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Abstrakt

Znovuzahajeni meidzy a expanzi kumulu indukované gonadotropiny v preovulacnich
folikulech pfedchazi exprese genti amfiregulin (AREG) a epiregulin (EREG), které
patii do rodiny epidermalniho rastového faktoru (EGF), v buinikdch sténové
granulézy 1 kumulu. V podminkdch in vitro jsou tyto peptidy produkovany
1 kumuldrnimi buitkami pfi stimulaci folikuly stimulujicim hormonem (FSH). FSH
ipeptidy podobné¢ EGF stimuluji znovuzahajeni meidzy a expanzi kumulu
v podminkdch in vitro aktivaci Siroké signalni sit¢ v kumularnich bumnkach. Za
ucelem definovat signalni drahy, které tidi FSH- a AREG-indukovanou expanzi
kumulu a znovuzahijeni meidzy, byly praseci komplexy oocyt-kumulus (COC)
kultivovany se specifickymi inhibitory proteinkinaz. Vysledky dokumentuji, Ze pro
znovuzahdjeni meidzy indukované FSH (nikoliv AREG) jsou dulezit¢ PKA
a MAPK14. Aktivita EGFR a MAPK3/1 je dilezitd u obou zplsobii stimulace.
Zaucelem charakterizovat efekty FSH a EGF-like peptidi na genovou expresi
v kumulérnich butikach byly analyzovany transkriptomy téchto bunék pomoci
mikroCipti. FSH 1 AREG+EREG zvysily expresi genll spojenych s regulaci
proliferace, srazenim krve a remodelaci extracelularni matrix. FSH (na rozdil
od AREG+EREGQG) také zvysil expresi genti kddujicich klicové transkripéni faktory
spojené¢ s plodnosti samic. Produkce prostaglandinu E2 (PGE2) indukovana FSH
nebo EGF-like peptidy pravdépodobné hraje dilezitou roli v procesu ovulace. Bylo
zjisténo, ze PGE2 stimuluje expanzi kumulu a meiotické zrani u mysi, ale jen malo je
znamo o jeho roli u prasete. Data prezentovana v této praci dokumentuji, ze PGE2 je
schopen zvysit expresi genti spojenych s expanzi kumulu a stimulovat meiotické
zrani, ale méné efektivné nez FSH. Poslednim cilem této studie bylo ur€it, zda
mohou byt znovuzahdjeni meidzy a expanze kumulu blokovany vysokou hladinou
cGMP. Piedlozena data ukazuji, ze COC exprimuji NPPC a NPR2 a produkuji velké
mnozstvi cGMP pii stimulaci exogennim CNP. Vysoké hladiny cGMP inhibovaly
meiotické zrdni, ale inhibicni efekt cGMP byl zruSen stimulaci FSH. Vysoka
koncentrace intracelularniho ¢cGMP nebyla schopna potlacit aktivitu MAPK3/1
indukovanou FSH v kumularnich bunkéch, expanzi kumulu ani expresi genti s ni

spojenych.



Abstract

The gonadotropin-induced resumption of meiosis and cumulus expansion in
preovulatory follicles is preceded by expression of epidermal growth factor (EGF)-
like factors, amphiregulin (AREG) and epiregulin (EREG), in mural granulosa and
cumulus cells. In vitro, the EGF-like peptides are also produced in cumulus cells
upon stimulation by FSH. Both FSH and the EGF-like peptides stimulate resumption
of meiosis and cumulus expansion in vitro via activation of a broad signaling
network in cumulus cells. To define signaling pathways that drive FSH- and AREG-
induced cumulus expansion and meiotic resumption, in vitro cultured pig cumulus—
oocyte complexes (COCs) were treated with specific protein kinase inhibitors. The
results document that FSH-stimulated, but not the AREG-stimulated resumption of
meiosis, depends on the PKA and MAPK14 activities; both modes of stimulation
require activation of EGFR and MAPK3/1. To characterize the effects of FSH and
EGF-like peptides on gene expression in cumulus cells, transcriptomes of cumulus
cells were analysed using microarray approach. Both FSH and AREG+EREG
increased the expression of genes associated with regulation of cell proliferation,
blood coagulation and extracellular matrix remodeling. In contrast to AREG+EREG,
FSH also increased the expression of genes coding for key transcription factors
associated with female fertility. The FSH or EGF-like peptides-induced production
of prostaglandin E2 (PGE2) seems to play an important role in the ovulation process.
PGE2 was found to stimulate cumulus expansion and meiosis resumption in mice,
but little is known about its role in pigs. The data presented in this thesis document
that PGE2 is able to upregulate expression of cumulus expansion-related genes and
to stimulate meiosis resumption, but less efficiently than FSH. The final aim of this
study was to determine whether the resumption of meiosis and expansion of cumulus
cells can be blocked by high levels of cGMP. The presented data show that the COCs
express NPPC and NPR2 and produced a large amount of cGMP upon stimulation
with exogenous CNP. The high levels of cGMP inhibited meiosis resumption, but the
inhibitory effect of cGMP was reversed by stimulating the COCs with FSH. The high
concentration of intracellular cGMP was not able to suppress FSH-induced activation
of MAPK3/1 in cumulus cells, cumulus expansion and expression of expansion-

related genes.
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1 Uvod

Kwvalita prase¢ich oocyti maturovanych v podminkach in vitro neni uspokojiva kvali
problémiim spojenym s formovanim prvojader a vysokému vyskytu polyspermie
(Hunter, 2000). Zda se, ze kli¢em k ziskéani kvalitnich oocytli maturovanych in vitro
a k uspésné fertilizaci je znalost interakci oocytu a somatickych bun¢k folikulu a
poznatky o pusobeni faktord, které jsou oocytem, buitkami kumulu nebo sténové
granulozy produkovéany do folikularni tekutiny. Tyto poznatky ziskané v ramci
zékladniho vyzkumu lIze vyuzit nejen pro navrzeni novych kultivacnich systémii,
které zlepsi vyvojovou schopnost in vitro maturovanych oocytl, ale i v humanni

medicing, napt. pti hledani marker vyvojové kompetence.

