dostupné v dostatecném mnozstvi pro potieby
biochemickych studii. Zarovei je to burika, se kterou se v laboratornich podminkéch pomérné

dobfe manipuluje.



2 Cil prace

Vzhledem k $ifi problematiky biotechnogickych metod, nejen v reprodukci, jsem se ve
své praci zaméfila pouze na oocyt, jakozto obecné vyznamny model pii studiu regulace
bunécného cyklu, a na v praxi nejcastéji vyuzivané modelové organismy. Oocyt je vhodnym
modelem pro vyzkum signalnich drah bunécného cyklu pro své relativné velké rozméry a
mnozstvi proteind, které jsou tak dostupné v dostatecném mnozstvi pro potieby
biochemickych studii. Zarovei je to butika, se kterou se v laboratornich podminkéach pomérné
dobie manipuluje.

Cilem této prace pak je shrnout, jaké modelové organismy jsou vyuzivané
v reprodukéni biotechnoloii a konkrétnéji popsat ty, které jsou vyuzivané nejcastéji:
octomilka, danio, drapatka, myS a prase. Postihnout pozitiva i negativa vyuziti kazdého
Z nich, naro¢nost chovu nebo v jakém mnozstvi a ptipadné v jaké fazi zrani nam jsou schopny

oocyty poskytnout. Dale posoudit jejich vhodnost s ohledem na cil experimentu ¢i vyzkumu.



3 Literarni prehled

Prestoze ovaria byla poprvé rozpoznéna a identifikovana jako anatomické jednotka
uz 300 let pt. n. 1., existence sav¢iho oocytu byla objevena az za¢atkem 19. stoleti. O dalsich
padesat let pozdéji bylo pak potvrzeno, Ze pohlavné dospéla samice ma béhem svého zivota
k dispozici jen kone¢ny pocet oocytt (Eppig, 1993).

Goette (asi 1875) a Nussbaum (asi 1880) byli jedni z prvnich, ktefi rozpoznali, ze
primordialni zarode¢né bunky (primordial germ cells, PGCs) vznikaji z nediferencovanych
bunék lokalizovanych nedaleko pohlavniho hiebenu a objevuji se ptred jeho formaci. K
porozuméni nasledné organogenezi sav¢iho vajeéniku doslo poprvé na pielomu prvni a druhé
dekady 20. stoleti (Eppig, 1993; MacLennan et al., 2015).

Pozdéji pak byla 1épe objasnéna problematika vyvoje savéiho oocytu. Bylo také
mezi oogenezi a folikulogenezi. Od Sedesatych let 20. stoleti jsou savéi oocyty uspéSné

kultivovany v podminkach in vitro (Eppig, 1993; MacLennan et al., 2015).

3.1 Oogeneze

Oogeneze souhrnné oznacuje proces vzniku a vyvoje samiéich pohlavnich bunék.
Zacina jiz béhem embryondlniho vyvoje samice vznikem tzv. primordidlnich zarodecnych
bunék, které se dale transormuji v oogonie a primarni oocyty, které se pozdéji v dobé
pohlavni dospélosti samice dale transformuji v oocyty vysSich fadii. Tento proces ustava
nastupem klimakteria, po kterém kristu a meiotickému zrani oocytl jiZ nedochazi
(Wassarman, 1988).

Proces oogeneze probihd v parenchymu vajec¢niku, nasledné ve folikulu a po jeho
opusténi se dokoncuje ve vejcovodu. Dé€lime jej na faze proliferacni (mnoZeni), rlstu a
meiotického zrani. V posledni fazi pak dochéazi k redukci po€tu chromozémil na haploidni
sadu (Wassarman, 1988).

Meiotické déleni je kliCovym d&jem gametogeneze, resp. oogeneze. Vysledkem
meiotického déleni primordidlnich zarodecnych bunék je vznik jedné samic¢i gamety, ktera se
vyznacuje tim, ze je haploidni, a dvou nebo vyjimecné tii polovych télisek. Diploidni stav
chromoz6ém je obnoven po oplozeni vajicka spermii. Dale se oogeneze vyznacuje typickym

zastavenim svého prubéhu v prvnim a druhém meiotickém bloku (MacLennan et al., 2015).
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Obr. 1: Pribéh oogeneze savcl. Dle: Wassarman, 1988

3.1.1 Faze prolifera¢ni

Formaci primordialnich zarode¢nych bun¢k zacina vlastni proces oogeneze. Podle
nékterych star§ich studii je pocet PGCs a tak celkovy pocet oocytll po narozeni samice
definitivni (Wassarman, 1988). Nékteré nové studie ale naznacuji schopnost mitotického
déleni PGCs i po narozeni a tak moznost vzniku novych oocytti. Podle téchto praci mohou
tedy zarode¢né kmenové buiky slouzit jako zdroj oogonii i v dobé dospélosti samice
(Johnson et al., 2004).

PGCs jsou zalozeny jako populace progenitorovych bunék ve velmi Casné fazi
embryonalniho vyvoje. Jsou prvni diferencovanou linii bun¢k embrya. Piivodné maly shluk
bunék, které se zacnou fenotypové odliSovat, zacina intenzivné proliferovat az do poctu
nékolika tisici bunék. Protoze maji PGCs svilj ptivod mimo oblast vzniku budoucich gonad,
patii k jejich fyziologickému vyvoji typickd migrace z proximalniho epiblastu az do
mezodermalni oblasti (genitalni liSta) v dorzalni ¢asti embrya, kde se jiz nazyvaji gonocyty.
Tato migrace je dokoncena v rizné dlouhé dobé v zavislosti na Zivo¢isném druhu, u ¢lovéka
je to asi Sest tydnt, u prasete asi tficet dni post coitum (Romanovsky et al., 1988). Jejich dalsi
vyvoj pak probiha v utvérejicich se pohlavnich organech, kde podstupuji dal§i zmény a stavaji
se z nich oogonie (v pfipadé samiciho plodu), které se od svych prekurzorii 1iSi predevsim
morfologii a intenzitou mitotického déleni. Mitotické déleni oogonii u savci trva jen nékolik

dni a poté ustava (Wassarman, 1988).



Az v dobé kolonizace genitalni liSty se zafina projevovat sexudlni determinace
PGCs, do té doby se jevi jako sexualné indiferentni. V1iv na to ma nejen vlastni gonozomalni
zalozeni PGCs, ale i okolnich somatickych bunék (Ewen et Koopman, 2009).

PGCs jsou jednim ze tii zakladl pro utvoreni pozdéjSich funkénich gonad — kromé
PGCs jsou to také coelomovy epitel, budouci folikuldrni buiiky a Sertoliho buiky, a
mezenchym genitalni liSty, budouci intersticium, thekélni a Leydigovy bunky (Kapeller et
Pospisilova, 2001).

Asi tiinact dni po oplozeni vajicka vstupuji PGCs do meiotické profaze, ¢imz je
zahajeno meiotické déleni (Wassarman, 1988).

Meiotickou profazi délime do péti dil¢ich na sebe navazujicich ¢asti: leptotene,
zygotene, pachytene, diplotene a diakineze. Ve stadiu leptotene vlaknité chromozomy zacinaji
kondenzovat. V zygotene je chromatin spiralizovany do chromozémovych pari tvotenych
Ctyfmi chromatidami, tvofi tzv. bivalenty. V profazi ve stadiu pachytene jsou dobie patrné
tzv. tetrady a probiha crossing-over, ktery ptispiva ke zvyseni genetické variability. Ve stadiu
diplotene se tetrady rozestupuji a jsou patrna chiasmata na chromozoémech jako vysledek
probéhlého crossing-overu. V této fazi se nachazi vétSina oocytli v dob& narozeni samice.
Béhem diktyotene, v pozdni diplotene, zanikaji chiasmata, rozpada se jaderny obal a profaze
kon¢i (MacLennan et al., 2015). Béhem diakineze pak dochazi k rozchodu chromozomu
K protilehlym polim jadra.

Pfi porodu je jiz vétSina ooctil ve stadiu pozdni diplotene, asi pét dni po narozeni
savCi samice jsou v tomto stadiu jiz vSechny oocyty (Wassarman, 1988). V tomto stadiu, které
nazyvame prvnim meiotickym blokem, tzv. faze zadrodecného vacku (germinal vesicle, GV),
zlstavaji az do opétovného zahdjeni meiotického deleni v dobé& pohlavni dospélosti samice
(Setiadi, 1998).

Oocyt ve fazi zarodecného vacku je uz béhem prenatalniho vyvoje lokalizovan na
vajecniku, kde zistavd bez jakychkoli signifikantnich zmén az do puberty. Nezbytnym
impulsem pro znovuzahajeni oogeneze je hormondlni stimul v téle dospélé samice

(Wassermann, 1988; Yanagimachi, 1988).

3.1.2 Faze rustu

Béhem féaze rhstu oocyty jiz neproliferuji, zveétSuji sviij objem a ziskavaji meiotickou
kompetenci, tedy schopnost znovuzahajit a uspé$né dokoncit meiotické zrani. U ¢loveka se

kompletni vybava budoucich vajicek, ktera budou dozravat v obdobi pohlavni dospélosti,



nachdzi asi vpatém mésici prenatalniho vyvoje. V tomto obdobi oognoie prestavaji
proliferovat, zvétSuji svlij objem a prechazeji do stddia primarniho oocytu. Ten se obaluje
jednou vrstvou folikularnich bunék a spolu s nimi tvofi primarni folikul. Jest¢ v dobé
prenatalniho vyvoje vstupuji vSechny primdrni oocyty do meidzy. Oocyt je schopen
znovuzahdjit meidézu jen ve stavu tzv. meiotické kompetence, ktera souvisi jak s morfologii,
tak s velikosti oocytu (Wassarmann, 1988; Yanagimachi, 1988).

