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Vliv inhibice kalcineurinu na exocytozu kortikalnich granul

béhem aktivace oocytu prasete

Souhrn

Aktivace savCich oocytll je slozity a zatim ne zcela objasnény dé&j, ktery zahrnuje
kortikélni reakci a dokonceni meidzy. Kortikalni reakce, pfi niz dochazi k exocytoze
kortikéalnich granul, je spole¢né s nizkym poc¢tem spermii ve vejcovodu mechanismem, ktery
brani polyspermii pfi oplozeni savéich oocytd. Obsah kortikalnich granul (CG) zpusobi

modifikaci zona pellucida, ¢imz se znemozni proniknuti dalsi spermie do oocytu.

Kortikdlni reakce je kalcium dependentni d&j. ZvySeni hladiny cytoplazmatického
vapniku je zprostfedkovano ptes fosfatidylinostitol-4,5-bisfosfatovou (PIP,) kaskadu, ktera je
aktivovana specifickou fosfolipazou C zeta ze spermie nebo umélymi stimuly, kterymi mohou
byt naptiklad kalcium ionofor ¢i donory oxidu dusnatého. Inositol-1,4,5-trifosfat (IP3), ktery
vznika Stépenim PIP,, se vaze na IP; receptory endoplazmatického retikula, coz uvolni zésoby
ca’* do cytoplazmy oocytu. Véapnik se vaZe na protein kalmodulin, ktery zprostfedkovava
jeho regulaéni piisobeni. Mezi Ca®*/kalmodulin dependentni proteiny patii i serin/treonin
protein fosfataza 2B, kalcineurin. Role kalcineurinu pfi aktivaci oocytu, konkrétné pii vystupu
oocytu z druhého meiotického bloku, byla prokazana u mouchy rodu Drosophila a zaby rodu
Xenopus. Jeho ptitomnost byla prokézana i v oocytech prasete béhem rastu a zrani, a to s
nejvysSim vyskytem v kiife a cytoplazmé. Lze proto usuzovat na moznou roli kalcineurinu

Vv regulaci procesu spojenych s aktivaci sav¢iho oocytu.

Cilem této prace bylo zjistit, zda je kalcineurin zapojen do procesu exocytozy CG
v oocytu prasete. Hypotéza byla ovéfovana na zéklad¢ pouZiti inhibitoru kalcineurinu béhem
aktivace oocytu prasete a nasledné lokalizaci CG v oocytu. Zatimco u vétSiny
partenogeneticky aktivovanych oocyti nebyla CG zaznamenana, u oocyti oSetfenych pied
partenogenetickou aktivaci cyklosporinem A (CsA) byla CG pozorovana. Na zakladé sumy
jasu CG byla stanovena mira kortikalni reakce. U 83,9 % aktivovanych oocytl nastala
kompletni exocytéza CG, narozdil od oocyti osetfenych pred aktivaci CsA, u nichz doslo ke
kompletni kortikalni reakci pouze u 2,6 %. Inhibice kalcineurinu béhem aktivace oocytu tedy
prokazatelné vede ke sniZeni urovné kortikalni reakce. Lze se tedy domnivat, ze je kalcineurin

zapojen do procesu exocytozy CG béhem aktivace sav¢iho oocytu.

Klicova slova: kalcineurin, oocyt, exocytdza kortikalnich granul, aktivace, prase



The effect of calcineurin inhibition on the cortical granule

exocytosis during pig oocyte activation

Summary

Activation of mammalian oocytes is complicated and not yet fully understood process
involving cortical reaction and completion of meiosis. Cortical reaction or cortical granule
exocytosis (CGE) cause modification of zona pellucida and prevents the further sperm
penetration into the oocyte. Together with low sperm concentration in the oviduct is a

mechanism, which prevents polyspermy during fertilization of mammalian oocytes.

The cortical reaction is a calcium-dependent process. Elevation of intracellular
calcium is mediated through phosphatidylinostitol-4,5-bisphosphate (PIP;) cascade activated
by specific phospholipase C zeta of sperm or artificial stimuli as a calcium ionophore or nitric
oxide donors. Inositol-1,4,5-triphosphate (IP3), which is generated by fission of PIP,, binds to
IP3 receptors of the endoplasmic reticulum and reserve of intracellular Ca?* is released into
the cytoplasm of the oocyte. Calcium binds to calmodulin, which mediates the regulatory
effects of calcium. The serine/threonine protein phosphatase 2B, calcineurin, belongs to the
Ca?*/calmodulin-dependent proteins. The role of calcineurin in the oocyte activation, namely,
the exit from metaphase Il, has been demonstrated in Drosophila fly and Xenopus frog. Its
presence has been also demonstrated in porcine oocytes during growth and maturation with

the highest incidence in the cortex and cytoplasm.

The aim of this study was to determine the calcineurin involvement into CGE during
porcine oocyte activation. The hypothesis was verified based on the use of calcineurin
inhibitor during porcine oocyte activation and subsequent CG localization in the oocyte.
Whereas the CGs had not been recorded in the most partenogenetic activated oocytes; in the
oocytes treated by cyclosporine A (CsA) before activation, the CGs had been observed. The
degree of CGE was evaluated based on suma of CG brightness. In the CsA-treated and
parthenogenetic activated oocytes, complete exocytosis had been occurred at 2.6 %, while in
the oocytes without CsA treatment at 83.9 %. During the oocyte activation, the calcineurin
inhibition leads to decrease a level of cortical reaction. Therefore, it can be assumed that

calcineurin is involved into the process of CGE during mammalian oocyte activation.

Keywords: calcineurin, oocyte, cortical granule exocytosis, activation, pig
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1 Uvod

V  chovech hospodaiskych zvifat zasadné vzrostl vyznam reprodukénich
biotechnologii, které jsou nutnosti pro dalsi pokrok v této oblasti. Biotechnologie maji
mezioborovy charakter a nezbytné k jejich zvladnuti je dokonale porozumét teorii na kazdé
urovni. Tyto programy se rovnéz uplatiuji v chovech prasat za ucelem optimalizace
genetického zakladu, zisku specifickych vlastnosti, pro biomedicinské ucely nebo tvorby
klont s vysokou plemennou hodnotou ¢i zachovani genetické diverzity. Navic pohlavni buniky

prasat jsou vhodnym materidlem pro studium zékladni biologie gamet.

Pro vyuziti oocytl v biotechnologiich je klicovd znalost mechanisml regulujicich
meiotické zrani a aktivaci oocytl na molekuldrni Urovni. Tyto d&je jsou mimo jiné
charakteristické vyskytem zmén fosforylace proteint, na nichz se podileji rizné kindzy a
fosfatazy. Jednou z fosfataz podilejicich se na regulaci oogeneze savcu je pravdépodobné i

fosfatdaza 2B neboli kalcineurin.

Pfitomnost fosfatdzy kalcineurinu v oocytech se podafilo prokdzat u mouchy rodu
Drosophila a zaby rodu Xenopus, u nichz byl dolozen vyznam kalcineurinu pii vystupu
oocytl z metafaze II. U savci byla prokazana exprese tohoto proteinu v oocytech prasete. Lze
tedy predpokladat zapojeni této fosfatdzy do regulace procesti béhem aktivace sav¢ich oocytt.
Cilem této prace je zjistit, zda se kalcineurin podili béhem aktivace oocytu prasete na

exocytoze kortikalnich granul.



2 Cil prace

Fosfatdza 2B, kalcineurin, je zapojena do exocytdzy kortikdlnich granul b&éhem
aktivace prasec¢iho oocytu. Cilem této prace je ovetit tuto hypotézu na zdkladé pouziti
inhibitoru kalcineurinu béhem aktivace oocytu prasete a nasledné lokalizaci kortikdlnich

granul v oocytu.



3 Literarni reSerse

3.1 Oogeneze

3.1.1 Oogeneze a folikulogeneze

Oogeneze a folikulogeneze jsou druhové specifické procesy, ackoli n¢které déje jsou
spole¢né pro vSechny savce. Podobné mechanismy, kterymi se reguluje proces oplozeni ma
fadu vlastnosti, které jsou spole¢né pro vSechny druhy savci (Kempisty et al., 2011). U savct
obecné oogeneze zacind pomérn€ brzy a konci o nékolik mésicl az let pozdéji u pohlavné
dospélych jedinct (Wassarman a Albertini, 1994). U prasat jsou naptiklad podle Bielanska-
Osuchowska (2006) prvni primordidlni zarode¢né bunky zietelné jiz 24. den po koitu a 56.

den se formuji prvni folikuly.

Vajicka tedy pochdzeji z malého poctu kmenovych bunck, které se nazyvaji
primordialni zarodeéné bunky (PGC, primordial germ cells) a jsou prvnimi buikami
budouciho vaje¢niku. PGC maji ptivod mimo vajecniky. Jejich tvorba za¢ina v presomitovém
embryonalnim obdobi. Naptiklad u 8 dennich mySich embryi se Ctyfmi pary somitd lze
pozorovat 15 — 100 PGC. Jsou dobfe rozpoznatelné diky jejich velikosti, vyrazné morfologii a
charakteristické barvitelnosti (Wassarman a Albertini, 1994). Maji jadro excentricky uloZené a
obsahuji jemny granulovity chromatin rozptyleny v nukleoplazmé, kde se objevuje jedno
nebo dvé velka jadérka (Guraya, 2008). Podle fady diikazii se 1ze domnivat, ze PGC maji sviyj
pivod v embryondlnim zakladu allantois a v kauddlni oblasti primitivniho prouzku
(Wassarman a Albertini, 1994). Ginsburg et al. (1990) dokazali ptitomnost PGC jesté pied
vznikem allantois ve spodni ¢asti Zloutkového vacku. Z této oblasti poté PGC migruji nejprve
pasivnim pienosem do entodermalniho epitelu prvostfeva a poté¢ améboidnim pohybem do
genitalni liSty. Poté co se PGC ustali ve vyvijejicim se vajeCniku, ztraceji svou schopnost
migrace a jsou oznacovany jako oogonie (Picton et al., 1998). Hlavnimi vnéjsimi faktory pro
rozvoj prekurzori PGC jsou ziejmé Clenové proteinové rodiny kostnich morfogenetickych
proteinti (BMP, bone morphogenetic proteins) (Edson et al., 2009). Zda se, ze migrace PGC
funguje na zakladé chemotaxe. Cely tento proces je shodny u samic i samcii az do doby nez se

diferencuji gonady na vajecniky ¢i varlata (Wassarman a Albertini, 1994).

Poté co se PGC diferencuji v samici zarodecné bunky, za¢nou se tyto mitoticky d¢lit a
oznacuji se jako oogonie. Uz od 13. dne embryonalniho zivota prasete lze na zarode¢nych

buiikach pozorovat hojné mitotické deleni az do 7 dni po porodu. Pocet bunck se zvySuje z
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5000 ve 20. dni po spafeni na 1 100 000 v 50 dnech po spateni. Aktivné mitoticky se délici
oogonie vykazuji charakteristické morfologické znaky, predevsim intracelularni mosty, které
spojuji sousedni zarode¢né buiky (Wassarman a Albertini, 1994). Intracelularni mustky mezi
bunkami vznikaji nedokonalou cytokinezi pfi mitdézach, takze dcefiné buiky zistavaji
Caste¢né spojené s matefskymi a vytvareji spolu shluky (Edson et al., 2009). Kazda skupinka
sousednich bun¢k vznika z jediné oogonie (Vacek, 2006). Kdyz mitoticka aktivita ustava,
nekteré z bunck nekrotizuji a jiné vstoupi do meidzy (Black a Erickson, 1968). Buiiky, které

jiz do meidzy vstoupily, se oznacuji jako oocyty (Edson et al., 2009).

Pro zahajeni folikulogeneze jsou nezbytné autokrinni, parakrinni, juxtakrinni i
endokrinni podnéty. Folikuly obsahuji kromé¢ oocytu i somatické bunky, které se derivuji z
bunck coelomového epitelu. Tyto bunky se oznacuji jako folikuldrni nebo také granuldzni,
maji podplirnou funkci a produkuji pohlavni hormony steroidni povahy. Dalsi typ
somatickych bun€k folikulu jsou thekalni buiiky. Ty zasobuji granul6zni buiiky prekurzory
hormont a pfimo ¢i nepiimo se podileji na vyvoji a fyziologii oocytt (Edson et al., 2009). V
prvnim kroku folikulogeneze za¢nou pregranulozni buniky obklopovat oogonie, které jsou ve
shlucich propojeny intracelularnimi mistky. Jakmile jsou obklopeny prvni vrstvou téchto
dlazdicovych buné€k, cytoplazmatické mustky zanikaji, oogonie zahajuji replikaci a vstupuji
do meidzy. Timto vznika folikul, ktery se oznacCuje jako primordidlni a z oogonii se stava
primarni oocyt (Bielanska-Osuchowska, 2006). Somatické buiky nejsou v primordialnim
folikulu endokrinné aktivni a ani FSH receptory nejsou exprimovany az do doby zahdjeni
rastu folikula (Oktay et al., 1997). Prvni primordialni folikuly jsou utvofeny shodné se
zastavenim meiozy v diplotene profaze I (Smitz a Cortvrindt, 2002). Folikuly zidstanou v
primordialnim stadiu az do doby nez tato konkrétni skupina folikuli za¢ne rust, coz mize byt

u ¢loveéka o 1 — 5 desetileti pozdéji (Picton et al., 1998).

Pii meidze prochazi oocyty stadii leptotene, zygotene a pachytene a zastavuji déleni az
do puberty v diplotenne meiotické profaze I, jinak téz v prvnim meiotickém bloku (Picton et
al., 1998). Béhem této dlouhé profaze probiha intenzivni syntéza vSech typi RNA, proteint a
dalSich latek nezbytnych pro nejranéjsi vyvoj po oplozeni, které se hromadi v cytoplazmé
oocytu (Vacek, 2006). Diplotenni oocyty jsou vétsi nez oogonie, maji vice organel a hlavné
chromozomy jiz prosly genetickou rekombinaci. Pokud jde o bunéény cyklus, rostouci oocyt
se nachazi ve stavu ekvivalentnimu G2 fazi u mitdzy, protoze pted zahdjenim meidzy doslo k
replikaci DNA (Picton et al., 1998). Wassarman a Albertini (1994) uvadédi, ze meidzu

pravdépodobné indukuje faktor pochazejici z rete ovarii, nebo jednoduse kontakt s nim.