1.1 Oogeneze a folikulogeneze

Oocyty savcu vznikaji z primordiadlnich zarodecnych bunék (PGC), které pochazi
z extraembryonalniho epiblastu. Po migraci do genitalni listy se PGC diferencuji na
oogonie, které se mitoticky déli. Vstupem do meidzy se z oogonie stava primarni
oocyt. Meidza se vSak zastavuje v diplotennim stadiu profaze 1. meiotického déleni,
ve kterém muze oocyt setrvat i nékolik let. Primarni oocyt ma dekondenzovany
chromatin a jeho jadro nazyvadme zarodeCny vacek (,,germinal vesicle” — GV).
Ke znovuzahijeni meidzy dochazi v dusledku  preovulacniho  uvolnéni
gonadotropnich hormontii — pifedevsim luteinizacnitho hormonu (LH). Dochézi
k rozpadu zarode¢ného vacku (,, germinal vesicle breakdown* — GVBD), ptechodu
do metafaze I (MI) a z primarniho oocytu vznika oocyt sekundarni. Metafazi I
obvykle zdhy nésleduje metafaze II (MII), coz je stddium, ve kterém u vétSiny

sav¢ich druhti dochézi k oplozeni.

Vyvoj oocytu by nebyl mozny bez soucinnosti bun€k, které jej obklopuji. Primarni
oocyty na poc¢atku obklopuji ploché pre-granul6zni buiiky, na povrchu tohoto utvaru
se vytvoii bazdlni membrana a vznikne primordialni folikul, ktery je povazovan za
zékladni funkéni jednotku vajecniku. Vyvoj folikulu (folikulogenezi) Ize nasledné
rozdélit na dvé zakladni faze — preantralni (na gonadotropinech nezéavislou) fazi a
antralni (na gonadotropinech zavislou) fazi. Preantralni fize zahrnuje folikuly
primordialni, primérni i sekundarni. Za¢ina zformovanim primordialniho folikulu a

kon¢i v okamziku, kdy sekundarni folikul zafind exprimovat receptor pro folikuly



stimulujici hormon (FSH) — je tedy schopen reagovat na gonadotropiny. Pisobenim
FSH dochézi k formovani antra — dutiny vyplnéné folikularni tekutinou (Dietich et
al., 1998). Vznikem antra a diky zvétSovani folikulu lze rozd¢lit granuldzni buniky na
dva zékladni typy. RozliSujeme builkky kumularni, které spolecné¢ s oocytem vytvari
funk¢ni celek — komplex oocyt kumulus (COC), a bunky sténové granulozy (MGC).
Tyto dva typy se od sebe liSi celou fadou vlastnosti, ale pravdépodobné

nejvyznamnéjsi je absence receptoru luteiniza¢niho hormonu u bunék kumulu, jehoz

expresi inhibuje pritomnost/blizkost oocytu (Eppig et al., 1997).

Vzhledem ktomu, ze LH (respektive jeho receptor) je nezbytny pro uspéSnou
ovulaci, vyvstava otazka, jakym zptsobem je LH signalizace zprostfedkovana do
kumulu, respektive oocytu. V in vitro podminkach mize LH nahradit FSH, ktery
efektivné indukuje znovuzahdjeni meidzy a expanzi kumulu (viz dale). Nicméné
v podminkdch in vivo jsou medidtorem LH signalizace peptidy zrodiny
epidermélniho ristového faktoru (EGF) — amfiregulin (AREG) a epiregulin (EREG),
které jsou v dusledku stimulace gonadotropiny exprimovany granul6znimi bunkami
u mysi (Park ef al., 2004), prasete (Prochazka et al., 2011; Yamashita et al., 2007) i
cloveéka (Zamah et al., 2010).

Z hlediska in vitro maturace oocytl prasete je zajimavé, ze oocyty kultivované jako
COC v pritomnosti AREG a/nebo EREG maji vétsi vyvojovou kompetenci po
partenogenetické aktivaci nez oocyty kultivované jako COC s FSH nebo s FSH a LH
(Prochazka et al., 2011). Lze tedy fici, Ze v podminkach in vitro AREG a EREG
pouze nemimikuji efekt FSH a Ze maji unikétni uCinky, které jsou potencialné
zajimavé z hlediska vyvoje lepSich kultivac¢nich systémi. Tyto poznatky daly impulz
k dalS$imu vyzkumu signalnich drah fidicich FSH- a AREG-indukované zrani oocytil
a expanzi kumulu a ke studiu rozdilii v genové expresi mezi kumulédrnimi bunikami

kultivovanymi s FSH a AREG+EREG.

1.2 Znovuzahajeni meidzy

Jak jiz bylo uvedeno, sav¢i oocyty jsou zadrzeny v profdznim meiotickém bloku.
Tento blok je udrzovan diky vysoké koncentraci cyklického adenosinmonofosfatu
(cAMP), ktery je u mysi produkovan na zdkladé aktivity receptoru GPR3 (Mehlmann
et al., 2004; Yang et al., 2012). Cyklicky adenosinmonofosfat aktivuje protein



kinazu A (PKA). PKA fosforyluje fosfatizu CDC25B, ktera je nezbytna pro
znovuzahdjeni meidézy u samic (Lincoln ef al, 2002). Tato fosforylace vede
k lokalizaci CDC25B mimo jadro, coz ji zabraiuje aktivovat maturation-promoting
factor (MPF), komplex CDK1+cyklin B (Pirino et al., 2009). Pro regulaci aktivity
PKA a udrzeni profazniho meiotického bloku je klicova inhibice fosfodiesterazy 3A
(PDE3A). Aktivita této fosfodiesterazy je nezbytna pro znovuzahdjeni meidzy
u mnoha zivoc¢iSnych druhti véetné mysi (Masciarelli ef al., 2004), ¢lovéka (Nogueira
et al., 2003), prasete (Laforest et al., 2005; Sasseville et al., 2006) a skotu (Thomas
et al., 2002). PDE3A je regulovdna cyklickym guanosinmonofosfatem (cGMP),
ktery pasobi jako jeji kompetitivni inhibitor (Lugnier, 2006). Do oocytu pronika
cGMP prostiednictvim vodivych spoju (,,gap junctions*) z kumularnich bunék, kde
je syntetizovan piedevsim receptorem s vlastni guanylatcyklazovou aktivitou NPR2
(Robinson et al., 2012). Mnozstvi cGMP difundujiciho z kumulu do oocytu je u mysi

regulovano LH, a to miniméln¢ tfemi mechanismy (Robinson et al., 2012):

1. Snizenim exprese genu Nppc ve sténové granuloze. Tento gen kdduje
prekurzor natriuretického peptidu C (CNP). CNP je aktivatorem NPR2 a je
nezbytny pro guanylatcyklazovou aktivitu receptoru. Tento mechanismus byl

nalezen i v kravskych granuléznich buiikéch (Yang ef al., 2016).

2. Snizenim guanylatcyklazové aktivity NPR2 nezavisle na CNP, napf.

defosforylaci a inaktivaci NPR2 (Egbert et al., 2014).