V rostoucim o0o0Cytu se zvétSuje predevSim objem cytoplazmy, roste pocet
mitochondrii a méni se jejich tvar a struktura, zvétSuje se pocet organel endoplazmatického
retikula (Wassarman, 1988). Rostouci aktivitu Golgiho aparatu provazi rovnéz jeho
strukturalni a tvarové zmény. Zmnozeni bunéfnych organel je dulezité pro produkci
kli¢ovych faktori meiotického zrani (Wassarmann, 1988; Yanagimachi, 1988). Bez nich
oocyt nedosahuje meiotické kompetence, neni schopen spravného prubéhu meiotického déleni
a korektni segregace chromozomi (Wassarmann, Albertini, 1994).

Dochazi také k intenzivni syntéze zony pellucidy, glykoproteinové membrany tvofici
vnéjsi vrstvu oocytu, kterd oddéluje oocyt od folikularnich bun€k pti zachovani vzijemné
komunikace mezi nimi. Zona pellucida pln¢ dorostlych sav¢ich oocyti je propustna pro
makromolekuly a mensSi viry. Disponuje receptory pro vazbu spermie a vyvolava akrozomalni
reakci spermie na svém povrchu. Slouzi také jako funkéni prvek prevence polyspermie, ktera
je u vétsiny Zivocichl neslucitelnna s dalSim vyvojem. Po oplozeni spermii dochazi na zoné
pellucide K tzv. kortikalni rekaci, pti které enzymy kortikalnich granul méni jeji vlastnosti tak,
aby byl znemoznén prinik dalsi spermie (Florman et al., 1984; Wassarman, 1988).

Dale se n¢kolikandsobné zvétsuje pocet ribozémil i jejich objem (Wassarman, 1988).
Tyto zmény jsou nezbytné pro dosaZeni meiotické kompetence, kterd je charakterizovana jako
schopnost opétovné zahdjit a korektné pokracovat v meiotickém zrani az do stddia metafaze 11
a vydéleni prvniho pdlocytu (Petr et al., 1996). Naopak fyziologicky meioticky kompetentni

nejsou oocyty preantralnich folikuld.

3.1.2.1 Folikulogeneze

In vivo je cely proces oogeneze provazen souCasné probihajici folikulogenezi,

zejména pak faze riistu oocytu, kdy je prubéh folikulogeneze velmi intenzivni.



Primordialni folikul

Béhem faze rlstu po dosazeni stadia zarodecného vacku je oocyt obklopen jednou
vrstvou plochych somatickych, tzv. pregranuldéznich bunék (Picton et al., 1998). S nimi je
spojen pomoci desmosoémi a buné¢nych spoji gap junction. Toto spojeni slouzi k transportu
nizkomolekularnich latek (Wassarman, 1988; Bielanska-Osuchowska, 2006). Ze vsech
puvodné ptitomnych zarodeénych bunék dosdhne asi jen 40% stadia primordidlniho folikulu

(Guthrie et Garrett, 2001).

Primarni folikul

DalSim vyvojovym stadiem folikulu je tzv. primarni folikul, ktery je tvofen pouze
oocytem a jednou vrstvou granularnich bunék kubického tvaru. Pouze zlomek primarnich
folikuld na vajeéniku prasnice se posléze vyviji dale. Nezbytné jsou k tomu hormonalni
stimuly v podobé pusobeni folikuly stimulacniho hormonu (FSH) a modula¢ni faktory
puvodem z granuloznich bunék a bunék theca interna, vrstvy bunék, jeZ jsou soucasti theca
foliculi na povrchu polikulu, a které vykazuji endokrinni aktivitu (Manabe et al., 2004;
Bielanska-Osuchowska, 2006).

U riiznych druhti zvitat byly nalezeny rizné faktory podilejici se na regulaci vyvoje
primarniho folikulu, jako jsou anti-Miillertv hormon (AMH), kostni morfologicky faktor
(Bone Morfologic Factor, BMP), rustovy diferencia¢ni faktor (Growth Differentiation Factor,
GDF-9). U mysi (Zhao et al., 2001) a skotu (Hulshof et al., 1997) byl identifikovan dale
activin A, u skotu (Wandji et al., 1996), koz (Silva et al., 2004) a mysi (Eppig et O’Brien,
1996) byl nalezen epidermalni rustovy faktor (Epidermal Growth Factor, EGF). Pro rist
raného folikulu jsou nezbytné i faktory Wilmstv tumor protein (Wilms tumor Protein, WT-1)

a steroidogeneticky faktor (Steroidogenetic Factor, SF-1) (Logan et al., 2003).

Sekundarni folikul

Tteti stadium folikulogeneze piedstavuje sekundarni folikul, ktery je tvofen oocytem
a dvéma a vice vrstvami granularnich buné¢k, ktery jesté¢ nema utvorené antrum (Manabe et
al., 2004). Jde o tzv. preantralni folikul. Granulézni buiiky intenzivné proliferuji a jejich
vné&jsi vrstvu zacinaji obklopovat thékalni bunky. Folikul v této fazi vyvoje u prasete dosahuje
az 300 pum, vlastni oocyt asi 90 um (Van den Hurk et al., 1997).

Béhem dalsiho ristu folikulu zacinaji do prostoru mezi thékalnimi bunikami prorustat
krevni kapilary, kterymi jsou do folikulu transportovany endokrinni faktory, jako jsou

luteiniza¢ni hormon (LH), folikuly stimulacni hormon, gonadotropni hormon (GH), nervovy



rustovy faktor (NRF) a vazoaktivni intersticidlni polypeptid (VIP). Sekundarni folikul jesté
neprodukuje estrogeny (Van den Hurk et al., 2000; Zhao et al., 2000).

Antralni folikul

Poslednim stadiem folikulogeneze je tercialni neboli Graaftv folikul. Tercialni
folikul jiz pod vlivem folikuly stimulacniho hormonu pifeménou androgenti produkuje
estrogeny, ty stimuluji granulézni bunky k tvorbé sekretii. Jejich hromadénim dochazi
Kk separaci granuldéznich bun¢k od sebe a vzniku antralni dutiny, jejiz pfitomnost je pro
Graafuv folikul typickd (Wassarman, 1988).

Vlastni oocyt je umistén v misté tzv. vejconosného hrbolku (cumulus oophorus),
ktery je tvofeny nahromadénymi granuléznimi buiikami. Ta ¢&st kumulérnich bunék, kteréd
ptimo pfiléha k oocytu a komunikuje s nim, se nazyva corona radiata. Naopak buiky, které
pfimo pfiléhaji k folikularni stén€, nazyvame buiikami muralnimi (Wassarman, 1988).

Antralni dutina se plynule zvétSuje, granuldézni buniky nadale proliferuji a cely
tercidlni folikul tak roste. Vlivem produkce folikularni tekutiny se folikul siln¢ vyklenuje nad
povrch vajecniku. Jde o posledni stadium vyvoje folikulu. Graafiiv folikul praska pfti ovulaci,
kdy jej opousti oocyt (Wassarman, 1988; Manabe et al., 2004).

Pocet soucasn¢ ovulujicich tercidlnich folikuld v dobé tije je druhové specificky. U
prasete se v prub¢hu cyklu soucasné vyviji vice nez padesat folikuld, v souvislosti s poklesem
hladiny folikuly stimula¢niho hormonu se dale vyviji jen nékolik dominantnich folikuld, které
az do ovulace produkuji znacné mnozstvi estradiolu a inhibinu, ktery omezuje schopnost ristu

folikulti mensSich, které pozdéji podléhaji atrézii (Knox, 2005).

3.1.3 Faze zrani

Ve fazi meiotického zrani dochazi k heterotypickému déleni oocytl, jehoz
produktem je oocyt haploidni (Romanovska et al., 1988). Jde tedy o transformaci plné
dorostlého oocytu z tercialniho folikulu v oplozeni schopné vajicko (Wassarman, 1988).

Zrani oocytu spociva ve dvou soucasné probihajicich dé&jich: zrani jaderném a zrani
cytoplazmatickém. Po jejich korektnim pribéhu oocyt dosahne metafaze II, kde je opét jeho
vyvoj docasné zablokovan v tzv. druhém meiotickém bloku, Takovy oocyt je schopny
oplozeni a zahajeni embryonalniho vyvoje (Setiadi, 1998; Eppig, 1993). In vivo je impulsem

ke znovuzahajeni a dokonceni meidzy prinik spermie zonou pellucidou, ptipadné spontanni



partenogeneticka aktivace (Wassarman, 1998; Yanagimachi, 1988). Tu lze pro ucely

vyzkumu bunééného cyklu uméle navodit také in vitro.

