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Souhrn

V praci byla potvrzena exprese fosfatdzy 2B, kalcineurinu, v oocytu prasete béhem
meiotického zrani. Pomoci imunocytochemické lokalizace byly zmapovany zmény
v expresi proteinu béhem meiotického zrani a pritomnost proteinu byla stanovena také

metodou Western blot.

V oocytech byla prokazana pritomnost obou podjednotek kalcineurinu, kalcineurin
A i B. Kalcineurin byl detekovan ve viech zkoumanych kategoriich oocyt( tj. ve stadiu
zérodecného vacku a v prvni a druhé meiotické metafazi v oblasti chromozémd, v cyto-
plazmé a v korové oblasti. V priibéhu meiotického zrani byla sledovana vyznamna zména
lokalizace kalcineurinu A a kalcineurinu B. Vyraznym rysem byla kumulace kalcineurinu
A i kalcineurinu B v korové Casti oocytll. Nejvyssi mnozstvi obou podjednotek bylo
v korové €asti dozralych oocytl v metafazi Il, coZ neni prekvapivé vzhledem k tomu, Ze

kalcineurin je asociovan s aktinovym cytoskeletem.

Z vysledkd prace vyplyva, Ze kalcineurin mlze sehravat vyznamnou roli pfi regu-
laci zrani oocytll. Konkrétni Gloha obou podjednotek a jejich izoforem béhem meiotického
zrani oocytu prasete zUstava nejasna a k jejimu objasnéni bude tfeba provést dalsi experi-
menty, které budou zaméfeny na objasnéni funkce kalcineurinu v jednotlivych fazich oo-

geneze a aktivace oocytu po oplozeni.

Kli¢ova slova: Prase, oogeneze, oocyt, meiotické zrani, fosfatdza 2B, kalcineurin



Summary

The thesis confirmed the expression of phosphatase 2B, calcineurin in porcine 0o-
cytes during meiotic maturation. The changes in protein expression during meiotic maturation
have been charted using immunocytochemical localization technique and the presence of pro-
tein was also demonstrated by the Western blot method.
Both subunits of calcineurin, calcineurin A and B have been found in oocytes. Calcineurin
was detected in all examined categories of oocytes i.e. in the germinal vesicle stage and the
first and second meiotic metaphase in the area of chromosomes, and in the cytoplasm in the
cortical region. During meiotic maturation, the significant change in the localization of calci-
neurin A and calcineurin B has been observed. A distinctive feature was the accumulation of
cal-cineurin A and calcineurin B in the cortex of oocytes. The highest amounts of both sub-
units were in the cortex of matured oocytes in metaphase I, which is not surprising given the
fact that calcineurin IS associated with the actin cytoskeleton.
The results of the thesis indicate that calcineurin may play important role in regulating the
maturation of oocytes. The specific roles of the two subunits and their isoforms during meio-
tic matura-tion of porcine oocytes remain unclear, and its clarification would require further
experiments which would be aimed at clarifying of the function of calcineurin in various

stages of oogenesis and activation of oocytes after fertilization.

Keywords: Pig, oogenesis, oocyte meiotic maturation, phosphatase 2B, calcineurin
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1 Uvod

V soucasné dobé dochazi k rychlému rozvoji biotechnologii, ktery se projevuje také v
chovu hospodarskych zvirat. U prasete je uplatnéni biotechnologickych postupl oproti jinym
hospodarskym zvifatm obtizné, jelikoZz se vyskytuje mnoho prekazek souvisejicich mimo
jiné také s nedostatkem kvalitnich dozralych oocytl. VyuzZiti oocytl pro biotechnologie ztéZu-
je zejména nedostatek informaci o mechanizmech, které ovliviiuji meiotické zrani oocytll. Na
regulaci meiotického zrani se podili fada faktord, mezi které patfi gasotransmitery, fada kinaz
a fosfataz. Fosfataza 2B se Gcastni regulace meiotického zrani u oocytd mouchy rodu Droso-
phila a Zaby rodu Xenopus. Cilem diplomové prace bylo zjistit, zda je tato fosfataza zapojena

také do regulace meiotického zrani oocytu prasete.



2 Hypotéza a cile prace

Na zékladé dostupnych informaci z odborné literatury byla stanovena hypotéza, podle
ktere je fosfataza 2B, kalcineurin, zapojena do procesu meiotického zrani praseciho oocytu.

Cilem prace je ovéreni hypotézy, podle které je fosfataza 2B pFitomna v oocytu prase-
te béhem jeho meiotického zrani a ma podil na jeho regulaci. Hypotéza bude ovérena na za-
kladé sledovani exprese regulacni a katalytické podjednotky proteinu metodou Western blot a
sledovani zmén v bunécné lokalizaci podjednotek proteinu pomoci imunocytochemické me-

tody béhem meiotického zréni oocytu prasete.



3 Literarni reSerse
3.1 Oogeneze

Oogeneze je soubor evoluénich mechanismd, jejichz vysledkem je vznik samici po-
hlavni buriky, oocytu. Oogeneze u vsech savcll za¢ina brzy, je jiz soucasti embryonalniho
vyvoje samice a konci az na konci pohlavni aktivity samice (Picton et. al, 1998).

Plivod oocytll je v kmenovych buiikach - tzv. primordialnich zarode¢nych burikéach
(Primordial Germ Cells — PGC), které vznikaji extragonadalné.

Meioticky proces pokracuje v dobé ovulace. Z jednoho primarniho oocytu vznikne po
redukénim déleni (mei6za) pouze jedno vajiCko (Reece, 2009). Oogeneze je €lenéna do tFi

fazi, faze mnozeni, rastu a zrani.
3.1.1 F&ze mnozeni

Faze mnoZeni spociva v opakovaném déleni diploidnich kmenovych bunék, oogonii.

Pro tuto fazi je charakteristické mitotické déleni zarodeCnych bunék. Primordiélni z&-
prouzku a poté migruji (Picton et. al, 1998). Na pocatku probiha pasivni migrace ze stény
Zloutkového vacku do epitelu zadniho stfeva, dalSi migraci zarode€nych uskutecriuje chemo-
taxe, ktera probihd podél dorzalniho mesenteria pohlavni listy do oblasti budoucich gonad
(Wassarman, 1988).

VajiCka vznikaji z malého poctu zarodecnych kmenovych bunék, které vznikaji extra-

gonalné.

Pfechod zarodecnych bunék je zprvu pasivné do endodermalniho epithelia zadniho
stfeva a pak pomoci pohybu améb kolem dorsalniho mesenteria smérem ke genitalni listé.
Patrné béhem presunu zarodecnych bunék z extraembryonalni oblasti do domnélych gonad
pracuje chemotakticky mechanismus (Wassarman, 1988).

Gonady embrya prasete jsou poprvé zaznamenany 24-26. den po oplozeni, prestoze
primordialni zarode¢né buriky jsou popisovany v misté zarodec¢né brazdy nejprve po 18 dni
oplozeni. Mit6za zarodeCnych bunék je patrnd od 13. dne embryonalniho Zivota aZz do 7. dne
pfed dobou narozeni. Pocet zarode¢nych bunék napadné roste z 5 000 ve 20. dnu po oplozeni
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do klimaxu 1 100 000 v 50. dnu po oplozeni. Pak dochédzi ke konci mitotické aktivity a
k nekrdze nékterych zarodecnych bunék (Eppig et al., 2004).

Na prfeméné bunék epiblastu v PGC se podili fada faktord, napfiklad transformacni
ristovy faktor TGF B (Transforming Growth Factor) a morfogenické faktory jako BMP-4.
Signalizace téchto faktor( probiha pres tyrozinkinazové receptory popripadé receptory souvi-
sejici s G-proteiny (Moore et al., 2008). C-Kit ligand plisobi na chod PGC do zarodecné ryhy.
Somatické bunky tvori ¢ -Kit ligand v oblasti migrace PGC (Logan et al., 2003; Hutt et al.,
2006).

Okolo 30. dne probihé& u prasete migrace zarode¢nych bunék do ovérii (Eppig et al.,
2004).

Po ztraté motility v oblasti vyvijejiciho vajeCniku vstupuji zarode¢né bunky do mitézy
a nazyvaji se oogonie (Gosden et Bownes, 1995).

Soucasti typické morfologické stavby oogonii jsou mezibunééné mistky, které spojuji
sousedni z&rodeCné bunky (Wassarman, 1988). Slouceni zarode¢nych bunék je pomoci gap
junction a je povazovano za pfimé spojeni mezi burikami. Tyto mdstky jsou zde pfitomny
pouze doCasné a toto spojeni zarodecnych bunék je pferuseno ukoncenou cytokinezi oogonii
(Shultz, 1985).

Tvar oogonii je v interfazi vétSinou kulového nebo vejcitého tvaru. Jadro je rovnomér-
né a v matrix ma nahodné rozptyleny fibrilogranularni material. Ndpadnéa jadérka oogonii se

podobaji hrubé nepravidelné siti granulézni hmoty (Baker, 1967).

Velké mitochondrie vejCitého tvaru jsou obsazeny v cytoplazmé klidovych a délicich
oogonii, soucasti mitochondrii byvaji obvykle kristy (Baker, 1967) s tzv. ortodoxni polohou a
transverzalni orientaci (Wassarman, 1988).