Meiodza zacina u prasete 40. den embryogeneze s tim, ze jiz 50. den jsou nékteré oocyty ve
stadiu diplotene. Ve 20 dnech po porodu bylo v diplotennim stadiu jiz 99 % oocytlu. Tato
populace ¢ita ptiblizné 500 000 primordialnich folikuld pfi narozeni (Black a Erickson, 1968).
Do nedavna byla U savci uznavana tzv. Zukermanova (1951) zékladni biologicka doktrina o
tom, ze v prubéhu Zivota samice jiz nedochazi ke zvySeni po¢tu primarnich oocytl. Maji tedy
jen ty, které byly vytvoreny pii tvorbé vaje¢niku pied narozenim. Johnson et al. (2004) vsak
provedli studii, kterd toto dogma popird. Tym provedl kultivaci z povrchového epitelu
dospélych mysich vajecnikti a objevil mitoticky aktivni zarodecné bunky, které jsou schopny se
diferencovat v oocyty. Ty jsou ziejmé, vzhledem k mnozstvi zanikajicich oocytil, nutné k

obnov¢ populace folikulli. Znamenalo by to tedy, Ze 1 dospélym samicim se ve vajecnicich tv-

Obrazek 1: Oogeneze a folikulogeneze.

Folikulogeneze
1 2 3 4
Primordialni Folikularni Pogétek tvorby Dorostb" a %ralgf
folikul recruitment antra Graafiiv folikul
(35pm) AL 200-500 (>6000ym)
(46-200 pm) ) o gt

RO

1 2 3 4 L3 6
PGC Oogonie  Z aha'_jeni Diploidni Rostouci meioticky nekompetentni oocyty: Zralé meioticky kompetentni
meiozy oocyt replikace a redistribuce organel v cytoplazmé,  oocyty ve stadiu zarodeéného

(2n4C) mRNA transkribce, translace a hromadéni vacku

Meioticky blok zasobnich latek, syntéza zony pellucidy (2n4C)

(diplotene profaze I)
Oogeneze

Stadia savci oogeneze a folikulogeneze od prvmnich PGC az ke zralym oocytiim ve stadiu
zarodecného vacku v Graafove folikulu. Na obrazku jsou uvedeny folikuldrni prumeéry a obsah
chromozomii (n) a DNA (C) v oocytu. (Prevzato z: Picton, H., Briggs, D., Gosden, R. 1998.
The molecular basis of oocyte growth and development. Molecular and Cellular
Endocrinology, 145, 27 — 37).



ofi nové oocyty a jejich pocet po narozeni neni kone¢ny (Johnson et al., 2004). O rok pozdé&ji
svou teorii podpofili pokusem, pii kterém propojili krevni obéhy dvou mysSich samic. Jedna z
nich nesla v bunkach gen pro produkci zelen¢ fluoreskujiciho proteinu a druha nikoliv. Po
Case se u druhé mysi objevily oocyty s expresi tohoto zelené sviticiho proteinu. Zdrojem
zarodecnych bun¢k mysi mize tedy ziejmé byt i extragonadalni tkan jako je kostni dien a
krevni bunky (Johnson et al., 2005). Tato hypotéza vyvolala mnoho zajmu a diskuzi a nasla si
své obhajce i odptirce. Podpofil ji naptiklad Kerr et al. (2006), kteti kvantifikovali v§echny
zdravé folikuly mySi od prvniho do dvoust¢ho dne pomoci stereologické analyzy,
imunocytochemického barveni a elektronové mikroskopie. V pribéhu experimentu doslo k
vyraznému poklesu znaCenych oocytl, ale byly postupné¢ nahrazovany oocyty bez
imunologického znaceni. Jejich vysledky ovSem ohodnotil Faddy a Gosden (2007) jako

ptiklad spolecného nepochopeni povahy statistického zavéru.

3.1.2. Riist oocytu

Na zastaveni meiodzy v diplotennim stadiu navazuji dva procesy, zaprvé shlukovani
primordidlnich folikulti a zadruhé nébor vybrané populace primordidlnich folikult k ristu
(Skinner, 2005). V pribéhu reprodukéniho zivota savcl obsahuji vaje¢niky zaroven skupiny
nerostoucich i rostoucich oocytil, zastavenych v diplotene prvni meiotické profaze, pti¢emz
pouze plné dorostlé oocyty mohou pokraovat v meidze a ovulovat béhem kazdého estralniho
cyklu (Wassarman a Albertini, 1994). V ristové fazi se praseci oocyt zvetsi v praméru asi z 30
um na 120 um a rist je témet dokoncen (115 um) ve folikulu o priméru 1,8 mm (Motlik a
Fulka, 1986). Oocyt je uzavien ve folikulu, ktery z pocatku piedstavoval jednu vrstvu
dlazdicovych bunék, ty se zac¢inaji preménovat v kubické burnky a jejich pocet naristd. Kdyz
je vrstev granuldzy vice, zainaji se u jejich bazalni membrany objevovat prvni thekalni
buiiky. Pozdé&ji velikost oocytu zlstava konstantni, zatimco folikularni bunky podstupuji
rychlé déleni, zvysi sviij poCet na vice nez 50 000 bun€k (u mysi) a folikul vykazuje naznak
pocinajicitho antra (Wassarman a Albertini, 1994). Antrdlni faze je charakteristicka
vytvofenim dutiny vyplnéné folikularni tekutinou, kterd se zacne tvotit, kdyz folikul dosdhne
urcité velikosti a urcitého poctu granuldéznich bunék (Boland et al., 1994). ZvétSovanim antra
je oocyt vytlaten ze stiedu folikulu na periferii a je obklopen dvémi ¢i vice vrstvami
granuloznich bun¢k, které jsou oznaCovany jako corona radiata. Tyto bunky tvoii
specializované mezibunééné spoje gap junctions s oolemou (Wassarman a Albertini, 1994).

Interakce somatickych bun€k a oocytt pies gap junctions jsou nezbytné pro zajisténi pfenosu
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latek a podminek pro energeticky metabolizmus, a tim i pro rist oocytu. Somatické bunky
krom¢ dodévani nukleosidii, aminokyselin a fosfolipidii udrzuji iontovou rovnovéhu a stabilni
mnozstvi mRNA ve zrajicim oocytu. Rychlost ristu oocyt je pfimo Umérna poctu
granuloznich bunék (Herlands a Schultz, 1984). Granuldzni buiiky ucinné zvétsuji plochu
oocytu, protoze pomér povrchu k objemu vajicka se zvySuje a tim i rychlost vstfebavani
malych molekul rozhodujici pro rst a vyvoj se rovnéz zvysi. Kromé téchto interakci
zprostiedkovanych pomoci gap junctions, reguluji rozvoj oocytl parakrinni signaly z bunék

granuldzy. Oocyty zbavené vrstvy granuloznich bunék nemohou rist (Cecconi et al., 1996).

Ve chvili kdy zacne folikul rist, se oznacuje jako primarni, jakmile je obklopen vice
nez jednou vrstvou granul6znich bunék, fika se mu sekundérni. Folikuly s antrem jsou n¢kdy
oznacovany jako tercidlni, dobfe vyvinuté tercidlni mnohovrstevnaté folikuly s antrem a

oocytem v corona radiata jsou oznacovany jako Graafovy ¢i preovulacni (Eppig, 2001).

Hlavni metabolickou aktivitou oocytu béhem rustové faze je syntéza zony pellucidy
(ZP), coz je relativné silny extracelularni glykoproteinovy obal, ktery obklopuje vSechna
savCi vajicka. Vytvofenim ZP zéroven vznika mezi membranou oocytu a ZP prostor, ktery je
oznacovan jako perivitellinni. ZP obsahuje receptory pro navazani spermii, které
zprostiedkovavaji interakci obou gamet pii oplozeni a také se podili na zabranéni polyspermie
(Wassarman a Albertini, 1994). ZP se sklada ze tii hlavnich glykoproteint, obvykle dvou
opakujicich se jednotek ZP2 a ZP3, které jsou zpevnény ZP1 (Wassarman, 1999).
Heterodimery ZP2 a ZP3 funguji jako primarni a sekundarni receptory spermii (Sun a Nagai,
2003). Béhem rhstu oocytu se rovnéz tvoii kortikdlni granula, coz jsou mal¢ kulaté na
membranu se vazajici organely (Wassarman a Albertini, 1994). Vznikaji v rané fazi rtstu
folikulu z Golgiho aparatu, po jeho hypertrofii a proliferaci (Liu, 2011). O jejich funkci se
pojednéava v kapitole 3.1.5.

Dulezitym intraovarialnim faktorem pii regulaci folikulogeneze je kit ligand (KL),
produkovany granul6znimi bunikami a jeho receptor c-kit, produkovany thekalnimi bunkami.
KL ma pfimou ulohu ve zprostfedkovani ptfechodu z primordialniho do primérniho folikulu. V
reakci na stimulaci KL oocyty produkuji rustovy diferenciacni faktor 9 (GDF-9, growth
differentiation factor 9), (Blanco et al., 2011), ktery je produkovan oocyty vsech savct. Pokud
nedochazi k jeho expresi, selhava vyvoj somatickych bunék folikulu a oocyt roste zvySenou
rychlosti a jeho morfologie je abnormalni (Eppig, 2001). Mimo GDF-9 produkuji oocyty po
stimulaci KL zékladni ristovy faktor fibroblastti (bFGF, basic fibroblast growth factor), kostni

morfogeneticky protein 15 (BMP-15, bone morphogenetic protein 15) a thekalni bunky
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produkuji keratinocytovy rustovy faktor (KGF, keratinocyte growth factor) a hepatocytovy
rastovy faktor (HGF, hepatocyte growth factor), které maji fadu regula¢nich vlivi v ramci
rostouciho folikulu (Blanco et al., 2011). Dalsim regulatorem rustu je anti-Miilleriansky
hormon (AMH, anti-Miillerian hormone). AMH je tvofen granul6znimi buiikami folikuld,
nejvice preantralnimi a malymi antrdlnimi folikuly do velikosti 4 mm. Vysoké4 koncentrace
AMH inhibuje stimulaci ristu téchto folikulti folikulostimula¢nim hormonem a dale inhibuje
na FSH nezavisly vybér primordialniho folikulu. Pokud by AMH béhem folikulogeneze
chybél, dochazelo by k neustalé preméné folikull na zralé a mnozstvi folikuld by se

piedcasné vycerpalo (Visser et al., 2006).

3.1.3 Zrani oocyta

Zrani oocyti zahrnuje zménu pln¢€ dorostlého oocytu, nachézejiciho se v diplotene
profaze prvniho meiotického dé€leni, na preovulacni oocyt, ktery je v metafazi druhého
meiotického déleni a prodélal fadu metabolickych zmén, nezbytnych pro aktivaci oocytu pii
oplozeni (Wassarman a Albertini, 1994). Praseci folikuly mensi nez 0,7 mm v priméru
obsahuji oocyty neschopné znovuzahdjit meidzu a jen neékteré oocyty z folikulti mezi 0,8 a 1,6
mm jsou schopny zrani in vitro. Meioticky kompetentni folikuly dosahuji velikosti kolem 3
mm (Motlik et al., 1984). Béhem puberty samic ziskavaji pln¢ dorostlé folikuly uvnitf ovarii
schopnost reagovat na stimulaci hypofyzarnimi gonadotropiny, které jsou podnétem pro
zahajeni zrani. Diky tomu se kazdy estralni cyklus muze vyvinout pied ovulaci, podle druhu,
jedno ¢i nekolik zralych vajicek. Preovulacni nartst luteinizaéniho hormonu (LH) iniciuje
znovuzahajeni meiozy z prvniho meiotického bloku (Brackett, 1985). LH vlna zptsobi
inhibici latek oznacovanych jako inhibitory zrani oocyti (OMI, oocyte maturation inhibitors)
a aktivuji se cykliny, fosfatdzy a kinazy, které umozni znovuzahajeni jaderné¢ho zrani (Hunter,
2000). Jelikoz vsak nebyly u oocytd detekovany zadné LH receptory, je pravdépodobné, ze
signal vedouci ke zrani oocytu ptechdzi do oocytu z okolnich folikuldrnich bunék, které tyto
receptory maji. Pfestup molekul LH je mozny pies gap junction spoje mezi buiikami. Je dobie
znamo, ze folikuly reaguji na LH posunem produkce steroidll z pfevazné estrogenového do
progesteronového prostiedi a tvorbou hyaluronanu bunkami cumulus oophorus, coz ma za
nasledek jeho rozvoliovani, zvétSovani objemu a preruSeni gap junction spoji mezi oocytem

a kumulem, coz znamend vymizeni vysoce koordinované obousmérné komunikace mezi



oocytem a okolnimi somatickymi bunikami, tento jev je oznacovan jako kumularni expanze

(Hurk a Zhao, 2005).

