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Souhrn

V posledni dobé dochazi k intenzivnimu rozvoji reprodukénich biotechnologii, a proto
narGsta snaha o spravné pochopeni mechanismii a vlivli piisobicich na reproduk¢ni cyklus.
Nase znalosti tykajici se reprodukcniho cyklu jsou nedostate¢né, obzvlasté ty, které se tykaji
ttech vyznamnych fazi oogeneze, mnozeni zarode¢nych bunék, ristu a meiotického zrani.
Oogeneze zacind jiz béhem fetdlniho vyvoje samice a jejim vysledkem je oplozeni schopny
00Cyt.

Pro reproduk¢ni biotechnologie jsou nezbytné piedev§im oocyty s ukonenym riistem, které
jsou schopné dokoncit meiotické zrani dosazenim druhé meiotické metafaze. Takovychto
oocytl je ve vajecnicich samic omezené mnozstvi. Pokud bychom byli schopni ovlivnit
dokonceni rstové periody in-vitro, méli bychom neomezeny zdroj oocytti vhodnych pro dalsi
vyuziti pro biotechnologie. Limituje nas pfedev§im naSe nedostate¢na znalost mechanisma a
faktord, které tidi riistovou periodu oogeneze.

Existuje mnoho faktorti ovliviiyjicich ristovou periodu oocytu. Mezi nejvyznamngéjsi patii
maturation promoting factor (MPF), cyklické nukleotidy, vapnik, protein kinaza C (PKC),
Src kinaza (SRC), mitogeny aktivovana kinaza (MAPK), kalcineurin, oxid dusnaty (NO) a
sirovodik (H2S).

Klicova slova: sami¢i pohlavni soustava, oogeneze, oocyt, meiotické zrani, riist oocytu



Summary

The effort regarding the right understanding of reproduction mechanisms and factors affecting
the reproduction system has recently been increasing. Our understanding of the reproductive
cycle are insufficient, especially those that relate to three major stages of oogenesis,
proliferation of stem cells, the growth and meiotic maturation. Oogenesis begins during fetal
development and result in the female is capable of fertilization oocyte.

For the reproductive biotechnology are primarily needed oocytes with completed growth.
These oocytes have to be abel to complete meiotic maturation, when they reached the second
meiotic metaphase. Such these oocytes in the ovaries of females are limited. If we were able
to delay the completion of the growth period in-vitro, we would have an unlimited source of
the oocytes, which could be suitable for further use in biotechnology. But we are limited bei
our inadequate knowledges of the mechanisms and the factors, which are regulating the
oocyte growth.

There are also a lot of factors influencing the growth cycle of oocyt. Maturation promoting
factor (MPF), cyclic nucleotides, calcium, protein kinase C (PKC), src kinase (SRC),
mitogen activated protein kinase (MAPK), calcineurin, nitric oxide (NO) and hydrogen

sulphide (H2S) belong to the most important ones.

Key WOrds: female sexual system, oogenesis, meiotic maturation, growing of oocyt
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1 Uvod

Rozmnozovani je jednim z charakteristickych znakt organismi, patéi k biochemicky i
komplikované a dosud ne zcela prostudované. Nejvétsi neznamé se objevuji zejména pfi
studiu procesi probihajicich v samic¢i pohlavni soustavé, ke kterym se fadi vznik samicich
pohlavnich bun¢k, tvorba hormont a zabezpeceni prostiedi pro vyvoj nového jedince.
Vytvareni oocytil, jejich mnozeni, rist a zrani, Se V poslednich letech dostavaji do
poptedi zajmu védca, ktefi se znazi zcela objasnit v§echny souvislosti. V posledni dob¢ také
dochdzi k prudkému nartistu zdjmu o reprodukcni biotechnologie, které se rozvijeji jak u
hospodaiskych zvitat, kde je pouziti velice Siroké, tak u lidi, kde jsou tyto metody velice
zadané kvili stale se zhorSujici plodnosti lidstva. Proto je velice dulezité ziskani oocytil
s dokoncenou rastovou periodou, jejiz spravny pribéh je nezbytny pro tGspésné dokonceni
meiotického zrani. Pro vyzkum Vtéto oblasti je tedy velice dulezité pochopeni vsech

regulacnich mechanizmi, které fidi ristovou fazi oocytu.



2 Cil prace

Cilem této bakalarské prace je podat uceleny literarni piehled o poznatcich, které se

tykaji ristové periody oocytu a vybranych faktrot, které se na regulaci riistové faze podileji.



3 Literarni reserse

3.1 Samicéi pohlavni soustava (organa genitalia feminina)

Samici pohlavni organy maji vedle funkci shodnych s pohlavnimi organy u samct, tj. tvorby
pohlavnich bun¢k a hormonti a zajiSténi pareni, jesté dalsi specialni funkci. U savct slouzi
jako prosttedi poskytujici ochranu a vyzivu pro vyvijejici se zarodek a plod od oplozeni
vajicka do porodu (Marvan a kol., 2003). Samice tak plni svoji zakladni roli, porodit ve
spravném cCase zivé mladé a laktaci zajistovat jeho vyzivu. K tomu je nutnd koordinace
komplexnich vztahi mezi hormony a tkdnovymi zménami v téle samice. To vSe slouzi pro
zachovani druhu (Reece et al., 1998).

Samici pohlavni organy zahrnuji: vnitini a zevni pohlavni organy. K vnitfnim patii

vajeéniky (ovaria) — parové organy, vejcovody (tubae uterinae) — parové organy, déloha
(uterus) — neparova, pochva (vagina) — neparova (Cihak, 2004).

Zevni pohlavni organy zahrnuji poSevni piedsin, vulvu a postévacek (Marvan a kol., 2003).

3.1.1 Vaje€nik (ovarium)

Vajecnik je parova sami¢i pohlavni zlaza, v niz se tvoii samici pohlavni buiky vajicka a
pohlavni hormony estrogeny a progesteron. Je to kompaktni organ Sedorizové barvy a
tuhoelastické konzistence, uloZzeny v kaudalni ¢€asti bfiSni dutiny, pfi vstupu do dutiny
panevni. Ve své poloze je upevnén na strop€ dutiny bfiSni pomoci pomérné dlouhého
vajeCnikového okruzi, které je kranidlnim pokraovanim Sirokého d€lozniho vazu. Kromé
toho je kratSim vlastnim vaje¢nikovym vazem pfipojen k déloznimu rohu (Marvan a kol.,
2003). Reece et al. (1998) dodava, ze vajeéniky jsou zavéSeny na vlastnim okruzi
(mesovarium) v dutiné bfisni, za pravou a levou ledvinou. Voln&jsi zavéseni vajeénikl
umoziuje snadnou manipulaci pii rektalni palpaci u krav a klisen.

Velikost vajec¢niku, jeho celkovy tvar a vzhled povrchu a hmotnost se druhové 1i§i (Marvan a
kol., 2003). U vétsiny zvifat je vajeCnik mandlovitého tvaru, u klisen ma tvar fazolovity nebo
ledvinovity (Reece et al., 1998). U ovce a kozy je vajecnik spiSe kulovity, tvaru liskového
ofechu o priméru 1,5 — 1,8 cm (Marvan a kol., 2003). Vaje¢niky prasnic maji tvar hroznovity,
coz je zpusobeno pocéetnymi vy¢nivajicimi folikuly (Reece et al., 1998). Marvan a kol. (2003)

dodavaji, Ze jeho velikost se u pohlavné dospélych samic méni i v pribéhu pohlavniho cyklu.



Ovulace (uvolnéni zralého vajicka) probiha u vétSiny druht na celém povrchu vajecniki, u
klisen je omezena na malou ovulac¢ni plochu, nazyvanou ovula¢ni jamka. Ta dava vajeénikiim
Klisny fazolovity tvar (Reece et al., 1998).

Vajecniky maji na povrchu epitelovou vrstvu (Reece et al., 1998), tzv. zarode¢ny epitel, je to
puvodni coelomovy epitel, jednovrstevny kubicky, ktery se na ovariu nepieménil v plochy
dlazdicovy epitel jako jinde na povrchu peritonea. Epitel peritonealni dutiny kryje ovarium
proto, ze se zakladalo retroperitonealné a bylo tedy od zacatku svého vyvoje peritonealnim
epitelem kryto (Cihak, 2004). Pod epitelovou vrstvou nalezneme bélavy obal - tunica
albuginea (Reece et al., 1998), ktery jako vazivové pouzdro obaluje vlastni tkan vaje¢niku
(Marvan a kol., 2003). Tunica albuginea je vazivova vrstva pod epitelem, zhusténa na
povrchu ovaria. Stroma ovarii piedstavuje vazivo vypliujici celé ovarium. Rozlisuje se v ném
cortex ovarii (kura) ktera obsahuje hustsi, na fibroblasty bohaté vazivové stroma. Je to
povrchova vrstva, kde se nachazeji ovarialni folikul, obsahujici zenské pohlavni bunky
v riznych stupnich vyzravani. Medulla ovarii (dfen) obsahuje tids$i vnitini oblast vaziva
S Cetnymi cévami, krevnimi 1 miznimi, s nervy a Se snopci hladké svaloviny, pivodem
s mesovaria, zasahujicimi od hilu ovaria do diené (Cihak, 2004). Diefi je umisténa centralné a
obsahuje fidké kolagenni vazivo, krevni a lymfatické nervy (Reece et al., 1998). Ve
vazivovém stromatu kdry jsou rozmistény hlavni strukturalni ¢asti vajeéniku — folikuly a
jejich derivaty (Marvan a kol., 2003).

Folikuly uvnitt kiry jsou klasifikovany jako primordidlni (nékdy nazyvané primarni),
preantralni, antralni a Graafovy. (Reece et al., 1998). Primordialni folikuly jsou uloZené
jednotlivé nebo ve skupinach v nejzevnéjsi vrstvé vajeénikové kury, pfimo pod bélavym
obalem. Jsou to kulovité utvary o velikosti 30-50 um (Marvan a kol., 2003), obsahuji jeden
oocyt, ktery je obklopen jednou vrstvou granuldéznich bunék (Reece et al., 1998). Cihak
(2002), dodava, ze se jedna o nizké drobné bunky, které obklopuji v jedné vrstvé oocyt, pro
ktery predstavuji ochranu a zprostfedkovani metabolizmu. Oocyty pochazi z malého mnozstvi
primordidlnich kmenovych bun¢k (PGC) extragonadalniho ptivodu. Na pocatku oogeneze
V embryondlnim obdobi v priib&hu utvafeni primitivniho prouzku se tyto primordialni
zarodec¢né bunky formuji a migruji az do mista budoucich gonad.

Primarni oocyty vstupuji jesté ve fetdlnim obdobi do profaze prvniho zraciho dé€leni a v tomto
stadiu pteckavaji do vlastniho zrani folikulu, které nastupuje aZz v obdobi puberty (Cihak,
2002). Marvan a kol. (2003) dodava, ze se tyto folikuly zakladaji jesté v embryonalnim
obdobi a v jednom vajec¢niku jich ma samice pfi narozeni 50-200 tisic. Pfevdzna vétSina

téchto folikull se vSak dale nevyviji a podléha zaniku - atrézii.
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Rostouci folikuly jsou ty, které zacaly rust z klidového stadia primordidlnich folikuld, ale
jesté neutvorily vrstvy obalu folikulu a antrum (dutinu naplnénou tekutinou) (Reece et al.,
1998). Objevuji se v obdobi pohlavni dospélosti. Jednotlivé folikuly postupné dozravaji. Ve
vajeCniku. Zde se soucasn¢ nachézeji rostouci folikuly v rizném stupni vyvoje, od malych,
které pravé riist zahajuji, aZ po velké, téméf zralé folikuly (Cihak, 2002). Oocyt obklopuji dvé
nebo vice vrstev granuldznich bunék. S pokracovanim ristu vznikaji dalsi vrstvy (Reece et
al., 1998). Folikularni buiiky, ptivodné ploché, se méni v kubické (Cihak, 2002). Rostouci
folikul se zanotfuje do hlubSich vrstev klry ovaria a vajicko se ve folikulu dostava bliz ke
stén€ hloubégji ulozené. Pak se mezi vrstvami folikularnich bun¢k objevi drobné dutinky
vyplnéné tekutinou, ty zéhy splynou v jedinou dutinu a rostouci folikul se méni ve foliku
dozréavajici, s charakteristickou dutinou (Cihak, 2002).