3.1.3.1 Jaderné zrani

Jadro oocytu V prvni meiotické profazi nazyvame zarode¢nym vackem. Jeho rozpad
a zdanlivé zmizeni pii mikroskopickém hodnoceni je nejvyraznéj$im projevem znovuzahajeni
meidzy. Tento proces nazyvame rozpadem zarodeéného vacku (germinal vesicle breakdown,
GVBD). V podminkach in vivo je pied ovulaci navozen nahlym nartstem hladiny
gonadotropintl, luteiniza¢niho a folikuly stimula¢niho hormonu (Eppig, 1993).

Ve stadiu zarodeéného vacku je jaderna membrana kompaktni a chromatin
dekondenzovany. Typicky nabyva v jadie tvaru kruhu nebo pulkruhu ¢i podkovy (Motlik a
Fulka, 1976; Wassarman, 1988).

Na pocatku znovuzahdjeni meidzy probiha GVBD. Projevuje se zpocatku mirnym
vInénim jaderné membrany, kdy zanikaji jaderné pory. GVBD kon¢i kompletnim rozpadem a
kompletnim rozptylenim jaderné membrany (Wassarman, 1988). Chromatin je plné
kondenzovany a seskupen do shluku. Jde o stadium diakineze a u prasete trva necelou hodinu.
U prasete ke GVBD dochazi za 12 - 20 hodin od zacatku kultivace in vitro (Motlik a Fulka,
1976 et 1986), cely proces GVBD trva asi 24 hodin (Wehrend et Mainecke, 2001).

Oocyt poté prechdzi do metafaze I, ve které jsou utvofeny bivalenty. U prasete
metafaze 1 nastava mezi 24. a 33. hodinou kultivace. Chromozémy se piesouvaji do
ekvatorialni roviny a jsou spojeny metafdznim vieténkem. Nasleduje anafaze I, ktera je
typicka oddélovanim homolognich chromozémi a jejich rozestupem K opacnym polim jadra.
U prasete tato faze probiha mezi 30. a 33. hodinou. Posléze, u prasete mezi 33. a 34. hodinou,

oocyt vstupuje do telofaze I, kdy je dokon¢ena meidza | (Kanawaga et al., 1991).
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Obr. 2: Prase¢i oocyt vmeidze I s viditelnym uspofddanim chromozomi

v ekvatorialni roving; barveno orceinem. ZvétSeno 400x.

Mezi meidzou I a II probiha kratka interfaze, tzv. interkineze, kdy syntéza DNA
neprobiha (Kishimoto, 2003).

Nasleduje relativné rychla profaze II a po ni posledni stadium, metafaze II, u prasete
mezi 34. a 48. hodinou kultivace, ktera se vyznaCuje vyd€lenim prvniho polocytu,
obsahujiciho haploidni sadu chromozémi. Ty v pozdni telofazi podléhaji degeneraci
(Wassarman, 1988; Kanawaga et al., 1991), jen ve vyjimeénych piipadech se polocyt rozdéli.
Poté je meidza podruhé zastavena v druhém meiotickém bloku (Wassarman, 1988; Kubista,
1998).

Vliv na prub¢h zrani in vitro ma také velikost folikulu, ze kterého byl oocyt ziskan.
Oocyty z folikuld menSich rozméri vyzaduji kvili niz§imu stupni zralosti cytoplazmy delsi

dobu zrani (Machatkova et al., 2009).
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Obr. 3: Praseci oocyt v metafazi II. (1) haploidni jadro oocytu, (2) vydéleny prvni

p6locyt; barveno orceinem. ZvétSeno 400x.

3.1.4 Faktory regulujici priibéh meiotického zrani

Oocyt schopny prodélat GVBD jesté nemusi byt kompetentni k dokonéeni celého
meiotického déleni (Eppig, 1993). GVBD schopnost vSak miize byt dosazena i spole¢nou
kultivaci oocytll se somatickymi buiikami a to i kdyZ oocyt nekomunikuje se somatickymi
buitkami pomoci spoju gap junction. Za téchto podminek oocyt dosahuje GVBD kompetence
v Case srovnatelném s vyvojem oocytu in vivo (Eppig, 1993).

Identifikace a studium molekul podilejicich se na regulaci celého meiotického zrani
dosud zndmé patii Ca?*, cyklicky andenosin monofosfat (cyclic adenosine mohophosphate,

CAMP), M-fazi podporujici faktor (Maturation Promoting Factor, MPF), mitogeny aktivovana
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protein kinaza (Mitogen-activated Protein Kinase, MAPK), protein kinaza A (Protein Kinase
A, PKA) a cytostaticky faktor. Dale se na znvouzahajeni zrani podileji gonadotropiny.

Lze piedpokladat, Zze konkrétni participujici signalni dradhy mezidruhové rozdilné
nejsou, lisi se ale relativni vliv jednotlivych faktorti na udrZzeni oocytu ve fazi zarode¢né¢ho

vacku, resp. indukci GVBD.

3.1.4.1 Gonadotropiny

Pozorovani spontanniho GVBD u oocytt izolovanych a kultivovanych mimo antralni
folikul vedlo k hypotéze, ze somatické buiky antralniho folikulu jsou pfimo zodpovédné za
udrzeni druhého meiotického bloku az do momentu ovulace, kdy je GVBD indukovan
pusobenim gonadotropinti. Degenerace vlastniho folikulu pak vede k naruseni systému
udrzujiciho meioticky blok a zahajeni zrani oocytu (Weingartova et al., 2015).

Na znovuzahdjeni meiotického déleni se podili zejména hormony folikuly stimula¢ni
a luteinizacni prostfednictvim kumuldrnich bunék. Jejich vazbou na bunécné receptory
kumularnich bunék je ovlivnéno uvolnéni druhych bunéénych posli. Jejich pilisobenim je
nasledné uvolnén meioticky blok a znovuzahajeno zrani oocytu (Downs et al., 1988, Eppig,

1989).

3.1.4.2 Ca®*ionty

Vipenaté ionty plni ulohu intracelularniho posla, jsou tak dllezitou signdlni a
regula¢ni molekulou. ZvySeni koncentrace Ca”" v cytoplazmé buiiky stimuluje proces GVBD.
ca®* pusobi ptedev§im prostfednictvim kalmodulinu, proteinu, ktery reguluje aktivitu
fosfodiesterazy a ovliviiuje tak nastup GVBD (De Felici es Siracusa, 1982; Bornslaeger et al.,
1984).

Na efekt vapenatych iontli a kalmodulinu navazuje ucinek calmodulin dependentni
kinazy Il (Calmodulin-dependent protein kinase IlI, CaMKII), ktera je povazovana za
vSestranny regulator meiotického déleni. Pusobi regulacné na koncentraci cyklinu B, klicové
molekuly kontroly bunééného cyklu, a dalSich nezbytnych kinaz. Jeji zvySena aktivita je také
schopna vyvolat vydé€leni prvniho p6locytu (Fan et al., 2003)

Z pokusti skutecné vyplyva, Zze zvySeni koncentrace vapniku v médiu nebo
mikroinjekce inositoltrifosfatu (Inositol-tri-phosphate, 1P3), ktery mobilizuje vnitrobunécny
vapnik, indukuje GVBD (Eppig, 1993).

13



Vépenaté ionty se dale ucastni ptfi aktivaci oocytu. Inhibice faktori mobizujicich

intracelularni zasoby vapniku zabranuje spontanni aktivaci oocytu (Eppig, 1993).

3.1.4.3 cAMP

Cyklicky adenosin monofosfat je derivatem adenosintrifosfatu (ATP) a vétSina
bunék, prokaryotickych i1 eukaryotickych, ji vyuziva jako druhého bunécného posla v raznych
signalnich drahach. Je klicovym faktorem meiotického zrani sav¢ich oocyti, béhem kterého
pusobi jako inhibitor. Cyklicky adenosin monofosfat je syntetizovan adenylat-cyklazou, resp.
Stépen fosfodiesterdzou. Potlacenim jejich aktivity, resp. stimulaci je regulovéna
vhitrobunééna koncentrace cAMP (Alberts et al., 1998; Conti, 1998).

Cyklicky adenosin monofosfat mize pochazet z granuldznich bunék a do oocytu se
dostavat pomoci mezibunéénych membranovych spoji gap junction, které umoziuji difazi
nizkomolekularnich latek mezi buitkami granulézy navzdjem a mezi buiikkami granulozy a
vlastnim oocytem. Podobné¢ tedy mohou t€émito bunécnymi spoji difundovat i jiné latky, které
jsou strukturou a velikosti podobné cAMP. Tuto hypotézu podporuji i pokusy, kdy bylo
zvySenim koncentrace cAMP v kumularnich buitkach dosazeno nardstu koncentrace cAMP i
uvnitf oocytu. Neni ale zndmo, zda tento proces probihd i za fyziologickych podminek. Je
také mozZné, Ze granuloza produkuje latky, které stimuluji syntézu cAMP uvnitf oocytu. Je
ziejmé, Ze 1 izolovany oocyt ur¢it¢ mnozstvi cAMP produkuje, pravdépodobné ale ne dostatek
pro udrZeni prvniho meiotického bloku. MnoZstvi cAMP vyprodukované oocytem samotnym
je schopno nanejvys pocatek GVBD zpozdit (Eppig, 1993).

Zvysend koncentrace cAMP v sav€im oocytu udrZuje setrvani v meiotickém bloku
prostiednictvim CAMP-dependentni proteinkindzy A, kterd potlacuje aktivaci faktort
stimulujicich meiotické zrani, neptimo tedy pusobi na zrani oocytu inhibi¢né. Mezi hladinami
cAMP a PKA tak existuje tzky vztah (Alberts et al.1998; Conti et al., 2012).