Proces zrani oocytu je obvykle popisovan zménami morfologie chromozémit. Pied
znovuzahiajenim zrani obsahuje oocyt velké jadro, oznacované jako zarodecny vacek (GV,
germinal vesicle) s velkym jadérkem. Chromozomy jsou v GV dekondenzovany a
transkripcné aktivni. Se zranim chromozémy kondenzuji, transkripéni aktivita ustava, GV se
zaCinad rozpadat (GVBD, germinal vesicle break down) a jaderna membrana i jadérko se
rozptyli. Tato faze zrani se nazyva diakineze. S pokracujicim zranim se sparované homologni
chromozémy setfadi v ekvatoridlni rovin€ v prvni metafazi meiotického déleni (MI), projdou
anafazi I, telofazi 1 a nasleduje vydéleni prvniho polového téliska. Praseci oocyty v MI
nemohou pokracovat ve zrani do druhé metafaze meiotického déleni (MII) dokud nedosdhnou
vnitiniho priméru okolo 110 pm. Tumova et al. (2013) ovéfili, ze meioticka kompetence
praseCich oocyti se 1iSi na zaklad¢ vnitiniho priméru oocytl. Skupiny oocytl s vnitinim
primérem od 80 do 89 um a 90 — 99 um byly zcela meioticky nekompetentni. Skupiny
oocytd s vnitfnim primérem 100 az 110 pum obsahovay oocyty s pouze ¢aste¢né vyvinutou
meiotickou kompetenci. Tyto oocyty jsou schopny podstoupit GVBD a dosdhnout MI,
nicméné nejsou schopny fazi MI opustit, dostat se do MII a dokon¢it tak meiotické zrani.
Oocyty s vnitinim pramérem 120 pm byly pIlné meioticky kompetentni a po 48 hodinach in
vitro inkubace vétSina dosahla stadia MII (Tamova et al., 2013). V MII se chromozomy, které
zlstaly v oocytu, podruhé sefadi v ekvatoridlni roviné v metafazni figufe a meidza se opét
zastavi az do doby penetrace vajicka spermii, po které se 1 tentokrat vydéli polovina genetické
informace do druhého polového téliska (Sedmikova et al., 2003; Voronina a Wessel, 2003),
ovSem bez ptredchozi replikace DNA. Jaderné zrani trva u prasete 44 hodin, tato doba je
druhové odlisna. Oocyt podstupuje fadu vyraznych zmén nejen v jadfe, ale také ve své
cytoplazmé. Ooplazmatické zrani je nutné k ziskdni vlastnosti oocytu, které blokuji
polyspermii, které jsou nutné k dekondenzaci penetrované spermie a k vytvoteni prvojadra
po oplozeni a zahrnuje redistribuci bunécnych organel, migraci mitochondrii do perinuklearni
oblasti a akumulaci kortikalnich granul podél oolemy (Hurk a Zhao, 2005). Chromozémy v
postaveni metafaze II se nachazeji v kortikalni oblasti cytoplazmy. Cytoplazma oocytu
obsahuje rozptylené mitochondrie a komplexy vackt hladkého endoplazmatického retikula,
jiné typy bunécnych organel jsou pfitomny jen v malém mnoZzstvi. Lysozomy se vyskytuji v
podobé sloZzenych agregatli, Golgiho aparat a granula endoplazmatického retikula a jsou

pfitomny také jen omezené. V korové oblasti cytoplazmy jsou rozloZzena kortikalni granula.



Mezi bunécnou membranou oocytu a vnitinim povrchem zona pellucida se vytvofti zietelny
perivitelinni prostor, ktery dosahuje §itky 3 — 5 pm a obsahuje vlockovity material. Na
povrchu oocytu jsou poéetné mikroklky. Kontakty oocytu s vybézky buné¢k corona radiata
pronikajicimi skrze zona pellucida, charakteristické pro nezralé oocyty ve stadiu zarode¢ného

vacku v disledku kumularni expanze zcela vymizely (Sathananthan et al., 1986).

Pies rozdily mezi jednotlivymi druhy jsou zakladni molekularni mechanismy
upravujici proces zrani oocytu v reakci na LH shodné, napt. nékteré regulacni drahy, jako jsou
zmény fosforylace proteint, cyklického adenosin monofosfatu (cAMP) a hladiny vapniku. Je
znamo, ze na komplexni kaskad¢ fosforylaci a defosforylaci podilejicich se na regulaci
obnoveni meidzy a tedy zahajeni zrani je zodpovédny protein zvany metafazi podporujici
faktor (MPF, metaphase promoting factor), (Hurk a Zhao, 2005) nebo téz cyclin B-p34cdc2.
MPF je serin-treoninova protein kinaza (Hunter, 2000), heterodimer skladajici se z katalytické
podjednotky p34cdc2 kinazy a regula¢ni podjednotky cyklinu B1 (Ito a Kashiwazaki, 2012).
Kinaza p34cdc2 je pritomna v bunice béhem celého bunééného cyklu, méni se pouze vyskyt
cyklinu, ten po navazani na kinadzu spousti jeji aktivitu. Fosforylaci pfisluSnych proteinil
zpusobuje tento komplex kondenzaci chromozémi, rozpad jaderné membrany a reorganizaci
mikrotubuld cytoskeletu pii tvorbé meiotického vieténka (Alberts et al., 1998). Aktivita MPF
je udrzovéna takzvanym cytostatickym faktorem (CSF, cytostatic factor), ktery se sklada z
proteinit Mos a Emil. Tyto proteiny brani degradaci cyklinu B1 a rozpadu komplexu cyklinu
a MPF (Williams, 2002). Aktivita MPF je konstantné nizka ve fazi GV, nartsta béhem GVBD
a vysoka aktivita se udrzuje béhem obou metafazi. Dal§im regulatorem zrani oocytu je CAMP.
Je produkovan oocytem i kumuldrnimi buikami a pii ztrat¢ intercelularni komunikace po
kumularni expanzi se jeho piisun k oocytu sniZi. SniZeni koncentrace cAMP v oocytu vede k
deaktivaci na cAMP zavislé protein kinazy A (PKA) a tim jsou redukovany inhibitory
ovlivilyjici puriny udrzujici meidzu v meiotickém bloku (Picton et al., 1998). Mechanismu
potfebnéhmu pro snizeni cAMP napomahaji i enzymy fosfodiesterazy. Ty hydrolyzuji cAMP
na AMP, ¢imZ klesd hladina cAMP a muizZe dojit ke znovuzahajeni meidzy. Cyklicky
guanosinmonofosfat (cGMP) dokéze inhibovat tyto fosfodiesterdzy a zptsobuje tedy naopak
zvyseni hladiny cAMP a blokuje zrani oocytu (Edson et al., 2009). Jiné protein kindzy
dualezité pro regulaci meiotického bunééného cyklu jsou mitogeny aktivované protein kinazy
(MAPK). MAPK fosforyluji serin a treonin na proteinech, které udrzuji chromozémy v
kondenzovaném stavu béhem piechodu z prvni meiézy do druhé a také brani tvorbé

bunécného jadra diky fosforylaci jaderné laminy (Williams, 2002). V savéich oocytech se
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vyskytuji dvé izoformy MAPK, ERK1 (P44) a ERK2 (P42). MAPK jsou aktivovany MEK,
specifickou MAP kindzou a ta je fizena Mos specifickou kindzou zarodecnych bunck
(Whitaker a Larman, 2001). Enzym Mos se vyskytuje pouze béhem meidzy. Jeho cily v
signalni kaskadé jsou MEK, MAPK a p90RSK. Posledni ¢len kaskady fosforyluje inhibitor
anafaze podporujicitho komplexu (APC, Anaphase promoting complex), Erpl (také znamy
jako Emi2) a tim stabilizuji MPF. Cela tato signalni kaskada se souhrnné oznacuje jako CSF
(Jessus a Haccard, 2007). Samotna MAPK ma mnoho molekularnich cilt, které jsou umistény
bud’ v jadfe, nebo v cytoplazmé, véetné proteinii cytoskeletu. V pribéhu zrani oocytl je
MAPK aktivita potiebna pro udrzeni ¢innosti MPF, meiotického vieténka a zastaveni oocytu
v MII. U Zzaby Xenopus laevis jsou MAPK a MPF aktivovany progesteronem indukovanym
poklesem cAMP/PKA. Univerzalni signalni molekulou ucastnici se mnoha dulezitych
procest, jako jsou svalové kontrakce, synapticky pienos a oplozeni je vapnikovy iont.
Nedavné studie napovidaji, ze se vapnik podili také na fizeni urcitych pochodd v cyklu
bunécéného de€leni, jako je rozpad jaderné membrany a separace chromozému pii prechodu od
metafaze k anafazi (Whitaker a Larman, 2001). Na uvolnény Ca?* je oocyt maximalng

vnimavy v kone¢né fazi zrani (Guraya, 2008).

Obrazek 2: Udalosti vedouci k meiotickému bloku.
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a) Pro pokracovani bunécného cyklu musi APC komplex zprostiedkovat degradaci cyklinu B.
Cyklin B je udrzujici soucast MPF, jehoz trvala aktivita je zodpovena za meioticky blok b) U
vajicek obratlovcii brani predcasnému vyvoji bunécného cyklu signalni kaskada Mos-MEK-

MAPK-p90Rsk-Erp1/Emi2, kterd je souhrnné nazyvana jako CSE. Konkrétné fosforylovany
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Erpl/Emi2 inhibuje APC, coz vede k blokddé meidzy. (Prevzato z: Jessus, C., Haccard, O.
2007. Calcium’s double punch. Nature, 449 (20), 297 — 298.)

3.1.4 Aktivace oocytu

Po splynuti spermie a oocytu spousti spermie savct fadu udalosti, které se daji shrnout
pod pojmem aktivace oocytu, ktera zahrnuje i1 kortikalni reakci, inaktivaci cytostatického
faktoru, dokonceni druhého meiotického d€léni, vyd€leni druhého polového téliska a formaci

prvojadra (Ito a Kashiwazaki, 2012).

K oplozeni dochézi obvykle v ampuli vejcovodu a spermie na ném se ucastnici ma jiz
dokoncenou kapacitaci. Vajicko je uzavieno uvniti ZP a je obklopeno vrstvami bunck
cumulus oophorus. Témito obaly musi spermie proniknout do vaji¢ka. Kumulus, skladajici se
z nékolika tisic kumularnich bun€k spojenych komplexem extracelularni matrix, neni
nezbytny pro interakci gamet, nicméné ziejme uréitym zptsobem fidi spermii pii pronikani k
ZP a také pusobi jako selektivni bariéra pro morfologicky abnormdlni spermie a pro ty, u
kterych neprobéhla fadna akrozomalni reakce (Florman a Ducibella, 2006.). ZP je porézni
extracelularni matrix vyluCovany rostoucim oocytem. U mys$i ZP obsahuje tfi hlavni sulfatoveé
glykoproteiny: ZP1 (185 — 200 kDa), ZP2 (12 — 140 kDa) a ZP3 (83 kDa). Glykoprotein ZP3
funguje jako primarni vazebny receptor pro spermii a vazbou spermie na tento receptor je
spusténa akrosomalni reakce. ZP2 funguje jako sekundarni receptor spermie a ZP1 funguje
jako propojovaci ¢lanek ZP2 a ZP3 (Nixon et al., 2007). Akrosomalni reakce zahrnuje
mnohocetné flize bunééné a zevni membrany akrosomu spermie, pii nichz se odkryje vnitini
akrosomalni membrana s navazanym obsahem, ktery tvoii hlavné protedza akrosin. Kdyz
spermie projde pies ZP, splyne bunéna membrana postakrosomalniho oddilu hlavicky s
bunéénou membranou oocytu a hlavicka s krckem a spojovaci ¢asti vejdou do cytoplazmy
oocytu. Po priniku spermie probéhne v oocytu kortikéalni reakce (CR), ktera zabrani penetraci
dalSich spermii a témét shodné s CR oocyt dokon¢i druhé zraci dé€leni, pfi kterém se vydéli
druhé polové télisko a vznikne vaji¢ko s haploidnim poctem chromozdémii. Proces oplozeni je
zavrSen vytvofenim samciho prvojadra z hlavicky spermie a sami¢iho prvojadra z matetské
sady chromozomu. Oplozené vajicko s prvojadry se nazyva zygota a prvojadra jsou piitomna
v oplozenych vajickdch az do prvniho déleni. V prvojadrech dochéazi k dekondenzaci

chromozoému a jejich replikaci. Zahdjeni prvniho mitotického déleni ptfedchazi kondenzace
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chromozémti v obou prvojadrech, jejich obaly se rozpadnou a dojde k promichéani

chromozoémt maternalniho a paternalniho ptivodu (Cech et al., 2009).

Oocyty ziskavaji plnou schopnost aktivace jeSté pied ovulaci. Kompetenci oocyt
ziskava béhem meiotického zrani vyvolaného LH, které v cytoplazmé oocytu zpusobi fadu
dilezitych zmén. Zrani oocytu asociuje naruast specifickych molekul nezbytnych pro aktivaci,
jako jsou inositol 1,4,5 — trifosfatové receptoty (IP3R), glutation, kalmodulin — dependentni
protein kinaza II, nékolik typt cyklickych kinaz a dochazi k expresi genti, diky nimz vznikaji
proteiny dulezité jak pro aktivaci, tak pro normalni vyvoj nového jedince (Florman a
Ducibella, 2006). U vétsiny sav¢ich druht jsou ovulované oocyty pred oplozenim zastaveny
ve stadiu MII. V metafazi Il musi byt sesterské chromatidy oddélené a pti segregaci musi byt
udrzend spravna ploidie. KdyZ jsou sesterské chromatidy sefazeny v metafazni figufe a
vSechny kinetochory jsou spojeny s mikrotubuly, tazné napéti pasobi jako signal pro zahdjeni
anafaze a dochazi k degradaci klicovych proteind, které udrzovaly metafazi. Toho je dosazeno
diky APC, ktery ma schopnost oznacit substraty ubikvitinem. Polyubikvitinace substrata
vede k okamzité proteolyze v proteasomech. Dvéma zasadnimi substraty pro ubikvitinaci jsou
cyklin B1 a protein sekurin. Cyklin B1 je regulac¢ni soucasti MPF a jeho proteolyza zpisobi
rozklad celé jednotky, ktera udrzuje buiku v metafazi. Sesterské chromatidy jsou drzeny
pohromadé kohesinovymi komplexy. V anafazi jsou podjednotky kohesinu §t€peny enzymem
separdzou, ktery je béhem metafaze drzen v inaktivni formé pravé diky sekurinu. Po
ubikvitinaci sekurinu tedy dojde k uvolnéni separazy a sesterské chromatidy jsou od sebe

oddé€leny (Jones, 2005).