Oogonie jsou primordialni zarodecné buriky vajecniku, z nichz se vyvijeji oocyty (Re-
ece, 2009). Jedné se o diploidni bunky, z nichz nékterée se prestanou délit mitoticky a vstoupi
do diplotene profaze I meiotického déleni. VV tomto stadiu se z nich stavaji primarni oocyty
(Depreux et al., 2010).

V urcitém stupni oogeneze se oogonie dostanou do stadia preleptotene profaze prvniho
meiotického déleni. Toto obdobi je typické pro pocatky redukcniho déleni a tim také pro pre-
ménu oogonie v oocyt (Wassarman, 1988). Vstupem do stadia leptotene zacina vlastni délent,
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nastava kondenzace chromozomli v jadre a jsou pozorovatelna jako tenké vlakna s centralnim
osovym bilkovinnym vladknem. K jaderné membrané se upinaji na obou koncich vlakna
chromozomy a v misté pfipojeni je napadné zmnoZeni tk&ng, které je nazyvano upinaci plo-
ténka. Velmi dllezité funkce v této fazi meidzy zaujimaji konce chromozém, zvané teloméry
(Vacek, 2006; Sherthan, 2007).

Kondenzace chromozdmil probiha také v dal$im stadiu, v zygotene. Je napadné zkra-

covani chromozoml a nastava homologické parovani zkracenych chromozomd.

Bivalenty jsou Uzce k sobgé pFiloZzené timto zplisobem vytvorené dvojice chromozdémi.
Nésleduje postupné vytvareni propojovaci struktury Zebrickovité povahy, ktera se nazyva

synapticky komplex (Heyting, 1996).

V pachytene, nasledujicim obdobi meiotické profaze, probihd zkracovani a kondenza-
ce homolognich chromozém, jsou zfetelné rozplileny na dvé sesterské chromatidy, takto
vznikla Ctvefice spojenych chromatid se nazyva tetrada, jenz je vytvorena ze dvou k sobé pfi-
loZzenych homolognich chromozémd — bivalentd. Dale dochazi k prekfizeni chromatid (cros-
sing over) a k recipro¢ni vyméngé casti nesesterskych chromatid mezi homolognimi chromo-
zémy v bivalentech (rekombinace). V dalSim diplotennim stadiu profaze probiha oddélovani
chromatid diky zruSeni synaptického komplexu, pouze v mistech, kde doSlo k pFekfizeni a
zapleteni nesesterskych chromatid jsou k sobé jesté pfipoutany. Redukéni déleni se poprvé
zastavuje v pozdni diplotene, nazyvané také diktyotene (Wassarman, 1988).

Meibza zaCind u prasat uz 40. den embryonalniho vyvoje a zhruba 35. dnl pred naro-
zenim jsou vSechny oogonie v profazi prvniho meiotickeho déleni (Hunter, 2000). Z&roven

oocyt v této dobé postupné obklopuje jedna vrstva granul6znich bunék (Black a
Erickson, 1968). Timto vyvojovym procesem vznika primarni folikul, ktery ¢ek& na zaCatek
dalsi faze (Hunter, 2000).

3.1.2 Faze rustu

Faze rlstu zaujima dlouhé obdobi, které pretrvava az do konce pohlavni ¢innosti. Faze
ristu se od pocatku pohlavni dospélosti béhem kazdého ovarialniho cyklu ugastni vzdy néko-
lik primérnich oocytli (Marvan et al., 1998). Sav¢i oocyty dosahuji hodnot v priiméru 12-15

um na pocatku rlistové faze a v jejim pribéhu se predpoklada zvétseni prliméru 7-10x. Objem
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oocytu se tak zvétsi 300 nasobné (Wassarman, 1988). U praseciho oocytu vzroste jeho objem
v pribéhu rlstové faze z 30 na 120 ym (Motlik a Fulka, 1986).

Béhem této faze dochazi ke slucovani dilezitych molekul pro jeho dalsi vyvoj a do-
chazi k rlistu velikosti oocytu. Oogonie je mensi nez diplotenni oocyt, ktery zahrnuje vice
cytoplasmatickych organel (Picton, 1998). V okoli oocytu dochazi ke shromazdovani pod-
parnych buriek, které vytvari folikul. Ten se v rlistové fazi zvétSuje a zaujima podstatnou roli
pfi vyvoji oocytu (Motlik a Fulka, 1986).

Morfologické zmény ve fazi ristu

V ristové fazi je ziejmé specifické usporadani cytoplazmy oocytl, které je vytvoreno
v dlsledku tvorby novych organel a genovych produktd. Toto usporadani je Gzce spjato s pre-
rozdélenim a modifikaci stavajicich produktl (Schatten, 1994). Dochazi k vytvareni tzv. Bal-
bianiho Zloutkového jadra, ,,Balbiniani's body*“. Je to shluk organel buiiky nachazejicich se
pobliZz cytoplazmy nedaleko od jadra a v rostoucim oocytu je docileno rozsifeni Balbianiho
Zloutkového jadra k periferii a hned na to dochazi k jeho rozlozeni na nepravidelné ¢asti (Gu-
raya, 2008).

Centrioly mizi béhem faze ristu a jsou pfi oplozeni ¢erpany od spermie (Wassarman a
Josefowicz, 1978).

Dulezitou roli v cytoplasmatické dédicnosti budouci zygoty ma exaktnost a spolehli-
vost replikace organel v ooplasmé, zejmena mitochondrii a jejich DNA (Schatten, 1994).

Mnozstvi mitochondrii rychle vzrlsta v pribéhu rlstu oocytu. Tvar mitochondrii se
meéni na zakulaceny a pozdégji ovalny, maji klenuté pricné orientované kristy (Wassarman a

Josefowicz, 1978). Endoplasmatické retikulum je pfipojeno k mitochondriim (Guraya, 2000).

Asociace mitochondrii s drsnym endoplasmatickym retikulem probiha v rostoucim
oocytu malého antrélniho folikulu. Mitochondrie jsou v oocytu ve stadiu zarode¢ného vacku
(GV) casto seskupené s hladkym endoplasmatickym retikulem (Sathananthan a Trounson,
2000).

Podobné funk&ni i metabolické zmény prodélava i Golgiho aparéat, ktery je situovany
pod plasmatickou membranou rostouciho oocytu. Zvétsuje se a méni z drobnych vackd na
velkeé dilatované cisterny, které aktivné predavaji glykoproteiny do zény pellucidy (Mehlmann
et al., 1995).



V rlistové fazi vznika zéna pellucida, ktera funguje jako glykoproteinovy obal. Role
z6ny pellucidy je dlezita i pfi oplozeni, protoze je soucasti akrozomalni reakce, vazby sper-
mie a také zabrafuje polyspermii (Yurewicz et al., 1987).

Zéarodecny vacek (GV) je rozsahlé sférické jadro, které je spolu s jednim az dvémi
mensimi jadérky soucéti rostoucich oocytll. Jejich charakter je nejprve granularni, pozdéji
fibrogranularni a ke konci rdstové periody je vyrazné fibrilarni. Hyttel et al. (1999) uvadi, Ze
v dobé fibrilarniho charakteru uz jsou schopneé syntézy RNA. V zavislosti na velikosti oocytu
se zvétSuje i jadro.

Dochézi ke kondenzaci dfive dekondenzovaného chromatinu z&rode¢neho vacku do
perinuklearnich prstencl nebo dalSich podobnych struktur v zavislosti na druhu (Tan et al.,
2009).

Syntéza hromadéni proteinii a RNA probiha v rostoucim oocytu. V té dobgé se tvofi pa-
rové smycky na Stétkovité chromozémy. Ve smyckach dochazi k masivni produkci protein( a
RNA (Bachvarova, 1974). Zhruba 20% rRNA méa polyzomalni formu a zbyla Cast je v
translaci neaktivni. Aktivnim se stava az béhem Casné embryogeneze (Gosden et Bownes,
1995; Guraya, 2000).

Interakce somatickych bunék s oocytem je dllezita pro vyvoj oocytu. Ziskavani sub-
stratd pro energeticky metabolismus je uskuteciiovano pomoci gap junctions. Zdrojem nukle-
otid(l, aminokyselin a fosfolipid( jsou somatické buriky a ty také zachovavaji stadlost mMRNA a
iontd ve zvétsujicich se oocytech. Pocet granuléznich bunék, které obklopuji oocyt je pfimo
zavisly na rychlosti rlistu oocytll (Hunter, 2000).

Folikulogeneze

Béhem rlstu oocytu probiha také rlst folikulu. Tvofi se druha vrstva granuléznich bu-
nék kolem oocytu. Timto je pFiznany sekundarni folikul (Hunter, 2000). Dale dochazi
k diferenciaci burniek okolo oocytu do theca interna a externa a vznika tak tercialni folikul
(Fair, 2003). Rdst je bezmala dokoncen v prase¢im folikulu o velikosti 1,8 mm (Motlik et
Fulka, 1986).



3.1.3 Féze zrani

Tato faze zaCina v prenatalnim obdobi a je zakonéena u vétsiny druhd savel pred ovu-
laci. Je nutné zde zdiraznit rozdil mezi meiézou a zranim, jelikoz zrani je jen Usek meidzy
(Motlik et Fulka, 1986).