Graafovy folikuly jiz maji dobie viditelnou dutinu (antrum folliculi). Je u nich vyvinut vnéjsi
a vnitini obal folikulu (theca folliculi externa a theca folliculi interna) (Reece et al., 1998).
Folikul v tomto stadiu dosahuje velikosti 15 — 20 mm a polokulovité prominuje nad povrch
vaje¢niku (Marvan a kol., 2003). Vystylaji ho folikularni bunky, které vytvareji vrstvu zvanou
membrana granulosa, slozenou ze 4-5 vrstev bunék. Membrana granulosa je vyvySena na
misté, které nese oocyt — tvoti cumulus oophorus, vajicko je na tomto vejconosném hrbolku
ulozeno a je obklopeno vrstvou zona pellucida a codona radiata (Marvan a kol., 2003). Pti
dozrani ma oocyt velky primér, patii k nejvétsim buiikam savéiho téla (Cihak, 2002).
Zahajeni rustu folikuld pfed pubertou neni fizeno hormonélné, ale je pravdépodobné
kontrolovano nezndmym intraovaridlnim faktorem. Utvafeni Graafova folikulu je zavislé na
pusobeni hormonti a za¢ind v puberté, kdy tonicka hladina LH a FSH zacina pii kazdém
estralnim cyklu kolisat. Mnoho folikul, u kterych byl v kazdém cyklu zahijen rist a
dozravani, nikdy neovuluje. Proto pocet primordialnich folikull, které dosahnou stadia
Graafova folikulu a ovuluji, tvofi velmi malou ¢ast z celkového poctu primordidlnich folikula
pfi narozeni (Reece et al., 1998).

Proces, pii kterém vnikaji oocyty, se oznacuje jako oogeneze. Oocyty primordidlnich folikult
se nazyvaji primarni oocyty a jsou v klidovém stadiu meiézy. Cihak (2002) dodava, ze v té
dobé je riist oocytl prerusen ve stadiu profaze prvniho zraciho déleni a pokracuje az po
puberté, kdy se v cytoplazmé vytvaieji rezervni latky. Z jednoho primarniho oocytu vznikne
po reduk¢énim dé€leni (meidza) poze jedno vajicko. Vytvari se polové télisko, které vSak nema
dostatek cytoplazmatického materialu pro udrzeni zivotaschopnosti (Reece et al., 1998). U
vétSiny savcll je oocyt uvolnén ovulaci z vajecniku Vv metafazi druhého zraciho déleni.

Nedojde-li ke vniknuti spermie do vajicka, zistava uvolnéné vajicko ve stadiu sekundarniho
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oocytu a po 24 hodinach degeneruje a zanika (Cihak, 2002). Dalsi polové télisko se vytvafi,
pokud doslo k proniknuti spermie do vajicka (Reece et al., 1998).

Theca

Oocyt

Zarodecny vaéek
Kumularni bunky
Zona pellucida

Granulozni buriky Antrum

Obr. 1: Sav¢i folikul (Voronina and Wessel, 2003)

Primordidini Primérni Sekundarni Casny antréini Graafiv
foll,kul ﬁ:m’lkul foliful - folikul folikul
T l ' ' '

Preantraini

& ©)

[[] oocyt
[ jadro
O granulézni buriky

Obr. 2: Folikulogeneze
(http://amh-test.com/) [18.3.2012]
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3.1.2 Vejcovod (tuba uterina)

Je to parova zvinéna hladkosvalova trubice vystlana sliznici, kterd ptivadi vajicka od
vajecniku do prislusného rohu délohy. Marvan a kol., (2003) dodavaji, ze je tloustky stébla,
délky u kravy 20 — 30 cm, u ovce a kozy 15cm a u prasnice 15 — 30 cm. Vejcovod slouzi u
domacich druhi zvifat K zachyceni vajeéné buiniky (Marvan a kol., 2003), a jako misto pro
oplozeni (fertilizaci) vaji¢ek spermiemi (Reece et al., 1998). Cihdk (2002) dodava, Ze pohyb
fasinek epitelu tuby vytvari proud tekutiny smérem k déloze. Tato tekutina je zCasti nasata
peritoneélni tekutina, z¢asti produkt sekrecnich bunék epitelu tuby a piedstavuje prostiedi
vhodné pro transportované vajicko. Svalovina tuby pulsobi jednak pravidelny peristalticky
pohyb od ostium abdomilnale k déloze, jednak (na podkladé podrazdéni) ,,antiperistalticky
pohyb* opacnym smérem, ktery urychluje pohyb spermii smérem do ampuly. Tésné pred
ovulaci se objevuji aktivni pohyby svaloviny v oblasti infundibula a fimbrii a také svaloviny
obsazené v zavésech a ligamentech ovaria, to vyvold vzdjemny aktivni pohyb ovaria a
infundibula, pfi némz se fimbrie pfilozi na povrch ovaria a obemknou vyvysené misto
vyklenutého dozralého folikulu. Uvolnéni vajicka se pak dé&je témét piimo do infundibula.
Prichod vajicka vejcovodem do d€lohy u vétSiny druhd savca trva 4-5 dni. K oplozeni
dochazi zpravidla v ampuldrni ¢asti vejcovodu. Zmeény sliznice (napf. po zanétu) mohou
zneprachodnit vejcovod pro vajicko a oplozené vajicko se pak na misto v déloze usadi v tubg,
zevné od neprichodného mista, Vv piipadé oplozeni pak muze dojit k mimod€loznmu
téhotenstvi (bfezosti).

Vejcovod zacind v tésné blizkosti vaje¢niku Sirokou nalevkou, na jejimzZ dné se nachazi 2 mm
Siroky otvor biiSniho Gsti. Siln€¢ ztencend sténa nalevky vejcovodu vybiha v cipaté tfasné,
z nichz nékteré jsou pfipojeny k vajecniku (Marvan a kol., 2003), a které pii ovulaci pomahaji
nasmérovat vajicko do vejcovodu (Reece et al., 1998). Druhy konec vejcovodu se déloznim
ustim otevira do délozniho rohu (Marvan a kol., 2003).

Vejcovod ma silné zvinény a klikaty prubéh (Marvan a kol., 2003). Vnitiek vejcovodu je
vystlan sekrecnimi a fasinkovymi bunikami. Tyto bunky vytvareji vhodné prostfedi pro
vajicka a pro transport spermii. Ve sténé¢ vejcovodu je jak podélnd, tak kruhovéd hladka
svalovina, kterd svymi kontrakcemi pomdhd pfi transportu vajicek a spermii. Serdzni
povrchova vrstva vejcovodu je zndma jako mesosalpinx — okruzi vejcovodu, jedna se o
pokracovani okruzi vajecniku a tvoii soucast Sirokého vazu. Ten tvoii seridzni zdvésny aparat

vnitinich pohlavnich organt (Reece et al., 1998).
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Pisobenim vaje¢nikovych hormonti prodélava sliznice vejcovodu v prubéhu pohlavniho
cyklu samice opakované zmény, souborné oznacované jako vejcovodovy cyklus. Svalovina
vejcovodu je hladka, rozliSena na vnitini kruhovou a vnéj$i podélnou vrstvu a smérem
k déloze zesiluje. Svymi rytmickymi stahy, spolu s kmitanim fasinek, zajist'uje pfesun vaje¢né

bunky do délohy (Marvan a kol., 2003).

3.2 Oogeneze

Oogeneze, vyvoj samicich pohlavnich bunék, oocyti (Marvan a kol., 2003). Obdobné jako
spermatogeneze probihd 1 vyvoj samicich pohlavnich bunék ve tfech obdobich: obdobi
rozmnozovani, ristu a zrani (Sova, 1990). Vyvoj samicich zarodeénych bunék (vajicek),
zacina jiz béhem fetalniho vyvoje samice (Romanovsky et al., 1988). Vysledkem oogeneze je
jedno oplozenischopné vaji¢ko. Casovy priibéh oogeneze se lisi od spermatogeneze. Faze
mnoZzeni, zacatek rstu a pocatek zrani spadaji do prenatalniho obdobi (Marvan a kol., 2003).
Vsechny oocyty pochézeji z kmenovych bunék (primordialnich zarode¢nych bungk), které
migruji do mista budouciho vajecniku. Tyto buiniky se velmi dobfe rozeznavaji, lisi se
morfologii, velikosti i cytochemickymi vlastnostmi (Wassarmann, 1988). Embryonalni
kmenova burika ma na rozdil od kmenovych buné€k v diferencovanych tkanich neomezeny
diferenciacni potencial. Tato schopnost, byt zdrojem jakéhokoliv typu bunék, je postupné
redukovana v pribéhu vyvoje pod vlivem signali vychazejicich z mezibunéénych interakeci.
Teprve tyto signaly (epigenetické faktory) navozuji expresi gent specifickych pro urcité linie
bun&k a nakonec pro uréity typ buiiky (Cihak, 2001).

Zpétné ,,preprogramovani* genomu diferencované somatické buiiky na ¢asnou embryonalni
uroven lze navodit pfenosem jadra do cytoplasmy vajicka na misto jeho jadra, které bylo
odstranéno. Na této specifické a vyjimecné vlastnosti cytoplasmy oocytu jsou zalozeny
postupy, jejichz cilem je ziskat totipotentni embryonalni kmenové butiky a z nich urcité typy
bunék terapeuticky pouzitelné k ndhradé funkci poskozenych tkani (Cihak, 2001). Sladecek
(1986) dodava, ze podobné jako spermie také vajicka se vyvijeji z primordidlnich gonocytt,
které se usadily v zakladu samiéi gonady, ve vaje¢niku (ovarium). Z prapohlavnich bunék
(PGC) vznikaji oogonie, které se mitotickym délenim dale mnozi v rozmnozovaci fazi

oogeneze.
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OOGENEZE

Ovarium

% Primami oocyt
v primordialnim folikulu

primami ococyt
v rostoucim folikulu

primami ococyt
ve vétSim folikulu

prvni meiotické
déleni ukon¢eno

. sekundarni oocyt
ve zralém folikulu

———— prvni polové télisko

druhé meiotické
déleni ukonéeno

Obr. 3: Oogeneze
(http://cs.wikipedia.org/wiki/Soubor:Oogeneze.jpg) [18.3.2012]

3.2.1 Faze mnozeni

Obdobi mnozeni zafind uz u plodu samice, a to na povrchu vajeéniku, kde se bunky
zarode¢ného epitelu — oogonie — rychle mnohokrat za sebou mitoticky déli (Sova, 1990). Na
pocatku oogeneze v embryondlnim obdobi, V prib¢hu utvareni primitivniho prouzku, se
primordiadlni zarode¢né buiky formuji a migruji. Nejprve se jedna o pasivni migraci ze stény
zloutkového véacku do epitelu zadniho stfeva. Nasledujici migrace zarode¢nych bunék je
vyvolana chemotaxi a sméfuje podél dorzalniho mesenteria pohlavni listy az do mista
budoucich gonad (Cihak, 2001). Slade¢ek (1986) dodava, Ze u savcii pronikaji oogonie
bazéalni membranou zarode¢ného epitelu primitivni gonady a spolu s epitelidlnimi buitkami
vnikaji v zarode¢nych pruzich do jeji meduly. Tyto oogonie prvnich generaci degeneruji a
oogonie dalSich generaci zlstdvaji v povrchovych, kortikdlnich vrstvdch ovaria, kde se
mitoticky mnozi. Vysledkem je velké mnozstvi oogonii, z nichz vétsina piestupuje z povrchu

vajeCniku pod vazivovy obal kiry. Zde se kazda vaje¢na buika jako oocyt I. fadu obaluje
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jednou vrstvou granuléznich bunék. Tak vznikaji primarni oocyty. Jsou pfitomné ve velkém
mnozstvi ve vajecniku novorozenych samic (u telete 10 — 300 tisic, u selete 60 - 100 tisic)
(Sova, 1990). Na konci rozmnozovaci faze vstupuji oogonie do profaze 1. déleni meidzy a
stavaji se znich primarni oocyty. U mnoha Zivo¢ich mizi vtomto obdobi centrioly
(Sladecek, 1986).

Driive se myslelo, Ze se zarode¢né bunky mnozi pouze V prenatalnim vyvoji samice, a samice
se rodi s pfesné stanovenym mnozstvim neobnovitelnych zarodeénych bunék (Eppig, 2001).
Pozdéji vSak Johnson et al. (2004) ve svych pokusech zjistil, ze vajeCniky mladych i
dospé€lych mysi obsahuji aktivni zarode¢né bunky a jsou schopné po vétSinovém zniceni
primordialnich folikulti tyto folikuly obnovit. Oocyty mohou vzniknout kultivaci bunék

ziskanych z povrchového epitelu dospélych vajecnikii, dokonce i z extragonadalni tkang.