3. Snizenim propustnosti vodivych spoji mezi kumuldrnimi bunikami diky
fosforylaci GJA1 (konexin 43) prostfednictvim MAPK3/1, respektive
v zavislosti na aktivaci receptoru epidermalniho ristového faktoru (Norris et

al., 2008; Hsieh et al., 2011).

U prasete neni mechanismus regulace syntézy cGMP jasny (viz cile préce
a vysledky). Neni ani jasné, zda u prasete dochazi ke snizeni propustnosti vodivych
spoji jako u mysi. Byly publikovany 1 vysledky, které naznacuji, Ze u prasete
dochazi dokonce k zvyseni propustnosti vodivych spoji béhem in vitro kultivace
(Santiquet et al., 2012). Dulezitou roli hraje pravdépodobné i hydrolyza cGMP
v kumularnich bunikach, ktera se v dusledku kultivace s gonadotropiny u prasete
zvySuje (Sasseville et al, 2008), a zda se, ze tento mechanismus (zvysSeni

fosfodiesterazové aktivity PDES) byl nalezen i u potkana (Egbert et al., 2014).



Nékteré¢ studie také poukazuji na schopnost CNP zvySovat vyvojovou kompetenci
oocytd (Wei et al., 2015; Zhang et al., 2015), napt. v dvoukrokovém kultivaénim
systému (CNP a estradiol po dobu 6 h, nasledné zrani s médiu s EGF a lidskym
choriovym gonadotropinem) v piipadé kozich COC (Zhang et al., 2015). Podobny
dvoukrokovy kultivacni systém spocivajici v pre-kultivaci s latkami zvySujicimi
hladinu cAMP (FSH, IBMX) v COC, eventualn¢ indukujicimi expresi receptoru LH,
nasledované kultivaci s EGF zvysil 1 vyvojovou kompetenci prasecich oocytil

(Kawashima et al., 2008).

1.3 Expanze kumulu

V dusledku signalizace LH a rstovymi faktory zrodiny EGF dochézi v kumulu
k produkci komponent extracelularni matrix (ECM), coz vede k mucifikaci kumulu,
pfedevsim diky syntéze a retenci hyaluronanu. Expanzi kumulu pfedchazi exprese
»gent spojenych s expanzi kumulu®, kteréd je indukovana FSH nebo AREG a EREG.
Mezi tyto geny byvaji u mysi fazeny hyaluronan syntaza 2 (Has?2), ,, tumor necrosis
factor-alpha-induced protein 6 (Tnfaip6), prostaglandin-endoperoxid syntaza 2
(Ptgs2) a pentraxin 3 (P#x3). HAS2 je enzym, ktery na povrchu kumularnich bunék
syntetizuje linearni molekuly hyaluronanu. TNFAIP6 katalyzuje ptenos tézkého
fetézce z inter-o-trypsin inhibitoru na hyaluronan (Rugg et al., 2005), ¢imz
pravdépodobné zvysuje stabilitu expandovaného kumulu, coz naznacuji vysledky na
zvitatech, u kterych byl gen Tnfaip6 odstranén (Fiilop et al., 2003). Na hyaluronan
navazany tézky fetézec vaze 1 PTX3, ktery je rovnéz dulezity pro stabilitu/elasticitu a

organizaci extracelularni matrix expandujiciho kumulu (Scarchilli et al., 2007).

Klicovou roli v procesu expanze kumulu sehrava u mysi také prostaglandin E2
(PGE2). Mysi, u kterych byl odstranén gen Ptgs2 kddujici enzym stojici na pocatku
syntézy prostaglandinii, vykazuji narusenou expanzi kumulu (Takahashi et al., 2006).
U mysi postradajicich gen Ptger? kodujici receptor PGE2 dochazi k problémim
s ovulaci a oplozenim oocytu (Hizaki et al., 1999; Tilley et al., 1999). Molekuléarni
podstata problémi s fertilizaci u PtgerZ*/* mysi spociva pravdépodobné ve zménach
v regulaci genové exprese kumularnich bunék. U mysi dochdzi pred ovulaci
k expresi chemokinti Cc/2, Ccl7 a Ccl9, které usnadiiuji migraci spermii k COC a
svym puasobenim zvySuji viskozitu ECM kumulu, coz je dulezit¢ kvuli

mechanickému stresu pii a po ovulaci (Tamba et al., 2008). Ve vejcovodu vSak



PGE2 inhibuje expresi téchto chemokinli, zejména Ccl7, coz vede ke zméndm
struktury ECM, které jsou nezbytné pro prinik spermie do oocytu (Tamba et al.,
2008). V piipadé Prger2”” mysi ke sniZeni exprese Ccl7 ani k remodelaci ECM
nedochazi, coz usti v problémy s oplozenim, protoze ECM je rezistentni vici
hyaluronidédze spermii, které se navic zachytdvaji na kumularnich bunkéach diky

interakci fertilinu s intergriny (Tamba et al., 2008).
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Obrazek 1 - Vliv PGE2 na vlastnosti ECM kumulu v ¢ase fertilizace. Popisek v textu. Prejato
z Tamba et al. (2008).

Dalsi skupinou gent, jejichz exprese je v kumulu zvySena v disledku signalizace
gonadotropiny, jsou geny kodujici ur¢it¢é komponenty fibrinolytického systému.
Ustfednim ¢&lenem tohoto systému je serinova protedza plazmin, ktera vznika
z plazminogenu pisobenim aktivatori plazminogenu - tkanovym aktivatorem
plazminogenu tPA (PLAT) a aktivatorem plazminogenu urokindzového typu uPA
(PLAU). Této aktivaci mtize byt zabranéno inhibitory aktivace plazminogenu PAIl
aPAI2 (Bouton et al., 2012), kter¢ budou déale oznacovany jako SERPINEI
a SERPINE2.
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Obrazek 2 - Zjednodusené schéma aktivace plazminu. Piejato z Beier er Alteer (2012).