Cetna pozorovani svédéi o dilezitosti udrzeni uréité prahové hodnoty cyklického
adenosin monofosfatu v GVBD kompetentnich oocytech, zejména oocytech hlodavca. Také
analogy cAMP udrzuji meioticky blok, ptfi¢emz oocyty hlodavci jsou na pfitomnost takovych
sloucenin citlivéjsi neZ oocyty primatl nebo skotu (Eppig, 1993).

Rozdilné vysledky jednotlivych pokust pravdépodobné souvisi s mezidruhovymi
rozdily v dobé& potifebné k probéhnuti GVBD, kdy napt. mysi oocyty vyZaduji vyrazné kratsi
Cas zrani nez bovinni (Eppig, 1993). Je také nutno pocitat s tim, ze nékteré zmény

nitrobunécné koncentrace urCitych faktord (cAMP) mohou byt signifikantni z hlediska
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fyziologického plisobeni, ale pfili§ malé na to, aby byly detekovany chemickou analyzou

(Eppig, 1993).

3.1.4.4 PKA

Na regulaci bunécného cyklu se podileji i fosforylatni a defosforylacni kaskady.
Ptikladem takového mechanismu je PKA, klicova kinadza podilejici se na setrvani oocytu
Vv meiotickém bloku. Ve své neaktivni form¢, tedy bez pritomnosti cAMP, existuje jako
holoenzym sestavajici z n€kolika dil¢ich podjednotek, které se lisi svou lokalizaci v butice a
citlivosti k vazbé na cAMP (Wang et Liu, 2004; Kovo et al., 2006).

Protein kindza A je schopna inhibovat dal$i faktory podilejici se na setrvani
v meiotickém bloku, predevs§im pak mitogeny aktivované protein kinazy. Mezi substraty
Protein kinazy A patfi kindza Weel, kterd potlacuje aktivitu MPF, podili se tak na
mechanismu setrvani v meiotickém bloku (Shiomaoka et al., 2011). PKA je dale hlavnim
regulatorem Cdc25, ktera aktivuje pre-MPF, cozZ je dal$i mechanismus, jimz ptsobi na zrani
oocytu inhibi¢né (Kishimoto, 2003).

Mira ptisobeni protein kindzy A je mezidruhové rozdilna, naptiklad oSetfeni oocytu

protein kinazou A ma mnohem mensi G¢inek na bovinni nez na mysi oocyty (Eppig, 1993).

3.1.45 preMPF a MPF

DalSim ptikladem mechanismu fosforylacni a defosforylacni kaskady je M-fazi
podporujici faktor, protein odpovédny za prubéh celého zrani oocytu a zejména pak za GVBD
(Sorensen et al., 1985; Gordo et al., 2001). Jde o protein sestavajici ze svou podjednotek:
regulacni, kterou je cyklin B, a katalytické, kterou je serin/threonin kinaza. Po jejich spojeni
je katalyticka podjednotka fosforylovana ihnibi¢nimi kinazami Mytl a Weel. Vznika tak pre-
MPF, inaktivni forma MPF. Pre-MPF je akumulovan v cytoplazmé oocytu béhem jeho rtstu
(Norbury et Nurse, 1992; Nebreda et al., 1995). Pro znovuzahajeni meiozy je ticba, aby byl
pre-MPF defosforylovan fosfatazou Cdc25 (Trounson et al., 2001), ta je zavisla na aktivaci
polo-like kinazou 1 (Plk1) (Abrieu et al., 1998; Karaiskou et al., 1999).

M-fazi podporujici faktor se pfimo podili na rozpadu jaderné membrany a prab&hu
GVBD. Je také odpoveédny za fosforylaci histont DNA a spiralizaci chromozomu (Alberts et

al., 1998). MPF ma vyznam pfi udrzeni oocytu ve fazi prvniho a druhého meiotického bloku,
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béhem kterych je aktivita MPF nizka. Pro znovuzahajeni prvniho meiotického déleni je nutny

vzestup aktivity MPF (Yanagimachi, 1988; Hampl, 1995; Sugiura et al., 2006).
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Obr. 4: Aktivita MPF a MAPK b&éhem meiotického zrani savéiho oocytu (dle Fan
et Sun, 2004).

3.1.4.6 MAPK

Mitogeny aktivovana protein kinaza (mitogen-activated protein kinase, MAPK, nebo
také extracellular signal-regulated kinase, ERK) patii do skupiny serin/treonin kinaz a
vyskytuje se v celkem péti formach, které se mirné 1i§i svym Géinkem a substraty (Vila-Diaz
et Miyano, 2004), z nichz nejcastéji exprimované jsou kinazy u sav¢ich modelti ozna¢ované
jako MAPK1 a MAPK2 (Davis, 1993), souhrnné MAP kinazy. Vyskytuji se ve vsech
eukaryotnich bunkach (Fan et al., 2002; Fan et Sun, 2004; Tao et al., 2005) a jsou zapojeny
do regulace zrani oocytu (Inoue et al. 1996).

Jsou regulovany signalni kaskadou, ktera zacCina aktivaci mitogenem aktivované
proteinkinazy  kindzy kinazy (mitogen-activated protein-kinase  kinase  kinase,
MAPKKK/Mos), ta aktivuje mitogenem aktivovanou protein kinazu kinazy (mitogen-
activated protein kinase kinase, MAPKK/Mek) a ta nasledn¢ aktivuje MAPK (Roux et Blenis,
2004).

Zapoceti aktivace celé této kaskady stimuluji extracelularni stimuly, jako jsou

mitogeny nebo cytokiny (Posada et al., 1993; Maruta et Burgess, 1994; Li et al., 2002; Tao et
al., 2005).
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DalSimi stimulatory mohou byt hormony, napt. rastové faktory, folikuly stimula¢ni
hormon, u zab Xenopus jako stimulator aktivace MAPKKK ptisobi progesteron (Posada et al.,
1993; Maruta et Burgess, 1994; Li et al., 2002; Tao et al., 2005).

Mezi konecné substraty aktivované piimo MAP kinazami patii pomérné rozsahla
skupina kindz MAP kindzami aktivované protein-kinazy (MAPK-activated protein kinases,
MAPKAPs/MKs) (Roux et Blenis, 2004). Kone¢ny ucinek MAP kinaz je variabilni, obecné
se ale uplatiuji v regulaci genové exprese, bunééné proliferaci a diferenciaci a regulaci
apoptozy (Tao et al., 2005). Pii meiotickém zrani a dé€leni oocytu jsou MAP kinazy potiebné
K udrzeni chromatinu v kondenzovaném stavu a vydéleni polocytu (Hunter, 2000). Aktivita
MAP kindz v granuldznich buikach neni zcela objasnéna, pfispivaji ale k omezeni toku
faktort inhibujicich meiotické zrani z granul6znich bunék do oocytu (Sela-Abramovich et al.,
2005).

MAP kinazy maji regulacni u¢inek na aktivaci MPF, nejsou pro tento proces vSak
nezbytné (Kishimoto, 2003; Ohashi et al., 2003). Zaroven i MPF pusobi na aktivitu MAP
kinaz — po své aktivaci MPF stimuluje maximalni aktivitu MAP kinaz signalnich drah
prostiednictvim aktivace MAPKKK (Fan et al., 2002b). To v8ak neplati u zab Xenopus, kde
je aktivace MAP kinaz plné zavisla na MPF. Mechanismus a mira zavislosti vzajemného
ovlivilovani MAP kinaz a MPF je tak druhové rozdilna (Gotoh et Nishida, 1995 in Ohashi et
al., 2003). V prasecich oocytech aktivita MAP kinaz vzrusta spole¢né s MPF, pozdé&ji ale na
rozdil od MPF zlstava vysoce aktivni i v dobé poklesu aktivity MPF v dob& vydéleni prvniho
pélocytu (Sun et al., 2001).

3.1.4.7 Cytostaticky faktor

Cytostaticky faktor (CSF) je definovan jako jako aktivita probihajici ve zrajicich
oocytech, ktera plisobi blokaci mitézy bunék béhem raného embryondlniho vyvoje. Brani
degradaci cyklinu B a tim udrzuje vysokou aktivitu M-fazi podporujiciho faktoru. Inaktivace
cystostatického faktoru je podminkou inaktivace MPF a tedy 1 uvolnéni oocytu z meiotického
bloku MII v dobé oplozeni nebo partenogenetické aktivace. Hlavnim prostfednikem ihnibice
cytostatického faktoru je CaMKII, kterd je Ca?* dependentni. Jejim vlivem je degradovéana
regulaéni slozka MPF a inaktivovana katalyticka slozka MPF (Masui et al., 1971; Lorca et al.,
1993; Reimann et Jackson, 2002).
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3.2 Modelové organismy

Piedpokladem in vitro kultivace je ziskani oocytd ve fazi prvniho meiotického bloku
Vv podminkach in vitro. Obecné je snaha pii in vitro kultivaci maximalné¢ napodobit
fyziologické podminky, coz se nedafi zcela dokonale vzhledem k tomu, Ze nejsou dosud
bezezbytku popsany a prozkoumany veskeré faktory zrani oocytti in vivo. Jde tedy vzdy o
urcity kompromis toho, co je mozné zajistit, a toho, co zrajici oocyt k vlastni korektni
maturaci potfebuje. Pii vSech pokusech je tieba mit stale na paméti to, ze podminky in vitro
kultivace jsou vzdy vice ¢i mén¢ odlisné od fyziologickych podminek.