3.2.2 Faze rustu

Primarni oocyty vstupuji do obdobi ristové faze oogeneze, ktera vede k obrovskému zvétSeni
oocytu (Sladecek, 1986). Obdobi ristu je velmi dlouhé, navazuje hned na obdobi mnozeni
(Sova, 1990). Marvan a kol. (2003) dodava, Ze faze rustu je dlouhé obdobi, které trva az do
konce pohlavni ¢innosti. Primordialni folikuly se pfeménuji na folikuly primarni, které jsou
slozeny z oocytu a vrstvy kubickych bunék (folikularnich) (Eppig, 2001). Granuldzni bunky
hraji v ristovém obdobi nepostradatelnou roli. Oocyt bez jejich pritomnosti neni schopen
rustu a dalsiho vyvoje (Vanderhyden, 2002). Dale Eppig (2001) uvadi, ze faze riistu zacina po
dosazeni  diktyoténniho stddia. Od zacatku pohlavni dospélosti v pribéhu kazdého
ovarialniho cyklu vstupuje do faze rlstu vzdy nékolik primarnich oocyfii. Toto obdobi je
charakteristické riistem jadra, aktivni syntézou RNA, proteind, hromadéni zloutkovych
inkluzi a vznikem a hromadénim kortikalnich zrn pod jadernou membréanou, které jsou
dilezité pro zajisténi monospermatického typu oplozeni (Marvan a kol., 2003). Sladec¢ek
(1986) dodava, Ze v ristové fazi se jadro primarniho oocytu velmi zvétSuje a vytvaii tzv.
zarode¢ny vacek (vesicula germinativa), ktery byl poprvé pozorovan J. E. Purkyném v ptacim
vejci v roce 1825. U obojzivelniki se jadro zvétsuje vice nez 10 000krat. U mnoha zivocicht
se také velmi zvétSuje jadérko a vytvaii v jadie tzv. zarode¢nou skvrnu (macula germinativa).
Po celé rustové obdobi je jadro v profazi I. déleni meidzy, a to pievazné v diploténu (Marvan
a kol., 2003).

Rust primarniho folikulu je spojen se zvétSovanim vajecné buriky, kterd ve své cytoplazmé
uklada Zloutkové inkluze. RovnéZz folikularni bunky se zvétSuji a postupné obaluji oocyt

v n¢kolika vrstvach (Marvan a kol., 2003). Obal oocytu slozeny z nékolika vrstev

16



N

folikularnich bun¢k se nazyvd membrana granulosa (Hyttel et al., 1999). Nejvnitingjsi vrstva
folikularnich bunék ma cylindricky tvar a nazyva se codona radiata (Marvan a kol., 2003).
Zaroven se mezi oocytem a granuldznimi bunikami tvoii zona pelucida (svétlolomna blanka)
(Eppig, 2001).

Kdyz rostouci folikul dosahne urcité velikosti (Marvan a kol., 2003), za¢ne se jeho tvar ménit
na ovoidni a zacne se vice zapoustét do kiry vajecniku (Hyttel et al., 1999). Pod vlivem LH
jsou produkovany buiikami vrstvy theca interna androgeny. Ty difunduji do granul6znich
bun¢k. Pod vlivem FSH konvertuji androgeny na estrogeny. Produkované estrogeny
vyvolavaji rist a déleni granuléznich bunc¢k a spolu s FSH stimuluji granulézni bunky
produkci sekretii, které zplisobi separaci granuldéznich bunék (Reece et al.,1998). Mezi
granul6znimi buiikami se za¢nou objevovat drobné §térbiny vyplnéné tekutinou. Postupnym
slévanim téchto $térbin se nakonec vytvoti jednotna dutina, obsahujici folikularni mok (Hyttel
et al., 1999). Tato dutina se nazyva antrum folliculi (Reece et al.,1998). Tim se folikul méni
v méchytovy folikul, viditelny uz pouhym okem (Marvan a kol., 2003).

Dal$im zvétSovanim oocytu I. faddu, hlavné vSak mnozenim folikularnich bunék a
zvétSovanim dutiny s folikuldrnim mokem, se cely folikul dale zvétSuje a postupné se
vyklenuje nad povrch vaje¢niku. Zraly méchyiovy — terciarni folikul (Graafiv folikul)
ptedstavuje posledni vyvojové stadium folikulogeneze (Marvan a kol., 2003). Ve folikulu se
granulozni buiiky shlukuji v misté kolem oocytu, nazyvaji se kumularni buniky a vytvareji
vejconosny hrbolek, cumulus oophorus (Eppig, 2001). Folikularni buiiky nejsou vsSak jen
pouhymi obalovymi buiitkami oocytu, ale vykazuji i vyznamnou inkre¢ni aktivitu; vylucuji
sami¢i pohlavni hormony — estrogeny. Sténu Graafova folikulu tvofi jeho obal, theca folliculi
(Marvan a kol., 2003). Vznik Graafova folikulu z rostouciho folikulu je zavisly na pisobeni
hormonti a za¢ind pii dosaZeni puberty, kdy se tonickd hladina LH (luteiniza¢ni hormon) a
FSH (folikulostimula¢ni hormon) za¢ina zvySovat a klesat s pribéhem kazdého estralniho
cyklu. Intersticialni bunky zacinaji obklopovat bazalni membranu granuléznich bunék, aby
utvofily obal, ktery se pak diferencuje na vné&jsi a vnitini vrstvu (theca folliculi interna a
theca folliculi externa). Na burnikach theca interna se formuji receptory pro LH a na burikach
granuldznich se formuji receptory pro FSH a estrogeny (Reece et al., 1998).

Béhem ristu folikulu se vajecné buiika postupné zvétSuje, diky ukladani Zloutkovych inkluzi
ve své cytoplazmé. Pied ovulaci dosahuje velikosti 150 — 200pum, u prasete 120pm. Soucasné
s tim v ni probihd prvni zraci dé€leni, které nejcastéji dokoncuje tésné pred ovulaci, nekdy

Vv pribéhu ovulace nebo az po ni (Marvan a kol., 2003).
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3.2.2.1 Meioticka kompetence

Meiotickou kompetenci mizeme oznacit schopnost znovuzahajeni a dokonéeni meiotického
zrani. Oocyt ziskava tuto schopnost béhem ristu, teprve oocyty s ukoncenou fazi ristu jsou
schopné dosahnout stddia druhé meiotické metafaze a jsou tedy meioticky kompetentni
(Motlik et al., 1984). Meioticky kompetentni oocyty jsou vétsi nez nekompetentni, vykazuji
kondenzaci chromatinu kolem jadérka a postupné se zacinaji jejich mikrotubuly organizovat
do center, zatimco u nekompetentnich oocytt jsou rozptylené (Wickramasinghe et al., 1991).
Schopnost oocytu znuvuzahdjit meidézu vsak jesté¢ nutné nemusi znamenat, ze ziskal Gplnou
meiotickou kompetenci, potiebnou k dosazeni metafaze II. Oocyty ziskané z malych
antralnich folikuli jsou schopny zvuvuzahdjit meidzu, coz se projevuje rozpadem
zarode¢ného vacku (germinal vesical breakdown, GVBD) a jsou schopny dale dosahnout
metafaze I, avSak ztraceji schopnost vstoupit do druhého meiotického dé€leni a dosahnout
metafaze II. Jedna se tudiZ pouze o dosazeni ¢astecné meiotické kompetence (Eppig, 2001).
Pokud dorostlé sav¢i oocyty opusti folikul, meidéza se spontanné¢ obnovi. Vyznamné
morfologické a funkéni zmény nastavaji v praseCich oocytech béhem ¢asnych stadii antralni
formace. Ziskani meiotické kompetence souvisi S velikosti oocytu, stejné jako s jeho
nuklearnimi strukturami a funkcemi (Motlik et al., 1984). Martino et al. (1994) dodava, ze
byla pozorovana korelace mezi prumérem oocytu a jeho schopnosti dokoncit meiotické zrani,
také oocyty svice vrstvami kumuldrnich bunék vykazuji pfevahu pii dokonCovani
meiotického zrani. U koz jsou schopny dokonéit zrani a dosdhnout meiotické kompetence
oocyty ulozené ve folikulech vétSich nez 3,0mm.

Ziskani meiotické kompetence u oocyti bylo ¢asto spojovano se vzhledem antralni dutiny a
velikosti oocytu. Toto bylo prokazano u nékolika druhti hlodavct. Nicméné u oocyti prasat
neznamena vytvoreni antra ve folikulu zplsobilost k obnoveni meiotického zrani. Z plné
vyvinutych folikul s antrem pokracuje ve vyvoji pouze 12% z nich. Kdyz se tvofi antrum u
prasec¢ich folikult (0 - 5mm v priméru), oocyty intenzivné syntetizuji RNA. V této fazi je
jejich schopnost obnovit jaderné zrani omezena. Béhem dalsiho vyvoje folikul se jadérko
zkomprimuje a RNA syntéza se vyrazné snizuje. Velky pocet téchto oocytll (66%) dosdhne
nakonec ¢lenéni zarode¢ného vacku, ale pouze 3 az 17% z nich dosahne metafaze II.
Morfologické a funkéni zmény, které probihaji v oocytech od pocatku antralniho folikulu,
jsou jednou zvéci potiebnych pro ziskani meiotické kompetence. Gall et al. (1996)
vyzdvihuje dulezitost bilkovin (jejich fosforylaci a defosforylaci), které hraji pii zrani oocyti

klicovou roli. Je mozné, ze u meioticky nekompetentnich oocyti jsou takovéto pochody

18



nedostate¢né. Bylo prokdzano, Ze ve stadiu zarodecného vacku meioticky kompetentni a
nekompetentni kozi oocyty zobrazuji rizné ,,vzory*“ bilkovin a jejich fosforylace. Jakmile jsou
oocyty schopny pokra¢ovat v meidze, musi se podrobit zvlastnim zménam ve fosforylaci
proteint.

Schopnost sav¢ich oocyti pokracovat v meidze a dokoncit prvni meiotické déleni vznika
postupné v pribehu jejich rustové faze a ziskani meiotické kompetence souvisi s velikosti
oocytu a folikulu (Gall et al., 1996). Vysoka mira RNA syntézy, ktera charakterizuje oocyty
v antralnich folikulech je pravdépodobné potieba pro uchovani nékterych informaci
potiebnych pro zahajeni a dokonceni meiotick¢ého déleni. Je mozné, Ze neschopnost
(napt. MPF). Soucastné experimety ukazuji, Ze vétSina oocytd prasat, menSich nez 1mm,
muze pokracovat ve vyvoji i po Clenéni zarodecného vacku a jiz pravdépodobné maji
schopnost syntetizovat tyto cytoplazmatické faktory.

Vyznamny pokles DNA transkripéni aktivity dochazi béhem procesu nukleolarniho zhutnéni,
kdy oocyty dosahnou plné velikosti. RNA syntéza tedy v oocytech také muze hrat roli pfi

kone¢ném ziskani meiotické kompetence (Motlik et al., 1984).

3.2.3 Faze zrani

Je poslednim obdobim ve vyvoji oocytu (Sova, 1990) a nastupuje po ukonceni rustového
obdobi (Sladecek, 1986). Zacatek meidzy nebo prvniho zracitho déleni probéhl uz
V prenatalnim obdobi, kdy byl pteruSen v diplotennim stadiu prvniho zraciho dé&leni
(Wassarmann, 1998). Meioza je charakteristicka dvéma zracimi délenimi. Prvni zraci déleni
zaCind jeSté v dozravajicim folikulu. Druhé zraci déleni se u mnoha Zivocichl zastavuje
Vv metafazi az do doby, kdy je vajicko oplozeno. Tento oocyt je mozno povazovat za zraly
(Sladecek, 1986). Marvan a kol. (2003) dale uvadi, Ze v piipadé oplozeni dochazi k oddé€leni
jedné sady chromozomu s malou ¢asti cytoplazmy do sekundarniho polového télisko. Obé
polova téliska nemaji schopnost dal$iho vyvoje, 1 kdyz prvni polové télisko se jesté mize
rozdé@lit. Polocyty nemaji u vétSiny zivodichti funkéni vyznam a brzy zanikaji (Sladecek,
1986). Nedojde — li k oplozeni, nebo partogenetické aktivaci degeneruje také oocyt (Marvan a
kol., 2003).

Po ovulaci se na vaje¢niku v misté prasklého folikulu zacne vyvijet zvlastni kompaktni Gtvar
s vyznamnou funkci — Zluté télisko (corpus luteumm) (Marvan a kol., 2003). Praskly Graafuv
folikul se nejprve vyplni srazenou krvi. Bunky folikularni stény se zde zmnozuji, zvétSuji a

pfeméiuji se v lutedlni buiiky s bohatym obsahem tukovych kapének a Zlutého barviva —
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luteinu. Lutedlni buniky postupné vyplnuji piivodni dutinu folikulu (Sova, 1990). Pokud byla
dozrala vajecna bunka ve vejcovodu oplodnéna, zluté télisko se silné zvétSuje a zlstava na
vajeéniku téméf po celou dobu biezosti (Marvan a kol., 2003). Sova (1990) dodava, ze se pak
takové zluté télisko nazyva corpus luteum gravidiatis (verum). Jeho buiiky syntetizuji a do
tkanového moku vymeésSuji pohlavni hormon progesteron, ktery na vajeCniku blokuje
dozravani a ovulaci dalSich folikuld. Pokud nedojde k oplozeni, zluté télisko se postupné
zmensuje, aZz po sob¢ zanecha jen bélavou skvrnu na vajecniku a cyklus se mtize opakovat
(Marvan a kol., 2003).