U vsech druhi studovanych do dnesni doby vyZzaduje aktivace oocytl zvyseni
intracelularni koncentrace vapniku. Pfi oplozeni se hladina intracelularniho Ca?* opakované
zvysuje, coZ je znamo pod pojmem oscilace Ca®* (Ito a Kashiwazaki, 2012). Hladina
cytoplazmatického Ca®* osciluje v oocytu az do doby vytvofeni prvojader. Vina Ca®* se §ifi z
mista vstupu spermie dale ptes cely oocyt (Williams, 2002). U Prasete se oscilace vyznacuje
fadou Ca®* piku, které trvaji po dobu nejméné 3 hodin po fazi spermie s vajickem (Sun et al.,
1992). Oscilaci Ca?* zpiisobuje specificka fosfolipaza C zeta (PLCC), ktera je obsazena v
perinukleédrni thece spermii. U muZza s globozoospermii (hlavi¢ka spermii je mensi a kulatéjsi
v dasledku chybéni akrozomu) jsou casté problémy s reprodukci. I po intracytoplazmatické
injekci spermie do ooplazmy byla UspéSnost oplozeni nizkd. Problém byl pfisuzovan
chybg&jicimu akrozomu, ovSem nékteré studie naznacuji (Heytens et al., 2008a), Ze spermie

globozoospermikt obsahuji méné¢ PLC(, nez spermie zdravych muzl. Ziejmé se daji
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poruchou syntézy PLCC zdtuvodnit i dal$i typy neplodnosti (Heytens et al., 2008b). PLCC stépi
v oocytu fosfatidylinostitol-4,5-bisfosfat (PIP;) na diacylglycerol (DAG) a inositol-1,4,5-
trifosfat (IP3). IP3 se vaze na IP3 receptory endoplazmatického retikula (ER), coZ uvolni
zasoby Ca”* do cytoplazmy oocytu (Heytens et al., 2008b; Ito a Kashiwazaki, 2012). Zatimco
prvni vlna vapnikovych ionti se uvolni z ER po IP; signalizaci vyvolanou spermii, dalsi
signalizace zavisi na fadé kalciovych kanali a iontovych pumpéch. Jsou-li zasoby Ca®* v ER
vyCerpané musi endoplazmatické retikulum Ca®* - ATPazové (SERCA) pumpy na na
membrané ER aktivné transportovat Ca® z cytosolu zpét do ER. Kromé¢ toho Ca**-ATPazové
pumpy na cytoplazmatické membrang (PMCA) od&erpavaji Ca** z buiiky a obnovuji normalni
hladiny Ca®* v cytoplazmé. U organismi, které podstupuji p¥i oplozeni oscilaci nékolika Ca?*
vin, nemohou spoléhat jen na zasoby ER, ale i na influx vapniku z okolniho prostredi (Sartain
a Wolfner, 2013). Uvolnény vapnik se vaze na protein kalmodulin, ktery reguluje aktivitu
mnoha dalSich proteinl, véetné kalmodulin dependentni kinazy (CaMKII - calmodulin
dependent kinase II) a fosfataz (Williams, 2002). CaMKII, ktera je prostfednictvim
kalmodulinu citliva na frekvence kmiti Ca?*, pfimo aktivuje APC a podporuje degradaci CSF.
CSF tedy dale neinhibuje APC a mize dojit ke snizeni aktivity MPF a v dusledku toho je
ukoncena MII faze a meidza muze byt dokoncena. Oscilace Ca* zabranuji navratu MPF do
aktivniho stavu (Heytens et al., 2008b). CaMKII se mimo jiné ziejmé podili na exocytoze
kortikalnich granul (Williams, 2002).

Po expozici spermie vajecné cytoplazmé se odehraje 1 ve spermii fada udélosti. Jiz ve
varletech samce jsou v chromatinu nahrazeny histonové proteiny za protaminy a geneticka
informace je vysoce kondenzovand. Jadro spermie je obaleno strukturou z Sesti malych
proteint, které jsou oznacovany jako perinuklearni théka. Po vstupu spermie do vajicka se
jadro spermie zafne rozpadat a perinukledrni théka se s aktivni vypomoci vajecnych
mikrovilii oviji kolem chromatinu spermie, ktery také postupné¢ dekondenzuje a protaminy
jsou nahrazovany histony pochazejicimi z vajicka. Do vajicka vstupuje kromé hlavicky
spermie také jeji biCik, ktery do vajicka mimo jiné vnese hlavné mitochondrie a centriol.
Zatimco otcovské mitochondrie jsou ve vajecné cytoplazmé degradovany v proteasomech,

otcovské centrioly jsou nezbytné pfi migraci prvojader (Williams, 2002).
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Obrazek 3: Aktivace oocytu.

Exocytdza
kortikalnich granul

Zabranéni
polyspermie

2+ .
Ca” oscilace

Model aktivace oocytu vyvolané fosfolipazou C zeta ( PLC({). PLC{ po pruniku do ooplazmy
hydrolyzuje fosfatidylinositol-(4,5)-bisfosfat (PLP2) na 1P3 a DAG. IP5 zpiisobi uvolnéni Ca®*
endoplazmatického retikula (ER), coz md za nasledek indukci oscilace Ca*. (Prevzato z: Ito,
J., Kashiwazaki, N. 2012. Molecular mechanism of fertilization in the pig. Animal Science
Journal, 83, 669 — 682).

Partenogeneticka aktivace oocytu

Partenogenetickd aktivace sav€ich oocytli pomoci umélych podnét se bézné pouziva
v riznych reprodukénich biotechnologiich, napt. pii klonovani pomoci pienosu jader. Proto se
mnohé studie zamé&fuji na aktivaci vajiek in vitro. Zrajici savéi oocyty spontanné zastavuji
své zrani ve stadiu MIIL. Dalsi vyvoj] meiodzy je zavisly na aktivaénim stimulu, ktery v
ptfirozenych podminkéach zajiStuje spermie. Bez tohoto stimulu by oocyt zestarnul a podlehl
apoptoze (Petr et al., 2007). Jako ptiklad stimuli pro partenogenetickou aktivaci se da
jmenovat kalcium ionofor, ktery se mtize pouzit jak pro aktivaci, tak i pro predchozi stimulaci
dokonceni zrani oocytu do MIIL. Vyvojova schopnost takto aktivovanych oocytl je vSak velmi
omezena a embrya se po aplikaci vyvijela maximalné do stadia blastocysty (Sedmikova et al.,

2003). Dalsim piikladem aktivace oocytl je aktivace pomoci donort oxidu dusného. Aktivace
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je zavisld na mobilizaci vapniku ryanodinovymi receptory a je tedy kalcium dependentni.
Praseci oocyty oSetiené donory oxidu dusného jsou aktivovany, ale po aktivaci nedochazi k
exocytoze kortikalnich granul a jejich vyvoj je omezeny (Petr et al., 2005). Jako mimoiadné
efektivni pii1 aktivaci oocytli prasat se ukazal jeden puls stejnosmérného proudu. Vhodné

nastaveni parametrl pulzu mize znamenat az 90 % tGspésnost (Prochazka et al., 1992).

3.1.5 Kortikalni reakce

Polyspermie, neboli penetrace vajicka vice nez jednou spermii je fyziologicka u
mnoha druhti hmyzu, plazii a ptdki, zatimco u savcl je povazovana za abnormalni jev, ktery
ma za nasledek vyvojové poruchy zygoty (Sun a Nagai, 2003). Nedavné studie na prasatech,
u kterych je vyskyt polyspermie in vivo velmi vysoky (30 — 40 %), ukazuji, Ze tento druh
muze byt v tomto ohledu mimotadny. Zda se, Ze cytoplazma praseciho vaji¢ka umi odstranit
nckteré¢ soucasti nadbytecné spermie a u hlavicky této spermie nedochézi k dekondenzaci.
Tato pozorovani naznacuji, Ze polyspermie miize byt u prasat do urcité miry fyziologicka a ze
se embrya po oplozeni vice spermiemi mohou normalné vyvijet, pokud nadbyte¢na spermie
nezasahuje do embryonalniho genomu (Xia et al., 2001). Ale u vétSiny savcu, véetné prasat,
brani polyspermii kombinace mechanismu kortikalni reakce a nizky pocet spermii ve

vejcovodu (Ducibella, 1996).

Primarné dochdzi k zabranéni polyspermie na ZP po exocytéze kortikalnich granul
(CG). CG jsou derivaty Golgiho aparatu a vznikaji v rané fazi rustu folikuld. V zavislosti na
druhu existuji odchylky mezi ptesnou dobou zahéjeni jejich vzniku. V této druhové specifické
fazi dochazi k hypertrofii a proliferaci Golgiho aparatu. Malé vacky formujici se z
hypertrofovaného Golgiho aparatu se zacnou spojovat a vytvori tak zrala CG, kterd se
nakonec oddéli od Golgiho aparatu a migruji do subkortikdlni oblasti oocytu. Vznik CG v
savCich oocytech je kontinudlni proces a nové syntetizovanad granula jsou translokovana do
ktry oocytu az do doby ovulace (Liu, 2011). V prasecich oocytech ve fazi zarodecného vacku
jsou CG rizné rozptylena. Pti ptechodu od GVBD k MI zah4ji CG masovou migraci k
periferii oocytu a béhem zrani oocytu jsou setazeny kolem plazmatické membrany v jedné
vrstvé. Dle studie Galeatiho et al. (1991) nedochazi béhem kultivace in vitro u prasat k
dostatecné migraci CG. Po 46 hodinach in vitro kultivace oocyti ve stadiu GV bylo 90 % z

nich po GVBD, ale nebyla patrna zadna zmeéna v rozmisténi CG. Kli¢ k tomuto procesu mize
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spocivat v kontaktu oocytu s kumularnimi bunikami. Jestlize byly oocyty denudovany
(zbaveny kumularnich bunék) 5 — 20 h po kultivaci a dale kultivovany bez kumularnich
bunck, bylo 75 % v kontaktu s plazmatickou membranou a 25 % bylo v jeji blizkosti. Jestlize
byly denudovany az po 30 h kultivace nebo denudovany viibec nebyly, byl pomér mezi CG v
kontaktu nebo v blizkosti plazmatické membrany 50 : 50. Vysledky naznacuji, ze dlouhodobé
vystaveni signalnim faktorm kumularnich bunék je zasadni pro finalni pochody pii zrani
oocytt (Galeati et al., 1991). Obsah CG puisobi na ZP a vyvola biochemické a strukturalni
zmény, diky nimz ZP ztrati svou schopnost vazat spermie a nedovoli jim proniknout do
vajicka. ZP2 a ZP3 jsou pritomny jako heterodimetery a slouzi jako primarni a sekundarni
receptory spermii. Jsou upraveny tak, aby mohli byt po kontaktu s proteazami CG rozstépeny
na mensi glykoproteiny ZP2¢ a ZP3¢, ¢imz se zamezi navazani dalsi spermie. Protedzy CG
katalyzuji proteolyzu ZP2 a snizuji rozpustnost ZP (Sun a Nagai, 2003). Celkovy pocet
proteinii v CG savcl neni znam. Odhaduje se 4 — 14 proteinti. Kromé n€kolika typti proteaz
by to mohli byt glykosilované komponenty, chaperonovy protein kalretikulin nebo lektin,
ovoperoxidaza, N-acetylglukosaminiddza, protein p32 a peptidylarginin deimindza

(PAD/ABL antigen/p75), (Liu, 2011).

Exocytoza za¢ina ve chvili fize gamet a §ifi se po obvodu vajicka. U mysi jsou
granula 1-2 um od plazmatické membrany a trva proto az 10 min nez dojde ke kompletni CR,
na rozdil od nékterych nizsich zivocichli (motsky jezek, hvézdice, Zaba), u kterych lezi
granula pfimo na oolemé¢. Exocytéza CG je kalcium dependentni d&j a vyzaduje proto
intracelularni zvyseni volného vapniku (Wessel et al., 2001). Faze spermie s oocytem aktivuje
fadu intracelularnich signalnich drah. Kromé& G-proteind, u kterych nékolik studii potvrdilo,
ze se ucastni CR zprostiedkované pies PIP, kaskadu, se u savcll uplatiuje specificka
fosfolipaza C zeta spermii, kterd se rovnéz podili na vzniku IP3. Existuje i mnozstvi dikazi,
jak druha polovina G-proteinem zprostfedkované PIP; kaskady, reguluje CR pomoci DAG
aktivované protein kinazy C (PKC). Sama PKC, bez pritomnosti IP; a Ca?*, exocytézu
vyvolat nedokéze, stejné¢ jako CaMKII. Ob¢ slouzi jako modula¢ni molekuly ptfi CR (Liu,
2011).

Pti spojovani CG s oolemou a pfi jejich fizi maji vyznamnou roli dvé tfidy proteind,
znamé jako v- a t- SNARES (soluble NSF- attachment protein receptors). v-SNARE proteiny

(synaptotagmin, VAMP) jsou spojené s membranou CG, zatimco t-SNARE proteiny
(syntaxin, SNAP-25) lezi v oolemé. Pred exocytézou se k v-SNARE pftilozi maly GTP
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vazebny protein Rab a spolecné se vazou k vhodnym t-SNARE na cilové membrané a vytvori

se pevny proteinovy komplex, nezbytny pro vyvolani fize membran (Liu, 2011).

Obrazek 4: Mechanismus exocytozy CG.

kortikilni granule
Syntaxin |:| VAMP

1 snap2523 () raBmA

N
Iu Synaptotagmin | Rabphillin3A

S membranou kortikalnich granul spojené v-SNARE (VAMP a synaptotagmin) komunikuji s
pribuznymi  t-SNARE  (syntaxin a SNAP-25/23) na plazmatické membrané. Vzdjemné
rozpoznani téchto molekul Fidi membranovou fuzi a kortikalni reakci. Kromé SNARE se podili
na fuzi i proteiny Rab 34 a Rabfilin 3A. (Prevzato z: Liu, M. 2011. The biology and dynamics

of mammalian cortical granules. Reproductive Biology and Endocrinology, 9, 149).
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3.2 Kalcineurin

Kalcineurin je jedind znama, Ca**/kalmodulin dependentni serin/treonin protein
fosfataza, znama téz pod nazvem protein fosfatdza 2B (PP2B), ktera hraje zéasadni roli v
mnoha bun&nych a vyvojovych procesech a na Ca*" dependentni signalni transdukci v
buiikach (Jesses, 2007). Stimulace multifunkénim proteinem kalmodulinem zajistuje
koordinovanou regulaci jeho fosfatazové Cinnosti a potazmo mnoha jinych enzymii, vcetné
velkého mnoZstvi proteinovych kindz fzenych Ca®* a kalmodulinem (Klee et al., 1998).
Kalcineurin hraje, mimo jiné, vyznamnou roli pii fizeni meiotického zrani. Toto bylo
prokazano u bezobratlych (Drosophila melanogaster — Takeo et al., 2006; 2010), u nizsich
obratlovcu (Xenopus laevis — Nishiyama et al., 2007; Mochida and Hunt, 2007), kalcineurin

byl lokalizovan také v oocytech vyssich obratloveu (Sus scrofa — Tamova et al., 2013).