Vyvoj sav¢iho oocytu je v dobé ovulace zastaven v metafazi druhého meiotického
déleni a jeho zrani je dokonceno po jeho spontannim uvolnéni z folikulu. Fyziologicky
dochazi k ovulaci oocytl ve fazi zarode€né¢ho vacku jen u psovitych Selem. Dozrani lze
iniciovat i in vitro aspiraci oocytu z folikulu a jeho kultivaci. Dynamika a podminky prib&hu
jaderného zrani jsou vSak druhové specifické. In vitro a in vivo oocyt morfologicky dozrava
totozné, rozdil je ale patrny po jejich oplozeni, kdy u ooctt dozralych in vitro pozorujeme
zmény v oplozenischopnosti a schopnosti korektniho raného embryonalniho vyvoje (Setiadi,
1998).

Volba spravné techniky a technologie experimentu ma zéasadni vliv na jeho
uspéesnost. Jednim ze zasadnich momentti je pravé volba vhodného modelového organismu.

Jako modelové organismy pro ucely studia regulace bunééného cyklu a oogeneze
V praxi vyuzivame ruzné druhy zivocichu, savce, obojzivelniky, ryby i hmyz. Mezi ty v praxi
nejvyuzivanéjsi patii octomilka (Drosophila sp.), danio pruhované (Danio rerio), drapatka
vodni (Xenopus laevis), Mys domaci (Mus musculus), Prase domaci (Sus scrofa f. domestica).
VyuZit lze ale oocyty prakticky jakéhokoliv druhu. Relativné €asto vyuZivany modelovy
organismus je také tur domaci (Bos primigenius f. taurus).

Z moznych modelovych organismil kazdy poskytuje sva pozitiva 1 negativa, volba
toho konkrétniho zavisi na povaze experimentu a jeho ucelu. Obecné od modelovych
organismil vhodnych k vyuziti ke studiu oogeneze vyzadujeme jejich snadny chov, vysokou
uroven reprodukce a tedy moznost pribézného ziskavani oocytli v dostateCném mnozstvi.

Hlavni vyhodou oocyti ryb a obojzivelniki je moznost ziskavat je prabézné
V pfiznivém mnozstvi. Velkou vyhodou je také jejich velikost, patii totiz mezi ty nejvétsi, a
také jejich relativni nenaroc¢nost na podminky kultivace. Relativné nenaro¢ny je i chov téchto
zivo¢iSnych druhli. Naopak nevyhodou je jejich genetickd vzdalenost Clovéku, proto je

problematicka aplikace poznatkli takto zjisténych do humannich reprodukénich
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biotechnologii. V tomto sméru se hodi pro rychlé a ucinné ovéfeni platnosti hypotéz funkce
jednotlivych regula¢nich molekul a zmén jejich lokalizace v oocytu béhem jeho zrani a to
zejména diky tomu, ze je v nich pfitomno velké mnozstvi proteint.

Z hlediska genetické ptibuznosti ¢lovéku je vhodné&jsi hojné¢ vyuzivana myS domaci.
Jde o druh rovnéz nendro¢ny na chov a s vysokou trovni reprodukce, poskytuje tedy znacné
mnozstvi oocytd. Diky laboratornim chovim mysi jde také o organismus s relativné nizkou

Prase domaci je model méné vyuzivany, ale obecné velmi vhodny pro vyzkumné
ucely v humanni medicing, protoze je geneticky relativné piibuzny ¢lovéku. Ma velmi
podobnou organovou soustavu, jak morfologicky, tak fyziologicky. Jde o druh pomérné
naroc¢ny na chov, s vysokou spottebou krmiva, coz ¢astecné 1ze kompenzovat chovem pro tyto
ucely vyslechténych pokusnych miniaturnich plemen. V reprodukénich biotechnologiich pfi
studiu oogeneze si ale vystacime s vajecniky, které 1ze snadno a v relativné velkém mnoZstvi
ziskat zjatek po porazce prasniek. Celd problematika chovu tak prechdzi na chovatele
Vv zivocisné vyrobé, coz ¢ini z prasete zdroj pokusného materialu, ktery je navic levny. Z takto
ziskanych vaje¢nikt pak v laboratornich podminkach mizeme ziskat celé folikuly v riznych
stadiich vyvoje nebo jen oocyty. Diky pfirozené¢ multiparit¢ prasat z jednoho vajecniku

ziskame velky pocet vyuzitelnych oocyti.

3.2.1 Moucha octomilka (Drosophila melanogaster)

Drosophila melanogaster, ¢esky octomilka, je hmyz patfici do fadu dvoukiidli
(diptera), je oblibenym tradi¢énim modelem zejména v genetickych laboratofich.

Jednou z velkych vyhod je snadny chov tohoto druhu. Drosophila se laboratorné
chova v Erlenmeyerovych banikach pfi pokojové teploté nebo v termostatu pii stalé teploté asi
25°C. Na dno ban¢k se pak naléva zivné médium ptipravené z kukuficného Srotu, cukru,
agaru a suSenych kvasnic, to se nasledné piikryje filtracnim papirem. Banku s octomilkami je
vhodné uzavfit vatovou zatkou tak, aby byl zajistén piistup kysliku (Jebavy et al., 2011;
Ables, 2015).

Dalsi vyhodou octomilky je jeji kratka generac¢ni doba a pocetné potomstvo. Vyvoj
od vajicka po imago trva jen Ctyficet aZ padesat dnii a samicky jsou schopné pateni jiz za
dvandct hodin od vylihnuti, samecci jeSté diive. Za Sest az osm dnl od péfeni pak samicky
kladou az tfi sta vajicek (Jebavy et al., 2011). Relativné snadno také 1ze octomilky sexovat dle

podoby zbarveni zadecku.
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U octomilek je dale vysSlechténa celd fada mutantnich linii s rozdilnnymi geneticky
zalozenymi znaky, napf. barva o¢i nebo téla, morfologie kiidel a jiné (Ables, 2015).

Dals$im divodem, pro€ je obecné oblibenym biologickym modelem, je jeji relativné
maly genom. Sestava z osmi chromozomu, z toho dvou metacentrickych gonozému X a Y.

Z vyse uvedenych divodi byla od pocatku minulého stoleti Casto vyuzivana a
umoznila objasnit mnoho obecnych molekularné-biologickych principt (Ables, 2015).

Jde 0 model s mnoha vyhodami, z pohledu reprodukénich biotechnologii vSak tento
model nemusi byt optimalni volbou, zejména pro ucely uplatnéni poznatkli v huménni

reprodukéni medicing, protoze jde o druh relativné neptibuzny ¢lovéku (Ables, 2015).

Obr. 5: Oocyt ve folikulu druhu Drosophila melanogaster. Oocyte — vlastni oocyt.
Nurse cells — pomocné buriky. Follicular epithelium — folikularni buniky tvofici
epitel. (Froldi et al., 2008)

3.2.2 Danio pruhované (Danio rerio)

Danio je mala sladkovodni ryba, z ¢eledi kaprovitych (Cyprinidae),
tiidy paprskoploutvych (Actinopterygii). Pochazi z oblasti vychodni Indie a Bengalska,
kde obyva pfitoky feky Gangy (Lawrence, 2007).

Danio patii k oblibenym biologickym modelim a proto se s nim lze v poslednich
desetiletich ¢asto setkat v biologickych nebo genetickych laboratotich. Divody jsou napiiklad
nizka pofizovaci cena a snadny a levny chov. Termoneutralni teplota dania je 16,5 az 34°C.

V umélém laboratornim chovu se doporucuje jako optimalni teplota vody asi 28°C, ale dobie
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se mu dafi pfi béznych pokojovych teplotaich a jeho chov tak nevyzaduje mimoradné
podminky. (Lawrence, 2007).

Dilezitou vlastnosti dania je velky pocet gamet a embryii, které je schopno
poskytnout. Jedna samicka je ob den schopna naklast az stovky jiker (Spence et al., 2008).
Embrya se vyvijeji mimotélné a jsou prihlednd, coz umoznuje jednoduché sledovani
embryonalniho vyvoje pfimo pod mikroskopem. To nachazi své uplatnéni zejména ve studiu
ontogeneze obratlovci a vyvojovych poruch ploda (Zapata et al., 2006).

Nespornou vyhodou je i kratka genera¢ni doba tohoto druhu (Hill et al., 2005).

V roce 2005 byl dokoncen projekt precteni genomu dania, coz umoznilo Siroké
mnoznosti zkoumani vlivu nejriznéjsich molekul na genovou expresi na molekularni urovni
(Scholz et al., 2008).

Z vy$e uvedeného je ziejmé, ze danio je model vyznamny nejen pro ucely vyuziti

V huménni medicing ale i vV ochran¢ zivotniho prosttedi (Petr, 2007).