V dnesni dob¢ je také mozné nechat zrat oocyty v podminkach in vitro. Nejvétsimu prilomu
v tomto oboru doslo v 60. letech, kdy publikoval svou praci J. J. Eppig. Zjistil, ze pro rist
oocytu jsou zasadni granulozni buniky, a Ze v podminkach in vitro lze oocyt i oplodnit.
Postupem casu byly kultivovany oocyty mnoha Zivocichii (mysi, potkana, kiecka, kocky,

prasete, ovce, kozy, kravy a dalsich), ale také ¢loveka (Senbon et al., 2003).

3.2.4 Bunécény cyklus

Cyklus bunky za¢ina obdobim mezi dvéma délenimi, tj. intervizi, a kon¢i rozdélenim buriky.
Béhem cyklu dochazi k syntéze novych nukleovych kyselin i proteinti a k vlastnimu rozdéleni
buniky. U vétSiny bun€k se tento cyklus opakuje a méa nckolik fazi. Zacatek intervize je
oznacovan jako Gj — faze, po ni nasleduje S - faze a G, - faze. Vlastni déleni byva oznaovana
jako M - faze (Marvan a kol., 2003). Hlavnim kritériem tohoto déleni cyklu na ¢étyfi faze jsou
dv€ napadné udalosti: replikace jaderné DNA a rozdéleni jadra spojené zpravidla
s rozdélenim buriky (cytokinezi). Obdobi replikace jaderné DNA bylo oznaceno jako S - faze
a ¢asovy usek zahrnujici meidzu (mitézu) jako M - faze. Mezi obé tyto faze jsou zafazeny dva
Casové useky, kdy syntéza jaderné DNA neprobihd, prvni byla oznacena jako G; - faze a
druha jako G - faze. Casové trvani viech fazi dohromady oznacujeme jako délku bunééného
cyklu nebo jako genera¢ni dobu bunky (Necas, 1989).

Gi1 — faze zacind v okamziku, kdy se po rozdéleni matetské bunky stdva dcefind bunka
soustavou schopnou samostatné existence a konci zahdjenim replikace jaderné DNA, t;.
S - fazi (Necas, 1989). Bunka pfibyva na hmotnosti, zvySuje se po¢et mitochondii. Tvofi se
zasoba RNA (Marvan a kol., 2003). Zvétsuje se pocet vétsiny bunécénych struktur, jako
ribosomu, mitochondrii, endoplazmatického reticula atd. Vytvari se také zasoba nukleotidil a
syntetizuji se enzymy pro budouci replikaci jaderné DNA. Casovy usek zahrnujici tuto fazi
neni u riznych bunék stejny. V této fazi lezi hlavni kontrolni uzel celého bunééného cyklu

(Necas, 1989).
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S-faze (syntetickd) - v ni probiha replikace jaderné DNA, coZz znamena zdvojnasobeni genil a
DNA (Marvan a kol., 2003). Replikace nejaderné DNA (tj. mitochondrialni a chloroplastové)
neni ve vetSiné piipadd synchronizovana s S - fazi, ale probiha béhem celého cyklu (s
vyjimkou M — faze) soubézné stim,jak se pocet struktur s nejadernymi chromozoémy
zmnozuje (Necas, 1989). Pokracuje syntéza RNA a proteosyntéza. Jeji trvani predstavuje 30-
50% celého bunécného cyklu (Marvan a kol., 2003), délka trvani této faze je u riznych bunck
rizna, ale u dané buiky je vzdy konstantni (Necas, 1989).

G, — faze, také nazyvané druha piipravnd faze, nastupuje skonCenim S - faze a konci
zahajenim meidzy (Necas, 1989). Pokacuje zde syntéza RNA, proteosyntéza a zvySena
syntéza bilkovin mitotického aparatu. Je ukoncena zahdjenim mitozy. Jeji délka predstavuje
10 — 30% doby celého bunééného cyklu (Marvan a kol., 2003). V této fazi lezi druhy ze
zakladnich kontrolnich uzli bunééného cyklu, ktery rozhoduje o tom, zda buitkky do meidzy
skute¢né vstoupi (Necas, 1989).

M - faze — je posledni etapou bunééného cyklu, ktera je zpravidla zakoncena vlastnim
rozdélenim bunky tj. cytokinezi. Za zacatek této fdze povazujeme chovani jadra, zejména
nastup strukturnich zmén chromozomi, tedy jejich kondenzace, rozpad jaderné membrany
atd. (Necas, 1989). Dé&leni bun¢k tedy probiha nejcastéji jako mitdza, dale meidza, ktera je
zvlastnim typem déleni zrajicich pohlavnich bun€k, a amitéza, kterd je v soucastné¢ dobé
povazovana za zcela vyjimecnou (Marvan a kol., 2003). Galova a kol. (2004) dodava, Ze
meidza je specificky typ déleni, vysledkem kterého je vznik pohlavnich (haploidnich bungk).
Samotné meidze piedchazi replikace homologickych chromozomii (dvé kopie kazdého
chromozomu, jedna od matky a jedna od otce), Které se potom paruji a podléhaji dvéma
délenim. Z pivodni diploidni 2n buniky vnikaji ¢tyfi haploidni buiiky n (toto plati u spermii, u
oocytll vznika pouze jedna plnohodnotna haploidni buiika a ostatni jsou polocyty), ze kterych
kazda ziska poloviéni mnozstvi ptuvodnich chromozomd, tj. jednu chromozémovou sadu,
jeden Uplny chromozémovy genom. Tato redukce je potfebnda, protoze splynutim gamet pii
oplozeni dojde k obnoveni diploidniho po¢tu chromozémi v bunikach embrya (Gélova a kol.,
2004). Trvani M - faze je relativné konstantni fazi cyklu a je pomérné kratké, zaujima
5-10 % cyklu (Necas, 1989).

Narozdil od mitézy se meidza sklada z dvou jadernych d€leni — prvniho meiotického déleni a
druhého meiotického déleni. V Case prvniho meiotického déleni dochazi k redukci poctu
chromozému a je oznaCovano také jako heterotypické. Sklada se ze Ctyr fazi: Profaze I,

Metafaze I, Anafaze I a Telofaze I (Galova a kol., 2004).
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3.2.4.1 Profaze

Prvni zraci déleni ma mnohem del$i profazi, nez je tomu u somatickych bunék. Profaze je
dlouha a sklada se z n¢kolika stadii — leptotenniho, zygotenniho, pachytenniho, diplotenniho a
diakineze. Galova a kol. (2004) dodava, ze profaze je slozitou a nejvyznamnéjsi fazi celého
meiotického déleni. V klidovém stadiu neboli v intervizi jsou chromozémy nespiralizovany.
Jesté na pocatku profaze jsou chromozémy témer neznatelné (Marvan a kol., 2003). Galova a
kol. (2004) dodava, ze dochazi ke kondenzaci chromozémd, rozpada se jaderna membrana a
ztraci se jadérko. Kazdy replikovany chromozom se paruje se svym homologem za vzniku
struktury nazyvané bivalent, ktery obsahuje Ctyii chromatidy. Chromozémy jsou navzijem
spojené pomoci synaptonemalniho komplexu, tvotené¢ho proteinovou kostrou, kterou ma
z kazdé strany prilozeny jeden z replikovanych chromozomi. Péarovani chromozémi do
bivalentl umoznuje genetickou rekombinaci, pfi které muze byt ¢ast matefské chromatidy
zaménéna odpovidajicim fragmentem homologii otcovské chromatidy. Tento d&j se oznacuje
jako crossing-over, neboli prektizeni. Necas (1989) dodava, Ze cela 1. profaze probiha v jadie
s dosud zachovalou membranou a jadérkem.

Leptotenni stadium

V leptotennim stadiu se chromozoémy spiralizuji, dehydratuji a dekondenzuji. V jadru a jsou
patrné jako S$tihla vldkna. Z pocatku sice pfipominaji klubicka, ale pak se presouvaji a
vytvareji utvar v podobé razice, tzv. leptotenni buket (Marvan a kol., 2003).

Zygotenni stadium

V zygotennim stadiu se k sobé homology piikladaji a dochazi k jejich spojeni neboli
konjugaci. Vzniklé utvary se nazyvaji bivalenty (Marvan a kol., 2003). Tim se k sob& pfesné
ptikladaji jejich homologii centromery i vSechny homologii kusy. V synapsi chromozomu
hraje dileZitou roli sloZity bilkovinny systém chromozdémd, tzv. synaptonemalni komplex.
V této fazi oznaCujeme chromozémy jako chromatidy (Necas, 1989). Pocet konjugovanych
dvojic je poloviéni proti puvodnimu poc¢tu (Marvan a kol., 2003).

Pachytenni stadium

V pachytennim stddiu se bivalentni chromozomy zkracuji, ztluStuji, pficemz kazdy
chromozoém se podéln€ rozstépi na dvé chromatidy. Kazdy bivalent je nyni tvofen ctyimi
chromatidami, tzv. tetrada (Marvan a kol., 2003). Ob¢ sesterské chromatidy, které vznikly
Z jednoho ptivodniho chromozomu, se pak kolem sebe spirdlovité obtaceji. Jsou vSak spolu
spojeny spolec¢nou, dosud nezdvojenou, Centromerou. Oba sparované homologii chromozémy

kazdého bivalentu (se svymi dvojitymi chromatidami) se rovnéZ kolem sebe spiralné ovijeji.
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Nasledné postupné oddélovani homolognich chromozomti konéi jejich rozestupem,
s vyjimkou urcitych mist, kde jim vzajemné obtoceni v oddéleni brani. Takovych mist miize
byt v jednom paru i nékolik, avSak nemusi byt zadné. V téchto mistech se chromatidy,
zpravidla po jedné chromatice z kazdého homologniho chromozému, pterusi, hned na to se
jejich oddélené ¢asti znovu spoji, avSak nekdy opacné, takze si nesesterské chromatidy
daného chromozomového paru své oddélené ¢asti vymeéni (Necas, 1989). Tento d¢j se nazyva
crossing-over, jehoz podstatou je vzajemna vymeéna genetického materialu. Vznikem tetrad
nastavaji podminky pro redukci chromozomii, protoze béhem dvou zracich (meiotickych)
déleni se 4 ¢asti tetrad rozdéli do Ctyt gamet. Tvorba tetrad je hlavnim rozdilem mezi meidzou
a mitézou (Marvan a kol., 2003).

Diplotenni stadium

V diplotennim stadiu se dvojité bivalenty dale zkracuji (Necas, 1989), homologni
chromozoémy odd¢luji, ale jejich chromadidy jesté =zistavaji spojeny v mistech, tzv.
chiasmatech (Marvan a kol., 2003). Chiazmata se tak stavaji dobfe patrnymi, stejné¢ jako
mista, kde jsou dosut spojeny (Necas, 1989).

Diakineze

V diakinezi se bivalentni chromozémy nadale zkracuji a chromozoémy zistavaji spojeny
svymi centromerami. Po skonc¢eni vymény nasleduji dalsi faze jako pti mitdéze (Marvan a kol.,
2003). Necas (1989) jesté dodava, ze chiasmata se posunuji az ke konciim chromatid. Tento

d¢j se nazyva terminalizace chiazmat.

3.2.4.2 Metafaze

Na zacatku I. Metafaze se rozpusti jaderna membrana a zanika jadro (Marvan a kol., 2003),
mizi jadérko a diferencuje se délici vieténko (Necas, 1989). Bivalenty se pfiparuji k délicimu
vieténku (Galova a kol., 2004) a uspofadaji se do ekvatorialni roviny (Marvan a kol., 2003).
Jedna centromera z kazdého paru pak v této roviné orientuje svlij chromozom (otcovsky ¢i
matefsky event. rekombinovany) smérem k jednomu p6lu buiikky a druha k opacnému. Tato
orientace obou rodi¢ovskych chromozomu (se zdvojenymi chromatidami) je v kazdém paru
nahodn4, je tim rozhodnuto o jejich pozdéjsi ndhodné segregaci do gamet (a tim o sestaveni
chromozomové sady kazdé gamety) (Necas, 1989).

Kontrola pfechodu z metafdze do anafaze je hlavni sloZzkou regulace bunécného cyklu. Blok
V metafézi je soucasti oogeneze u mnoha organismi a je vyznamnym kontrolnim stanovistém

vV meiotickém bunééném cyklu (McKim et al., 1993).
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3.2.4.3 Anafaze

V anafazi I se homologni chromozoémy piesouvaji k opaénému poélu bunky jako diody
s dvéma chromatidami, protoze centromery se nerozdélily (Marvan a kol., 2003). Bivalenty
zanikaji (Necas, 1989). Galova a kol. (2004) dodavaji, Zze se oba replikované chromozoémy
(stale tvofené dvémi sesterskymi chromatidami) oddé€luji a jsou tazeny K opacnym poltim.
Sesterské chromatidy jsou stdle pevné spojené a pohybuji se jako jeden celek (jeden
chromozém). Ob¢ chromatidy jsou navzajem identické, s vyjimkou mist, kde dosSlo ke
genetické rekombinaci (crossing-over). V této fazi meiotického dé€leni dochazi tedy
k samostatné redukci po¢tu chromozému, ¢imzZz se anafaze 1 zasadné 1iSi od anafaze
mitotického déleni, pii které putuji k polim jednotlivé chromatidy. Necas (1989) dodéava, ze
se chromozomy po mikrotubulech dé€liciho vieténka posunuji k opaénému poélu bunky, kde se

nakonec shromazdi Gplna haploidni sada chromozomii.