Zakladnim principem faze zrani je prdbéh prfemény primarniho oocytu na oocyt
sekundarni. Jiz v prenatalnim obdobi probéhly pocatky faze zrani, doslo k zastaveni dozravani
primarniho oocytu, které je dokonceno pred ovulaci. Podstatnym znakem je vymizeni jaderné

membrany a vznik déliciho vieténka.

Pro fazi zréni je typicky rozpad z&rodecného vacku a kondenzace chromatinu. Déle
dochazi k formaci déliciho vieténka, vydéleni prvniho pdlového téliska, k pfechod mezi mei-
ozou | a meiozou Il, k potlaeni S-faze a nastupuje druhy blok meiozy (Schmitt a Nebreda,
2002).

Dokonéeni meiozy u ovulovanych oocytll se separovanymi chromozomy a s vydéle-

nym druhym pélovym téliskem probiha az po oplozeni. (Wassarman-Albertini, 1994)

Druhé zraci déleni je dokonceno jediné v pfipadé oplozeni. Pak dochazi k oddéleni

dal$ich chromozom(l s malou ¢asti cytoplazmy a vznika sekundarni polocyt.

LH vIna znovu zahajuje meiozu in vivo. LH signal (OMI, Oocyte Maturation Inhibi-
tor) je prFiinou pri odstranéni jednoho ¢i vice faktor(, napfiklad inhibitoru zrani oocytd.
Opusténi oocytu z intrafolikularniho prostfedi je priCinou znovuobnoveni meiozy in vitro
(Stojkovic et al., 1999, Fan et al., 2002).

Oocyt vstupuje béhem faze zrani do metafaze prvniho zraciho déleni, rozpada se zéro-
decny vacek (GVBD, Germinal Vesicle Breakdown), probihd kondenzace chromozémi a také
i vydélovani prvniho polového téliska (Sharma et Chowdhury, 1998). PferuSeni meiozy pro-
bih& na konci této faze zrani v metafazi druhého meiotického déleni. Tento proces meidzy
v metafazi Il je pojmenovan jako druhy meioticky blok (Motlik et Kubelka, 1990; Swann,
1993; Lawrence et al., 1997). U prasete je mozno pozorovat pét stadii zmén vnéjsi stavby
zarodecného vacku béhem GVBD (Sun et al., 2004). Stadium GVO je typické pro rozptyleni
chromatinu ve veSkeré jaderné oblasti, faze GV1 je charakteristicka po¢atkem kondenzace a
vytvarenim prstencovitého ¢i podkovovitého atvaru kolem jadra (Motlik et Fulka, 1976; Gu-
thrie et Garrett, 2000; Sun et al., 2004). Ve stadiu GV2 se shromazduje chromatin v blizkosti
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jadra. Ve fazi GV3 se rozpada podkovovita struktura a tvofi se zéklad filamentarni sité. V
nasledujicim stadiu GV4 se ztraci jadernd membréna a neni patrné jaderko (Motlik et Fulka,
1976, Tan et al., 2009).

Féaze zréni je charakteristickd dvéma hlavnimi postupy zrani, konkrétné jadernym
a cytoplazmatickym (Wolf et Zelinski-Wooten, 2001).

Zarodecny vacek (GV, Germinal Vesicle) je ohraniCen nejprve celistvou jadernou
membranou, po zahajeni zrani se ale membréana zvini disledkem rozpadu zarodecného vacku.
Koneény vzhled membréany je v podobé dubleti spojenych s endoplazmatickym retikulem,
jejichz pritomnost je vyuZivana k opétovnému pozdéjSimu vytvoreni prvojaderné a jaderné
membrany (Wassarman, 1988). Ve stadiu diktyotene nastava kondenzace chromozomd na
vnitfnim ohraniceni jaderné membrany, na konce chromozémd prestupuji chiasmata. Telocen-
trické bivalenty jsou tvaru pismene V v pfipadé témér dokoncené kondenzace a mnohdy jsou
spojeny s pozlistatky jaderné membrany. Ve vysoké mife kondenzace probihd seskupovani
chromozomdl, ztraceji sva propojeni s fragmenty obalu jadra a rovnaji se do ekvatorialni rovi-
ny (Calarco, 1972; Wassarman, 1988).

Spojeni centromer s mikrotubuly se objevuje spolu s GVBD a kondenzaci chromozo-
ml a tvofi se také dal$i organizacni centra mikrotubulll (MTOCSs, microtubule-organizing
centers), ze kterych vystupujici mikrotubuly zasahuji az do nukleoplazmy (Thibault et al.,
1987). Pomoci kinetochoru zde dojde k napojeni na kazdou chromatidu homolognich chro-
mozémd a spolecné s mikrotubuly se tvofi prvni meiotické délici vieténko (Calarco, 1972;
Alberts et al., 1998, Miao et al., 2012). Centrioly chybi na vrcholech délicich vietének
(Wassarman, 1988). Velké mnozstvi mitochondrii, granul a vakuold se nachazi v okoli déli-
cich vietének (Motlik et Fulka, 1976; Hafez et Hafez, 2000).

Béhem prvniho meiotického déleni probihd vyména genetického materidlu soucasné i
meioticky crossing over. V péarech homolognich chromozomi dochazi k vyméné homolo-
gnich segmentl DNA mezi nesesterskymi chromatidami, diky ¢emuz nejsou vytvorené game-

ty mezi sebou identicke.
Prvni meiotické déleni

Déleni profaze prvniho meiotického déleni je v péti stadiich: leptotene, zygotene, pa-

chytene, diplotene a diakineze.



Dalsi faze je metafaze |, ve které je typické srovnani sparovanych homolognich chro-
mozomd do ekvatorialni roviny a orientace centromer(i k opacnym pdliim vreténka. Uspora-
dani je do bivalentl a pfemistuji se pomoci depolymerovanych kinetochorovych mikrotubuld
u kinetochoru (Alberts et al., 1998, Mc Ginnis et al., 2012).

Nésledujici faze je anafaze I., v niZ se pohybuji oba homologni chromozomy kazdého
bivalentu samostatné a jejich centromery se sesterskymi chromatidami jsou situovany k proti-
lehlym pélim buriky. Tento proces se nazyva disjunkce. Dochazi k redukci poctu chromozo-
mU na polovinu a haploidni po¢et chromozomd plati pro kazdy bunéény produkt prvniho me-
iotického déleni. Nezavisle na sobé probiha rozdélovani bivalentd vytvareni ndhodnych kom-
binaci plvodni otcovskou a matefskou sadou. Diky crossing-overu vzrista proménlivost ge-
netického materialu preneseného z rodice na potomka (Wassarman, 1988; Eppig, 1991).

Vv s

V pribéhu telofaze | se v protéjsich pélech buriky obé haploidni sady chromozomi
shluknou a nastane vydéleni prvniho pdlového téliska s polovinou genetického materialu.
Soucasti prvniho pdloveho téliska jsou mimo dalSi bunécné organely také mitochondrie, ri-
bozomy a kortikalnich granula (Zamboni, 1970; Wassarman et Fujiwara, 1978).

Obr. 3.1 Oocyt s prvnim polovym téliskem a zona pellucida (Malenovskd, 2013)
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Tab. 3.1 Prehled prvniho meiotického déleni

Leptotenni kondenzace a parovani chromosomi
Zygotenni formovéani synaptonemalniho komplexu
AR RS | Pachytenni | crossing over
Diplotenni rozvolnéni synaptonemalniho komplexu
. vymizeni jaderného obalu
PROMETAFAZE I
i sefazeni chromosom do ekvatorialni roviny

METAFAZE |

ANAFAZE | pohyb chromosomu k opacnym pélum

TELOFAZE | prfechod z meidzy | do meiozy Il

Druhé meiotické déleni

Stadium zdvojeni DNA nepfedchazi druhému meiotickému déleni (Motlik et Kubelka,
1990). Do meidzy 11 vstupuji buriky s haploidnim poctem chromozomd. U téméF vSech savci
dochazi v metafazi 1l k druhému zastaveni bunécéného cyklu. Ukonceni meiozy je mozné jen

za predpokladu oplozeni nebo partenogenetické aktivace (Sun et Nagai, 2003).

Syntéza a skladovani Sirokého spektra molekul neni jedinou podminkou cytoplazma-
tického zrani. Déle je dilezita také modifikace molekul a jejich spravné vyuziti pfi konecném
zrani a oplozeni (Lodish et al., 2008). Na zacatku embryogeneze probiha reorganizace orga-
nel, skladuje se mMRNA a proteiny, které plsobi v pribéhu celé faze zrani (Brevini-Gandolfi
et Gandolfi, 2001; Sirard et al., 2006). P¥fi zméné z faze GV do metafaze Il dochazi
k preskupovani Golgiho aparatu, endoplazmatického retikula, ribozémi i mitochondrii. Lo-
komoce téchto organel je umoznéna pomoci cytoskeletarnich mikrofilament a mikrotubulli
(Ferreira et al., 2009).

U prase€ich oocytll kultivovanych in vitro mize dojit k deficitu cytoplazmatickych
faktor(, ktery je pricinou vyvojové nekompetence. Procesy cytoplazmatického a jaderného
zrani jsou koordinovany tak, aby byly dokonceny soucasné (Hunter, 2000). Proces cyto-

plazmatické zréni je dale udrZovan v pfipadé zablokovani jaderného zrani inhibitorem
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MG132. K jeho akceleraci dojde po nasledujici stimulaci jaderného zrani (Chmelikova a kol.,
2004).