1000um

Obr. 6: Fotografie oocyti Dania reria po tfech hodinach kutlivace in vitro.
Oocyty po probehlém GVBD jsou svétlé, oocyty, které GVBD neprodélaly,

zustavaji tmavé az ¢erné. Zvétseno 10x. (Peyton et Thomas, 2011).
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3.2.3 Drapatka vodni (Xenopus laevis)

Drapatka vodni je bezocasy obojzivelnik, zaba, patiici do rodu pipoviti (Pipidae).
Pivodnim aredlem tohoto druhu jsou stojaté i tekouci vody jizni a vychodni Afriky,
v minulosti byl ale zavlecen i na dalsi kontinenty. Je tolerantni ke zvySené salinité i zménam
pH. Jde o vylucné vodniho zivocicha. U drapatky je vyrazny pohlavni dimorfismus,
nejvyraznéjsSim rozliSovacim znakem je télesny ramec — samice dorustaji délky az patnact
Centimetrd, samci jsou o tfetinu mens$i. Pohlavné dospiva ve véku 8 — 12 meésicti (Dulleman,
1994).

V piirozeném prostedi se drapatky rozmnozuji v 1ét€ a to az Ctyfikat za rok, samice
tak je schopna v jednom roce vyprodukovat az dvacet sedm tisic vaji¢ek. Dva az tfi dny po
oplodnéni se pak z vajicek lihnou pulci. V zajeti lze drapatky k pafeni stiulovat zvySenim
teploty a aplikaci lidského choriového gonadotropinu (human chorion gonadotropin, hCG) do
prostiedi (Moosova, 2008).

Samice drapatky ma parové vaje¢niky, které vyplituji témét celou biisni dutinu. Jsou
obaleny peritoneem (theca externa) a uvnit rozdélené vnitini membranou (theca interna) na
malé vacky, které obsahuji vlastni folikuly ve znaéném mnozstvi (Romanovsky, 1974).

Mitotické déleni oogonii obojzivelniki probiha celozivotné. Primérni oocyty vstupuji
do meiodzy, ktera je fyziologicky pterusena v diplotene profaze I v prvnim meiotickém bloku.
Oocyt, jehoz vyvoj je zastaven v prvnim meiotickém bloku, intenzivné roste, dochazi ke
zmnozeni poctu organel, akumuluje proteiny a dosahuje meiotické kompetence a uzavira se
Vv tenkosténném folikulu, kterym je tésné obklopen. Folikularni buitky komunikuji s oocytem
pfes mezibunééné spoje gap junction a podili se na tvorbé zloutku a regulaci meidézy (Browne
etal., 1979).

Rist oocytu neni plné¢ synchronizovan a na obou vajecnicich najdeme oocyty
v riznych stadiich vyvoje. Jednotlivé faze rastu oocyti 1ze klasifikovat do péti nebo Sesti
stadii (Dumont, 1972).

PIn¢ dorostly oocyt ve findlnim stadiu dosahuje 1,3 mm V priméru s viditelnym
animalnim, tmavym, a vegetativnim, svétlym, polem. Nepigmentovany ekvatoridlni pas se
nachazi mezi témito poly. Zarodecny vacek je situovan uprostied oocytu a obsahuje nekolik
jadérek s velkym mnozstvim mRNA. Stejné jako u lidskych nebo prasecich oocyt, jen plné
dorostlé oocyty obojZivelnikl jsou meioticky kompetentni a schopny znovuzahajit meiézu a

dokoncit meiotické zrani (Raasar, Hammes, 2006).
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Zrani oocytd drapatky vodni je fyziologicky regulovano prostfednictvim
epifyzarnich gonadotropinti, které podnécuji folikuldrni bunky k tvorbé hormonu
progesteronu. Ten lze pouzit i pii in vitro kultivaci oocytd. Jen plné dorostlé oocyty reaguji in
Vitro na oSetieni progesteronem (Smith, Ecker, 1970).

Progesteron se vaze na receptory v cytoplazmatické membrané oocytu a na piislusné
receptory rozpusténé v ooplazmé. Tim ihnibuje adenylat cyklazu (AC) a snizuje
nitrobunécnou koncentraci cyklického adenosin monofosfatu, ktery brani znovuzahdjeni
meidzy. Proto je pokles aktivity cAMP-dependentni protein kindzy A zodpovédny za
uvolnéni prvniho meiotického bloku. Nizka aktivita protein kindzy A je adekvatnim stimulem
ke GVBD (Palmer, Nebreda, 2000).

Jednim z membranovych progesteronovych receptori jsou receptory sprazené s G-
proteiny. Ty jsou schopny zaktivovat faktory vedouci ke znovuzahajeni meiézy — Mos, MEK
a nasledn¢ i mitogenem aktivovanou proteinkinazu. Drdha Mos-MEK-MAPK idnukuje
aktivitu ribozomalniho proteinu p90™* (Erikson, 1991). Tento protein je zodpovédny za
inhibici myelin-transkripéniho faktoru 1 (Myelin Transcription Factor 1, MYT1) a
defosforlaci Cdc2, katalytické podjednotky MPF (Palmer et al., 1998).

Navic dochézi k aktivaci dalSich faktort regulujicich MPF: polo-like kinazy a kinazy
Cdc25 (Karaiskou et al., 1998).

Nasledné dochazi ke zvySeni aktivity MPF a MAP kinazy. Aktivace vySe zminénych
signalnich drah vede ke GVBD a zahajeni zrani oocyti. Tuto fazi nazyvame u drapatky také
M-faze.

Zkoumani meiotického d€leni oocytd drapatky vodni pomohlo pfiblizné objasnit
biochemické zmény M-fazi podporujiciho faktoru, ke kterym dochazi béhem oogeneze. Pro
rozpad zarode¢ného vacku je MPF nepostradatelnym elementarnim faktorem. MAP kinaza
nezbytna neni a jeji nedostatek muze zplsobit nanejvys zménu dynamiky zrani oocytu
(Schmitt, Nebreda, 2002).

Studium ptfechodu oocyti drapatky z G-faize do M-faze piedstavuje moznost
pochopeni aktivity a dynamiky ptisobeni MPF, coz je uzitecné pro dalsi studium bunééného
cyklu somatickych bunék a pro studium meidzy vyssich obratlovca, které jsou svou fyziologii

bliz§i hospodaiskym zvitatim anebo lidem (Weingartova et al., 2015).
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Obr. 7: Oocyty druhu Xenopus laevis (Shum, 2012).

Hlavni vyhodou uzivani drapatky vodni jako modelového organismu je tedy jeji
snadny chov a snadnd manipulace, dale rezistence viici chorobam, kratky generacni interval a
béhem kalendainiho roku neménna reaktivita na hormonalni stimulaci. Dal§im pozitivem je 1
snadnd manipulace s oocyty a folikuly vzhledem k jejich velkému mnozstvi a mimofadné
velikosti.

Nevyhodou drapatky vodni jako modelového organismu je vsak jeji relativné velka
genetickd nepiibuznost s clovékem a hospodaiskymi zvifaty, coz komplikuje moznost
aplikace takto ziskanych poznatki v reproduk¢nich biotechnologiich lidi nebo hospodaiskych
zvitat. Klicové signalni dréhy regulujici meiotické dé€leni vykazuji u drapatky néckteré
odli$nosti v porovnani s oocyty hospodatrskych zvifat nebo ¢lovéka (Weingartova et al.,

2015).
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Obr. 8: Oocyt druhu Xenopus laevis (O’Connell et al., 2011).

3.2.4 Mys domaci (Mus musculus)

24

Podobné jako drapatka ma ale také vysokou schopnost reprodukce a poskytuje fadu moznosti
pro studium vlivu genetickych modifikaci na reprodukci. Mys je také vhodna k laboratornimu
chovu a je snadno manipulovatelna (Weingartova et al., 2015). Dal§imi vyhodami jsou
ptirozené kratky generacni interval a multiparita.

Zpusobilost oocyti ke GVBD a ptfechodu z meidzy 1 do meidzy Il je podminéna
veékem a dosazenim puberty (Wassarman, 1988).

Béhem ristu dosahuji oocyty priméru 30pum v péti, 60um v patnacti a 80pum ve
dvaceti jedna dnech véku mysi. Jen oocyty, které maji v priméru 60pm jsou schopny zahdjit
meiotické zrani. K rapidnim nardstu poctu oocytli schopnych prodélat GVBD dochazi kolem
sedmnactého dne véku (Sorensen, Wassarman, 1976). Vyvoj oocyti o menSim prumeéru je
zastaven ve stadiu dictyate a tyto oocyty nejsou schopny podstoupit meiotické zrani a
dokonéit meiézu. Mohou ale vin vitro podminkach stavu meiotické kompetence jesté

dosahnout (Fulka jr. et al., 1985).
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Obr. 9: Mysi oocyt v MII fazi (Jiao et al., 2012).

PIn¢ dorostly oocyt je udrzovan ve fazi prvniho meiotického bloku prosttednictvim
vysoké koncentrace CAMP (Schultz et al., 1983). Molekuly cAMP jsou tvofeny za Gcasti 3-
adenylat-cyklazy (3-AC) v oocytu (Horner et al., 2003) nebo se do oocytu dostavaji
z folikularnich bunék (Dekel et al., 1981).

cAMP je enzymaticky degradovan fosfodiesterazou (PDE) (Shitsukawa et al., 2001).
Jeji aktivita je stimulovéana fosforylaci prostfednictvim protein kinazy (Han et al., 2006).
Adenosin monofosfat, produkt degradace cAMP, ptedstavuje dulezity regulaéni faktor AMP-
aktivované proteinkinazy (AMPK), podporujici GVBD a nasledné meiotické zrani (Chen at
al., 2006).