3.2.4.4 Telofaze

V 1. Telofazi vznikaji dvé sekundarni bunky (primdrni polocyt a oocyt) s poloviénim poctem
chromozomu (diad). Nedochazi vsak k rekonstrukei jadra ani k dekondenzaci chromozomu.
Na chromozdémech je patrné zdvojeni ve dvé chromatidy. Po kratké intervizi nésleduje druhé
zraci déleni (Marvan a kol., 2003). Sladecek (1986) dodéava, ze dcefiné chromozoémy
seskupuji u polu, ¢asteéné nespiralizuji, ztencuji se a prodluzuji, kolem nich se z okolniho
endoplazmatického retikula vytvari nova jederna membrana a d€lici vieténko se depolymeraci
tubulinu vlakének rozpada. Cinnosti nukleoldrnich organizatorii nékterych chromozémi

vznikaji v dcefinych jadrech nova jadérka, nukleoly.
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Spermatogonium Qogenium :

rast/zréni

Primarni

Sekunddrni poldrni
téliska

Oocyt ¢eka na oplozeni.
Pokud spermie pronikde do

oocytu vyvoj pokracuje.

Obr. 4: Meibza

(http://legacy.owensboro.kctcs.edu/gcaplan/anat2/notes/AP1INotes2%20meiosis.htm) [18.3.2012]
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3.3 Vybrané faktory ovlivnujici riast oocytu

3.3.1 MPF

MPF byl poprvé objeven v oocytech zaby Rana pipiens vroce 1971. Byl pojmenovan
Maturation Promoting Factor, protoze ovliviiuje zrani oocytd. U vysSich zivocicht byl poprvé
popsan V oocytu mysi v roce 1977 a o par let pozd¢ji také v oocytu prasete (Fulka, 1983).
Pozdé&ji byl pfejmenovan na Metaphase Promoting Factor, protoze byla jeho pfitomnost a
funkce objevena i v somatickych buiikach, kde reguluje vstup do M - faze (Verlhac et al.,
1993).

MPF se sklada ze dvou podjednotek. Regula¢ni podjednotku tvoii cyklin B (B1, B2) a funkci
pojednotky zastava cyklin dependentni kinaza (cdkl), oznaCované také jako Cdc2 (Voronina
and Wessel, 2003). Wu et al. (1997) dodava, ze cyklin-dependentni kinaza cdkl se jinak také
oznacuje p34cdc2.

MPF je jeden z ¢lankt regulac¢niho fetézce, je druhové zaménitelny a je spoleénym pro télni i
zarodecné buiky. U embryi je soucasti ,hodin“ urCujicich pravidelny rytmus d¢leni
(Nedvidek a Romanovsky, 1993). OvSsem hlavni funkci MPF je regulace buné&tného
cyklu, jeho spusténi, vedouci k meiotickému zrani oocytli. Na meiotickém zrani se podileji i
mnohé dalsi faktory, které s MPF ,spolupracuji“ jako naptiklad: hormonii a signala
prochazejicich mezi buikami (Verlhac et al., 1993). Jeho pfitomnost v cytoplazmé stimuluje
spiralizaci chromatinu do chromozomu, tvorbu déliciho vieténka a pifechod do metafaze.
Trvala pfitomnost aktivni formy vede k zastaveni meidzy v metafazi (dlouhodobé napt. u
oocytl az do oplozeni) (Nedvidek a Romanovsky, 1993).

Vyse zminény p34cdc2 je univerzalni regulator bunécného cyklu ovliviiujici pfechod z G2 do
M - faze v meiotickych i mitotickych cyklech. Zatim co hladiny cdkl zistavaji konstantni po
celou dobu piisobeni, mnozstvi cyklinl vSak obvykle kolisa v pribéhu bunécného cyklu diky
periodickym syntézam a degradacim (Wu et al., 1997).

Mechanismy ptisobeni pfi meidze a mitoze jsou zcela odlisné, presto stejné cykliny mohou
byt hlavnimi regulatory stejnych procest. Vyvoj oocytu zustava dlouhou dobu pozastaven
v profazi MI. Nasledné pokracuje meiotické déleni oocytu, pficemz se nejdfive hromadi a
posléze aktivuje MPF. Meiotické déleni je samo o sobé modifikaci mitotického, pricemz
buiika nepodléha replikaci DNA a proto se mnozstvi DNA sniZuje — tudiz je bunika pfi meidze
haploidni. To je disledkem skute¢nosti, Ze regulace MPF béhem meidzy pomoci MPF je jina
nez béhem mitotického cyklu. MPF aktivita se tedy v meidze prudce zvySuje po prvnim

meiotickém déleni. Mechanismus regulace meiézy pomoci MPF je u vSech druhl stejny.
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Jednim z mechanismt regulace meiézy pomoci MPF v oocytech je akumulace proteinu
cyklinu B (tento mechanismus je nejlépe prozkouman u ryb) (Voronina and Wessel, 2003).

Ve fazi ristu oocytt, vznika neaktivni komplex pre-MPF, ktery vznika spojenim obou
podjednotek MPF — cdk1 a cyklinu B. (Murray and Kirschner, 1989). Znovuzahajeni meidzy
tedy vyzaduje zaktivovani pre-MPF (Motlik a Kubelka, 1990). Aktivita MPF je ovliviiovana
fosforylaci a syntézou proteinii (Prochazka et al., 1989). K aktivaci MPF je nezbytna

4 92 musi

defosforylace p34cdc2 na threonin 14 a tyrosin 15. K Gplné aktivaci komplexu p3
soucasn¢ s defosforylaci dojit 1 k fosforylaci na threoninu 161 prostfednictvim protein kinazy,
ktera se nazyva cdc-aktiva¢ni kinaza (Dunphy and Kumagai, 1991).

Doprava MPF mezi cytoplazmou a jadrem je dilezita pro jeho aktivaci, funkci a dynamické
zmény Vv jeho lokalizaci muzou piispét k jeho aktivaci (Voronina and Wessel, 2003).

Zrani oocytd a jeho pozastaveni v metafazi meidzy Il se fidi zménami Vv aktivit¢ MPF. Byly
provedeny pokusy, které zkoumaly dynamiku aktivity MPF a jejich dil¢ich proteinti a
pribéhu zrani oocytt in-vitro. U oocyti skotu ma MPF pomérné nizkou aktivitu v prvnich 8
hodinach zrani. Poté se MPF ¢innost postupné zvysSuje a prvniho vrcholu dosahuje po 12 — 14
hodinach zrani. Nasledné dochazi k ndhlému poklesu Cinnosti po 16 - 18 hodnach béhem
predpokladané anafaze a telovaze. MPF ¢innost opét vzrustd po 20-24 hodinach zrani (MII).
Tato vysoka trovenn MPF je udrzovana po dobu né€kolika hodin, poté se hladina postupné
snizuje a 48hodin po zacatku zrani je jiz jen stézi detekovatelna. (Wu et al., 1997).

MPF spolupracuje s dal§imi vyznamnymi faktory ovliviiujicimi meioézu. Nejvice je provazana
spoluprace mezi MPF a MAPK. Aktivita MPF klesa pfi pfechodu mezi meiézou I a meiozou
I, zatimco MAPK aktivita je stabilni. Stale se pokouSime odhalit souhry téchto klic¢ovych

regulatorit meidzy u obojzivelnikll a savct.

;. .
Prunik spermie,

Stimuloce zrani vyploveni Ca2+ ionti

{Progesteran nebo MPF) inaltivace CSF
i C5F stabilizuje MPF
Vysokd 'I‘ ¥
MPF
aktivito
Nizkd
& o g o
b \ Ve i
Nezraly cocyt Meiozat Meigzonll  Zroly oocyt Prvni déleni

Druhé délenr

Obr. 5: Hladina MPF béhem zrani oocytu a raného embryonalniho vyvoje
(http://9e.devbio.com/article.php?id=78) [18.3.2012]
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3.3.2 Cyklické nukleotidy

Vyznamnymi prvky fidicimi rist a zrani oocyti jsou cAMP (cyklicky adenosin monofosfat) a
cGMP (cyklicky guanosin monofosfat) (Tornell et al., 1991).

cAMP je produkovan adenylate cyklazami a degradovan fosfodiestrazami (Richard, 2007).
Jejich tvorba v bunice je pod vlivem signali prostiedi, zachycovanych receptory bunécné
membrany. Princip plsobeni je zaloZzen na proteinovych hormonech ptenaSenych pies
membranovy receptor na enzym adenylcyklazu, ktery vyvold syntézu cAMP (Sladecek,
1986). Necas (1989) dodava, Ze po vazbé hormonu se zméni konformace receptoru. Takto
pozmeénény receptor plisobi jako alostericky regulator na zvlastni membranovy protein (GTP
— vazici protein ¢i zkracené G-protein), ktery pak aktivuje adenylcyklazu. Zvyseni ¢i snizeni
aktivity adenylcyklazy pak méni vnitrobunécnou hladinu cAMP. cAMP kontroluje aktivitu
jinych enzyml — napt. proteinkindz, které fosforyluji dal$i enzymy, ¢imz reguluji (zvysuji
nebo snizuji) jejich aktivitu. cAMP byva povazovan za jakysi univerzalni pfenaSe¢ informaci
V hormonélnich regulacich. Déle vysoka hladina cAMP inhibuje bunééné déleni patrné tim, ze
se podili na inhibici polymeraci tubulinu pii vzniku déliciho vieténka a hlavné tim, Ze
inhibuje PKA. Timto snizenim aktivity PKA je umoznéna aktivace CDK1/cyklinu B.

V normélnim cyklu buiiky se hladina cAMP periodicky méni — je hydrolyzovana
fosfodiestrazou a je nejnizs$i v prubéhu mitdzy, kdezto hladina cAMP v oocytu prodélava
opacné vykyvy, prechodné stoupa v M a G1 — fazi, potom klesa. Pro nastup S - faze ma
vyznam zvySeni hladiny cAMP spolu ionty Ca®, jejichz uvolnovani v buiice je regulovano
proteinem kalmodulinem. Cyklicky AMP muZe vyvolat zmény v distribuci ionti Ca?*, které
ovlivni mikrotubuly i kontraktilni mikrofilamenty cytoskeletu, to je dileZité v mobilité
povrchu buiiky (Sladecek, 1986).

V somatickych bunkiach cAMP funguje jako pozitivni a negativni regulator bunécného cyklu,
jeho ucinky se projevuji piedev§sim v G1 fazi bunétného cyklu. Dale je cAMP znamym
inhibitorem zrani oocytil. Vysoké hladina CAMP v cytoplazmé inhibuje zrani oocyti. Udaje
z vyzkumu naznacuji, Ze zmény hladiny cAMP v pritbéhu zrani oocytu zavisi na mechanismu
vyvolani zrani oocytli (Voronina and Wessel, 2003).

Vysoka urovenn cAMP v oocytech dokaze zastavit zrani oocytu v diplotenni profazi I u savcu.
Poté u savcu LH vyvola proces, ktery vede k poklesu intracelularni cAMP trovné a tento
pokles je opét piicinou znovuzahdjeni meidzy (Senthilkumaran, 2011). EXistuje rovnovaha
mezi vyrobou a degradaci cAMP v profazi 1., ktera udrzuje hladinu cAMP na odpovidajici

urovni pro zachovani meiotické profaze (Lowther et al., 2011). MPF pak pfisp&je k postupu
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oocytu k dokonceni metafaze 1 nasledované metafazi 11 (Senthilkumaran, 2011). Tuto teorii
ve své praci podporuje i Richard (2007), ktery dochézi ke stejnému zavéru, ze savci oocyty
jsou in vivo pozastaveny v profazi prvniho meiotického déleni pied pfedovulaénim vyvolanim
zrani LH. Jednou z dulezitych signdlnich molekul pro toto zahéjeni meidzy je cyklicky AMP.
Praci na stejné téma V pozd¢jsich letech publikoval i Norris et al. (2009), ktery tuto teorii
podporuje a vice do hloubky rozebird. Uvadi, ze sav¢i oocyty jsou blokovany v meiotické
profazi, vV niz je udrzuji inhibi¢nim signalem okolni somatické buiiky v ovaridlnim folikulu.
V reakci na LH, ktery se vaze na receptory somatickych bunék, oocyt pokrac¢uje do druhé
meiotické metafaze, kde mize byt oplodnén.