3.2.1 Struktura kalcineurinu

Kalcineurin patii do rodiny takzvanych PPP fosfatdz a spolu s rodinou PPM zahrnuji
serin/treoninové fosfatazy. Do PPP rodiny fosfataz spadaji enzymy PP1, PP2A, PP2B,
oznac¢ovany nékdy téz jako PP3 (kalcineurin) a PP2C, které se od sebe daji rozlisit podle
pozadavku na kationt, substratové specifity a senzitivity na odliSné inhibitory. V posledni
dob¢ byly charakterizovany dal$i podobné fosfatazy (PP4, PP5, PP6 a PP7), (Wang et al.,
2008). V ramci aktivni oblasti sdili PP1 49 % aminokyselinovou identitu s PP2A a 39 %
identitu s kalcineurinem. Diky sekvenovani byla vyhodnocena tada rezidui, ktera jsou
zachovana u vSech clenil této fosfatazové rodiny. Také byl identifikovan fosfoesterdzovy
motiv, ktery je udrZzovan nejen v PP1, PP2A a kalcineurinu, ale i u mnoha jinych enzymt,
které se podileji na Stépeni fosfoesterové vazby, veetné kyselych a alkalickych fosfataz,
bakterialnich exonukleaz, diadenosinovych tetrafosfataz a dalSich. PP2B je heterodimerni
protein skladajici se z 57 — 71 kDa katalytické podjednotky kalcineurin A (CnA), kterad
obsahuje dvé aktivni metalickd centra a z regulacni, pevné pfipojené, myristylované, vapnik
vazici, 18 — 20 kDa podjednotky kalcineurinu B (CnB). Jako serin — treoninova fosfataza se
kalcineurin ucastni fady bunéénych procest, jejichZ prenos signalu je zavisly na Ca®* (Rusnak
a Mertz, 2000). Ob¢é podjednotky jsou k sobé pevné vazany i1 v piitomnosti pouze
nanomolarnich koncentraci Ca®*. Tato dvoupodjednotkova struktura, jedine¢ni mezi

fosfatdzami je zachovana od kvasinek k clovéku a je nezbytnd pro jeho aktivitu.
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Aminokyselinové sekvence katalytické a regulacni oblasti kalcineurinu jsou rovnéz vysoce

konzervativni (Klee et al., 1998).

CnA obsahuje ctyfi funkcni oblasti: katalytickou doménu, CnB vazebnou doménu
(BBH), kalmodulin vazebnou doménu (CBD) a autoinhibi¢ni doménu (Al), které jsou
lokalizovany u karboxylového konce. CnB se sklada ze dvou globularnich Ca®* vazebnych
domén, které jsou usporadany linearné podél BBH, coz je amfipaticka pétkrat stocena a-helix
struktura, vy¢nivajici z katalytické domény, kterd z jedné strany komunikuje s CnB. Dulezita
je hydrofobni ryha, ktera se kromé Ca* interak&niho mista vaze i k CnB vazebné doméns.
Podjednotky B a A interaguji zejména prostifednictvim této ryhy, ktera napomaha vytvoteni
dimeru (Wang et al., 2008). CnB a CBD spolu s autoregula¢nimi mechanismy koordinuji

aktivitu fosfatdzy v zavislosti na modulaci homeostazy intracelularniho vapniku, kterd souvisi

Obrazek 5: Krystalicka struktura kalcineurinu v komplexu s FKBP12-FK506.

CnA je znazornen cervene, CnB fialove s kovalentné s navazanou kyselinou myristovou na N-
termindlnim glycinu (riZova). Zelezo a zinek v aktivnim misté jsou vyobrazeny jako Zluty a
zeleny bod s navdzanym fosfatem (fialové). Ctyri Ca** na CnB Jjsou vyobrazeny jako riizové
body. Zluty kordlkovity motiv zndzoriiuje FK506 a zelené vidkno je FK506 vazebny protein
FKBP12 (Protein Data Bank code 1TCO (28)). (Prevzato z Klee, B. C., Ren, H., Wang, X.
1998. Regulation of the Calmodulin-stimulated Protein Phosphatase, Calcineurin. The
Journal of Biological Chemistry, 273 (22), 13367-13370.
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se zménami bunécné aktivace. CnB je nezbytny strukturdlni prvek pro stabilizaci CnA a pro
Ca?*/kalmodulin dependentni aktivaci kalcineurinu. Kalmodulin a CnB jsou strukturaln&
konzervované, jsou z 35 % identické v primarni sekvenci, ale jsou funkéné odlisné. U obou je
vazba Ca** zprostiedkovéna pies &tyfi EF — hand motivy, které jsou na urovni tercialni
struktury uspotadan do podoby jakési Cinky, na které jsou na opacnych koncich symetricky
umistény Ca’* vazebné smycky. Autoinhibi¢ni doména blokuje v klidovych stadiich buiiky
katalytické centrum a tim poskytuje vnitini mechanismus pro koordinaci fosfatazové aktivity
kalcineurinu pii zménach, kdy buiikka méni svou aktivitu (Site a Fox, 2008). Al je vysoce
flexibilni struktura, ktera se pohybuje kolem aktivniho mista CnA, kde se véaze substrat a
znesnadnuje jeho navazani. Piedpoklada se, ze po navazani kalmodulinu na CBD, ktera se
tésné priklada k Al, dojde ke konformacni zméné nebo posunu Al, tim se odstrani prostorova
ptekazka k aktivnimu mistu, substrat se miize navéazat a dochazi k plné aktivaci fosfatazy.
CBD se spolu s Al nachazi v karboxylové terminalni oblasti CnA a proto jsou snadno Stépeny
proteazami (Ye et al., 2013). Néktera data ukazuji, Zze dvoujaderné kovové centrum je
klicovou soucasti aktivniho mista kalcineurinu. U enzymi, které obsahuji dvoujaderné Fe-Fe
nebo Fe-Zn centra, bylo jiz diive prokazano, Ze jsou nezbytna pro katalytickou aktivitu
(Rusnak a Mertz, 2000). Fe?* - Zn?* metalické centrum kalcineurinu katalyzuje hydrolyzu
fosfoesteri dvoustupiiovym procesem, ktery vyzZaduje aktivaci redukovaného Zeleza,

spojujicim funkéni aktivaci kalcineurinu se zménami redoxni chemie bunky (Site a Fox,

2008).

CnA podjednotka existuje ve tfech izoformach, CnA — a, 3, y a podjednotka CnB ve
dvou izoformach, jako CnB1 a CnB2. Primarni struktury a, f a y izoforem savciho
kalcineurinu A jsou produktem tif rliznych gent. Tyto tfi rizné izoformy maji proménné N a
C — terminalni oblasti, zbylych 90 % jejich struktury vykazuje 83 — 89 % identitu (Klee et al.,
1998). CnAa a CnAp jsou zastoupeny v Siroké Skale rtiznych tkani, zatimco CnAy je
vysledkem rozdilné genové exprese pievazné jen ve varlatech a v mozku. Pfitomnost
mikroRNA, specificky cilené na CnAy mulzZe ptispivat vzoru jeji tkanové exprese (Hudson a

Price, 2013).

3.2.2 Substratova specifita kalcineurinu

Kalcineurin ma relativné izkou substratovou specifitu. Fosfoproteiny jako naptiklad

inhibitor 1% neurogranin, neuromodulin, mikrotubuly-asociovany protein ¢i MAP-2 jsou
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defosforylovany ptfednostné, zatimco jiné, jako je kasein, synapsin 1 a kalmodulin kinaza II
jsou defosforylovan mnohem pomaleji nebo viibec ne. Dalsi mozné fyziologické substraty,
jejichz kinetické vlastnosti nebyly zatim charakterizovany, jsou NO syntazy, GTPazy podilici
se na endocytoze (dynamin, diive tzv. defosfin), transkripéni faktor Elk-1, heat shock protein
nebo hsp25. Substratova specifita kalcineurinu neni ovlivnéna pouze specifickou sekvenci, ale

je dana jak primarnimi, tak i vy$§imi fady strukturalnich rysa (Klee et al., 1998).

3.2.3 Regulace a inhibice kalcineurinu

Klasicky mechanismus regulujici kalcineurin in vivo se uplatiiuje pomoci zmén
intracelularni koncentrace Ca®*. U signalnich drah, které vedou ke zvySeni intracelularniho
Ca?*, zplisobi Ca®" vazba ke kalmodulinu jeho konformaéni zménu, kterd umoziuje vazbu na
kalcineurin a nastartovani jeho fosfatazové aktivity. V klidové fazi buiiky, kdy je hladina Ca®*
nizka, nemtize kalcineurin vazat kalmodulin a enzym se nachazi v inaktivni formé¢. Zda se, ze
podstatna je 1 vazba Ca?* pfimo na kalcineurin. Vliv na aktivitu kalcineurinu maji i fosfolipidy
a bylo prokdzéno ze kalcineurin dokdzala aktivovat i kyselina arachidonové a nenasycené
mastné kyseliny s dlouhym fetézcem. Tato skuteCnost mize mit fyziologicky vyznam
vzhledem k tomu, ze kalcineurin je b&hem frakcionace spojen s membranami. Dalsi
mechanismy pro regulaci kalcineurinu zahrnuji redox reakce ionti (Rusnak a Mertz, 2000).
Wang et al. (1996) identifikovali faktor, ktery zabranuje inaktivaci kalcineurinu in vitro i in
vivo. Timto faktorem je superoxid dismutaza, coz naznacuje, Ze inaktivace muize byt
vysledkem oxidaéniho poskozeni Fe — Zn aktivniho centra kalcineurinu. Cinnost kalcineurinu

zfejm¢ mohou ovliviiovat i jiné extracelularni oxidanty, naptiklad H,O».

Kvili odolnosti vii¢i endogennim inhibitorim fosfatdzy 1 a 2, inhibitoriim protein
fosfatazy 1 a 2A, kyselin¢ okadaové, kalykulinu a mikrocystinu, bylo obtizné urcit funkce
kalcineurinu, dokud nebyl identifikovan jako cil imunosupresivnich 1€k FK506 a
cyklosporinu A (CsA), (Klee et al., 1998). Cyklosporin A a FK506 inhibuji kalcineurin, kdyz
je v komplexu s jejich pfisluSnymi cytoplazmatickymi receptory cyklofilinem A a FKBP
(Rusnak a Mertz, 2000). CsA — cyklofilin A a FK506 — FKBP jsou strukturné nepiibuzné
komplexy, které spolupracuji na odlisnych, ale piekryvajicich se mistech na kalcineurinu. To
ma za nasledek vznik konkuren¢nich vazeb inhibi¢nich komplexi, které kdyz se navazi ke
kalcineurinu, nepiimo inhibuji funkci fosfatazy tim, ze stericky narusuje vazbu substratu na

fosfoprotein (Site a Fox, 2008). Kyselina okadaova a mykrocystin jsou silnymi pfirodnimi
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inhibitory PP1 a PP2A. Maji schopnost inhibovat i kalcineurin, ale v mnohem vysSich
koncentracich nez u ostatnich fosfatdz. Dibefurin, metabolit hub, vykazuje rovnéz mirnou

inhibi¢ni aktivitu proti kalcineurinu.

Uginnymi specifickymi inhibitory kalcineurinu jsou i pytertroidy cypermetrin,
deltametrin a fenvalerat. Pyretroidy jsou Siroce pouzivany jako insekticidy a jsou pfitomny v
zivotnim prostedi i v organismech zivocichii. Byl prokdzan jejich vliv na meidzu sav¢ich
oocytll a mohly by ovliviiovat plodnost lidi nebo zvifat. Zadny z nich nema vyznamny u¢inek
na zivotaschopnost oocytll ani nevyvoldva degeneraci oocytil, nicméné¢ vyznamné ovliviuji
jejich zrani. Jejich ucinek je zavisly na stupni meiotické kompetence oocytll. Zrani rostoucich
oocytll prasete s casteCnou meiotickou kompetenci, oSetfenych pyretroidnimi inhibitory
kalcineurinu, bylo indukovano, zatimco plné¢ dorostlé oocyty s plnou meiotickou kompetenci
dozravaly opozdéné. Prase¢i oocyty danych skupin meiotické kompetence, oSetfené
nepyretroidnimi inhibitory kalcineurinu, cyklosporinem nebo hymenistatinem I, vykazovali
obdobné vlastnosti pii zrani jako oocyty oSetfené pyretroidni inhibitory kalcineurinu.
Pyrethroidy, které nejsou schopny inhibice kalcineurinu, allethrin nebo permethrin, nemaji

zadny vliv na zrani prasecich oocytu (Petr et al., 2013).

Cyklosporin A

Cyklosporin A je cyklicky polypeptid sloZzeny z 11 aminokyselinovych jednotek. Byl
objeven v roce 1970 jako produkt houby oznacené jako Tolypocladium inflatum. Pavodné
byla izolovdna smés dvou sloZek CsA a CsB, z nichZ CsA vykazoval imunosupresivni G¢inky
a predstavoval tak pfevrat v transplanta¢ni medicin€. Postupem casu se zjistilo, Ze cyklosporin
je celkem béznym sekundarnim metabolitem fady ptdnich vlaknitych hub (Acremonium,
Aphanocladium, Beauveria, Fusarium, Tolypocladium, Trichoderma), (Josef et al., 2010).
Principem plsobeni CsA je navdzani na vySe zminéné nitrobunééné receptory, coZ jsou
proteiny patfici do skupiny imunofilini. Imunofiliny jsou pavodné charakterizovany
schopnosti vazat imunosupresivni latky, ale hraji dilezitou ulohu v celé¢ fadé¢ bunétnych
procest, zejména pii sestavovani proteinii a regulaci vapnikovych kanali. Imunofilin po
vazbé cyklosporinu inhibuje aktivitu kalcineurinu a zastavi expresi danych genii (Ferencik et

al., 2005).
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3.2.4 Fyziologické funkce kalcineurinu

Kalcineurin je fosfoprotein fyziologicky aktivovan Ca** a kalmodulinem, ktery
defosforyluje vybrané substraty. Biologické dusledky jsou rozmanité a zavisi na bunéném

kontextu (Hogan a Li, 2005).