3.1.4 Faktory ovliviujici oogenezi

3.1.4.1 MPF (M-phase Promoting Factor)

Maturation/M phase-promoting factor (MPF) je univerzalni bunécny mitoticky i meio-
ticky regulator (Stojkovic et al., 1999). MPF se fadi mezi protein kindzy. Jde o heterodimer,
ktery se sklada z regulacni a katalytické podjednotky (Nurse, 1990).

Serin/threonin protein kindza p34cdc2 z rodiny tyrosinovych cyklin dependentnich ki-
naz tvori katalytickou podjednotku (Fulka et al., 1998). Podjednotkou regulace je cyklin B
(Dunphy et al., 1988, Gautier et Maller 1988, Gautier et al. 1989). V posledni dobé bylo do-
kazano, Ze soucasti komplexu MPF mdZe byt GWL - kinaza Greatwall (Hara et al., 2012,
Dupre et al., 2013).

Spojeni obou podjednotek vytvari zaklad aktivace MPF (Gautier et al., 1991, de Van-
tery et al., 1997). Takto se vytvari neaktivni komplex, pre-MPF, jenz se vyskytuje v rlistové
fazi oocytd. Syntéza a degradace cyklinu B je zakladnim kontrolnim bodem ke vzniku kom-
plexu pre-MPF (Murray et Kirschner, 1989). Vznik pre-MPF plisobi na zmény hladin cyklinu
B a dochézi tak po konecné aktivaci komplexu MPF k regulaci faze bunééného cyklu v pri-
béhu meidzy (Brunet et Maro, 2005). Aktivace nashromazdéného komplexu pre-MPF
Vv 0ocytu je potfebnd pro znovuzahajeni meidzy (Motlik et Kubelka, 1990).

Hladina fosforylace a aktivni syntéza proteind v burice souvisi se stavem aktivity MPF
(Prochazka et al., 1989, Chen et al., 2000). Regulace fosforylaci MPF je jak negativni, tak i
pozitivni. Diky inhibi¢ni fosforylaci p34cdc2 je pre-MPF drZen v neaktivnim stavu (Marlovits
et al., 1998). Priibéh tohoto procesu se uskuteciuje na tyrosinu 15 a threoninu 14 (Touny et
Banerjee, 2006). Na threoninu 161 dochazi k fosforylaci k dosaZeni aktivace komplexu
p34°2 pomoci protein kindzy CAK (cdc-aktivagni kinaza) (Clarke, 1995).

Pokles v aktivité MPF nastavd béhem meiotického zrani oocytli (Mattiloli et al.,
1991). Nejprve tedy dojde ke zvySeni aktivity MPF v metafazi prvniho meiotického déleni a
az z dlvodu prechodu z metafiaze do anafaze klesa aktivita MPF (Kishimoto et Kariatani,

1976; Motlik et Kubelka 1990). Komplex podporujici anafazi (Anaphase Promoting Com-
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plex, APC) je odpovédny za pokles MPF (King et al., 1996). Diky APC je moZné pfipojeni
ubikvitinu na cyklin B a ten je pak rozeznan a degradovan proteazomem (Glotzer et al.,
1991).

V metafazi druhého meiotického déleni dochazi opét ke zvyseni aktivity MPF pro-
stfednictvim niZe popsaného cytostatického faktoru (CSF), jejimZz ukolem je udrZet po celou
dobu zastaveni meiotického zrani aktivitu MPF na vysoké Urovni v metafazi 1l (Murray
et Kirschner, 1989).

Pro spravny pribéh faze zrani je nutna aktivita MPF. M4 hlavni roli pri Fizeni déj,
které vedou ke zformovani funkéniho déliciho vieténka (Hunter, 2000) a je dilezZity pfi inici-
aci segregace chromozomU (King et al., 1996). Uplatfiuje se pri reorganizaci intermedialnich
filament, béhem kondenzace chromozom(i a také pfi preskupeni mikrofilament (Stojkovic et
al., 1999).

3.1.4.2 MAP kinaza (Mitogen Activated Protein Kinase)

MAP kindzy maji dlleZitou roli pfi prenosu extracelularniho signalu uvnitf buriky a
proto jsou téZ nazyvany jako extracelularné regulované kinazy (ERK). Zafazuji se do skupiny
serin/threonin protein kinaz (Haccard et al., 1993). V prlbéhu zrani savéich oocytd maji vy-
sokou aktivitu (Haccard et al., 1993). Davis (2000), Schaeffer a Weber (1999) rozdéluji MAP
kindzy na tfi podskupiny: ERK, JNK a p38 MAP kinazy. MAP kinazy jsou v rostoucich oocy-
tech umistény pouze v cytoplazmé a k pfesunu do z&rodecného vacku dochazi na poCatku faze
zréni (Stojkovic et al., 1999). MAP kinazy se podileji na prenosu signalu indukujiciho zacatek
zréni do jadra z cytoplazmy (Inoue et al., 1998). Aktivace MAP kinaz nastava 2 hodiny po
GVBD pri spontannim zrani mysich oocytd (Lu et al., 2001). Jinak je tomu u drapatky, zde
probiha aktivace MAP kinaz jesté pfed stadiem GVBD (Kosako et al, 1994), podobné je tomu
i v pfipadé prasete (Josefsberg et al., 2003). U narusene aktivity MAP kinaz nebyl prokazéan
vliv na zahajeni meidzy v prasecich oocytech oproti vysledkiim pokusl provedenych u oocytl
drapatky (Xenopus) (Josefsberg et al., 2003). Je dokazano, Ze rozpad zarodecného vacku u
prasat probihd i pfi znemoZnéni nastupu aktivity MAP kindz pomoci inhibitoru MEK (Tong et
al., 2003). I tak Josefsberger (2003) uvadi, Ze aktivni MAP kinazy jednoznacné urychluji roz-

pad injikovaného zarode¢ného vacku prasat.

V pFipadé prasete jsou stanoviska na dobu aktivace MAPK zna¢né odlisna. Goudet et

al., 1998 uvadi, Ze dochazi k soucasné aktivaci MPF a MAP kinaz. DalSi studie dokazuje, Ze
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jako prvni probiha aktivace MPF a aZ potom jsou aktivovany MAP kinazy (Inoue et al.,
1998).

MAP kinédzy indukuji opétovny zaCatek meidzy u drapatky a v oblasti zrani se zicCast-
fuji prevodu signalu z cytoplazmy do jadra (Stojkovic et al., 1999). Vyznamné se Ucastni
regulace dynamiky mikrotubuld (de Vantery et al., 1997) a ovliviiuji velikost a extruzi prvni-
ho pélového téliska (Choi et al., 1996). Villa-Diaz et Miyano (2004) uvadi, Ze zaujimaji dlle-
Zitou roli v metafazi 11 béhem druhého meiotického bloku.

MAP kindz dochazi aZz po aktivaci MPF. Velké mnoZzstvi autorli jsou presvédceni
0 aktivaci MAP kinaz jesté pfed GVBD a pred aktivaci MPF (Inoue et al., 1998, Wehrend et
Meinecke, 2001; Villa-Diaz et Miyano, 2004). MAP kinazy prokazuji oproti MPF vysokou
aktivitu v procesu celé faze zrani. AZ po oplozeni Ci po partenogenetické aktivaci dochazi
k poklesu této aktivity (Sun et al., 2001, Zhang et al., 2001).

3.1.4.3 CSF (Cytostatic Factor)

Poprvé byl CFS objeven v oocytech obojzivelnik( a souvisi s aktivitou komplexu fak-
torll pfitomnych v cytoplazmé, ktera potlauje zménu z metafaze Il do anafaze 1l (Masui et
Markert 1971; Clarke et al., 1988).

Zvysena aktivita CSF byla popsana v procesu metafaze Il a jiz nedlouho po oplozeni
se vyrazné jeho aktivita snizuje. CSF reguluje také priibéh partenogenetické aktivace nebo
proces oplozeni (Schmidt et al., 2006). Aktivni katalytickd soucast CSF se nazyva Mos, jde
o serin/threonin kinazu, ktera je produktem proto-onkogenu c-mos. Je nepostradatelna jak pro
meioticky blok oocytll v MII, tak i pfi aktivaci MPF v procesu meidzy | all (Yew et al.,
1992; Hunt, 1992).

Inhibice APC je jednou z vyznamnych funkci CSF. APC sniZuje hladinu MPF pomoci
degradace cyklinu B a podili se timto na uvolnéni z metafazniho bloku (Stojkovic et al.,
1999). Mos je jednim z prvki aktivni katalytické slozky CSF. (Watanabe et al., 1989, Yew et
al., 1992). Spojeni Mos a CSF bylo prokazano ve studii provedené u mysi. (Colledge et al.,
1994; Hashimoto et al, 1994). Aktivitu MAP kinazy pfes MEK ovliviiuje Mos (Verlhac et al.,
1994). Protein p90Rsk (ribozomalni protein S6-kinaza) fosforyluje s MAP kindzou a p90Rsk
také aktivuje protein Bubl, ktery pomoci proteinii Madl a Mad2 inhibuje APC. Takto je za-
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jisténa blokace moZnosti APC degradovat cyklin B v proteazomech. Diky tomuto procesu
neklesne hladina MPF (Yamano et al., 2004).