Predmétem vyzkumu také bylo, jak regulovat signaly ze somatickych bunck, které ovliviiuji
pfechod z profaze do metafdze, a dokazat ze signdlni molekulou mize byt cGMP. Pomoci
FRET na zakladé senzorti cyklickych nukleotidi ve folikulech bylo zjisténo, ze cGMP
prochazi pomoci gap juctions do oocytu, kde inhibuje hydrolyzu fosfodiestrazy PDE3A. jedna
se o enzym S$tépici cAMP na jeho necyklickou formu AMP. PDE je specifickd pro oocyty a
nezbytna pro znovuzahajeni meiézy u mysi. Tato inhibice udrzuje vysokou koncentraci
CAMP a tim blokuje meioticky postup. LH obrati inhibi¢ni signal sniZenim hladiny cGMP
v somatickych builkdch a uzavienim gap juctions mezi somatickymi bunkami. Vysledny
pokles cGMP v oocytu zbavuje inhibici PDE3A a to zvysuje svou ¢innost az 5x. To zpusobi
snizeni hladiny cAMP, coz vede k obnoveni meidzy (Norris et al., 2009).

Funkce cAMP pii zrani oocytl je méné jasna. cGMP a cAMP spolu signalizacné
spolupracuji a snizeni hladiny ¢cGMP je jednim ze spoustécich signali vedoucich
k meiotickému zrani (Vaccari et al., 2009). Signalni drahy, které zvySuji hladinu
intracelularniho cyklického AMP (cAMP), mohou bud’ ptedchazet, nebo vyvolavat zrani
oocytl, v zavislosti na druhu Zivo€icha. U savct vysoka hladina cAMP inhibuje zrani. Pod
vlivem gonadotropinti a ristovych faktord je uzka spoluprace mezi kumularnimi bunkami a
oocytem. Tyto signdly se podileji bud’ na zachovani nebo ptferuSeni meiotického zrani. Zatim
co CAMP je kli¢ovou molekulou pti zachovani meiotického bloku, CGMP miize hrat roli pii
kontrole spontanniho nebo vyvolaného zrani oocytu vyvolaného gonadotropiny (Silvestre et
al., 2011). Molekularni a strukturdlni zmény ve folikulu vyvolané gonadotropinem LH
vyzaduji komplexni interakce mezi somatickymi bunikami a oocytem. Je dobfe znamo, Ze
signaly pochdzejici z oocytil hraji zdsadni roli v uspotfadani, ristu a vyvoji folikuli. Naopak
ptesny podil mistnich signald obou oddild potfebny k ovulaci je doposud méné objasnén. LH
pusobi na obnoveni meiotického zrani u oocytd, na vyvoj kumularnich buné€k, na prasknuti

folikulti, ptimo aktivuje granuldzni bunky a nepfimo piisobi na kumularni buiiky a oocyty. Je

29



mozné, ze cAMP a soucasné poznatky potvrzuji, ze i cGMP se §ifi prostfednictvim sité gap
juctions ze somatickych bunék do oocytu. Neddvnd zjisténi naznacuji, ze biochemicky
mechanismus, ktery udrzuje oocyt vV pozastavené meidze je pravdépodobné dusledek regulace
oocytu PDE a tudiz neptimo cAMP. Piesny sled udalosti regulujicich bunéény cyklus neni
dosud znam. Je ale vSeobecné zndmo, Ze pokles cAMP je primarni signal. Tento pokles
vV cAMP je zpusoben aktivaci PDE v oocytech, ale i uzavienim gap juctions. Regulacni
mechanismy, které vedou k aktivaci PDE Vv oocytech se nyni intenzivné zkoumaji (Conti,
2010).

3.3.3 OMI

OMI (oocyte maturation inhibitor) je polypeptid, produkovany granuldoznimi bunkami
(Wassarmann, 1998), vyskytujici se u mnoha druhl savcu. Zesiluje Géinek cyklického AMP
(Tsafriri and Pomerantz, 1984). Jeho produkce se zvySuje diky folikostimulaénimu hormonu
(FSH) (Van de Wiel, 1983). U¢inek OMI je zprostfedkovan pres okolni kumularni buiiky
pomoci polopropustnych spojii gap junctions, a ma inhibi¢ni U¢inek na dozravani. Vysledky
dokazuji, ze inhibi¢ni u¢inek neni druhové specificky (Cameron et al., 1983). OMI byl
nalezen ptredevsim ve folikularni tekutiné¢ (Eceay and Powers, 1990). Ovsem Wastergaard
(1988) dodava, ze pii zacatku ovulace neni piitomen ve folikularni tekutiné viibec. Cameron
et al. (1983) dale uvadi, ze jeho studie dokazala, ze OMI je pfitomny Vv lidské folikularni
tekutiné ma reverzibilni inhibi¢ni ucinek.

Velky vliv pfi fizeni syntézy a vylu¢ovani OMI mohou mit rizné hormony. Vysledky ukazuji,
ze OMI, nalezeny v antralnich folikulech prasat, vylu¢ovany granuléznimi buiikami ma
nizkou molekulovou hmotnost, ktera se pohybuje pod hranici 10 kDa. Casem, jak postupuje
vyvoj folikuli, granuldzni bunky ztraceji svou schopnost vylucovat OMI. Jeste dulezitéjsi je,
ze byly objeveny hormony, které ovliviiuji sekreci OMI. FSH stimuluje sekreci a androgeny ji
inhibuji. Tyto Gdaje poskytuji diikazy o tom, Ze na spravné hladiné gonadotropinti, cyklického
AMP a steroidi zavisi meidza, kterd bud’ pokracuje, nebo oocyt zanikd atrézii. Bun&cné
interakce téchto hormond, a to zejména FSH a androgend kontroluji mnozstvi OMI (a
pfipadné 1 dalsi intrafolikularni faktory), které se mohou podilet bud’ na povoleni bunééného
zrani nebo na setrvani v klidové fazi (Anderson et al., 1985).

Predovula¢ni nartist gonadotropinti indukuje ve vyspélych Graafovych folikulech fadu zmén.
Mezi né patii 1 obnoveni meiotick¢ého déleni oocytu, coz je proces pozastaveny kratce po
porodu. Zde ma roli folikularni faktor oocyte maturation inhibitor (OMI), ktery oocyt

napomahd udrZovat v klidové fazi pfed znovuobnovenim meidzy. Pro spravné fungovani
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téchto pochodi neni dulezity jen OMI, ale i dalsi navzajem spolupracujici faktory jako je
napiiklad vySe zminény cyklicky AMP (Tsafriri and Pomerantz, 1986).

dale je také dilezitym faktorem udrzujicim zivotaschopnost bunék. S postupnym vyvojem
folikulu soucastn¢ klesa koncentrace OMI (Van de Wiel, 1983).

Folikularni tekutina obsahuje nizkomolekuldrni OMI, ktery plsobi na zachovéani oocytu
v klidové fazi meidzy. Pfidanim luteinizacniho hormonu ke kultivovanym oocytim prasat
muzeme zvratit inhibic¢ni u¢inek OMI. Pti poklesu hladiny OMI ve folikularni tekutiné folikul
dozrava. FSH a prolaktin stimuluji granulézni buiiky K produkci OMI. Zvysena hladina LH
muze vést ke zrani vajicek jesté ptred ovulaci, diky tomu, ze stimuluje syntézu testosteronu
buiikami theca a tim inhibuje syntézu OMI granuléznimi buitkami. Casné zrani oocytl
spojené s atrézii folikuli mizZe byt zptisobeno poklesem OMI kiili smrti granuléznich bun¢k
anebo kvili zvySeni hladiny folikularnich androgenii (Channing et al., 1982). Fyziologicky
rozbor ukazuje, ze vliv OMI in-vitro je reverzibilni, a jeho puisobeni muize byt piekonano
pusobenim luteiniza¢niho hormonu. Pisobnost OMI vyZaduje pfitomnost kumuldrnich bunék
v okoli oocytu, protoze bylo zjiSt€no, Ze obnazeny oocyt zbaveny kumularnich bunck,

nereaguje na pasobeni OMI (Torbjorn et al., 1979).

3.3.4 Vapnik

Vépnik, je jednou z nejvyznamnéjSich nitrobunéénych signalnich molekul kontrolujici velkou
skalu bunécnych procest, jako je naptiklad svalova kontrakce, synapticky ptenos a hraje roli i
ve zrani a oplodnéni oocytu. Vapnik mize byt navazany na proteiny a jeho nejcast&js$im
depotem je ednoplazmatické retikulum (Clapham, 2007). U oocytl prasnic je vapnik
uskladnén hlavné v mitochondriich, vakuolach, na povrchu lipidovych granul a v cytoplazmé
(Petr et al., 2001). Nyni existuje stale vice dikazi nasvédCujicich, Zze zmény V intracelularni
koncentraci Ca?* mohou mit kli¢ovou roli. Ca®* ovlivituje pfechod mezi G a S fazemi
(Santella, 1998). Vapnik take upravuje nékteré z cykli bunééného déleni jako napf.
oddé¢lovani chromozému nebo prechod z metafaze do anafaze (Voronina and Wessel, 2003).
K aktivaci Ca®* miize vést mnoho vazebnych bilkovin hlavni z nich je kalmodulin (Santella,
1998).

Zmeény v intraceluldrni koncentraci vapniku ptfedstavuji zasadni signalizacni mechanismus,
ktery umoznuje komunikaci mezi buitkami a jejich zivotnim prostiedim (Wakai et al., 2011).

Machaca (2011) dodava, ze zmény v koncentraci a rozmisténi Ca?* jonti v cytoplazmé tvori
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vSudypfitomné intracelularni signalizaéni moduly v bunééné fyziologii. S pfichodem barviv
Ca?*, které umoziuji viualizaci Ca®*, v kombinaci s vykonnymi experimentalnimi néstroji,
jako jsou elektrofyziologické nahravky, bylo dokdzéno Ze intracelularni Ca®* je zapojen do
prakticky vSech aspektii bunécné fyziologie véetné bunécné poliferace. ca®* signaly jsou
spojeny s riiznymi fazemibun&éného cyklu a zasah do Ca®* signalizaénich drah &asto narusuje
priibdh bun&éného cyklu. I kdyz existuje zavislost mezi signaly Ca?* a mechanismy
bunécného cyklu, je obtizné ptisoudit piesnou roli ca®* sigdlim.

Piechodné zvySeni intracelularni koncentrace vapniku je potfebné pro vyvolani zrani oocytu.
Ovsem nelze jednoduse fict, Zze vapnik sdm o sobé staci pro vyvolani zrani. Pfi zrani oocytd
vapnik nejvyraznéji ovlivituje vytvoreni I. pdlocytu a translokaci kortikalnich granuli na
povrchu bunék. OvSem mechanismus plisobeni vépniku neni dosud plné objasnén. Jednim z
klicovych faktorti mize byt spoluprace vapniku a calmodulin-dependentnich kindz, CaMKI|
(Voronina and Wessel, 2003).

Zvyseni hladiny intracelularni hladiny Ca?* v dasledku bun&&ného stresu nebo vysoké
extracelularni koncentrace, muze naruSit pribéh normadlniho zrani. Za fyziologickych
podminek Ca®* ptechodnd slouzi jako druhotny posel v sav&ich oocytech a stimuluje
mitochondridlni oxida¢ni metabolismus a produkci ATP. Za patologickych stavi, pii
dlouhodobém zvyseni Ca®*, mize Ca®* aktivovat destruktivni enzymatické drahy a zabranit
vytvafeni energie v bufice. Prebytek Ca?* Hdi otevieni mitochondridlnich por, coZ ma za
nasledek uvoliovani cytochromu C a aktivaci proteolytickych katalaz, které vedou k
appoptotické bunééné smrti. Bez funkéniho mechanismu na vyrobu energie, oocyty po
spotfebovani energetickych zasob odumfou. Cytostolicky hoteik Mg pisobi jako protipol
nitrobun&éného Ca’*, a tim reguluje do jisté miry neptiznivé dopady zplisobené jeho vysokou
koncentraci (Krisher, 2004).

Zvysena signalizace pomoci ptlz Ca? aktivuje oocyt, coz je prvni faze vyvoje embryi, ktera
se sklada z biochemické a strukturalni zmény a transformuje oocyt do zygoty (Wakai et al.,
2011).