Kalcineurin byl pivodné objeven jako kalmodulin vazebny protein v savéim mozku.
Od té doby byl lokalizovan v nejriiznéjSich tkanich, s nejvySsim vyskytem v mozku. Obé¢
podjednotky byly nalezeny v tukové tkani, adrenalnich bufikach, kostnich osteoklastech,
srdei, zadnim mozku, miSe, ledvinach, jatrech, B i T lymfocytech, plicich, kostni dfeni,
¢ichovém bulbu, slinivce, placenté, sitnici, kosternim i hladkém svalstvu, varlatech,
spermiich, brzliku, §titné zlaze, slezin€é i trombocytech (Rusnak a Mertz, 2000). Jiz podle
mnozstvi tkdni, ve kterych je kalcineurin exprimovéan je zfejmé, ze ma ve fyziologii riznych
organismil nespocet funkci a je vyznamnym hracem pii regulaci mnoha bunécnych procesii. U
savcl se kalcineurin tcastni regulace enzymii a iontovych kanalti, chemotaxe a ristu neuront,
transportu membranovych vackl, rozvoje srdecnich chlopni a osteoklastli, aktivace lymfocyt

nebo diferenciace kosternich svali (Hogan a Li, 2005).

V mozku jsou obzvlasté bohaté na kalcineurin striatalni a hipokampalni neurony.
Aktivace kalcineurinu v hipokampalnich neuronech ma za nasledek nejen inhibici uvoliovani
neurotransmiterti, glutamatu a y-aminomaselné kyseliny, ale je také zapojen do znecitlivéni
postsynaptického N-methyl-D-asparagového (NMDA) receptoru spojeného s ca?t kandly.
Komplex regulace NMDA receptori miize mit roli v dlouhodobé potenciaci a depresi
dlouhodobé paméti. Kalcineurinem zprostiedkovand aktivace syntazy oxidu dusnatého muze
byt také pouzita k vysvétleni glutamatové neurotoxicity. Kalcineurin je odpovédny i za

opaéné ucinky glutamatu a cAMP na neuronalni drazdivost (Klee et al., 1998).

Nejlépe prostudovana tuloha kalcineurinu je ca** dependentni, kalcineurinem
zprostiedkovana regulace transkripce T — lymfocytarniho transkripéniho faktoru interleukinu
2. Vapnik a kalcineurin jsou hlavnimi regulatory aktivity NFAT (nuclear factor of activated
T cells). Signalni draha pro aktivaci NFAT je aktivovana po pfijeti signalu nejriznéj$imi
receptory. Napfiklad antigennimi receptory u T a B bunék, Fcy receptory u monocyti a NK
bunék a Fce receptory u Zirnych bun¢k. Nasleduje kaskada déji, jejichz diisledkem je zvySeni
intracelularni hladiny vapniku a zvySena hladina intracelularniho vapniku aktivuje
kalcineurin. Protein NFAT je touto fosfatazou defosforylovan, coz vede k jeho translokaci do
jadra a k vyvolani transkripce urc¢itych gent. Kalcineurin, jako hlavni aktivator NFAT, musi
byt neustale aktivovan. NFAT je totiz rychle z jadra exportovan zpét do cytoplazmy, coz je
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spjato s fosforylaci serinovych mist. Do tohoto procesu zasahuje protein kinaza A a glykogen
syntdza kinaza-3 (Zhou et al.,, 2002). Tato reakce byla prvnim ptikladem transdukce z
plazmatické membrany do jadra (Klee et al., 1998).

Kalcineurin rovnéz zodpovida za apoptézu. Apoptodza je proces, pii kterém naristaji
intracelularni hladiny Ca®* a kalcineurin se Gdastni jeji signalni dréhy. Zptsobuje
programovanou smrt T a B lymfocytl a také apoptézu neuronti prostiednictvim cytochrom c-
kaspaza 3 signalni drahy. Apoptdéza T-bunécnych hybridomii mize byt stimulovéna ligaci
CD3 komplexu na T lymfocytarni receptory. Tento biologicky model poskytuje uzitecné
informace o signalnich drdhach zodpovédnych za tento biologicky jev. Jak CsA, tak FK506
inhibuji apoptdzu lymfocyti. Zajimavou hypotézou je, ze by apoptéza mohla byt spojena s
redoxnim stavem bunc¢k a homeostdzou. Inhibitory aktivity NADH-oxidoreduktdzy na
plazmatické membrané indukuji apoptézu prostfednictvim signalni drahy zahrnujici
kalcineurin. Je mozné, ze NADH-oxidoreduktaza funguje jako redoxni ¢inidlo, které miize
regulovat signaly potiebné pro apoptézu. Zjisténi, ze je kalcineurin citlivy na zmény

redoxniho stavu tuto hypotézu podporuje (Rusnak a Mertz, 2000).

Kalcineurin a NFAT jsou zapojeny do transdukce signali zodpovédnych za srdeéni
morfogenezi a vyvolani srdecni hypertrofie. NaruSeni NFAT genu u mysi mé4 za nésledek
poruchu pii vyvoji chlopni a sept, a transgenni mysi umiraji na méstnavé srdecni selhani jiz v
déloze. Nadmérna exprese kalcineurinu také indukuje srdecni hypertrofii a srdecni selhani u
transgennich mysi, kterému by mohlo byt zabranéno imunosupresivnimi 1é¢ivy jako je CsA.
U transgenniho mySiho modelu pro hypertrofii se zvySenou expresi tropomodulinu bylo
potvrzeno, Ze pted nastupem hypertrofického fenotypu vzriista hladina kalcineurinu. Podobné
vysledky byly zjistény u pietizeného kosterniho svalu mysi. Nékteré ze studie hovoii o

imunosupresivech, CsA a FK506, jako o moznych 1é¢ivech pii hypertrofii.

Ackoli NFAT proteiny byly poprvé objeveny pro jejich ustfedni roli pfi aktivaci T
lymfocytl, pozdé€ji bylo prokazano, ze organizuji rizné vyvojové procesy, véetné vyvoje
nervil, kardiovaskularniho systému, kosterniho svalstva, ucastni se krvetvorby a také k
udrzeni koznich kmenovych bunék v klidovém stavu. Hraji také roli v signalni draze
kalcineurin — NFAT pfi zmén¢ nediferenciovanych embryonalnich kmenovych bunék u mysi
v diferenciované. Transkripéni faktor NFAT zvySuje expresi genu Src pfimou vazbou na jeho
promotorové oblasti v prubéhu diferenciace embryonalnich kmenovych bun¢€k a indukuje
epitelo — mezenchymalni piechod, ktery je v reakci na diferenciaci indukujici stimul nezbytny

pro specifikaci dané bunécné linie. Inhibice této signalni drahy udrzuje dlouhodobé kmenové
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bunky v pluripotenci nezavisle na leukemickém inhibi¢nim faktoru. Mysi s porusenou expresi
genu pro regulacni podjednotku kalcineurinu, Cnb1, nebo genti pro NFAT, NFATc1,NFATc3 a
NFATc4, umiraji kolem 11. — 14. dne embryonalniho vyvoje (Li et al., 2010).

Kalcineurin ma patrné vyznam i béhem porodu savcu. Tabata et al. (2009) zjistili, Ze
ackoli béhem porodu hraje vyznamnou roli hormon oxytocin, mysi s chybégjicim receptorem
pro oxytocin jsou plodné a rodi potomstvo bez vyvojovych vad a predpokladaji existenci
alternativni cesty vyvolavajici porod. Zamé&fili se proto na expresi a lokalizaci signalni drahy
kalcineurin-NFAT béhem mysiho porodu. Kalcineurin a NFATc1 byly detekovany v decidua
bfezi délohy a béhem biezosti bylo objeveno vyssi mnozstvi mRNA pro kalcineurin A a
NFATcl. U mysi s chybéjicim receptorem pro oxytocin byla ale nalezena niz§i mira aktivace
NFATc1 nez u divokého typu. Po injekci FK506 biezim mySim doslo ke zpozdéni porodu
prvniho plodu. Tato studie naznacuje, Ze kalcineurinem-NFAT draha by mohla hrat roli i

béhem zahajovani porodu.

Dalsi vyznam kalcineurinu pro reprodukci savct naznacuje 1 jeho vyskyt ve spermiich.
Tash et al. (1988) potvrdil vyskyt obou podjednotek kalcineurinu ve spermiich psa, prasete a
moftského jezka. Kalcineurin byl lokalizovan v bi¢iku a postakrozomalnim oddilu hlavicky.

Zda se, Ze zde je podstatny pro regulaci motility bi¢iku.

Role kalcineurinu v oogenezi

Oplozeni zpasobuje narlst vapniku v cytoplazmé oocytu, ktery spusti rizné aktivacni
déje. U obratlovclh mezi tyto reakce patii vystup z meiotického bloku MII a exocytoza
kortikélnich granul. Na molekularni Grovni vépnik aktivuje CaMKII, kterd fosforyluje Erpl,
ktery se stane cilem pro ubikvitinujici ligdzy, coz vede k jeho zni¢eni v proteasomech. Tyto
udalosti uvolni vajicka z meiotického bloku, protoze Erpl inhibuje faktor APF. Aktivovany
APF spusti ubikvitinaci cyklinu a sekurinu, coZ umozni oocytu pokrafovat v meidze,
sesterské chromatidy se oddé€li, chromozomy dekondenzuji, vajicko vylou¢i druhé poloveé

télisko a dojde k opétovné formaci jadra (Mochida a Hunt, 2007).

Mochida a Hunt (2007) ptidali k extraktu vajicek Xenopus laevis umély konstrukt
Erpl, ktery nepodléha ubikvitinaci a ktery tedy nezpiisobi inaktivaci MPF. Po pfidani Ca?* k
extraktu by tedy nemélo dojit k aktivaci APF, pfesto vSak k pfechodné aktivaci doslo. To

odréazi pfechodné zvyseni aktivace Ca”* dependentni protein fosfatazy. Nejpravdépodobnéjsim
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kandidatem se zdal byt pro tuto ¢innost kalcineurin, s ohledem na to, Ze je piimo regulovan
hladinou Ca** a calmodulinu a tato hypotéza byla i ovéfena pouzitim inhibitort kalcineurinu
cyklosporinu A a FK506, které inhibuji jeho fosfatazovou aktivitu (Mochida a Hunt, 2007).
Nishiyama et al. (2007) zkousSeli, vzajemny vztah mezi kalcineurinem a CaMKII. Po inhibici
jednoho z proteint nebyla aktivita druhého nijak ovlivnéna. Nishiyama et al. (2007) zkoumali
také roli kalcineurinu béhem aktivace vajicek Xenopus laevis. Ve své praci ukazuji, Ze
kalcineurin je prechodné aktivovan ihned po piidani Ca** v koncentraci, ktera vyvolava
ukonceni druhé metafaze. Kdyz je kalcineurin inhibovan, nedojde k prolomeni meiotického
bloku a ani u spermii, které byli kultivovany v extraktech z vaji¢ek s inhibovanym
kalcineurinem, nedojde k dekondenzaci chromatinu. Kromé¢ toho, je potlacena tzv. kontrakce
kary vaji¢ek Xenopus laevis, zatimco dochazi k exocytoze kortikalnich granul. Dale se
ukazuje, ze kdyz je aktivita kalcineurinu béhem aktivace vysokd, je zabrdnéno rlstu astry
spermie a v oplodnéném vajicku nedochazi k migraci samc¢iho a samiciho prvojadra. Pro
zahajeni embryondlniho vyvoje obratlovcil je tedy rozhodujici, aby doslo jen k ptechodné

aktivaci kalcineurinu (Nishiyama et al., 2007).

Vyznam kalcineurinu béhem oogeneze byl popsan i u Drosophila melanogaster. U této
ovocné musky je, na rozdil od obratlovctl, zraly oocyt zadrzen ve fazi MI a aktivace je
spusténa ovulaci nezédvisle na spermii. Navzdory t€émto rozdiliim, jsou Ca** zprostiedkované
signalni drahy také zapojeny do pribéhu téchto procest (Takeo et al., 2010). Takeo et al.
(2006) objevili funkci genu sra, ktery koduje proteiny z rodiny MCIPs (Modulatory
calcineurin-interacting proteins), také nazyvanych jako regulatoty kalcineurinu (RCNs),
kalcipressins nebo DSCR1 (Down’s syndrome critical region, které jsou nezbytné pro vystup
z metafaze | u Drosophily. Oocytim ze zarodeénych klont, kterym sra gen chybél, se
nepodafrila po aktivaci dokoncit meidza a vyvoj vajicka byl zastaven v anafazi I. Tato mutace
byla pro homozygotni larvy a kukly obou pohlavi semiletdlni a u samic zplsobila poruchy
ovulace a sterilitu (Takeo et al., 2006). Stejné tak u klont s chybéjici regula¢ni podjednotkou
kalcineurinu nemohou po aktivaci vajicka dokoncit meidzu, kterd se zastavi v anafazi L
Genetické analyzy naznacuji, ze ¢innost kalcineurinu je regulovana proteinem sarah (Sra),
prostfednictvim mechanismu zdvislém na fosforylaci Sra. Savéi RCANI (regulator of
calcineurin 1) rodina proteint, byla u n€kolika modelovych organismi uzndna jako endogenni
regulator kalcineurinu. Puvodné byly RCAN proteiny identifikovany jako inhibitory
kalcineurinu. Sra se fyzicky poji s katalytickou podjednotkou kalcineurinu a jeho nadmérna

exprese inhibuje aktivovany kalcineurin. Fosforylace Sra ale vede nejen ke zmirnéni
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inhibi¢nich ucinkl Sra, ale také plsobi na aktivaci kalcineurinu, ¢imz se vysvétluje tiloha
RCAN proteinti jako pozitivnich regulatorti kalcineurinu. RCAN maji vysoce konzervované
domény s takzvanym serin-prolinovym motivem v centralnim regionu, ktery se vyskytuje také
u jinych kalcineurinovych substratii, jako je NFAT protein u savct. Funkéni analyzy RCAN u
kvasinek zjistily, ze fosforylace konzervativnich sekvenci v serin-prolinovém motivu jsou

potiebné pro stimulaéni funkce (Takeo et al., 2010).