U mysi bylo zjisténo, Ze exogenni SERPINE2 ptfidany do kultivaéniho média je
schopen inhibovat expanzi kumulu i meiotické zrani oocytd (Liu et al., 2013).
Ptidani PLAU do kultivaéniho média zptisobuje expanzi kumulu, zatimco inhibitor
PLAU mél podobny efekt jako SERPINE2 (Liu et al., 2013). PLAU také zvySuje
expresi Has2 v kumularnich bunikach mysi, zatimco SERPINE?2 ji snizuje (Liu et al.,
2013). Navic se zda, ze dvojice SERPINE2-PLAU je specificka pro myS a Ze
u potkana (Liu et Hsueh, 1987) nebo makaka rhesus (Liu et al., 2004) gonadotropiny
stimuluji expresi spiSe PLAT a SERPINEI. U makak reguluje expresi SERPINEI
v granul6znich buiikach i PGE2 (Markosyan et Dufty, 2009).
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2 Cile prace

e Popsat vliv inhibitori vybranych signdlnich molekul na meiotické zrani

oocytl a expanzi kumulu indukovanou FSH nebo AREG

e Popsat rozdily v genové expresi vkumularnich buikéach, které byly

stimulovany FSH, respektive AREG

e Popsat vliv natriuretického peptidu C a syntetickych analogh cGMP (8-Br-
cGMP a 8-CPT-cGMP) na meiotické zrani oocytll v podminkach in vitro, na

expanzi kumulu indukovanou gonadotropiny a na aktivitu MAPK3/1

e Podat ptehled o vyznamu MAPK3/1 pro meiotické zrani oocytl a expanzi

kumulu

e Popsat vliv prostaglandinu E2 (PGE2) na expanzi kumulu a na meiotické
zrani oocytii. Dale popsat vliv vybranych inhibitort signdlnich molekul na

expresi vybranych genii (HAS2, PTGS2, TNFAIP6) indukovanou PGE2.
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expansion in the pig. Reproduction 144, 535-546. (IF 2012: 3,555)

(2) Blaha, M., Némcova, L., Kepkova, K.V., Vodicka, P., Prochazka, R. (2015).
Gene expression analysis of pig cumulus-oocyte complexes stimulated in vitro with

follicle stimulating hormone or epidermal growth factor-like peptides. Reproductive

Biology and Endocrinology 13 (1), art. no. 113, p. 1. (IF 2015: 2,226)

(3) Blaha, M., Némcova, L., Prochdzka, R. (2015). Cyclic guanosine monophosphate
does not inhibit gonadotropin-induced activation of mitogen-activated protein kinase
3/1 in pig cumulus-oocyte complexes. Reproductive Biology and Endocrinology 13

(1), art. no. 1. (IF 2015: 2,226)

(4) Prochazka, R., Blaha, M. (2015). Regulation of mitogen-activated protein kinase
3/1 activity during meiosis resumption in mammals. Journal of Reproduction and

Development 61, 495-502. (IF 2015: 1,515)

(5) Blaha, M., Prochéazka, R., Adamkova, K., Nevoral, J., Némcov4, L. Prostaglandin
E2 stimulates the expression of cumulus expansion-related genes in pigs: the role of

protein kinase B.

Vlastni texty téchto praci jsou v oddile Ptilohy. Soubor obsahuje dvé¢ jiz zvefejnéné
prvoautorské publikace (2 a 3). Kumulovany impact factor (KIF) byl stanoven jako
soucet IF Casopist po korekci na pocet autort (AIF). Podle pozadavkl oborové rady
se AIF vypocita podle vztahu: AIF = IF/(n+1), kde n je pocCet autort, pficemz
u prvoautorské publikace se AIF zdvojnasobuje. Na zaklad¢é téchto pravidel byl
vypocitan kumulovany impact factor KIF = 3,249. Déle je tfeba upozornit, Ze data
z publikace (1) byla jiz pouzita vmé diplomové praci Signalni drahy a geny
regulujici u prasete zrani oocytii a expanzi kumulu indukované gonadotropiny

obhdjené v r. 2012 na Katedfe genetiky a mikrobiologie Pfirodovédecké fakulty UK.
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Tato disertacni prace navazuje a rozsifuje praci diplomovou, a proto jsem se rozhodl
tuto publikaci zatadit i do prace disertacni. Data pro ostatni pfedlozené texty vznikla

az béhem doktorského studia. Publikace (4) je ptehledovy ¢lanek.

3.1 Signalni drahy regulujici zrani oocytii a expanzi kumulu indukovanou
AREG nebo FSH

Komentar k publikaci (1): Prochdzka, R., Blaha, M., and Nemcovd, L. (2012).
Signaling pathways regulating FSH- and amphiregulin-induced meiotic resumption

and cumulus cell expansion in the pig. Reproduction 144, 535-546.

Cilem této studie bylo popsat vliv inhibitorti vybranych signalnich molekul na zrani

oocytll a expanzi kumulu indukovanou FSH nebo AREG. Byly vybrany nésledujici

inhibitory:
Cilova
Inhibitor Poznamka
molekula
H89 PKA —
SB203580 | MAPK14 -—
u0126 MAP2K1 ve svém disledku inhibuje MAPK3/1

inhibitor receptoru EGF, respektive

AREG a EREG

AGI1478 ERBBI

ve svém disledku inhibuje aktivaci

PKB

LY294002 | PI3K

Tabulka 1 - Piehled pouzitych inhibitoru.

Pouzitim téchto inhibitorti byly ziskdny nésledujici vysledky.
PKA

Inhibitor PKA (H89; Sigma-Aldrich, Praha, CR) vyrazné narusil in vitro meiotickou
maturaci oocytl prasete stimulovanou FSH. Maturace oocytti stimulovana FSH byla
témér zcela zablokovana ve stadiu zdrode¢ného vacku pomoci H89 v koncentraci 5—
15uM. Znovuzahgjeni meidzy indukované AREG naopak nebylo H89 inhibovano
a vétSina oocytd prosla rozpadem zarode¢né¢ho vacku (GVBD), coz naznacuje, ze
PKA neni nezbytna pro znovuzahdjeni meidzy indukované AREG. HS89 rovnéz

negativné pusobil na expanzi kumulu indukovanou FSH 1 AREG a mél negativni vliv
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na expresi TNFAIP6, nikoliv vSak HAS2 a PTGS2. Vzhledem k tomu, Ze AREG neni
schopen PKA v COC aktivovat v prvnich hodinach kultivace, zstava otazkou, jaké
signalni molekuly jsou zodpovédné za aktivaci PKA v tomto kultivacnim systému.
Vysledky nasi i1 dalSich laboratofi naznacuji, ze touto molekulou by mohl byt