Piechodné zvySeni intracelularni koncentrace Ca?* se mize samovolng aktivovat a regulovat
meiotické zrani. Zatimco mnoho studii se zamétfuje na vykyvy Ca?* pfi oplozeni zralého
oocytu, mélo studii se zabyvé intracelularni urovni Ca?* v nezralém oocytu. V nezralych
oocytech mysi se prechody ca®* vyskytuji kazdé 1 az 3 minuty po uvolnéni vajicka z folikulu
a pretrvavaji 1 az 3 hodiny. Pfesto zlstava sporné, zda prechody Ca?* u nezralych mysich
oocytil maji opravdu vliv na zarodeény vacek. Zdroj Ca?* pii zrani oocytil je také zajimavy.

v 7 v v v v .y 2+ 7 . oo .
Nekteré savei oocyty, veetné prasecich, maji Ca®™ volné v intraceluldrnim prostoru. Zdrojem
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je endoplazmatické reticulum a mitochondrie. Receptory uvoliiujici Ca®* do volného prostiedi
se nachazeji na endoplazmatickém reticulu. Je zajimavé, ze tyto receptory jsou aktivni ve fazi

zarode¢ného vacku, po dozrani I v metafazi 1l, mozna I v mezifazovém obdobi (Krisher,

2004).

3.3.5 PKC

Protein kinaza C (PKC) hraje klicovou regula¢ni roli v mnoha bunéénych procesech. Od
ovladani zakladnich ¢innosti buiikky az po slozité funkce jako je pamét. Nicméné systému
signalizace PKC u savci je velice slozity. Vzory PKC signalizace jsou evolu¢né
konzervovany od prvoki az k lidem, coz podtrhuje vyznam této kinazy v bunééné signalizaci
(Mellor and Parker, 1998). Clenové rodiny PKC (serin/treonin kinazy) jsou dileZitou soucsti
signalnich drah a regulatory bunééné proliferace a diferenciace.

Rodina PKC sdruzuje dvanact jedine¢nych serin/treonin kindz a mizeme je dle struktury délit
do tfi skupin. Konvencni — které na sebe vazou vapnik i diacyglyceroly. Nové — které na sebe
vapnik nevazou a jsou na ném nezavislé. Atypické — které nevazou vapnik ani diacyglyceroly,
ale jsou homologni s ostatnimi tfidami (Mellor and Parker, 1998).

Nedavné studie prokazaly zapleteni PKC v kontrole bunééného cyklu na dvou mistech a to
v ptestupu z G1 do S faze a v pfechodu z G2 do M faze. Aktivace PKC b&hem progrese G1
moduluje aktivitu specifické cyklin — dependentni kinazy (CDKs) toto je rozhodujici bodem
v progresi bunééného cyklu a vede k pfechodu z G1 do S faze (Fishmann et al., 1998). Black
(2000) toto tvrzeni ve své studii potvrzuje, PKC je dulezita zejména pii fizeni stiidani fazi
bunééného cyklu (z G1 do S faze a z G2 do M faze). Jak jiz bylo fe¢eno PKC enzymy funguji
jako regulatory bunécného cyklu na dvou mistech, a to v pribéhu vystupu z Gl faze a
v ptechodu z G2 do M faze (Livneh and Fishmann, 1997). Déle se ¢lenové rodiny protein
kinazy C Siroce podileji na regulaci bunécného riistu a bunééného cyklu. Stale vice studii
dokazuje ptedchozi tvrzeni, ze je PKC klicovy regulator bunééného cyklu véetné kontroly
vystupu z G1 a G2 faze a kontroly kontrolnich uzli (Black, 2000). Na zaklad¢ vysledkii dalsi
studie 1ze piedpokladat, ze se PKC podili na regulaci procest spojenych s aktivaci oocytl
(Sedmikova, 2006).

Uloha PKC v fizeni meiotického zrani sav&ich oocytii neni zatim zcela objasnéna. Je viak
znamo, ze aktivita PKC se béhem meiotického zrani oocytl méni béhem prestupu metafaze 1.

do anafaze I. (Quan et al., 2003).
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3.3.6 Src kinaza

Src je vychozi zékladni jednotkou vV mnoha biochemickych pochodech, v nichZ se uplatiiuje
jako prenaSe¢ signalu z extracelularniho prostoru do vnitiku bunky, didle ma velky podil na
uspotadani cytoskeletu a na adhezni systém, ktery podporuje migraci a invazi bunéck
(Guarino, 2010).

Src je protein skladajici se z nékolika domén (N-termindlni doména, jedinecnd doména, SH3
doména, SH2 doména, linker doména, katalyckd domana a C-terminalni ocas (Guarino,
2010).

Rodina SRC kinaz je skupina deviti cytoplazmatickych proteind (tyroxin kindz) a jsou
nezbytné pro mnoho bunéénych funkci. Nékteré se zdaji byt vSudyptitomné, zatimco jiné se
nachdzeji pouze v urcitych tkanich. Schopnost ¢lenti rodiny SRC iontové dopravy je znama
jiz nékolik let (Cohen, 2005).

Aktivace SRC je vychozim bodem pro nekolik biochemickych kaskad. SRC podporuje pieziti
bunék a navic ma podstatny vliv na reorganizaci cytoskeletu a pfilnavosti systému, které
podporuji bunécné migrace a invaze. ZvysSeni aktivity Src se ¢asto vyskytuje u mnoha typt
rakoviny u lidi. Proto inhibitory Src jsou povazovany za slibné léky pro lécbu rakoviny

(Guarino, 2010).

3.3.7 MAPK

MAP kinaza je dulezitym proteinem podilejicim se na meiotickém zrani (Verlhac et al., 1993)
a vyvolava prechod z G2/MI (Stanford et al., 2003).

Patfi do skupiny serin/treonin kindz, které jsou velmi aktivni pfi zrdni sav¢ich oocytl
(Gozoh et al., 1991). MAP kinazu tvofi 5 podskupin. MAPK signalni drahy patii mezi
nejrozsirenéjsi mechanismy fizeni eukaryotickych bunék. MAPK drahy u savcl mohou byt
aktivovany celou fadou riznych podnétd, napt. hormony, rastovymi faktory, a proto se nékdy
také oznacuje jako ERK (extracelularné regulovana kinaza) (Kyriakis and Avruch, 2001).
MAPK patii do rodiny MAP kinaz, coZ jsou serin/threonin kindzy. Tato rodina se rozdéluje
na nékolik podrodin. Podrodiny jsou rozd€lovany podle svého substratu, molekulové
hmotnosti nebo podle zpusobu regulace (Tao et al., 2005). Byly identifikovany 3 podjednotky
MAPK a to ERKSs (extracelularné¢ regulovana kinaza), JNKs a P38-MAPKs (P42MAPK,
P44ERK - rozdéleni podle molekulové hmotnosti). Bylo prokdzano, ze ERKs je dilezity pro
preziti bunék, zatimco JNKs a P38-MAPKSs reguluji stres a podileji se na apoptdze (Wada and
Penninger, 2004).
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Zrani oocytl fidi koordinované akce dvou kinidz, Maturation Promoting faktoru (MPF) a
mitogen activated protein kinazy (MAPK). Dulezitost role MPF je dobie znama, zatimco
uloha MAPK nebyla zatim pln¢ objasnéna u velkych domacich savci (u mysi je jiz dobie
prozkoumana) (Gordo et al., 2001). MPF reguluje aktivaci MAPK (Josefsberk et al., 2003).
MAP kinaza se v nezralych oocytech, zastavenych v G2 fazi, vyskytuje v cytoplazmé. Pii
ptesunu do M faze se MAPK piesouva do zarodecného vacku. MAPK dale znovuzahajuje
meidzu a pienasi signaly pro zrani oocytu z cytoplazmy do jadra (Stojkovic et al., 1999).
Inoue et al. (1998) k tomuto dododavaji, ze neaktivni MAPK je pfitomen jiz u nezralych
oocyti pozastavenych v G2 fazi a tato kinaza byla lokalizovana jenom v cytoplazmé.
V ptechodu mezi G2 a M fazi se MAPK ptesunulo do zarode¢ného vacku (GV). Kromé toho
jina analyza ukazala, Ze jadernd MAPK existovala v aktivni formé. P vyzkumu bylo
zjiStovano zda MAPK miZze vyvolat GVBD (rozpad zarode¢ného vacku) a tak bylo
mikroinjekovano aktivni MAPK do nezralych oocyti prasat. Aktivni MAPK byl rychle
inaktivovan a nezrychlil GVBD. V kontrastu s timto, kdyz byla MAPK injektovano ve fazi
GV byl vyvoj vyrazné urychlen. Tyto vysledky ukazuji, ze v prasec¢ich oocytech se neaktivni
MAPK lokalizuje v cytosolu nezralych oocyti, ¢ast aktivované MAPK putuje do GV tésné
pred GVBD i coz naznacuje, ze MAPK zprostiedkovava signdl vyvolavajici zrani
zZ cytoplazmy do jadra a podili se na opétovném zahéjeni meidzy.

Dale byly zkoumany znény v ¢innost MAPK béhem meiotického zrani oocytii u kozy. MAPK
aktivita vzrostla po GVBD a pretrvavala béhem pfechodu z MI do MIIL. Vysledky vyzkumu
naznacuji, Ze by mohl byt MAPK zapojena do regulace organizace mikrotubult. U kozich
oocytti neni MAPK do znovuzahajeni meidzy, ale spiSe do akci t€sné souvisejicich s GVBD
(Dedieu et al., 1996).

Aktivace MAPK (mitogen activated protein kinazy) kaskady je spojend s obnovenim meidzy
V oocytu u mnoha riznych druli. Po fedu let se védci domnivali, Ze signal pro vyvolani
meiotického obnoveni je pfenaSen MAPK. Dnesni vyzkumy ukazuji, Ze aktivace MAPK neni
nutnd pro znovuzahdjeni meidzy u zvitat. Misto toho ¢innost MAPK hraje dilezitou roli
v urychleni aktivace MPF v oocytu, ktery je diileZity pro obnoveni meiotického zrani. MAPK
je také dulezity pro potlaceni intervize (replikace DNA) mezi dvéma meidézami (Voronina and

Wessel, 2003).
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3.3.8 Kalcineurin

Kalcineurin byl poprvé objeven v roce 1976 pany Wangem a Desaiem. Nezavisle na tom
vroce 1976 Watterson a Vanaman také ziskali vysoce Cisté frakce kalcineurinu z hovéziho
mozku.

Jedna se o heterodimericky protein, patfici do rodiny serin/treonin kinaz, ktera se aktivuje
vapenatymi ionty a kalmodulinem. Skladajici se z katalycké (kalcineurin A) a regulacni
podjednotky (kaldineurin B) (Rusnak adn Merz, 2000). U savci se kalcineurin A vyskytuje
ve 3 ruznych isoformach (CnAa, CnAp, CnAy) (Kincaid, 1993). Kalcineurin B byl objeven
pouze ve dvou isoformach a to isoformé Bl a B2 (Chan et al., 2005). Jako serin threonin
protein fosfaza, se kalcineurin ucastni fady bunéénych procesi (Rusnak adn Merz, 2000).
Bandyopadhyay et al. (2002) dodava, ze se Ca 2+ vaze s vysokou afinitou na vazebna mista
lokalizovana na podjednotce kalcineurinu B.

Kalcineurin je Siroce zastoupen v tkanich savct, s nejvyssi urovni nalezenou v mozku. Navic
byly podjednotky kalcineurinu A a B pozorovany v tukové tkéani, nadledvinach, kostech,
srdei, zadnim mozku, miSe, ledvinach, jatrech, B a T lymfocytech, v plicich, slinivce bfisni,
placenté, krevnich destiCkach, sitnici, kosternich svalech, hladkém svalstvu, slezing,
varlatech, spermiich, brzliku a ve §titné zlaze (Rusnak adn Merz, 2000). Kalcineurin hraje
roli v programované bunééné smrti T a B lymfocyti. V posledni dobé bylo také prokazano, Ze
hraje roli v apoptéze nervovych bunék (Rusnak adn Merz, 2000). Morya et al. (2000)
dodava, ze ve své studii prokdzal jeho pfitomnost ve varleti mysi v jadrech prodluzujicich se
spermatid.

Nishiyama et al. (2008) prokazal, ze pokud je kalcineurin inhibovany Vv neporusenych
oocytech dapatky, je zabranéno ukonéeni MII faze. Dale bylo prokazano, ze rozhodujici pro
zahajeni embryonalniho vyvoje obratlovcll je aktivace a nasledna inaktivace kalcineurinu
Vv oplozenych oocytech.

Kalcineurin je siln€ inhibovan imunosupresivnimi léky. V mnoha studiich pouZivaji tyto
imunosupresivni 1éky a/nebo moderni genetické metody pro naruseni produkce kalcineurinu u
mnoha modelovych organismi, jako jsou kvasinky, vlaknité houby, rostliny, obratlovci
véetné savcl, aby mohli prozkoumat jeho biologické funkce. Jeho mozné uziti je jako
imunosupresivum v humanni mediciné (Bandyopadhyay et al., 2002). Mnozstvi ptirodnich
produkti, které byly isolovany jsou ur€itymi inhibitory kalcineurinu a dalSich serin/treonin
protein fosfaz. Nejvice u¢innym inhibitorem jsou imunosupresivni 1éky napt. FK 506 nebo

cyklosporin A, které inhibuje kalcineurin (Rusnak and Merz, 2000).
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3.3.9 Oxid dusnaty

Oxid dusnaty tvofi dvouatomova molekula. Tato molekula je schopna difundovat pftes
bunééné membrany a regulovat funkci bunék (Dixit and Parvizi, 2001). Amale et al. (2011)
dodava, ze se jedna o dulezitou signalni molekulu.