Tomuto procesu piedchazi stimulace obnoveni meidzy prostiednictvim protein
kinazy A, pro kterou je urcujici dosazeni urcité koncentrace cAMP v ooplazmé (Chen et al.,
2009).

Jednim z cAMP dependentnich faktori regulujicich meidzu oocytu je
protein kinaza A. PKA udrzuje vysokou aktivitu WEE1 a MYTL, které jsou zodpovédné za
udrzeni pre-MPF v inaktivni formé. Pokles koncentrace cAMP a pokles aktivity protein
kinazy A umozni aktivaci Cdc25, regulacni kindzy aktivujici MPF (Han, Conti, 2006; Pirino
et al., 2009; Oh et al., 2010). Proteosyntéza cyklinu B probiha nepferusené po celou dobu
meiotického zrani (Winston, 1997). Vysledkem narGstu koncentrace MPF je rozpad

zarode¢ného vacku, ke kterému dochdzi pfiblizné¢ po tfech hodiniach od zahajeni zrani
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(Szollosi et al., 1972; Jung et al., 1993). S piechodem oocytu zprvniho do druhého
meiotického déleni aktivita MPF klesd a opétovného maxima dosahuje béhem meiodzy II
(Aubrieu et al., 1991).

Vysoka koncentrace cAMP v oocytu ve fazi zarodec¢ného vacku potlacuje aktivitu
MAP kinazy. V okamziku, kdy aktivita MAP kindzy vzroste, stdva se nezavislou na dalSich
zménach koncentrace cAMP (Sun et al., 1999). MAP kindza je kinaza nezbytna pro
spiralizaci chromozomd, jejich korektni segregaci a reaktivaci MPF ve fazi MIIL. Neni ale
nezbytna pro GVBD a vylou¢eni prvniho pdlocytu (Araki et al., 1996).

Ziskat a kultivovat myS$i oocyty je snadné&jsi nez u jinych modelovych organismii,
zejména prasete domaciho nebo skotu, ¢imz se staly dlouhodobé oblibenym a vhodnym
modelem pro studium faktori majicich vliv na aktivaci MPF a znovuzahijeni meiozy,
naptiklad PLK1, MYTI1, WEE1 nebo Cdc25. Na druhou stranu se pritb&éh zrani mySich oocyti
v nékterych ohledech li$i od oocytti bovinnich, prasecich a lidskych (Araki et al., 1996; Sun et
al., 1999).

3.2.5 Prase domaci (Sus scrofa f. domestica)

Pro aplikaci vysledku studii do Slechtitelskych postupti hospodatskych zvirat a metod
asistované reprodukce ¢lovéka je optimalnim modelem savec, napiiklad pravé prase.

Prase domaci je multiparni savec S Vvysokou plodnosti. Prase¢i oocyty jsou navic
snadno dostupné, okamzité po porazce prasnicky nebo prasnice je Ize aspirovat z vajecniki.
Jde o model nejvice vhodny pro vyzkumy a pokusy, jejichz vysledky maji byt aplikovany na
¢lovéka, nejcastéji v oboru humannich reprodukénich biotechnologii nebo mediciny. Prase je
druh velmi podobny ¢loveéku fyziologii celého organismu i fyziologii oogeneze. Pro tyto
ucely je tedy vhodné&jsim modelem nez drapatka nebo mys (Weingartova et al., 2015).
kultivace, které musi byt velmi pfesné¢ dodrzeny. Nemalou pozornost je rovnéz potieba
vénovat tomu, jaké oocyty pfenaSime do kultur. Oocyty morfologicky nestandardni nebo
s poruSenym kumulem vykazuji horsi tspéSnost zrani pti kultivaci. Je proto tfeba byt pfi
vybéru aspirovanych oocytu pro kultivaci velmi striktni.

Casna oogeneze u prasat se podobd oogenezi u mysi. Béhem prenatalniho vyvoje
jedince probihd ve folikulech na vajecnicich mitotické déleni oogonii, které vstupuji do
meidzy. Meidza je zastavena v prvnim meiotickém bloku v profazi I prvniho meiotického

déleni, kde je udrZzovdna az do dosazeni pohlavni dospélosti samice. Ovaria novorozené
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prasnic¢ky obsahuji asi dvé st¢ deset tisic nezralych oocytii ve fazi prvniho meiotického bloku
(Prather, Day, 1998). Oocyty pohlavné dospélych prasni¢ek a prasnic pod vlivem plsobeni
hypofyzarnich gonadotropinl znovuzahajuji meiotické déleni.

Trvani meiotického zrani je v in vitro podminkach pomérmné dlouhé, 44 - 48 hodin,
proto jsou praseci oocyty vhodné pro studium procesu GVBD a jednotlivych stadii meidzy.
Meiotické zrani pln€ dorostlych oocyti ve fazi zarodecného vacku, které jsou zadrzeny
Vv profazi I a maji pramér 120 - 150 pum, je zapoc¢ato procesem GVBD. Tento proces zahrnuje
Ctyfi jednotliva stadia: GV I, GV 1II, GV IIl a GV IV (Motlik, Fulka, 1976; Meinecke,
Meinecke-Tillmann, 1979).

Ve stadiu GV 1 je nukleoplazma neporusena a chromatin je upotadan do kruhu.
Stadium GV 1II je specifické rozeznatelnym viditelnym jadrem, které obsahuje
heterochromatin, ten jiz ale neni ve form¢ kruhu. Chromatin ve fdzi GV III je rozptyleny a
neni viditelny. Chromatin oocytu ve fazi GV IV je kondenzovany a uspotfadany do
takzvanych bivalentd a jaderna membrana je rozpadla a neni viditelna. V podminkéach in vitro
trva proces GVBD pfiblizné 16 - 24 h (Motlik, Fulka, 1976; Meinecke, Meinecke-Tillmann,
1979).

In vivo je GVBD navozen pusobenim gonadotropinti folikuly stimulujicim
hormonem a luteinizaénim hormonem. Gonadotropiny potlac¢i faktory inhibujici meidzu, jako
jsou CAMP nebo cAMP dependentni kinaza vznikajici v kumularnich buiikach (Mattioli et al.,
1994) dvéma mechanismy: Zaprvé nahly narist hladiny luteinizaéniho hormonu v Kkrvi
zpusobi degradaci folikulu, ¢imz dojde k naruseni komunikace mezi kumularnimi bunikami a
oocytem, coz samo o sob¢ je stimulem ke GVBD. Za druh¢é folikuly stimula¢ni hormon a
luteiniza¢ni hormon se vazi na receptory kumuldrnich bun€k a stimuluji uvolnéni druhych
bunéénych posli. Jejich pasobenim je pak uvolnén meioticky blok a je indukovano
znovuzahajeni zrani oocytu (Downs et al., 1988; Eppig, 1989). In vitro lze zrani oocytl
indukovat pouzitim folikuly stimula¢niho hormonu a luteiniza¢niho hormonu nebo jejich
syntetickych analogii spolu s proteiny krevniho séra a rustovymi faktory (Singh et al., 1997;
Uhm et al., 1998).

Bezprostfedné¢ po GVBD nasleduje faze pozdni diakineze a poté faze MI. V ni
chromozémy utvaii Utvary zvané jako tetrady, v anafdzi I se homologni chromozoémy
rozchéazeji a probiha vlastni segregace chromozomd, které se rozchazeji k opaénym polim
jadra (Thibault et al., 1987; Wassarman, 1988). V telofazi je jiz pln¢ oddé€leno jadro oocytu a
jadro budouciho prvniho polocytu. Meidza I pfechazi bezprosttedné do meidzy Il za Ucasti

MAP kindz, které¢ jsou bcéhem tohoto piechodu nezbytné pro udrzeni chromatinu
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vV kondenzovaném stavu a vydéleni prvniho polocytu (Hunter, 2000). V praseCich oocytech
aktivita MAP kindz roste spolecné s MPF, se kterym maji vzéjemn¢ regulacni ucinek, pozd&ji
ale na rozdil od MPF aktivita MAP kinéz ziistava vysoké i v dob¢ poklesu aktivity MPF (Sun
et al., 2001). V meidze II je poté vylouceno prvni polové télisko a vyvoj se zastavuje
Vv takzvaném druhém meiotickém bloku (v metafazi II). Tehdy je oocyt povazovan za zraly a
ptipraveny k dokonceni celého meiotického déleni. K tomu je tfeba oocyt aktivovat a to
oplozenim spermii, kdy jsou z oocytu vylouceny sesterské chromatidy v podob¢ druhého
polového téliska (Thibault et al., 1987; Wassarman, 1988).