prostaglandin E2 — viz ptiloZena publikace (5).
PI3K/PKB

Inhibitor PI3K/PKB (LY294002; Sigma-Aldrich, Praha, CR) rovnéz naruSoval
meiotické zrani prasecich oocytti stimulované FSH nebo AREG. V ptipadé¢ FSH
doslo k vyraznému zvySeni podilu oocytii, které sice znovuzahdji meidzu, avSak
nedosahnout po 42 h kultivace stddia MII. V pfipad¢ meiotického zrani
stimulovaného AREG byl pozorovan dvoji efekt inhibitoru — pfi nizsich
koncentracich (5 a 10 uM) inhibitor zplisobil zvySeni podilu oocytt, které zlstavaji
po 42 h ve stadiu zarodecného vacku, naopak vyssi koncentrace (20 a 50 uM) zvysily
procento oocytl, které sice znovuzahajily meidzu, ale nedosahly stadia MII.
Vysledky ziskané v této studii naznacuji, ze PKB neni nezbytna pro znovuzahajeni
meidzy, ale hraje diilezitou roli pfi pfechodu z MI do MII, jak naznacuji i jiné studie
(Kalous et al., 2009). Expanze kumulu byla timto inhibitorem vyznamné naruSena
v ptipad¢ stimulace FSH i AREG, ¢emuz odpovida i vliv LY294002 na expresi geni
spojenych s expanzi kumulu. Inhibitor ptsobil snizeni exprese HAS2 a TNFAIPO,
avSak exprese PTGS2 byla diky jeho plsobeni zvysena, a to jak po FSH, tak i po
AREG. Tyto vysledky vedly k hypotéze, ze zvySeni exprese PTGS2 a AREG
predstavuje jakysi kompenzacni mechanismus, kterym dochézi k udrzeni potiebné

aktivity PKB nezbytné pro expresi HAS2 a TNFAIP6 — viz piiloZzena publikace (5).
MAPK3/1

Inhibitor MAPK3/1 (U0126; Merck Chemicals, Nottingham, UK) zpisobil naruseni
meotického zrani oocytl stimulovanych FSH i AREG — v obou experimentalnich
systémech vedl ke zvyseni podilii oocytl, které ziistaly ve stadiu zarode¢ného vacku.
Efektivné inhiboval i expanzi kumulu indukovanou FSH i AREG a expresi HAS?2,
PTGS2 a TNFAIP6. Tato data jsou ve shodé s diive publikovanymi vysledky u mysi,
u které jsou MAPK3/1 naprosto nezbytné pro znovuzahajeni meidzy, expanzi

kumulu, aspé$nou ovulaci a luteinizaci (Fan et al., 2009), viz ptilozené publikace (4).
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EGFR

Vzhledem k vysledkim ziskanym s inhibitorem MAPK3/1 neptfekvapi ani efekt
inhibitoru receptoru epidermalniho ristového faktoru (AG1478; Sigma-Aldrich,
Praha, CR), jehoz ligandem je AREG. V obou experimentalnich systémech vedl
tento inhibitor ke zvySeni podilu oocytt, které zustaly ve stadiu zarodecného vacku.
Dale AG1478 inhiboval expanzi kumulu a expresi vSech tii genli s ni spojovanych.

Ze ziskanych dat je tedy ziejmé, ze 1 efekt FSH vyZzaduje aktivaci EGFR.

3.2 Genova exprese v kumularnich bunkach stimulovanych AREG+EREG
nebo FSH

Komentar k publikaci (2): Blaha, M., Nemcova, L., Kepkova, K.V., Vodicka, P.,
Prochazka, R. (2015). Gene expression analysis of pig cumulus-oocyte complexes
stimulated in vitro with follicle stimulating hormone or epidermal growth factor-like
peptides. Reproductive Biology and Endocrinology 13 (1), art. no. 113, p. 1. (IF
2015: 2,226)

Cilem této studie bylo najit rozdily v profilech genové exprese kumularnich bunék
kultivovanych 3 h v médiu obohaceném o FSH nebo o0 AREG a EREG. Tento ¢asovy
interval byl vybran na zdkladé¢ dfive zjisténého poznatku, ze praseci COC
kultivované 3 h v pritomnosti FSH a nésledné ptenesené do kontrolniho média bez
gonadotropinu syntetizuji hyaluronan a dochézi u nich k expanzi kumulu (Prochazka
et al., 2003). Lze se tedy domnivat, ze exprese klicovych gend, jejichz produkty jsou
zapojeny do expanze kumulu, je indukovana do 3 h po ptidani gonadotropinu do

média.

Vramci studie byly porovnavany profily genové exprese kumuldrnich bunék
kultivovanych jako COC s FSH, kumularnich bun¢k kultivovanych jako COC
s AREG+EREG a kumularnich bunék kultivovanych jako COC v médiu bez FSH
nebo AREG+EREG (kontrola). Pomoci mikro€ipt bylo nalezeno velké mnozstvi
rozdiln€ exprimovanych gend, a proto byly dalsi analyzy provadény jen u téch gent,
jejichz exprese se podle dat z mikroCipti zvySila nebo snizila alespon 1,5x. Bylo
zjisténo, ze FSH zpusobuje zvySeni/snizeni exprese vétStho mnozstvi genli nez
AREG+EREG (Obrazek 3). FSH zvysil v kumularnich bunkach expresi 186 genil,
AREG+EREG zvysily expresi pouze 83 genil. Obdobna situace byla i u gen, jejichz
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exprese se v disledku kultivace s FSH nebo AREG+EREG v kumulédrnich bunkach
snizila — FSH mél tento vliv na expresi 153 genti a AREG+EREG na 47 gent.

Seznam téchto gent je dostupny v piilohach.

A Overexpressed genes B Underexpressed genes
S
130 ® FSHvs. C 118
() AREGIEREGvs. C
55 0 () AREG/EREG vs. FSH 35 0
1 0
8
24 3 10 4 64

Obrazek 3 - Vennovy digramy znazornujici pocty geni, jejichZ exprese se liSi mezi kumularnimi
buiikami stimulovanymi FSH (modrd) nebo AREG+EREG (zelend) v porovnani
s nestimulovanymi buiikami, respektive mezi buiikami stimulovanymi AREG+EREG
v porovnani s buiitkami stimulovanymi FSH (Cervena). Piejato z (2).

Z mnoziny téchto genli bylo vybrdno celkem 50 gend, jejichz exprese byla
kvantifikovana pomoci real-time PCR (qQRT-PCR). Z mnoziny gend, jejichz exprese
byla (dle dat z mikroc€ipti) po kultivaci s FSH zvySena, bylo vybrano celkem 27 genii
a zvySeni exprese bylo potvrzeno u 21 z nich (78 %). Naopak v ptipadé€ gend, jejichz
exprese se diky kultivaci s FSH snizuje, se podafilo pomoci qRT-PCR potvrdit
sniZeni exprese jen u 4 z 12 (33 %). Obdobna situace byla i u gent, jejichz exprese se
zvySovala/snizovala po kultivaci s AREG+EREG. U 9 z 12 genti (75 %) bylo pomoci
gRT-PCR potvrzeno zvysSeni exprese, u 3 z 11 genii (27 %) bylo potvrzeno snizeni

exprese.