NO je dulezity biologicky messenger, vykazuje S$iroké spektrum ucinkd béhem
fyziologickych a patologickych procesi (Tao et al.,, 2005). Reaguje na Sirokou skalu
biomolekul, jako je DNA, transkrip¢ni faktory, enzymy, cytokiny a membranové receptory a
muze zprostfedkovat celou fadu biologickych funkci. NO se se krom¢ jiného podili také na
regulaci dilezitych funkci organismu napft. specificka a nespecificka imunitni obrana, sekrece
hormont a dalsi (Moncada et al., 1991), regulace riznych reprodukénich procesi u samic,
jako je ovulace, implantace a relaxace myometria (Andronowska et Chrusciel, 2007), dale
hraje dulezitou roli v procesu dilatace krevnich cév. NO vysilaji endotelové buiky jako
odpovéd’ na stimulace nervovych zakonceni (Alberts et al., 1998). Dalsi dulezitou funkei NO
je ovlivilovani sexualniho chovani (Sica et al., 2009) a postnatalni vyvoj mlécné zlazy (hlavné
V postpubertalnim obdobi) (Islam et al., 2009). Dale je NO nezbytny pro kvalitni vyzivu
oocytd po ovulaci (Goud et al., 2008). Zaroven ptisobi jako dulezity faktor pro folikulogenezi,
atrézii, ovulaci, luteinizaci a zrani oocytli (Hattori and Tabata, 20006).

Oxid dusnaty je syntetizovan tfemi riznymi NO syntazami. VSechny tfi izoformy NOS jsou
homodimery, které jsou slozeny ze dvou monomerti. Monomery mohou byt funkéné i
strukturné rodéleny (Liu and Gross, 1996). Mezi né patii 1. nervova (nNOS), II. iducibilni
(iNOS), III. endotelialni (eNOS) (Forstermann et al., 1991). nNOs se hlavné vyskytuje
V nervové tkani mozku a v nervovém systému (Bredt and Snyder, 1990), také byl lokalizovan
V cytoplazmé ovocytu a v zarode¢nych vaccich (GV) (Chmelikova et al., 2010) . INOS se
vyskytuje v celé fadé buncék napf. hepatocytt, bun¢k hladké svaloviny, fibroblast, bunék
Langerhansovych ostriivkl, epitelidlnich bunék, neutrofilnich granulocytli, chondrocyti a
bunék respira¢niho epitelu (Bredt and Snyder, 1990) a je rozptylen v cytoplazmé vajicka
(Chmelikova et al., 2010), eNOs se vyskytuje v cévnim endotelu a v celé fadé tkani vcetné
neuronti hipokampu, krevnich desti¢ek, nadledvin, ledvin, plic, pankreatickych ostruvk,
placenty, délohy (Jablonka-Shariff et al., 1997) byl také zjistén v granuldznich a thekalnich
bunkach (Tessaro et al, 2011), a je také pfitomen v bodech v cytoplazmé oocytu, tak
v zarodeénych vaccich a je také spojen s meiotickymi vieténky (Chmelikova et al., 2010).
eNOs a INOS byly nalezené ve vSech stadiich folikulu (primérni, sekundarni, terciarni),

hlavné v cytoplazmé nezralych oocytt (Pires et al., 2009).
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Cela tada faktorti ovliviiyje aktivitu NOS izoforem, nejdilezitéjsi tlohu ziejmé sehravaji
protein kindzy (Alderton et al., 2001). Bunky jsou schopny produkovat i vice nez jednu
izoformu NOS (Suschek et al., 1993). NOS maji vliv na pfislusné oocyty hlavné v prvni
metafazi meidzy (Tichovska et al., 2011). Pokud bude vyblokovan gen pro nékterou
z izoforem NOS dopad na zrani bude velky, zpomali se rozpad zarode¢ného vacku a fada
oocytl nedosahne druhé meiotické metafaze, ale bude zablokovana ve stadiu metafaze I,
mnoho z nich také bude vykazovat atypické morfologické zmény (Jablonka-Sharrif, 1998).
Chmelikova et al. (2010) provadéla vyzkum zabyvajici se isoformamy NOS. Cilem této prace
bylo zjistit zmény v expresi izoforem NOS a mRNA a zmény v intraceluldrni lokalizaci
jednotlivych izoforem NOS v obdobi riistu oocyti u prasat, a také urcéit zda tyto zmény
souvisi s procesem ziskani meiotické kompetence. V prasecich oocytech a jejich okolnich
bunkach byly obsaZeny vSechny NOS bilkoviny. Jejich mnozstvi a lokalizace se zménila
ziskdnim meiotické kompetence. nNOS byl lokalizovan hlavné v klfe meioticky
nekompetentnich oocyti, zatimco meioticky kompetentni oocyt ma nNOS obsazeny v jadru.
INOS protein byl rozdélen do cytoplasmy a do jadra vSech oocyti a u meioticky
nekompetentnich oocyti byl obsaZen také v jadérku. eNOS protein byl obsazen v cytoplasmé
ve form¢ jemnych granuli se silnym fluorescennim signalem. V meioticky nekompetentnim
oocytu byl protein soustfedén Vjaderné oblasti a v oocytu s ¢astecné a plné vyvinutou
meiotickou kompetenci byl protein obsazen také na periferii.

Vsechny tyto nalezy naznacuji, Ze izoformy NOS muizou vyznamné ovlivnit ziskani meiotické
kompetence v oocytech prasat (Chmelikova et al., 2009). Jsou znamy i inhibitory pro iNOs a
eNOS jedna se o N omega-nitro-L-arginin (L-NNA) a N omega-nitro-L-arginin methyl ester
(L-NAME) (Tao et al., 2005).

Schwarz et al. (2010) dodava, Ze i samotny NO je velice dulezity, a je ziejmé zapojen do
postupu oocytu do MII faze v meidze a jeho nedostatek v priibéhu zrani zvySuje moZznost
apoptozy u embryi produkovanych in-vitro. Inhibice syntézy oxidu dusnat¢ho béhem zrani
ovlivituje kvalitu embrya. Nizka koncentrace NO bude stimulovat a zlepSovat pochody
probihaji béhem reprodukce, ale nedostatek nebo piebytek NO mé negativni disledky.
Jednim znedostatkli v této oblasti je vsouCastné dobé nedostatek podrobnosti o
molekularnim mechanismu. To je ¢astecné zplisobeno nedostatkem technologii pro efektivni
detekci NO (Thales and Epel, 2003). Tuto teorii podporuje i prace Viginiho et al. (2008),
ktery zduraznuje, ze spravné mikroprostiedi v ovaridlnim folikulu je Zivotné dilezité pro
normalni vyvoj oocytll, folikulogenezi a v€asnou ovulaci. A vysoka hladina NO v lidském

folikulu je Skodliva. Dubey et al. (2011) dodava, ze pii vySich koncentracich NO byli
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pozorovany cytotoxické ucinky. Naopak nizké koncentrace vykazovaly uc¢inky stimulacni. Ke
stejnym vysledkim dospéla ve své praci i Tichovska et al. (2011), kterda souhlasi
s predchozim tvrzenim a uvadi, ze pridanim velkého mnozstvi NO do prosttedi pfi kultivaci
in-vitro se naruSuje zivotaschopnost oocyt. Pti velmi nizké koncentraci je G¢inek opacny.
Déle jeji experimenty potvrdili spojeni NO s obdobim riistu ovocytu a se ziskdnim meiotické
kompetence.

Ptesny mechanismus piisobeni NO/NOS na meiotické zrani oocyti neni doposud plné

objasnén (Tornell et al., 1991).

3.3.10 Sirovodik

Sirovodik (H2S) je produkovan endogenné z L-cysteinu v sav¢ich tkanich a muze fungovat
jako neuromodulator v mozku, stejné jako regulator hladkého svalstva a ma jesté celou fadu
dalsich fyziologickych roli.

Dva hlavni enzymy odpovédné za vyrobu HjS jsou cysthathionin B-syntaza (CBS) a
cystathionin y-lyaza (CSE) (Kimura, 2000). L-cystein je spole¢nm substratem pro oba
enzymy (Shibuya et al., 2009). Tyto enzymy byly detekovany v délohach u biezych i
jalovych samic, v plodovych obalech v délohach potkani (Carson and Konje, 2010).
Cystathionin B-syntaza (CBS) je pfitomna VvV pomérné¢ vysoké urovni v mozku, hlavné
v hipokampu (Kimura, 2000). Dalsim enzymem, ktery se podili na produkci sirovodiku je 3-
merkaptopyruvat sulfurtransferaza (Shibuya et al., 2009).

Sirovovik H,S je povazovan za €lena skupiny signalnich molekul zvanych gasotransmitters
stejné jako oxid dusnaty a uhelnaty. Bylo prokazano, Ze vznikd v endokrinnich a
reprodukénich organech a vyvolava rizné akce. H,S moduluje sekreci inzulinu v ostritvkach
pankreatu. Tukové tkané maji také schopnost produkovat H,S, ktery upravuje mistni citlivost
na inzulin a cévni reakce. H,S pisobi na osu hypotalamus-hypofyza-nadledviny a je zapojen
do stresovych reakci. Uginky na reprodukéni funkce savell také nejsou zanedbatelné, a je
moznost vyuZziti HpS pii 1éCeni poruch reprodukce. Pochopeni regula¢nich mechanismi
syntézy H,S miize pomoci vyvinout nové 1é¢ebni postupy (Xiao-Yan et al., 2011).

Diive byl sirovodik povazovan za toxicky pro reprodukéni cesty obou pohlavi. Nicméné
nedavno byl objeven v reprodukcnich systémech obou pohlavi u rtiznych savci (véetné lidi).
Nejdalezitéjsi funkci Hp,S v samci pohlavni soustavé je usnadnéni erektivnich funkci.
Zapojeni H,S drah do procesu ztopofeni penisu bylo neddvno zkoumani pomoci hladké

svaloviny ziskané z transsexudlnich chirurgickych zékrokt. Zjisténi ztohoto vyzkumu
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naznacuji, ze Ho,S mutize byt novy 1é¢ebny prostiedek pouzivany pii erektivnich disfunkcich.
Dale bylo dokazano, Zze H,S muize hrat roli v regulaci funkci varlat (Xiao-Yan et al., 2011).
H2S hraje roli nepfimo také v reprodukci samic. Mysi knokautované na CBS jsou plodné, ale
snizuji plodnost samciho potomstva, to ukazuje, Zze CBS je nezbytny pro Zenské reprodukcni
funkce. CBS je distribuovan vSude po vajecniku, nejsilné€jsiho projevu dosahuje u
folikularnich bunék ve vSech fazich vyvoje. CBS knokautované samice mys$i maji méné
vytvofenych folikuld, zkraceny a nepravidelny cyklus, také dramaticky mensi procento
ptezivsich ploda. CBS byla detekovana v déloze, plodovych obalech a placenté (Xiao-Yan et
al., 2011). Role CBS béhem zrani a ristu oocytll neni zatim zcela prozkoumana. Vysledky
nedavné studie prokazaly, ze CBS se ucastni procesu zrani oocytl. CBS neni detekovan
v oocytech, ale je obsazen ve folikularnich bunikach v riznych fazich vyvoje. Pfedpokladame,
ze CBS funguje jako prostfednik mezi oocytem a folikularnimi bunkami. V jedné studii byla
vyrazné potlaéena uroven CBS v granuldznich buiikach oocytu in-vitro. Timto se vyrazné
snizila rychlost zrani oocytl, coz mize byt do budoucna zcela zasadni zjisténi (Liang et al.,
2007).

Nedostatek kysliku vyrazné zvysi produkci H,S v placenté. H2S se tedy podili na placentarni
hypoxii. Nedavné studie také prokdzaly, ze H,S funguje jako relaxant hladkého svalstva
samicéich reproduk¢nich organt (Xiao-Yan et al., 2011). Carson and Konje (2010) souhlasi
s pfedchozim tvrzenim a dodava, ze H,S by mohl hrat roli pfi udrzovani délozni necinnosti

béhem téhotenstvi.
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4 Zavér

Hlavni cilem této bakalaiské prace bylo podat stru¢ny, uceleny a ptehledny souhrn zakladnich
informaci, tykajicich se samic¢i pohlavni soustavy, oogeneze a vybranych faktorid regulujicich
ristovou periodu oocytu. Z mnoha faktorii, které rustovou periodu oocytu ovliviluji, byly
vybrany pouze ty nejdulezitéj$i a nejlépe prozkoumané. Snazila jsem se o ucelenou a
ptehlednou strukturu jednotlivych kapitol tak, aby byly srozumitelné i studenttim, ktefi s touto

problematikou nejsou podrobné seznameni.
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