Udrzeni druhého meiotického bloku je nejpodstatnéjsim ukolem CFS. CSF inhibuje
¢innost mikrotubularnich motor( a tak udrZzuje neporusené délici vieténko, timto zplisobem je

moZno pomoci CSF zadrZet oocyt v metafazi Il (Shiina et al., 1992).
3.1.4.4 Cyklické nukleotidy

Cyklické nukleotidy jsou vyznamnymi regulatory meiotického zréni, jedné se hlavné o
guanosinmonofosfat (cGMP) a cyklicky adenosin (CAMP) (Bevers et al., 2002).

Rozpad zarodecného vacku je blokovan (Sengoku et al., 2001) v pFipadé, Ze je béhem
kultivace oocytli mysi uplatnén inhibitor fosfodiesterazy (fosfodiesteraza $tépi cAMP) nebo
analog cAMP dibutyrylcyklicky adenosinmonofosfat (dbcAMP), aktivator adenyl cyklazy
(katalyzuje vznik cAMP z ATP) Ci isobutyl metylxantin (IBMX). Prestoze kondenzace chro-
mozomU{ byva zahajena, témér pred vznikem kompaktnich bivalent( se zastavuje (Wassar-
man, 1988). Pravdépodobné dochézi k plisobeni cAMP pres cAMP dependentni protein kina-
zu. Podil na aktivaci této kaskady méa nejspiSe rlistovy hormon (Sirard et al., 2001). Katalytic-
ka podjednotka (K) a regulacni (R) jsou dvé podjednotky enzymu cAMP dependentni protein
kindzy (PAK) (Wassarman, 1988). V pfipadé, Ze RK komplex neni enzymaticky aktivni, do-
jde k rozpadu komplexu inhibi¢ni podjednotky pomoci vazby cAMP k R a také je aktivovana
K podjednotka kindzy. Meiéza je zastavena fosforylaci jistych protein(l protein kindzou. Po-
kud je Grovert cAMP nizka mlZe dojit k defosforylaci fosfoproteinli v oocytu a tak k zacatku
meiotického zrani (Wassarman, 1988). Zplsobem, kterym je mozno snizit hladinu cAMP
v oocytu je zvysit hydrolytickou degradaci oocytu fosfodiesterazou, popfipadé zastavit prenos
cAMP z granul6znich budén pres gap junction do oocytu (Sengoku et al., 2001).

Enzym cGMP pravdépodobné zvySuje aktivitu fosfodiesterazy (Denninger et Marletta,
1999). Oproti tomu Dekel et al. (1988) udava, Ze ke znovuzahajeni meiotického zréani
vV oocytu je nutné v prvni fadé zvySeni intracelularni hladiny cAMP a aZ potom jeji snizeni.

Podle téchto autord je zvyseni i snizeni hladiny cAMP odezvou na predovulaéni LH vinu.
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3.1.4.5 Vapnik

lonty vapniku maji v bunécnych signalnich drahach velmi dlleZitou roli. K jejich
funkci patfi prenaseni intracelularnich signald, regulace fyziologickych procesd, hlavné kon-
trakce a relaxace svalového vlakna, membranovéa excitabilita, bunécny a mitochondridlni me-
tabolismus, proteosyntéza, priibéh bunééného cyklu a apoptdza. Podstatna role vapniku je i
v pribéhu meiotického zrani (Homa et al., 1993) a oplozeni oocytli (Yanagimachi, 1981,
1994; Miyazaki, 1991).

K uloZeni vapniku slouZi depozita, kterd reprezentuji pfedevSim endoplazmatickeé re-
tikulum a mitochondrie. Hladina vapenatych iontl je v cytosolu na velmi nizké Grovni. (Cla-
pham, 1995; Nader et al., 2012). Karyoplazma, vakuoly, mitochondrie a povrchy lipidovych

granul jsou hlavni depozita iont(i vapniku v prase¢im oocytu.

Koordinaci protichfidnych mechanizmd iontovymi kanaly specifickymi pro Ca?* a
Ca*" transportujicimi ATPazami reguluje koncentrace extracelularnich vapenatych iontd. Ote-
vienim Ca** kanal® je umoznén prechod véapniku do cytosolu. Ca** kanaly reprezentuji hlavné
dvé signalni kaskady. Jedna se o trifosfatove receptory (IPsR) - dréha vyuZivajici inositol
1,4,5 a drédhu vyuZivajici ryanodinové receptory (RyR) (Clapham, 1995; Petr et al., 2002).
Diky ATPazovych SERCA pump (Pozzan et al., 1994) mlZe probihat transport vapniku

opacnym smérem.

Membranovy protein fosfolipaza C (PLC) je na pocatku inositolfosfolipidové signali-
zace IP3R drahy. Jde o enzym, ktery pomoci hydrolytické aktivity Stépi fosfatidylinositol - 4,
5 - bisfosfat (PIP?). Inositol - 1, 4, 5 - trifosfat (IP%) a 1, 2 -diacylglycerol (DAG) jsou dvé
signalni slougeniny, produkty hydrolyzy katalyzované PLC. IP? volné difunduje cytozolem
po opousténi plazmatické membrany (Sun, 2003).

Ve vSech eukaryotickych burikach se vyskytuje kalmodulin (CaM). Sklada se ze 148

aminokyselin, je to maly, acidicky protein o molekulové hmotnosti 17 kDa.

Kalmodulin dependentni proteinkinazy (CaMK) a proteinfosfatazy jsou soucasti pro-
teinfl, které vytvari funkéné zménény komplex pomoci navazani komplexu Ca®*-kalmodulin
(Tunquist et Maller, 2003). Kalmodulin dependentni kinaza CaMK 1l zaujima nezastupitelnou
pozici ve vyvoji oocytd. Aktivovana CaMK Il se diky Ca2+ iontll Gcastni iniciace degradace
cyklinu B, jenZ tvofi soucast MPF (Lorca et al., 1993).
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Béhem zréni oocytu se postupné vyviji schopnost uvolnit vapnik z vnitrobunécnych
zasob. Tato schopnost je nepostradatelna po oplozeni oocytu k zahajeni vyvoje. (Carroll et al.,
1994; Mehlmann et Kline, 1994).

3.1.4.6 Gasotransmitery

Sirovodik, oxid dusnaty a oxid uhelnaty jsou soucasti skupiny mediator(i nazyvanych
gasotransmittery (Wang, 2002). Jde o nevelké plynné molekuly, které jsou syntetizovany v
bunkach enzymy a jejich syntéza je pfisné regulovana. Snadno prostupuji pfes plasmatickou
membranu a mohou mit mnoho autokrinnich, endokrinnich i parakrinnich efektd (Wang,
2004)

Gasotransmitery se nezavislym zplsobem na receptorech Gcastni bunécné signalizace.
Jsou typické rychlou degradaci, endogenni produkci, specificitou cilovych molekul a spolu-
praci mezi sebou (Pae et al., 2009).

Oxid dusnaty

Oxid dusnaty (NO) je volna dvouatomova molekula s mimofadnym bioregulacnim vy-
znamem Vv bunkach. Jeji ukol nebyl jesté v poloviné 80. let minulého stoleti znama, i kdyz
byla popsana uz pred vice nez dvéma sty lety. NO difunduje pfes bunécné membrany a regu-
luje funkci bunék béhem fyziologickych i patologickych procesd (Dixit et Parvizi, 2001; Bu
et al., 2003)

Oxid dusnaty je vsav€ich bufkach syntetizovan enzymem NO-syntazou (NOS)
(Nathan a Xie, 1994). NOS katalyzuje preménu aminokyselny L-agininu na L-citrullin, pfi-
¢emz vznik4 také molekula oxidu dusnatého. K reakci je nutny jako substrat nikotinamidade-
nin-dinukleotid fosfat (NADPH) a kyslik.

Mezi kofaktory, které jsou zapojené do péti elektronové oxidacni reakce N® atomu gu-
anidinu z L-argininu patfi: flavinmononukleotid (FMN), nikotinamidadenin-dinukleotid fos-
fat (NADPH), tetrahydrobiopterin (H4B), flavinadenindinukleotid (FAD) a skupina hem ob-
sahujici Zelezo (protoporfyrin IX). NO nedisponuje v tkanich dlouhou Zivotnosti, jeho poloCas
rozpadu je 3 — 5 sekund.

Ucast NO je nezastupitelnd pfi Fizeni regulace reprodukce samic. Gonadotropin relea-
sing hormon je diky nému regulovan na Grovni hypotalamu (GNRH), ktery spousti vyplaveni
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gonadotropind aktivaci NNOS v hypofyze (Rosselli et al., 1994). Podili se na navozovani ovu-

lace, na relaxaci myometria a take na luteolyze (Yang et al., 2003).

Vyznamna Uloha neurotransmiteru NO v organismu spociva v Sifeni nervoveho vzru-
chu. NO je pritomen pfi vazodilataci krevnich cév (Aberts et al., 1998) podili se na procesu
proliferace a diferenciace bunék ( Hattori et al., 1996) a také je pfitomen u apoptdzy (Stefa-
nelli et al., 1999).

Nervova NO - syntaza (nNOS) je nazyvana taktéz jako typ I, NOS-I a NOS1. Hlav-
nim mistem vyskytu nNOS je nervova tk&n mozku (Bredt et al., 1990). nNOS byla detekova-
na ve vajeCniku v prasecich oocytech (Kim et al., 2005). Béhem meiotického zrani in vitro
byla potvrzena G€ast proteinu nNOS v prasecich oocytech i v kumularnich burnikach (Chmeli-
kova et al., 2010).