Pomoci mikrocipti bylo zjisténo, ze FSH (ale nikoliv  AREG+EREG) indukuje
expresi genu kodujicich transkripéni faktory (CEBPB, FOS, FOXO3, IDI, ID3,
NR5A2), které jsou spojovany s reprodukéni fyziologii samic. MysSi, u kterych byl
gen Cebpb v granuldznich bunkach odstranén metodou conditional gene knockout,
maji snizenou plodnost a AREG neni schopen v podminkéch in vitro stimulovat
expresi Ptgs2 a Tnfaip6 v COC téchto mysi (Fan et al., 2009). Podobné i u mysi,
u kterych byl v granul6znich bunkéch odstranén Nr5a2, dochazi k vaznému naruseni
ovulace a sterilité, byt neni jasné, zda je NR5A2 nezbytny pro samotnou expanzi

kumulu (Bertolin et al., 2014; Duggavathi et al., 2008).
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Dalsi dutlezitou skupinou jsou geny, jejichz produkty hraji roli pifi tvorbé
a remodelaci extracelularni matrix. FSH indukoval expresi HAS2 a TNFAIP6, ale i
ADAMTSI, jehoz exprese nebyla podle vysledki qRT-PCR stimulovana
AREGH+EREG. U mysi se exprese Adamtsl vyrazné li§i mezi in vivo a in vitro
maturovanymi COC (Dunning et al., 2007) a u prasete Ize jeho expresi v COC
v podminkéch in vitro stimulovat dibutyryl-cAMP (dbcAMP) (Appelant et al.,
2015). AREGH+EREG a ve vétsi mife FSH indukovaly expresi syndekanu 4 (SDC¥4),
jehoz exprese v kumularnich buiitkach miize vypovidat o vyvojové schopnosti oocytu
(Wathlet et al, 2011). FSH 1 AREG+EREG také indukovaly fadi geni, jejichz
produkty se ucastni koagulace krve (napt. F3), respektive se jednd o soucasti
fibrinolytického systému (SERPINEI, PLAT, PLAUR, TFPI2). Exprese téchto geni
indukovana gonadotropiny byla popsana v fadé studii (Li et al., 1997; Li et al., 2006;
Cao et al., 2006), piesto vSak zlstava role plazminu a jeho aktivatora béhem ovulace
nejasnd. Z hlediska kultivaci COC v podminkéach in vitro je relevantni piedevsim
vliv komponent fibrinolytické¢ho systému na ECM kumulu. Role plazminu béhem
expanze kumulu je diskutovana jiz v publikacich z 80. let 20. stoleti (Liu et al.,
1986), nicméné jeho funkce béhem tohoto procesu je rovnéz nejasna. Jak bylo
uvedeno v literarnim tvodu, exogenni SERPINE?2 pfidany do kultivacniho média je
schopen inhibovat expanzi kumulu i meiotické zrani oocytl, zatimco pfidani PLAU
do kultivatniho média zptsobuje expanzi kumulu (Liu et al., 2013). PLAU takeé
zvysuje expresi Has2 v kumularnich bunkdch mysi, zatimco SERPINE2 ji snizuje
(Liu et al., 2013). Vysledky ptedlozené studie (2) také naznacuji, Ze gonadotropiny
u prasete stimuluji spiSe expresi PLAT a SERPINEI. Vliv PLAT a inhibitorii proteaz
(napf. aprotininu) na zrani oocytil a expanzi kumulu u prasete je zajimavym namétem

dal$iho studia.
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3.3 Vliv analogii cGMP na zrani oocyti a expanzi kumulu

Komentar k publikaci (3): Blaha, M., Néemcova, L., Prochazka, R. (2015). Cyclic
guanosine monophosphate does not inhibit gonadotropin-induced activation of
mitogen-activated protein kinase 3/1 in pig cumulus-oocyte complexes. Reproductive

Biology and Endocrinology 13 (1), art. no. 1. (IF 2015: 2,226)

Cilem predlozené studie bylo testovat hypotézu, zda jsou NPPC a NPR2 v prasecich
COC exprimovany a zda je mozno jejich expresi ovlivnit pfidanim FSH. Déle, zda
exogenni CNP je schopen indukovat produkci cGMP a zda jsou cGMP nebo jeho
analogy 8-Br-cGMP a 8-(4-chlorofenylthio)-cGMP (8-CPT-cGMP) schopny
inhibovat meiotické zrani v podminkéch in vitro. Pomoci qRT-PCR bylo zjisténo, ze
mnozstvi NPPC se béhem kultivace (0-20 h) v médiu obohaceném o FSH neméni.
Naopak mnozstvi NPR2 klesa jiz 4 h od zacatku kultivace. Obdobné vysledky byly
ziskany 1 pfi kultivaci s AREG a EREG (data nebyla pouzita v publikaci). Pomoci
kompetitivni ELISA (¢cGMP complete ELISA kit - Enzo Life Sciences, USA) bylo
dale zjisténo, ze exogenni CNP v koncentraci 100 nM stimuluje produkci cGMP
v prase¢ich COC - jiz 1 h po piidani CNP byla koncentrace ¢cGMP v COC
stimulovanych CNP 15% vys$§i nez u nestimulovanych kontrolnich COC. Zajimavy
byl vliv FSH na schopnost CNP indukovat produkci cGMP. Pokud byl FSH pfidan
soucasné s CNP, vyrazné snizil produkci cGMP v komplexu. Pokud vSak byl FSH
piidan az hodinu po CNP, nemél na mnozstvi syntetizovaného cGMP vliv. Tato data
naznacuji, ze FSH je schopen inhibovat produkci cGMP v prasecich oocytech cestou
regulace aktivity NPR2 nezavisle na CNP, napf. cestou inaktiva¢ni defosforylace
NPR2 nebo aktivacni fosforylace PDES (Egbert et al., 2014). V obou
experimentalnich uspotfadanich dochdzelo k poklesu koncentrace cGMP v COC
kultivovanych po dobu 12 h, coz pravdépodobné souvisi se zjisténym poklesem
exprese NPR2 béhem kultivace. Déle byl testovan vliv analogii ¢cGMP na zrani
oocytll. Pomoci kompetitivni ELISA bylo zji§téno, ze koncentrace analogi cGMP,
které pronikly z média do COC, je srovnatelna s koncentraci cGMP produkovaného
diky CNP/NPR2, pokud je koncentrace analogii v médiu 0,1-1,0 mM. Tyto
koncentrace analogi cGMP byly proto vyuzity k testovani vlivu téchto analogl na
meiotické zrani oocytli zbavenych kumulu i v komplexech oocyt-kumulus. Bylo
zjisténo, ze u COC 1 oocytu zbavenych kumulu dochdzi k inhibici zrani a ke zvysSeni