Petr et al. (2013) zkoumali vliv pyretroidi s inhibi¢nim u¢inkem na kalcineurin,
Ccypermetrin, deltametrin a fenvalerat, na vastnosti prasecich oocytli. Bylo prokazano, ze
ackoli se jejich Gcinky neodrazi na zivotaschopnosti oocytil, ani nezpsobuji jejich degradaci,
maji vyznamny vliv na zrani oocytt. Uginek téchto pyretroidii je zavisly na stupni meiotické
kompetence oocytll. Zrani rostoucich oocytli prasete s Castecnou meiotickou kompetenci,
oSetfenych pyretroidnimi inhibitory kalcineurinu, bylo indukovéano, zatimco plné dorostlé
oocyty s plnou meiotickou kompetenci dozravaly opozdéné. Nepyretroidni inhibitory
kalcineurinu, cyklosporin nebo hymenistatin I, mély na prasec¢i oocyty podobné ucinky jako
pyretroidni inhibitory. Pyrethroidy, které nejsou schopny inhibice kalcineurinu, allethrin nebo

permethrin, nemély vliv na zrani prase¢ich oocytt (Petr et al., 2013).

Mozna tuloha kalcineurinu v regulaci meidzy sav€ich oocyti nebyla doposud
objasnéna. Tumova et al. (2013) provedli ale studii exprese a lokalizace kalcineurinovych
podjednotek a exprese mRNA jednotlivych izoforem v praseCich oocytech a jejich
kumularnich bunkach béhem rastu a meiotického zrani. Nasli mRNA pro obé kalcineurinové
podjednotky s tim, ze mRNA pro podjednotku A se vyskytovala v oocytech v izoformach f a
v a pro CnB pouze v izoformé CnB2. Také v kumularnich bunikach byla nalezena mRNA pro
kalcineurin, konkrétné izoformy CnAp, CnAy, CnB1 a CnB2. Imunocytochemické hodnoceni
prokdzalo pfitomnost obou kalcineurinovych podjednotek ve vSech zkoumanych kategoriich
prasecich oocytil ve fazi rlstu a zradni. Nejvyssi uroven fluorescencniho signalu podjednotky
A béhem faze rastu byla v korové oblasti oocytu a naopak nejnizsi intenzita byla pozorovéana
v jadru a viibec zadny signal nevykazovalo jadérko. Intenzita fluorescence kalcineurinu A se
vyrazné¢ meénila béhem kultivace. Distribuce kalcineurinu zacala byt homogenni v prib¢hu
GVBD a MI, tedy zZe intenzita fluorescence se v oblasti kolem meiotického vieténka a
cytoplasmé neliSila. Vyrazny nértst intenzity fluorescence CnA v cytoplazmé a zejména kiife
byl vidét v MII. Intenzita fluorescence CnB se vyznamné zvysila v jadie oocyti v GV stadiu
a behem MI se snizila. V MII bylo pozorovéno statisticky vyznamné zvyseni fluorescence

CnB v oblasti kury a cytoplazmé (Tumova et al., 2013).
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4  Material a metody

4.1 Material

4.1.1 Ziskavani vaje¢nikii

Vajecniky byly ziskdvany na jatkach od mladych prasni¢ek v neznamé fazi estralniho
cyklu. Do jedné hodiny od porazky byly vaje¢niky dopraveny do laboratofe ve vytemperova-
né termolahvi naplnéné fyziologickym roztokem (0,9 % NaCl) o teploté 38 °C. V laboratofi
byly vaje¢niky oplachnuty fyziologickym roztokem o stejné teploté.

4.1.2 Ziskavani oocytl s ukoncenym riistem

Oocyty s ukonfenym rlstem maji velikost vnitfniho priméru 120 — 125 pm.
Ziskavany byly z korové oblasti vaje¢niki aspiraci folikularni tekutiny z folikuli o velikosti 2
— 5 mm pomoci 20 G jehly nasazené na 20 ml stfikacku. Oocyty byly vybirany z folikulérni
tekutiny pod stereomikroskopem pomoci uzkosténné sklenéné pipety a prenaSeny do
modifikovaného média M199. Pro experimenty byly vybirdny pouze oocyty s neporusenou

cytoplazmatickou membranou a kompaktnim kumulem.

4.1.3 Kaultivaéni médium pro in vitro zrani prasecich oocyti

Pro manipulaci a zrani oocyti bylo pouZito médium M199, obohacen¢ o HEPES,
laktat sodny, pyruvat sodny, gentamicin, fetalni teleci sérum, (Gibco BRL, Life Technologies,
Némecko) a eCG : hCG (PG 600, Intervet Boxmeer, Holandsko). Pomér jednotlivych slozek
pouzitych v médiu je uveden v tabulce 1. Zasobni roztok média byl pfipravovéan kazdy tyden

cerstvy a sterilni uchovavan pii teploté 4 °C v prostredi smési 5 % CO2 se vzduchem.
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Tabulka 1: SloZky obohacujici médium M199 pro in vitro zrani oocyti prasete.

Slozka ¢/100 ml média M199
HEPES 0,15
laktat sodny 0,06
pyruvat sodny 0,025
gentamicin 0,0025
fetalni teleci sérum 10 % (w/v)
eCG 13,4 IU/ml
hCG 6,6 1U/ml

4.2 Metody

4.2.1 Invitro kultivace oocytt

Vybrané ocyty byly kultivovany v 1 ml modifikovaného média M199 v miskach
NUNC se 4 jamkami (NUNC, Roskilde, Dansko) pfi teploté¢ 39 °C ve smési 5 % COz2 se
vzduchem po dobu 46 hodin do metafaze druhého meiotického déleni (MII). Po kultivaci byla
¢ast oocytli pouzita pro kontrolu zrani. Oocyty byly mechanicky zbaveny kumularnich bunék
a fixovamy v roztoku kyseliny octové s metanolem v poméru 1 : 3 po dobu 48 hodin. Pro
zjisténi stadia jaderného zrani byly fixované oocyty barveny 1 % orceinem a hodnoceny pod
fazovym mikroskopem. Pro zafazeni do experimenu muselo minimalné 85 % oocytl

dosahnout stadia metafaze 11.
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4.2.2 Kultivace oocyti s cyklosporinem A

Pro tento experiment byl zvolen jako inhibitor kalcineurinu cyklosporin A. Zasobni
roztok CsA o koncentraci 8 mM byl rozpustén v dimethylsulfoxidu (DMSO). V den
experimentu byl inhibitor rozpustén dvé hodiny pfed pouzitim v kultivaénim médiu. Kone¢na
koncentrace cyklosporinu byla vybrana na zakladé vysledkd Petr et al. (2013). Po 46
hodinach in vitro zrani byla ¢ast oocytd kultivovana v pfitomnosti 8 uM CsA po dobu 2
hodin.

4.2.3 Partenogeneticka aktivace oocyti

In vitro zralé oocyty byby nejprve zbaveny kumularnich bunék a poté oSetfeny 25 uM
kalcium ionoforem A 23187 (Sigma-Aldrich, Némecko) po dobu 5 minut pii teploté 39 °C ve
smési 5 % CO2 se vzduchem (Jilek et al., 2001). Poté byly oocyty tiikrat kratce oplachnuty v
kultivaénim médiu bez kalcia a kultivovany dal$i dv€é hodiny pro probéhnuti kortikalni

reakce.

4.2.4 Vizualizace kortikalnich granul

Po uplynuti doby potfebné pro exocytdzu kortikalnich granul byly oocyty fixovany 30
minut v 3,7 % paraformaldehydu pi#i laboratorni teploté. Fixované oocyty byly tiikrat
oplachnuty v PBS a 5 minut permeabilizovany v 1 % Tritonu - X100 v PBS. Poté byly oocyty
znovu oplachnuty v PBS a inkubovény s lektinem (PNA) konjugovanym s Alexa Fluor 568
(Invitrogen, Life Technologies, Némecko) 30 minut ve tmé pro nabarveni kortikalnich granul.
Pro vizualizaci chromatinu byl pouzit 4,6-diamino-2-fenylindol (DAPI) po dobu 10 minut.
Pted montovanim do kapky glycerolu v PBS na podlozni sklicko byly oocyty oplachnuty v

ekvilibra¢nim pufru (Romar et al., 2005).

4.2.5 Vyhodnoceni experimentu

Vzorky byly snimany pomoci laserového konfokalniho mikroskopu (Leica SPE,
Némecko) na oodéleni Biomatematiky Fyziologického ustavu Akademie véd CR. Viechny

oocyty byly snimany v ekvatoridlni rovin€ oocytu a pii stejném nastaveni intenzity laseru.
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Pfitomnost kortikalnich granul v korové oblasti oocytu byla hodnocena metodou
analyzy obrazu (NIS Elements 4.2, Laboratory Imaging, Ceska republika). V ekvatorialni
roviné ooctu byla méfena suma jasu kortikalnich granul zna¢enych pomoci PNA-Alexa Fluor
568. Dle vyse jasu byla nasledné stanovena mira exocytdozy CG: kompletni exocytoza CG
(oocyty vykazuji sumu jasu kortikdlnich granul od 0 do 25 000), t¢inna exocytéza CG (suma
jasu CG od 25 000 do 40 000), za¢inajici exocytéza CG (suma jasu CG od 40 000 do 75 000)

a zadna exocytoza (suma jasu CG od 75 000 vyse).

Data uvadéjici sumu jasu CG byla hodnocena pomoci statictické metody
jednofaktorovd ANOVA v programu STATISTICA 12. Mira exocytézy CG byla hodnocena

pomoci metody chi-kvadrat.

4.2.6 Experimentalni schéma

Cilelm tohoto experimentu bylo sledovat vliv inhibice kalcineurinu na exocytozu

kortikalnich granul v oocytech prasete.

Oocyty prasete byly po 46 hodinach in vitro zrani zbaveny kumularnich bun¢k a

rozdéleny do Ctyt skupin, jedné experimentalni a tii kontrolnich:

Experimentalni skupina:
CsA + Calo — Oocyty byly kultivovany v pfitomnosti cyklosporinu A dvé hodiny.
Nasledné byly oplachnuty a partenogeneticky aktivovany kalcium ionoforem 5 minut a znovu

oplachnuty. Poté byly kultivovany in vitro v kultivaénim médiu dal$i dvé hodiny.

Kontrolni skupiny:
CsA — Oocyty byly oSetieny cyklosporinem A po dobu dvou hodin, poté byly

oplachnuty a kultivovany dalsi dvé hodiny v kultivaénim médiu

Calo — Oocyty byly kultivovany dalsi dvé hodiny v kultivacnim médiu bez ptidavku
inhibitoru a poté byly partenogeneticky aktivovany kolcium ionoforem. Po oplachnuti oocytt

nasledovala dvouhodinova kultivace in vitro v kultiva¢nim médiu.

Kontrola — M1l — Oocyty zbavené kumularnich bun¢k byly kultivovany in vitro dalsi

4 hodiny v kultivacnim médiu bez pfidani inhibitoru ¢i kalcium ionoforu.
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Obrazek 6: Schéma experimentu.

skupina
Kontrola - MlI

l skupina skupina Calo
\ CsA + Calo P
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5  Vysledky

Cilem tohoto experimentu bylo zjistit, zda je protein kalcineurin zapojen do exocytozy
kortikalnich granul. Kortikalni granula byla pozorovéna u oocytli nachdzejicich se v metafazi
druhého meiotického déleni kontrolni skupiny (Obr. 7d), ale i v oocytech oSetienych
inhibitorem kalcineurinu — cyklosporinem A (Obr. 7b). Pokud byly oocyty oSetieny kalcium
ionoforem (Calo), doslo u nich k partenogenetické aktivaci a s ni souvisejici kortikalni reakci,
tudiz kortikalni granula nebylo mozné pod oolemou lokalizovat (Obr. 7c). Pokud vsak byly
oocyty vystaveny pred partenogenetickou aktivaci ucinkim cyklosporinu A, exocytoza

kortikalnich granul nenastala (Obr. 7a).

Obrazek 7: Distribuce kortikalnich granul vin vitro zralych praseich oocytech po

oSetieni cyklosporinem A a kalcium ionoforem.

(a) Oocyty osetiené cyklosporinem A aktivované kalcium ionoforem. (b) Qocyty oSetiené

a)

cyklosporinem A. (c) Oocyty aktivované kalcium ionoforem. (d) Kontrola — neosetrené oocyty
ve stadiu MII. Cervené jsou znacena kortikalni granula pomoci PNA-Alexa Fluor 568. Oocyty

byly snimany v ekvatorialni roviné. Zvétseni 400x.

Oocyty v MII z kontrolni skupiny vykazovaly podobné hodnoty jasu kortikélnich
granul jako oocyty, které byly oSetfeny cyklosporinem A a nasledné aktivované kalcium

inoforem nebo oocyty oSetiené pouze CsA. Naopak suma jasu kortikalnich granul byla
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signifikanté niz8i u oocytd, které byly pouze aktivovany kalcium inoforem, to znamena, Ze u

této skupiny oocyti se exocytdéza CG vyskytovala v nejvyssi mife (Tab. 2).

Tabulka 2: Suma jasu kortikalnich granul v in vitro zralych praseich oocytech

oSetirenych cyklosporinem A a kalcium ionoforem.