Indukovatelnd NO - syntaza (iNOS) je také pojmenovavana jako typ Il, NOS-II,
NOS2. Jeji prvni nalez je dokumentovan v makrofagu mysi. (Nathan et Xie, 1994, Hattori et
al., 2000). Pritomnost iNOS je prokazana také ve folikulech savéich vajecnikd (Jablonka -
Shariff et Olson, 1997). Aktivita iINOS je oznatovéna jako Ca?* independentni, protoZe jeji
soucasti je vzdy pevné navazany kalmodulin (Rosselli et al., 1998; Alderton, 2001).

Endotelialni NO - syntaza (eNOS) oznacovana jako typ I11, NOS-I1I, NOS3. Poprvé
byla nalezena v cévnich endotelovych burikach (Bredt et al., 1990, Alderton, 2001). eNOS
byla popsana krom jinych tkani taktéZ jako indukovatelna NO ve folikulech savéich vaje¢nikii
(Jablonka - Shariff et Olson, 1997). Endotelialni NO je Ca?* dependentni, taktéZ jako izofor-
ma nNOS (Janssens et al., 1992). eNOS se nachazi v kumularnich bunkach prasete,
v oocytech a endotelidlnich burikach (Tao et al., 2004). Déle je jeji pritomnost popisovana i
v oocytech prasete a v bufikach granul6zniho typu béhem folikularniho vyvoje (Kim et al.,
2005). Izoforma eNOS byla ve stadiich GV, Ml a MII v priibéhu meidzy oocytl in vitro nale-
zena v praseCich oocytech a kumularnich burikdch (Chmelikova et al., 2010).

H2S (Sirovodik)

Molekulu bezbarvého plynu sirovodiku (neboli sulfanu) je tvori jeden atom siry a dva
atomy vodiku. Je endogenniho pdvodu vytvoreny z cysteinu enzymem 3-merkaptopyruvatem,
enzymem cystathion beta-syntdzou (CBS) a cystathion gamma-lyazou (CBE) (Kamoun,
2004). CBS je dulezity pro reprodukéni cyklus samice. Nachazi se ve vajecniku s nejsilngjsi
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expresi ve folikularnich burikach ve vSech stadiich. Exprese tohoto enzymu v oocytu dosud
neni priikazna. CBS podporuje rast folikul(l, ma vliv na plodnost, pravidelnost a délku estral-
niho cyklu. CBS je podstatny v dobé zrani oocytu (Zhu et al., 2011).

3.1.4.7 Protein fosfatazy

Jednéa se 0 enzymy, které maji schopnost defosforylovat fosfatové ionty a molekuly s
volnou hydroxylovou skupinou na rozsah substratd hydrolyzou monoesteru kyseliny fosfo-
recné. Nejveétsi vyznam spocCiva v regulaci mitotického i meiotického bunécného cyklu (Wang
et al., 2004; Mochida et al., 2010; Domingo-Sananes et al., 2011; Mochida et Hunt, 2012).
Pro spravny priibéh meiotického zrani oocytd je pfedevsim synchronni spoluprace mnoha
protein kinaz a protein fosfataz (Smith et al., 1998; Swain et al., 2003; Wang et al., 2004;
Adhikari et al., 2012). Ke skupiné protein fosfataz se fadi také fosfataza 2B, kalcineurin.

3.2 Fosfataza 2B

Kalcineurin byl objeven vroce 1976 Wangem a Desaiem byl poprvé detekovan v
mozkové tkéani skotu (Wang et Desai, 1976). Béhem 80. let vyzkum prokéazal pfitomnost kal-
cineurinu v dalSich tkanich rlznych Zivocisnych. Je nepostradatelnym Gcastnikem Fady proce-
sti, které pomoci Ca** dependentni signalizace maji vliv na buné&nou odpovéd. Prostrednic-
tvim Ca?" dependentni signalizace ovliviiuje kalcineurin také &innost iontovych kanall a
zmény v genové transkripci (Rusnak et Mertz, 2000). Spoluplsobeni kalcineurinu s velkou
skupinou substrat(i a souvisejicich protein(i je nezbytna k spravnému pribéhu mnoha biolo-
gickych funkci. Kalcineurin je jedina znama fosfataza, u které je prokazéana nezbytnost Ca?* a
kalmodulinu k jeji aktivaci (Kingsbury et Cunningham, 2000).

3.2.1 Struktura a izoformy fosfatazy 2B

Fosfatdza 2B nazyvana také jako kalcineurin se fadi do skupiny serin/threonin protein
fosfataz 2. typu. Cilem téchto fosfataz jsou fosfothreonin a fosfoserin. Protein fosfatazy 2.
typu jsou rozdéleny podle vztahu ke dvojmocnym iontlim nestejnych prvk( na enzymy PP2B,
PP2A a PP2C (Cohen, 1989). Citlivost k inhibitor(im i substratova specifita je u téchto fosfa-
taz vzajemné odliSnd. U PP1, PP2A a fosfatazy 2B je zfejma evolucni spojitost a jejich sou-

Casti jsou homologni aminokyselinové sekvence (Shenolikar et Nairn, 1991).
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Fosfatéza 2B je molekula heterodimerického typu aktivovana kalmodulinem a Ca®*
ionty. Kalcineurin prednostné defosforyluje peptidy s bdzemi aminokyselin na dusikatém
konci (Yamashita et al., 2000). Zinek a Zelezo jsou prvky obsazené v aktivnim katalytickém
centru. Katalytickd podjednotka, kalcineurin A a regulaéni podjednotka kalcineurinu B jsou

soucasti heterodimerické struktury kalcineurinu (Klee et al., 2000).

U savcl existuji tfi rlzné izoformy kalcineurinu A - CnAa, CnAB a CnAy. Na tfech
riznych genech PPP3CA, PPP3CB a PPP3CC dochazi k expresi izoforem katcineurinu A
(Kincaid, 1993). U savcl je rozsah molekulové hmotnosti podjednotky A podle izoformy
v rozmezi od 57 do 59 kDa (Rusnak et Mertz, 2000).

Izoformy B1 a B2 jsou dvé riizné izoformormy kalcineurinu B s molekulovou hmot-
nosti 18 kDa aZ 19 kDa (Chan et al., 2005).

Izoforma kalcineurinu Aa a AP je funkCné spojena s izoformou kalcineurinu B1, izo-

forma kalcineurinu Ay je ve funkéni souvislosti s izoformou kalcineurinu B2 (Kincaid, 1995).

Moznost vazby vapenatych iontd ma podjednotka kalcineurinu B. Také specificka
vapnikova vazebnd mista koduje gen pro kalcineurin B, a to Ctyfi EF-hand motivy Fetézce
polypeptidd, které zajistuji modulace konformace kalcineurinu B hned navazani véapniku.
Niz&i afinitu k Ca®* iontlim maji dvé z téchto vazebnych mist. Regula¢ni Glohu zajistuje ob-
sazeni téchto mist pfedevSim stimulaci aktivity kalcineurinu a moZnosti navazat kalmodulin
do cilové oblasti kalcineurinu A. (Kakalis, 1995; Yang et Klee, 2000). Vy3si afinita k Ca**
iontlim je zfejma u dalSich dvou vZdy obsazenych vazebnych mist. Nazyvaji se strukturalni
mista kalcineurinu, protoZe ustaluji heterodimerickou strukturu (Gallagher et al., 2001).

RozlozZeni izoforem obou podjednotek je ve tkanich riizné. Chang et al, 1992 uvadi,
Ze v mozku je nejvyssi exprese kalcineurinu Ao a je prokazana také v dal$ich tkanich rdznych
zivo€isnych druhd (Awumey et al, 1999). Mozek, ledviny, osteoklasty a srde¢ni svalovina
jsou tkané, kde se nachazi izoforma kalcineurinu A (Awumey et al, 1999, Heineke et Molken-
tin, 2006, Moz et al, 2004). TaktéZ mozek, ale i krev jsou mista nalezu kalcineurinu A-y (Mu-
rata et al, 2008). V rliznych typech buriek se vyskytuje izoforma B1 kalcineurinu B a spojuje
sesaa B izoformami kalcineurinu A. Jediné misto detekce izoformy B2 kalcineurinu B jsou
varlata (Ueki et al, 1992).

V mozku je koncentrace kompletniho heterodimeru kalcineurinu nejvyssi. Také tuko-
va tkan, plice, varlata, sitnice, placenta, ledviny, T a B lymfocyty, srdce, buriky nadledvinek,
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zadni mozek, osteoklasty, micha, krevni desticky, slezina, bufiky slinivky bfisni, jatra, brzlik,
spermie savcd, Stitnd ZIaza a kosterni svaly jsou mistem, kde se vyskytuji obé podjednotky
kalcineurinu (Li et al., 2011). V praseCich lymfocytech, cévach, kosternim i hladkém svalstvu
byl také potvrzen nalez kalcineurinu (Chantler, 1985; Hamada et al, 2010; Depreux et al,
2010) a také v gametach samctl (Tash et al, 1988).

3.2.2 Aktivace fosfatazy 2B

Mnoho nezbytnych konformacnich zmén provazi priibéh aktivace fosfatazy 2B.