podilu oocytl, které zistavaji ve stddiu zarode¢ného vacku. FSH je vSak schopen
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inhibi¢ni vliv analogii ¢cGMP zcela zrusit, coz je celkem piekvapivé vzhledem
k tomu, Ze se jedna o analogy udajné odolné vici hydrolyze fosfodiesterazami.
Zaroven vsak tento poznatek indikuje, ze pozorovany inhibi¢ni vliv analogh cGMP
na meiotické zrani neni pouze efekt toxické koncentrace exogenni chemikalie, ale ma
1 biologicky vyznam. CNP nemé¢l signifikantni vliv na meiotické zrani oocytl
kultivovanych jako COC bez FSH, ale byl schopen zpomalit nastup GVBD u oocytii
kultivovanych jako COC v pfitomnosti FSH.

Posledni hypotézou testovanou v ramci této studie byl mozny vliv cGMP na aktivitu
dusnatého (SNAP) je schopen inhibovat expanzi kumulu, zrani oocytl a fosforylaci
MAPK3/1 indukovanou LH v mysSich komplexech COC kultivovanych jako celé
folikuly (Sela-Abramovich et al., 2008). Podobny negativni efekt na expanzi kumulu
a zrani prasecich oocytli m¢l i nitroprusid sodny (Tao et al., 2005) a 8-Br-cGMP
(Zhang et al., 2005). Vysledky téchto studii daly vzniknout hypotéze, ze cGMP
inhibuje jak znovuzahajeni meidzy, tak expanzi kumulu, coz miize mit urcity
biologicky vyznam. V této predlozené studii (3) bylo vSak zjiSténo, ze CNP ani
analogy ¢cGMP nemaji vliv na expanzi kumulu, expresi genl spojenych s expanzi

kumulu ani na fosforylaci MAPK3/1 indukovanou FSH.

3.4 Regulace MAPK3/1 v ramci zrani oocytii a expanze kumulu

Komentar k publikaci (4): Prochazka, R., Blaha, M. (2015). Regulation of mitogen-
activated protein kinase 3/1 activity during meiosis resumption in mammals. Journal

of Reproduction and Development 61, 495-502. (IF 2015: 1,515)

Clanek je prehledova studie.
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3.5 Uloha PGE2 béhem expanze kumulu

Komentar k publikaci (5): Blaha, M., Prochdzka, R., Adamkovd, K., Nevoral, J.,
Neémcova, L. Prostaglandin E2 stimulates the expression of cumulus expansion-

related genes in pigs: the role of protein kinase B.

Poslednim z predkladanych textl je pfipravovand publikace ,,Prostaglandin E2
stimulates the expression of cumulus expansion-related genes in pigs: the role of
protein kinase B*“ zaslana do recenzniho fizeni v Casopise Domestic Animal
Endocrinology (IF = 2,171). Cilem prace je stanovit vliv PGE2 na expresi klicovych
genti spojenych s expanzi kumulu (HAS2, PTGS2, TNFAIP6) v praseCich COC
kultivovanych in vitro, dale vliv PGE2 na aktivitu klicovych signdlnich molekul

MAPK3/1 a PKB a produkci hyaluronanu.

Pomoci qRT-PCR bylo zjisténo, ze PGE2 v koncentraci 40 ng/ml a vys$si stimuluje
expresi gentl spojenych s expanzi kumulu i EREG. Srovnatelnd koncentrace PGE2
(35 ng/ml) stimuluje expresi AREG a EREG v lidskych granul6znich bunikach (Ben-
Ami et al., 2006). Ve folikularni tekutin¢ kravy byla 24 h po pocatku estru stanovena
koncentrace PGE2 87,9 + 30,9 ng/ml (Liu et al., 1997). Lze tedy fici, ze pouzité
koncentrace PGE2 jsou srovnatelné s témi, které nachazime fyziologicky in vivo

nebo byly pouzivany i v jinych studiich (Eppig, 1981; Salustri et al., 1990).

Byl rovnéz testovan vliv inhibitori vybranych signdlnich molekul na expresi vyse
uvedenych genii indukovanou PGE2. Inhibitory MAPK3/1 (U0126) a receptoru
epidermalniho rastového faktoru (AG1478) signifikantné potlacily expresi HAS?2,
PTGS2 a TNFAIP6 indukovanou PGE2 obdobné¢ jako v ptipadé COC kultivovanych
s FSH nebo AREG - viz pfilozené publikace (1). Inhibitor PI3K/PKB (LY294002)
dramaticky snizil expresi HAS2 a TNFAIP6, ale nemél vliv na expresi PTGS?2.
Podobny vliv inhibitoru PI3K/PKB byl pozorovan i pfi stimulaci FSH nebo AREG,
pii které LY294002 expresi PTGS2 dokonce zvySoval — viz ptilozend publikace (1).
Zjisténa data vedla k hypotéze, Ze zvySeni exprese PTGS2 po inhibitoru PI3K/PKB
pfedstavuje kompenzacni mechanismus, ktery ma zabezpecit aktivitu PI3K/PKB
nezbytnou pro expresi genli spojenych sexpanzi kumulu (HAS2 a TNFAIPO).
Nasledné¢ bylo zjisténo, ze PGE2 je skutecné schopen aktivovat PKB 1 MAPK3/1.
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PGE2 samotny vSak neni schopen indukovat expanzi kumulu ani znovuzahdjeni
meidzy tak efektivné jako FSH. PfestoZze dochazi k aktivaci klicovych signdlnich
molekul a expresi genli spojenych s expanzi kumulu, nebyly prokazany statisticky
vyznamné rozdily mezi mnozstvim hyaluronanu v kontrolnich nestimulovanych
COC av COC stimulovanych PGE2. Toto zjisténi odpovida pozorované pouze mirné
expanzi kumulu u COC stimulovanych PGE2. Prase¢i COC se v tomto ohledu lisi od
mySich COC, ukterych je schopen PGE2 efektivné indukovat expanzi kumulu
(Takahashi et al., 2006). Zustava otazkou, jaké dal$i faktory hraji roli v tomto
procesu u prasete. Nicméné¢ pro zodpovézeni této otdzky je tfeba vyuzit jinych

experimentalnich pfistupt, napt. mikrocipa.
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4 Shrnuti

e Byl popsan vliv inhibitori PKA, PKB, MAPK3/1, EGFR a MAPKI14

na meiotické zrani oocytl a expanzi kumulu indukovanou FSH nebo AREG.