Skupina N Suma jasu CG
CsA + Ca-lo 43 69 510+ 12 3972
CsA 33 118 960 + 26 672°

Ca-lo 33 15195+ 7170°
Kontrola-MlII 27 101921 +38111%

CG = kortikalni granula;, CsA = cyklosporin A; Ca-10 = kalcium ionofor A23187; M Il =
oocyty v metafazi druhého meiotického déleni; N = pocet hodnocenych oocytil.
Data jsou prezentovana jako priumér £ smérodatna odchylka. Signifikantni rozdily na hladiné

P < 0,05 mezi jednotlivymi skupinami jsou oznaceny superskripty be,

Na zédkladé sumy jasu kortikalnich granul byla stanovena mira exocytdzy kortikalnich
granul. U partenogeneticky aktivovanych oocytl, které nebyly oSetfeny CsA, byla
zaznamenana kompletni exocytéza CG v 83,9 %. Zatimco u oocyti, jeZ byly pred aktivaci
osetfeny inhibitorem kalcineurinu, nastala kompletni exocytdéza CG pouze u 2,6 %. U oocytl
oSetfenych pouze cyklosporinem A a u oocytll v metafazi druhého meiotického déleni bez
jakéhokoli osetieni, nebyla kompletni exocytéoza CG zaznamenana v zadném piipadé (Tab. 3).
Za kompletni byla exocyt6za povazovana, pokud vykazovala sumu jasu CG od 0 do 25 000.
Z4dné exocytdza byla definovana sumou jasu CG od 75 000 vyse a této definici odpovidalo
38,5 % oocytl oSetfenych CsA a nasledn¢ aktivovanych kalcium ionoforem, 82,8 % oocytl
osetfenych pouze CsA, 65,0 % oocyth v metafazi II kontrolni skupiny a 0 % oocytd
aktivovanych kalcium ionoforem bez piedchoziho oSetfeni CsA. Vysledky tedy ukazuji, ze
oSetfeni oocytli cyklosporinem A pted partenogenetickou aktivaci, vede k signifikantnimu

snizeni urovné kortikalni reakce v porovnani s oocyty, které cyklosporinem oSetieny nebyly.
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Tabulka 3: Mira exocytozy kortikalnich granul v in vitro zralych prasefich oocytech

oSetfenych cyklosporinem A a kalcium ionoforem.

Skupina N  Kompletni Udinna Zadinajici Zadna
exocytéza exocytoza exocytoza exocytoza
(%) (90) (90) (%0)
CsA + Ca-lo 39 2.6 10.3 48.6° 38.5°
CsA 29 0.0 6.9 10.3% 82.8"
Ca-lo 31 83.9° 16.1 0.0° 0.0°
Kontrola-Mll 20 0.0 0.0 35.0° 65.0%°

CG = kortikalni granula;, CsA = cyklosporin A; Ca-l10 = kalcium ionofor A23187; M Il =
oocyty vV metafazi druhého meiotického déleni; N = pocet hodnocenych oocytii.
Signifikantni rozdily na hladine P < 0,05 mezi jednotlivymi skupinami jsou oznaceny

a,b,c

superskripty
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6 Diskuze

Nase experimenty prokazaly, Ze se protein kalcineurin Gc¢astni exocytdzy kortikalnich

granul béhem aktivace oocytu prasete.

Kortikalni granula vznikaji béhem oogeneze z Golgiho aparatu a jsou translokovana
do kortikalni oblasti oocytu Vv pribéhu jeho zrani (Longo a Chen, 1985). V kontrolni skupiné
naSeho experimentu, byla kortikalni granula ve zralych oocytech prasete pozorovana téz a to
v oblasti pod oolemou, kde jsou uchycena pomoci vrstvy aktinovych vlaken (Longo a Chen,
1985). Béhem kortikalni reakce dochazi zkracovanim aktinovych vlaken k fiizi kortikalnich
granul s oolemou oocytu (Williams, 2002). V piirozenych podminkach je kortikalni reakce
vyvolana penetraci spermie do oocytu. Spermie aktivuje sérii intracelularnich signalnich drah,
které vyvolaji aktivaci oocytu v¢etné zminéné exocytozy CG. Vzhledem k tomu, ze kalcium
ionofor indukuje exocytézu CG, zatimco BAPTA (1,2-bis (0-aminofenoxy) ethan-N,N,N’,N'-
tetraoctova kyselina) a chelatory vazici vapnik tento d¢j inhibuji, d4 se ptredpokladat, ze
zvySeni cytosolické hladiny vapniku je pro exocytozu CG nutné (Liu, 2011). 1 v naSich
experimentech byla u oocyti oSetfenych kalcium ionoforem zaznamenana kompletni
kortikdlni reakce a nebyla pozorovana Z4dnd kortikalni granula ulozend pod oolemou
aktivovanych oocytii. ZvySeni hladiny intracelularniho vapniku je vin vivo podminkach
vyvolano penetraci spermie vnasejici do oocytu specifickou fosfolipazu C zeta (PLCC; Liu,
2011). PLCC steépi v oocytu fosfatidylinostitol-4,5-bisfosfat (P1P2) na diacylglycerol (DAG) a
inositol 1,4,5-trifosfat (IP3). IP3 se vaze na IP3; receptory endoplazmatického retikula, coz
uvolni zésoby ca’* do cytoplazmy oocytu (Ito a Kashiwazaki, 2012). Uvolnény vapnik se
vaze na protein kalmodulin, ktery reguluje aktivitu mnoha dalSich proteint, vcetné
kalmodulin dependentni kinazy (CaMKII) a rtiznych fosfatdz (Williams, 2002). CaMKII,
které je prostiednictvim kalmodulinu citliva na frekvence oscilace Ca®*, pfimo aktivuje APC a
podporuje degradaci CSF. CSF tedy déle neinhibuje APC a muze dojit ke sniZeni aktivity
MPF a v disledku toho je ukongena MII faze a mei6za miize byt dokonGena. Oscilace Ca®*
zabranuje navratu MPF do aktivniho stavu (Heytens et al., 2008b). CaMKII se mimo jiné

ziejmé podili 1 na exocytoze kortikdlnich granul (Williams, 2002).

Zatimco nutnost CaMKII pro dokonfeni meidzy je zdokumentovana, uloha
kalcineurinu pfi aktivaci oocytl zatim pfiliz studovana nebyla. Nishiyama et al. (2007)
provedli experiment, v némz pfidali k bezbunéénému extraktu z neoplodnénych oocytl

Xenopus laevis vapnik a bezprostiedné potom pozorovali pfechodnou aktivaci kalcineurinu,
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ktera byla schopna indukovat prolomeni bloku MII Je-li aktivaci kalcineurinu zabranéno
znemoznénim degradace cyklinu B, ziistava chromatin spermii inkubovanych v extraktech
oocytl kondenzovany. Podobné¢, pokud je kalcineurin inhibovan v neporusenych oocytech
Xenopa, vystup z MII se nepodaii. Nutné ovSem je, aby byl kalcineurin aktivovén jen
pfechodné. Jestlize nedojde k jeho nésledné inaktivaci je zabranéno riistu astry spermie a
sam¢i a sami¢i prvojadra se k sobé nepfiblizi (Nishiyama et al., 2007). Inhibitory
kalcineurinu, jako je cyklosporin A zplisobi zpozdéni ubikvitinace cyklinu, celkovou
defosforylaci specifickych fosfoproteinli metafaze a opétovnou tvorbu pIné funkéni jaderné
membrany. Kalcineurin navic reguluje funkci IPsR zménou fosforyla¢niho statusu (Cameron
et al., 1995), tedy by mohl mit roli i v regulaci oscilaci vapniku typickych pro aktivaci oocytu
(Williams, 2002). U raka zpusobi inhibice kalcineurinu zvyseni fosforylace aktinu a tubulinu
v CNS (Silverman-Gavrila and Charlton, 2009), coz naznacuje mozny vliv kalcineurinu na
fosforylaci cytoskeletu. Tudiz by kalcineurin mohl byt zapojen do organizace mikrotubuld pfi
tvorbé mikrotubularni sité dulezité pro migraci prvojader (Schatten, 1994) a téz by mohl hrat
roli v zkracovani aktinovych filament béhem exocytdézy kortikalnich granul. V naSich
experimentech jsme testovali vliv cyklosporinu A na exocytdzu kortikalnich granul a miru
této reakce v oocytech prasete. U in vitro zralych oocytl, které byly cyklosporinem oSetieny,
neprob¢hla v 83 % zadna kortikalni reakce. V pfipadé, Ze byly oocyty po oSetieni
cyklosporinem aktivovany pomoci kalcium ionoforu, mira exocytoézy kortikalnich granul se
zvysila o 40 %. Presto vSak ziistavala signifikantn€ niz§i nez u oocytii osSetfenych pouze

kalcium ionoforem, nebot’ zde proslo kompletni kortikalni reakci 84 % oocyta.

V oocytech oSetfenych cyklosporinem A a nasledné aktivovanych kalcium ionoforem
byla meéfena suma jasu kortikdlnich granul a nésledné porovnavéana s oocyty kontrolnich
skupin. Oocyty ze skupiny, ktera byla pouze aktivovana kalcium ionoforem bez predchozi
kultivace s cykosporinem A, vykazovaly velice nizkou uroven jasu kortikalnich granul a ve
vetsing pripadi nebyla kortikalni granula pozorovana vlibec. Naopak v oocytech oSetfenych
cyklosporinem A, byla CG zaznamenana a jejich Groven jasu byla prokazatelné vyssi. Tyto
vysledky naznacuji zapojeni kalcineurinu do regulace exocytdzy kortikélnich granul. To by
korespondovalo i s vysledky lokalizace kalcineurinu v oocytech prasete. Béhem zrani se
vyznamné zvysila intenzita fluorescence obou podjednotek kalcineurinu Vv korové oblasti

oocytu a to zejména u oocytd nachazejicich se v metafazi II (Tamova et al., 2013).

Navic je potvrzeno, ze kalcineurin se ucastni exocytdzy i1 u jinych bunécnych typt.

Bennett et al. (2010) popisuji jeho ulohu pfi akrozomalni exocytéze u lidskych spermii.
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Pouzitim specifické protilatky, ktera rozpoznava defosorylovany synaptotagmin VI, zjistili, ze
kalcium dependentni defosforylace tohoto proteinu nastala v ranych fazich akrozomalni
exocytozy. Synaptotagmin je jednim z v-SNARE proteind, které jsou lokalizovany na
membran¢ sekrecniho vacku a aby mohlo dojit k exocytoze, musi vytvorit pevny komplex s
proteiny tfidy t-SNARE, které lezi v plazmatické membrané bunky (Liu, 2011). Fosfatazou
zodpovédnou za defosforylaci synaptotagminu je kalcineurin a jeho aktivita je naprosto
nezbytna béhem ¢asnych kroku sekre¢niho procesu (Bennett et al., 2010). Tash et al. (1988)
potvrdil vyskyt obou podjednotek kalcineurinu ve spermiich psa, prasete a moiského jezka.
Kalcineurin byl lokalizovan v biciku a postakrozomélnim oddilu hlavicky. Ve své praci

uvadeéli, ze by mohl byt podstatny pro regulaci motility bi¢iku.

Na zaklad¢ vysledk lze fici, ze se kalcineurin podili na fizeni exocytozy kortikdlnich
granul, kterd je soucasti slozit¢ho procesu aktivace oocytu. Pfesny mechanismus jeho

pusobeni v§ak neni znam a pro jeho porozuméni bude zapotiebi provést dalsi experimenty.
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7 Zavér
Cilem diplomové prace bylo zjistit, zda se protein kalcineurin, neboli fosfataza 2B
podili na exocytoze kortikalnich granul u partenogeneticky aktivovanych prasecich oocytu.

Experiment byl vyhodnocovan pomoci konfokalniho mikroskopu, dle intenzity jasu

imunofluorescen¢né znacenych kortikalnich granul prasecich oocytt.

Vysledky analyzy obrazu a nésledné statistické vyhodnoceni ukazuji, ze oocyty
osetfené cyklosporinem A pted partenogenetickou aktivaci, vykazuji signifikantné¢ vyssi
intenzitu jasu v porovnani s oocyty, které cyklosporinem A oSetieny nebyly. Mira exocytozy
kortikalnich granul byla tedy u skupiny oocytti inhibovanych béhem aktivace vyznamné nizsi,
nebot’ kompletni exocytéoza CG nastala pouze u 2,6 %, zatimco u aktivovanych oocytii bez
osetfeni cyklosporinem A probé¢hla kortikalni reakce u 83,9 %. Inhibice kalcineurinu pted

partenogenetickou aktivaci oocytu tedy prokazatelné vede ke snizeni trovné kortikalni reakce.

Na zakladé vysledkt se da piedpokladat, ze ma kalcineurin sviij podil na regulaci
procesu exocytozy kortikalnich granul v prubéhu aktivace oocytu prasete. Piesny

mechanismus jeho ptisobeni vSak neni znam a pro jeho porozuméni budou nutné dalsi studie.
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9 Seznam zkratek a symboli

Al — autoinhibi¢ni doména kalcineurinu

AMH — antimiilleridnsky hormon (antimiillerian hormone)

AMP — adenosin monofosfat APC — anafazi podporujici komplex (anaphase promoting
complex)

BBH — CnB vazebnd doména kalcineurinu

CaMKII — kalmodulin dependentni kinaza II

CAMP — cyklicky adenosin monofosfat

CBD - kalmodulin vazebna doména kalcineurinu

CG — kortikalni granula (cortical granules)

CGMP — cyklicky guanosin monofosfat

CnA — kalcineurinové podjednotka A

CnB — kalcineurinové podjednotka B

CR — kortikalni reakce (cortical reaction)

CsA — cyklosporin A

CSF — cytostaticky faktor (cytostatic factor)

DAG - diacylglycerol

DNA — deoxyribonukleova kyselina

ER — endoplazmatické retikulum

FK506 — takrolimus, imunosupresivum

FKBP — FK506 vazajici protein (FK506 binding protein)

FSH — folikulostimula¢ni hormon

GV — zarode¢ny vacek (germinal vesicle)

GVBD - zénik zarode¢ného vacku (germinal vesicle breakdown)

IP3 — inositol trifosfat

IP3R — inositol trifosfatovy receptor

LH — luteiniza¢ni hormon

MI — prvni meiotickd metafaze

MII — druha meioticka metafaze

MAP/MAPK — mitogenem aktivovany protein/aktivovana protein kinaza (mitogen-activated

protein/kinase)
MPF — faktor podporujici metafazi (metaphase promoting factor)

NFAT — jaderny faktor aktivovanych T-bunék (nuclear factor of activated T-cell)
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OMI — inhibitory zrani oocytd (oocyte maturation inhibitors)

p34cdc2 — katalyticka podjednotka MPF

PGC — primordialni zarode¢né buiiky (primordial germ cells)

PIP, — fosfatidylinositol-4,5-bisfosfat (phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate)
PKA — protein kindza A

PKC — protein kindza C

PLCC — fosfolipaza C zeta

PP2B — protein fosfataza 2B (kalcineurin)

RCAN - rodina proteint regulujici kalcineurin (regulator of calcineurin)
RNA — ribonukleova kyselina (mRNA — mediadtorova RNA)

Sra — protein Sarah kddujici genem sra

ZP — zona pellucida
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