Cyklicky adenosinmonofosfat je zodpovédny za udrzeniho prvniho meiotického
bloku v prase¢ich oocytech. Syntéza cAMP je enzymaticky katalyzovana adenylat cyklazou
(AQC), ktera je lokalizoana v cytoplazmatické membrané oocytu (Liang et al., 2005). Pokles
koncentrace cAMP je vysledkem inhibice adenylat cykldzy a soucasné¢ aktivace
fosfodiesterazy, ktera $tépi cAMP (Mattioli et al., 1994). Krom¢é cAMP se na regulaci
bunécného cyklu podili i bunéény posel cyklicky guanosinmonofosfat (cyclic guanosine
monophosphate, cGMP). Klesajici mnozstvi ¢cGMP Vv kumularnich bufikach umoziuje
aktivaci fosfodiesterazy a snizeni koncentrace cAMP v oocytu (La Polt et al., 2003).
Koncentrace CAMP se v oocyt poté 1 nadale snizuje v diisledku preruseni spojeni gap junction
mezi oocytem a kumularnmi bunkami béhem procesu kumularni expanze (Liang et al., 2007).
Pocatecni pokles koncentrace cAMP a aktivity protein kindzy A je nezbytny pro
znovuzahajeni meidzy a pribéh GVBD (Racowsky , 1983; Mattioli et al., 1994). Nizka
koncentrace cAMP pak pietrvava po celou dobu zrani oocytu (Mattioli et al., 1994).

Soucasné se sniZzenim koncentrace inhibi¢nich faktorl jsou z inositol trifosfatovych
receptortt (IP3R) a ryanodinovych receptortt (RyR) do cytoplazmy uvoliiovany ionty Ca?*
(Machaty et al., 1997). lonty Ca?* aktivuji proteinovou calmodulin dependentni kinazu
(Fan et al., 2003) a n&které izoformy Ca®* dependentnich kinaz (PKC) (Fan et al., 2002; Fan,
Sun, 2004). Kinazy Cdc25 (Taieb et al., 1997), PLK1 (Anger et al., 2004) fosfatidylinositol-
3-kinaza (phosphatidylinositol 3-kinase, PI3K, inzulinovy receptor) stimulovana protein
kinazou B (Protein kinase B, PKB/AKT) (Kalous et al., 2009), ptedstavuji faktory regulujici
aktivitu MPF a MAP kinazy (Motlik, Kubelka, 1990).

Aktivita MPF klesa se vstupem oocytu do faze AI/TI. Tento pokles je diilezity pro
pfechod z meidzy 1 do meidzy II, segregaci chromozomi a korektni vylouceni prvniho
polového téliska (Glotzer et al., 1991). Inaktivace MPF je zalozena na degradaci cyklinu B,
regulacni slozky MPF. Ubiquitinace prostiednictvim anafazi-podporujiho

komplexu/cyklozoému (anaphase-promoting complex/cyclosome; APC/C) je nezbytna pro
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proteolyzu cyklinu B prostfednictvim proteazomu S26 (Peters, 2002). Nasledné znovu vzrista
aktivita MPF a dosahuje maxima v MII, kde je nenahraditelny pro udrzeni druhého
meiotického bloku (Yanagimachi, 1988).

Signalni draha Mos-MEK-MAP kinaza se podili na zrani oocytl prostiednictvim
folikuly stimula¢niho hormonu (Li et al., 2002), cCAMP (Liang et al., 2005) a MPF (Fan et al.,
2002b). Wehrend, Meinecke (2001) pozorovali vzristajici aktivitu MAP kinazy bezprostiedné
pied GVBD indukovanym MPF. Narozdil od MPF, aktivita MAP kinazy je béhem celého
zrani oocytu téméf neménna (Lee et al., 2000; Villa-Diaz, Miyano, 2004). Dulezitym cilem
MAP kinazy je ribozomalni S6 kinaza p90rsk (Fan et al., 2002b; Kishimoto, 2003; Fan, Sun,
2004; Roux, Blenis, 2004). MAP kinaza se také podili na opétovné syntéze cyklinu B a
obnoveni aktivity MPF prostfednictvim této cilové molekuly b&éhem zrdni oocyytu
(Ohashi et al., 2003). Navic MAP kinaza potlacuje aktivitu MYT1 prostifednictvim PLK1 a
brani inhibi¢ni fosforylaci Cdk2 a zméné¢ MPF na pre-MPF (Fan et al., 2002b; Kishimoto,
2003; Ohashi et al., 2003). Dale je MAP kinaza nezbytna pro udrzeni stability Cdc25 a tim
zajistuje aktivitu MPF (Kishimoto, 2003).

3.2.6 Ostatni modelové organismy

V laboratofich jsou pro nejrizngjsi pokusy uzivani zastupci vSech skupin Zivocicha.
V reprodukéni biotechnologii jde ale obecné o modely méné vhodné z diivoda jako jsou
naro¢ny ¢i nakladny chov, etické a legislativni pozadavky na chov a geneticka nepiibuznost
s hospodarskymi zvifaty nebo ¢lovékem. Urcitou nevyhodou nékterych z nich mize byt i
omezena moznost ziskani dostateéného mnozstvi gamet (Jebavy et al., 2011).

Vhodnym modelem pro studium zarodeénych listd jsou lackovci (Coelenterata),
naptiklad nezmar zeleny (Hydra viridissima) (Jebavy et al., 2011).

Z ostnokozci (Echinodermata) je Kklasickym a relativné vhodnym modelem
v embryologii naptiklad jezovka dlouhoostna (Paracentrotus lividus). Existuji i publikované
pokusy s oocyty moiské hvézdice (Asteroidea sp.) (Jebavy et al., 2011).

Nejvyznamnéjsi zivocisSnou skupinou z hlediska vyuziti v experimentech jsou vSak
obratlovci, kterych se v Ceské republice tyka zdkon na ochranu zvifat proti tyrani. | proto
muze byt jejich vyuzivani v laboratofich problematické. Patii sem ryby (Osteichthyes),
z nichZz je vreprodukéni biotechnologii vyuZivan kromé jiz zminéného dania také karas
obecny (Carassius carassius) a jini. Z obojzivelnikit (Amphibia) je vhodnym modelem pro
embryologii, cytologii, transplanta¢ni a jiné pokusy axolotl mexicky (Ambystoma
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mexicanum). Ze savcu jsou bézné uzivanymi kiecek (Cricetinae sp.), piskomil mongolsky
(Meriones unguiculatus), mor¢e domaci (Cavia aperea f. porcellus), ovce domaci (Ovis
ammon f. aries), kralik domaci (Oryctolagus cuniculus f. domestica), tur domaci (Bos
primigenius f. taurus) a jini (Jebavy et al., 2011).

Vyuzit jako modelové organismy lze i1 primaty, diky blizsi ptibuznosti a podobnosti
s ¢lovékem se hodi zejména tizkonosé opice (Catarrhina), konkrétné pifedevsim makakové
(rod Macaca), koc¢kodani (Cercopithecus) a paviani (Papio). Problém vyuzivani primata ale
spoCiva v tom, ze jejich chov v laboratornich podminkach je velice naro¢ny a nakladny

(Jebavy et al., 2011).
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4 Zavér

V reproduk¢nich biotechnologiich 1ze vyuzivat celou fadu vice ¢i méné obvyklych a
vhodnych modelti. Volba toho konrétniho zavisi na povaze provadéného experimentu, tedy co
je cilem pokusu a sjakym zamérem je provadén. Zrani a kultivace oocytli jednotlivych
organismu vykazuje urCité mezidruhové rozdily, i proto je vhodné vysledky pokust ovétovat
jejich provedenim i na dalSich modelech, coz muze byt uzitecné pro spravné pochopeni
mechanismt ptsobeni jednotlivych molekul.

Drosophila je oblibenym a tradi¢nim modelem, zejména v molekularné biologickych
laboratotich. Je zdrojem velkého mnozZstvi oocytl pfi relativné velmi nizkych nakladech na
chov, ktery je zaroven velice snadny. Je vhodnym modelovym organismem pro zkouméani
biochemickych procest a signalnich drah oocytu.

Z hlediska zkoumani vlivu, koncentraci a lokalizace molekul regulujicich meiotické
zrani jsou velmi vhodné oocyty obojzivelnikli nebo ryb, protoZe jsou relativné velké a
Vv pfipadé ryb i prihledné. Jejich chov je rovnéz snadny a finanéné nenarocny a je zdrojem
pomérné velkého mnozstvi oocytii. Naptiklad oocyty drapatky jsou mimoradné vhodné pro
biochemické studie, protoze jejich velikost koreluje s mnozstvim v nich pfitomnych proteint.

Pro ptfipadné uplatnéni vysledki experimenti ve Slechténi a reprodukénich
biotechnologiich hospodaiskych zvifat, je tieba ale dané pokusy vzdy pfinejmensim opakovat
a jejich vysledky ovéfovat i na sav€ich modelech, naptiklad na mysSich nebo prasecich
oocytech.

Chov mysi je opét finan¢né nendro¢ny a snadny. Z béZznych savéich modeld je
dobré technické zazemi laboratofe. Vyhodou prasete je relativné snadna dostupnost vysokého
poctu Cerstvych vajeéniku z jatek, coz fesi problematiku jejich chovu, ktera tak ptechazi na
chovatele jatecnych prasat. Podobné ziskat lze napiiklad i1 vajecniky bovinni, ovSem
v mnohem niz8ich poctech.

Prase je modelovy organismus velmi vhodny pro ucely ovéfeni hypotéz a postupt a
vyuziti vysledkil experimentu v humanni medicing, zejména v 1é¢bé neplodnosti. Na tomto
poli je prase domaci jednoznacné nejvyznamngjsim modelovym organismem.

Vyuzit Ize dle konkrétnich podminek i modely méné obvyklé, problémy vSak mize

skytat obtiZnost a finanéni naro€nost chovu ¢i legislativni opatfeni omezujici jejich vyuZivani.
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