e Byly nalezeny rozdily v genové expresi u kumularnich bunék stimulovanych
FSH a AREG. FSH indukuje expresi vétSiho mnozstvi genii, mj. i geny
kodujici dualezité¢ transkripcni faktory. V budoucnosti by bylo vhodné
podobnou studii provést i u kumuldrnich bun¢k stimulovanych PGE2,
eventudlné pre-kultivovanych s latkami zvySujicimi hladinu cAMP v bunce
(napt. dbcAMP, CNP). Velmi vhodné by bylo i zapojeni proteomickych
pristupti.

e Natriureticky peptid C je schopen zvysit koncentraci cGMP v prasecich COC,
avSak FSH je schopen jeho efekt ucinné inhibovat, je-li do média ptidan
soucasné s CNP. Analogy cGMP jsou schopny inhibovat spontdnni meiotické
zrani prasecich oocytl kultivovanych jako COC, ale jejich efekt lze zcela
zrus$it pridanim FSH. CNP ani analogy cGMP nemaji vliv na expanzi kumulu,

expresi genu s ni spojenych ani na fosforylact MAPK3/1.

e Byly sumarizovany poznatky o vyznamu MAPK3/1 pro zrani oocytl

a expanzi kumulu formou ptehledového ¢lanku.

e Prostaglandin E2 je schopen indukovat mirnou expanzi kumulu, aktivaci PKB
a MAPK3/1 a expresi gent spojenych s expanzi kumulu a EREG. Podobné
jako v ptipadé¢ FSH- a AREG-stimulované exprese doslo ke sniZzeni mnozstvi
HAS2 a TNFAIP6 mRNA pii kultivaci s inhibitorem PI3K/PKB, ale exprese
PTGS2 nebyla inhibitorem ovlivnéna, coz naznacuje kompenzacéni
mechanismus, kterym dochazi kudrzovani aktivity PKB. Mnozstvi
hyaluronanu v COC kultivovanych s PGE2 neni signifikantn¢ vétsi nez
u kontrolnich COC. Prostaglandin E2 rovnéz stimuluje znovuzahdjeni

meiozy, ale nikoliv tak efektivné jako FSH.
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8 Seznam pouzitych zkratek
8-Br-cGMP cyklicky 8-bromoguanosin-3',5'-monofosfat
8-CPT-cGMP  cyklicky 8-(4-chlorofenylthio)guanosin-3',5'-monofosfat

ADAMTSI1 a disintegrin and metalloproteinase with thrombospondin motifs 1

AG1478 inhibitor kindzové aktivity receptoru epidermalniho ristového
faktoru (ERBB1)

AIF impact factor korigovany na pocet autorti

AREG amfiregulin

cAMP cyklicky adenosin-3',5'-monofosfat

CDC25B cell-division cycle 25B, fosfataza aktivujici MPF

CDK1 cyclin-dependent kinase 1

CEBPB CCAAT/enhancer-binding protein f, transkripéni faktor

cGMP cyklicky guanosin-3',5'-monofosfat

CNP natriureticky peptid C

COoC komplex oocyt-kumulus

dbcAMP dibutyryl-cAMP

ECM extracelularni matrix

EGF epidermal growth factor

ERBBI1 v-erb-b erythroblastic leukemia viral oncogene homolog 1, receptor
EGF

EREG epiregulin

et al. et alii, a kolektiv

F3 (koagulac¢ni) faktor I1I

FOS transkripéni faktor

FOXO3 forkhead box O3, transkrip¢ni faktor

FSH folikuly stimulujici hormon

GJA1 gap junction al protein, konexin 43

GPR3 G-protein coupled receptor 3

GV germinal vesicle, zarodecny vacek

GVBD germinal vesicle breakdown, rozpad zarode¢ného vacku

h hodina

H89 inhibitor PKA

HAS2 hyaluronansyntaza 2

IBMX 3-isobutyl-1-methylxanthin, inhibitor PDE3A

ID1 inhibitor of differentiation I, transkripcni faktor

ID3 inhibitor of differentiation 3, transkripcni faktor

IF impact factor

KIF kumulovany impact factor

LH luteinizaéni hormon

LY294002 inhibitor PI3K

MAPK14 mitogen-activated protein kinase 14

MAPK2K1 mitogen-activated protein kinase kinase 1/2

MAPK3/1 mitogen-activated protein kinase 3/1

MGC mural granulosa cells, buiiky sténové granuldzy

MI metafaze [

MIIL metafaze 11
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MPF

mRNA
MVDr.
NPPC
NPR2
NR5A2

PAIl
PAI2
PDE3A
PDES
PGC
PGE2
PI3K
PKA

PKB
PLAT
PLAU
PTGER2
PTGS2
PTX3
qRT-PCR
SB203580
SDC4
SERPINE1
SERPINE2
SNAP
TFPI2
TNFAIP6
tPA
U0126
UK

uPA

USA

mitosis/meiosis/maturation-promoting factor, komplex
CDKl+cyklin B

mediatorova RNA

doktor veterinarniho 1ékatstvi

natriuretic peptide precursor C

natriuretic peptide receptor 2

nuclear receptor subfamily 5, group A, member 2; transkripcni
faktor

plasminogen activator inhibitor-1, SERPINE1
plasminogen activator inhibitor-2, SERPINE2
fosfodiesterdza 3A

fosfodiesteraza 5

primordialni zarode¢né buiky

prostaglandin E2

fosfoinositid-3-kinaza

proteinkindza A

proteinkindza B

tissue plasminogen activator, 1€z tPA
plasminogen activator, urokinase; téz UPA
prostaglandin E receptor 2 (subtype EP2)
prostaglandin-endoperoxide synthase 2

pentraxin 3

kvantitativni polymerazova fetézova reakce
inhibitor MAPK 14

syndecan-4

plasminogen activator inhibitor-1, PAIl
plasminogen activator inhibitor-2, PAI2
S-nitroso-N-acetylpenicilamin, donor oxidu dusnatého
tissue factor pathway inhibitor 2

tumor necrosis factor alpha-induced protein 6
tissue plasminogen activator, téz PLAT

inhibitor MAP2K1/2, v disledku toho i MAPK3/1
United Kingdom

plasminogen activator, urokinase, t¢z PLAU
United States of America
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