Zahajeni téchto zmén je uskuteénéno navazanim Ca®* iontll na kalcineurin B. Pak je
umoznéna vazba kalmodulinu i pfemisténi autoinhibi¢niho peptidu vetné aktivity fosfataz
(Stemmer et Klee, 1994; Yang et al., 2000). Bylo prokazéno, Ze existuje moznost premisténi
autoinhibi¢niho peptidu pomoci interakce kalmodulinu s dalSimi oddily regulacni slozky kal-
cineurinu A (Shen et al., 2008).

Zména intracelularni hladiny vapniku je podstatou procesu regulace aktivity kalcineu-
rinu in vivo. Nizka koncentrace Ca?* iontél znemozZni kalcineurinu navazéani kalmodulinu a
proto nenf v aktivni formé. Pro navazani Ca’* na podjednotku B je nezbytné zvyseni mnoZstvi
vapniku. Mnozstvi volnych iontli hof¢iku a kalmodulinu jsou dal$i faktory, které maji vliv na

aktivitu fosfataz kalcineurinu (Li et al., 2011).
3.2.3 Cilové proteiny fosfatazy 2B

3.2.3.1 ,,Scaffold proteiny

~Scaffold” protein je dlleZita bilkovina v oblasti rlstu tkani. VSechny jeji funkce jsou
zatim neznamy, nicméné se povaZzuje za proteinové leSeni pro tvorbu tkani z bunék. Scaffoldy
Ize syntetizovat a vytvaret porézni material k prichyceni chondrocytd a nasledné tvorbé tani.
Zajistuji ukotveni dalsich proteind. (Yoshioka, 2004). ,Scaffold“ proteiny KSR a AKAP
maji souvislost s funkci fosfatazy 2B (Wassarman, 1988).

3.2.3.2 KSR (Kinase Suppressor of Ras)

Patfi diky spolupraci s dllezitymi ¢astmi ERK k dllezitym modulatorim MAP kina-
zové drahy. KSR zjednoduduje signalizaci Ras/ERK, zpFistupriuje aktivaci ERK a stard se o

kontrolu oblasti a €asu signalizacnich vystupll v somatickych burikéach. V savéich burikéach
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mizeme najit dvé izoformy KSR: KSR1 a KSR2. Podstatna reakce kalcineurinu je typicka
u izoformy KSR2. Jakmile se zvysi hladina vapniku, dochézi k defosforylaci KSR2 kalcineu-
rinem a takto je zprostfedkovana regulace aktivity a lokalizace KSR2. K ERK signalizaci vy-
tvofené drahou vapnik/kalcineurin tak pfispiva KSR2 (Dougherty et al., 2009).

3.2.3.3 AKAP (Protein Kinase A Anchoring Protein)

Protein zakotvujici proteinkindza A dava moznost zakotveni danych proteindi na speci-
fické buné&né lokality. Nezfidka se vyskytuji vedle vstupu Ca®* iontl pobliz L-typu Ca’ * ka-
nalu a receptoru N-methyl-D-aspartatu (NMDA). PKC, PKA a kalcineurin jsou cilové mista
AKAP. NejspiSe neni aktivni kalcineurin umistény na AKAP (Lai et al., 1998). V soucasné
dobé stéle neni jasné prokazano, Ze by komplex AKAP/ kalcineurin brénil aktivaci kalcineu-

rinu pomoci Ca? " iontd.
3.2.4 Funkce fosfatazy 2B v reprodukci

V soucasné dobé neni zcela znama souvislost mezi kalcineurinem a fyziologii
reprodukénich funkci. Takeo et al. (2006) popsal signalizaci fosfatazy 2B v priibéhu meidzy
oocytd u mouchy rodu Drosophila spolu s postupem regulace kalcineurinu. Védecky proka-
zana (Nishiyama et al., 2007; Mochida et Hunt, 2007) je funkce kalcineurinu v oocytech dra-
patky Xenopus laevis pfi regulaci meiézy. Mochida a Hunt (2007), a také Nishiyama et al.
(2007) popisuji nezbytnost kalcineurinu k vystupu z metafaze Il. Aby mohl rany vyvoj embryi
oocytll drapatky za€it, je nutna aktivace kalcineurinu (Nishiyama et al., 2007). V pfipadé dra-
patky je béhem oplozeni docasné zvySena hladina vapniku, dojde tak k uvolnéni z druhého
meiotického bloku. Aktivované kindzy (CaMKII) jsou tak kalmodulinem a vapnikem aktivo-
vany. Dojde k inaktivaci cytostatického faktoru fosforylaci Erpl spolu s CaMKII. Dojde tak
k ubikvitinizaci proteini cyklinu a securinu spolupracujicich na podpofe bunécného cyklu
béhem interfaze. Fosfatdzova aktivita kalcineurinu je doCasné aktivovana zvySenou koncent-
raci vapenatych iontd. Defosforylace proteinl plisobicich v M-fazi, destrukce cyklinli a opé-
tovné vytvoreni zcela funkéni jaderné membrany je znemoznéno inhibitory kalcineurinu. Mo-
chida a Hunt (2007) uvadéji, Ze nastup druhé viny aktivity fosfataz, ktera je Fizend pomoci
mitotickych fosfoproteind, probihd aZz po aktivaci kalcineurinu. Zanik tohoto procesu je po
vstupu do M-faze a na jejim konci dochazi ke znovuobnoveni. Vstup do M-faze bunécného
cyklu je umoznén diky inhibici kalcineurinu, stejné tak i v€asny navrat do interfaze. Druhy
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meioticky blok doposud udrZzovan pomoci Mos/MAPK kaskady je preruen kalcineurinem.
(Mochida et Hunt).

Nélez fosfatazy 2B u samice je v ramci pohlavnich organu pozitivni ve vajeCnicich a
ranych embryich mouchy Drosophila. U drapatky Xenopus byl nalezen pouze ve vajecnicich.
Tam se GcCastni regulace meiotického zrani, o oplozeni i aktivaci. V soucasné dobé vSak neni
znam Zadny nalez izoformy kalcineurinu v sav€ich oocytech. A také neni prokézano, zda méa
kalcineurin mimo meiotické zrani vliv i na fazi rdstu v oogenezi. Doted nejsou v odborné
literatufe Udaje o existenci kalcineurinu v sav€ich oocytech a taktéZ ani o funkci fosfatazy 2B

pri regulaci oogeneze u oocytd savcd.
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4 Material a metody
4.1 Odbér vajecnik(

Vajecniky prasnic v rdzném stadiu pohlavniho cyklu byly odebirany na jatkéch.
Transport vajecnikd prasnic z jatek do laboratofe byl uskuteciiovan v termolahvich naping-
nych fyziologickym roztokem (0,9 % chlorid sodny) za dodrzeni teploty 39 °C.

4.2  Ziskavani oocytl s ukonéenym rlstem

Pomoci aspirace jehlou 20G byly ziskavany oocyty s ukonéenym rlistem z folikularni
tekutiny. Primér folikulli se pohyboval s rozmezi 2-5 mm. Odséavani oocytll ze ziskané foli-
kulérni tekutiny pomoci sklenéné pipety bylo provadéno pod stereomikroskopem. Takto zis-
kané oocyty byly premistény do kapek modifikovaného média M199, jehoZ sloZeni je uvede-
no v tabulce 4.1. Pouze oocyty s celistvou cytoplazmou a kompaktnim obalem kumularnich
bunék byly vyuzity k pokustim.

4.3 Kultivace oocytd

K praci s praseCimi oocyty bylo také vyuzivano médium M199, které obsahova-
lo HEPES, pyruvat sodny, bovinni serovy abumin, laktat sodny a gentamycin (Sigma-Aldrich,
Némecko). Cerstvost zasobniho roztoku média byla zajiténa tydennim obmériovanim, sterili-

zaci a uchovavanim pfi teploté 4 °C v prostiedi smési 5% CO; se vzduchem.

Tab. 4.1 SloZzeni modifikovaného média M199 pro préci s praseimi oocyty

Chemikalie Mnozstvi ve 100 ml média M199
Pyruvat sodny (Sigma-Aldrich, Némecko) 25 mg

Laktat sodny (Sigma-Aldrich, Némecko) 60 mg

Gentamicin (Sigma-Aldrich, Némecko) 2,5mg

HEPES (Sigma-Aldrich, Némecko) 150 mg

Rlstové proteiny (Gibco BRL, Life Technolo- 10% (w/v)

gies, Némecko)
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Kultivace oocytll byla provadéna ve 4-jamkovych Petriho miskach (Nunc, Roskilde,
Dénsko) v 1 ml modifikovaného média M199 bez bovinniho sérového abuminu, s pfidavkem
eCG/hCG (PG 600, Intervet Boxmeer, Holandsko) 13,4 : 6,6 1U/ml.

4.4 Barveni a fixace oocyt(

Po odstranéni kumularnich bunék bylo provadéno montovani oocytd na podlozni sklo.
Oocyty byly prekryty krycim sklickem upevnénym pomoci vazelinovych prouzkll a fixace
probihala v roztoku kyseliny octové s ethanolem v poméru 1:3 po dobu minimalné 24 hodin.
Naésledné doslo k barveni oocytli 1% orceinem (Sigma Aldrich, Némecko). Ke stanoveni faze
zrani byl pouzit mikroskop s fazovym kontrastem se zvétSenim 400x. Faze meiotického zrani
tedy stadium zarodecneho vacku (GV), pozdni diakinese (LD), metafaze | (MlI), anaphase |
(Al), telophase | (TI), nebo metafaze 11 (MII), byly rozpoznavany podle kritérii popsanymi
Motlikem a Fulkou (1976). Abnormalni konfigurace chromatinu neodpovidajici danym krité-

riim byla oznaCena jako degenerativni.
4.5 Stanoveni fosfatazy 2B metodou Western blot

Nejprve byly z oocytll odstranény kumularni buriky, poté probihal oplach oocytll ve
tfech 200 pl kapkach fosfatového pufru PBS (Sigma-Aldrich, Némecko). Nasledovalo vloZeni
oocytli do mikrozkumavky s 7 pl koncentrovaného dodecylsulfatu sodného (SDS) vzorkové-
ho pufru, byly 3 minuty povareny ve vodni lazni a poté zamrazeny. Dale probihala centrifu-
gace kumularnich buriek odstranénych na pocatku a to v 1ml PBS po dobu 3 min pfi 5000
otackach. Kumularni buriky byly pak prfemistény do 7 pl koncentrovaného SDS vzorkového
pufru. Nasledovalo vareni po dobu 3 min a nasledné zamrazeni. Skladovani vzork( bylo pfi
teploté -20 °C po dobu maximalné 14 dni. Pred elektroforetickou separaci byly vzorky nare-
dény 13 pl redestilované vody. Jako pozitivni kontrola byl pouZzit Cisty protein kalcineurin
(Sigma-Aldrich Chemie Gmbh, Némecko, C-1907).

Proteiny byly elektroforeticky separovany nejdfive v zaostfovacim 4% polyakrylami-
dovém gelu spolu s dodecylsulfatem sodnym (SDS-PAGE) a potom v 12,5% separaCnim
SDS-PAGE gelu. Néasledovalo rozdéleni proteinll v gelu a v zavislosti na molekulové hmot-
nosti. Proteiny byly pretistény na nitrocelul6zovou membranu (Hybond, Amersham Pharma-
cia Biotech, USA). Hmotnostni marker prestained molecular weight bovine standard (Bio-
Rad, Montreal, Kanada, 161-0318) byl vyuZit k ovéfeni pretisténi proteinl na membranu a
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jejich identifikaci. Pfes noc pak probihalo blokovani membrany v 2% roztoku netu¢ného mié-
ka v PBS s pridavkem 0.1% Tween 20. Po dobu 2 hodin byla membrana inkubovana spolu s
primarnim anti-kalcineurinem A (Sigma-Aldrich, Némecko, C-1956) v koncentraci 1:10 000,
popfipadé probihala inkubace s anti-kalcineurin B protilatkou (Sigma-Aldrich, Némecko, C-
0581) v koncentraci 1:3 000. Membrana byla promyta a nasledné inkubovana se sekundarni
mysi protilatkou (Amersham GE Healthcare, Life Sciences, United Kingdom, NIF825), je-
jichZz koncentrace byla 1:30 000. Rozpusténi primarnich i sekundarnich protilatek probéhlo
v 2 % odtuénéném mléce. Vizuaizace prenesenych protein(l s navazanou protilatkou byla
uskutecnéna pomoci pristroje C-DiGit Blot Scanner (LI-COR Biosciences, USA) metodou

ECL Advance Western Blotting Detection Kit (Amersham Pharmacia Biotech, UK).

Obr. 4.1 PFistroj pro méfeni metodou Western blog

Zdroj : http://commons.wikimedia.org/wiki/File:Western_blot_wet_transfer_system_Criterion-02.jpg

Tab. 4.2 pufr PBS

Na;HPO, 299
NaH,PO, . 2 H,0O 2,969
NaCl (100 mM) 5,849

H.O do 1 000ml
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4.6 Imunocytochemicka analyza

Pomoci pipetovani skrz tenkosténnou sklenénou pipetu byly z oocytli sejmuty granu-
I6zni a kumularni buriky a byla odstranéna 0.1 % prondzou v PBS z povrchu oocytl vrstva
zona pellucida. Probéhlo omyti oocytil ve tfech kapkach 0.1 % BSA v PBS. Poté probéhla 60-
ti minutova fixace oocytll v 2.5% (w/v) paraformaldehydu v PBS pfi laboratorni teploté, po
30-ti minutach byl roztok paraformaldehydu vymeénén za Cerstvy.

Dalé byly po dobu 120 minut permeabilizovany fixované oocyty 0.5 % (v/v) Tritonem
X-100 v PBS pfi laboratorni teploté. Oocyty pak byly proplachnuty v 0.1 % (v/v) Tweenu 20
v PBS a v inkuba¢nim médiu inkubovéany (0.1 % w/v) BSA a 0.1 % (v/v) Tween 20 v PBS
s primarni anti-kalcineurin specifickou mysi protilatkou (Sigma-Aldrich, Némecko) naredé-
nou v poméru 1:100 pri teploté 4°C pies noc. Po inkubaci probéhlo omyti oocytd tFikrat po
dobu 10 minut v roztoku 0.1% (v/v) Tween 20 v PBS pfi laboratorni teploté. DalSim krokem
byla inkubace se sekundarni protildtkou anti-mySim IgG konjugovanym s fluorescein-
5izothiokyanatem 1:100 (FITC; Sigma-Aldrich, Némecko) v inkubaénim médiu ve tmé pfi
laboratorni teploté po dobu 60 minut. Poté tfikrat probéhlo promyti oocytl 0.1% (v/v) rozto-
kem Tween 20 v PBS a promyti v roztoku 0.1 % po dobu 10 minut (w/v) BSA v PBS. Ke
zviditelnéni chromatinu byly oocyty zabarveny barvivem 4',6-diamidino-2-phenylindole
(DAPI) (Sigma-Aldrich, Némecko). Pak byly oocyty omyty v ekvilibratnim médiu. Déle byly
montovany na podlozni skla v kapce glycerolu v PBS.

Osetreni oocytd v kontrolni skupiné bylo totoZné jako ve skupiné experimentalni, roz-

dilné bylo pouze v tom, Ze u nich k inkubaci nebyla pouZita primarni protilatka.

Analyza vzorkd oocytd na sklech probéhla laserovym konfokalnim mikroskopem
(Leica SPE, Némecko). PFi emisni vinové délce 520 nm a u barviva DAPI pfi 461 nm byla
sniména fluorescence FITC. Uroveri laseru byla u viech experimentélnich skupin nastavena

stejné.

Analyzou obrazu NIS Elements (Laboratory Imaging, Ceska republika) probghla po-
moci makra analyza vysledk( z konfokalniho mikroskopu pro uréeni primérné intenzity sig-
nalu fluorescence FITC v cytoplazmé oocytu, jeho korové oblasti a v oblasti jadra. Pokud
bylo jadro uloZené na periferii oocytu, byla pak fluorescence méfend na tomto misté povazo-
vana za signal v oblasti jadra a ne za signal korové oblasti. Porovnavani dat z jednotlivych
oblasti oocytu probéhlo vzhledem k celkove intenzité fluorescence FITC v oocytu a doslo
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timto ke stanoveni relativni intenzity fluorescence v jadre, korové oblasti a cytoplazmé oocy-

tu.
4.7 Hodnoceni vysledkd konfokalni mikroskopie

Metodou analyzy obrazu byly hodnoceny vysledky ziskané z konfokalniho mikrosko-
pu (NIS Elements 2003, Laboratory Imaging, Ceska rebublika). Diky partnerstvi s firmou
Laboratory Imaging s.r.o. vzniklo makro ke stanoveni primérné intenzity signalu fluorescen-
ce FITC v cytoplazmé oocytu, v oblasti jadra a v korové oblasti. Intenzita fluorescence v 0o-
cytech ve stadiu 1. a 1l. meiotické metafaze byla méfena v perichromozomalni oblasti. Porov-
navani dat z jednotlivych oblasti oocytu probéhlo vzhledem k celkové intenzité fluorescence
FITC v oocytu a doSlo timto ke stanoveni relativni intenzity fluorescence v jadre, korové ob-

lasti a cytoplazmé oocytu.

Na mérenou plochu jadra nebo perichromozomalni oblasti, cytoplazmy ¢i membrany
byly prepocitany pocty objektd, binarni plocha a suma intenzit fluorescence. Pojmem ,rela-
tivni intenzita“ byla oznacena intenzita signalu. Je uréena pomérem mezi naméfenou primer-
nou hodnotou intenzity v oocytech v dané skupiné a primérnou hodnotou intenzity oocytl ve
stadiu zarodecneho vacku. Oznaleni intenzita fluorescence plochy je dané pro pocet intenzit
fluorescence prepoctena na mérenou plochu. Priimérna intenzita fluorescence byla prepocita-
na na mérenou plochu jadra, cytoplazmy, membrany ¢i perichromozomalni oblasti. Maximal-

ni intenzita fluorescence hodnocena nebyla.
4.8 Usporadani experiment(

Experiment 1: Detekce podjednotek A a B proteinu kalcineurinu béhem meiotického zréani

oocytll prasete

Cilem bylo zjisténi exprese podjednotek kalcineurinu A a B a soucasné prokazat speci-
fitu zvolenych protilatek. Vzorky oocytd prasnic a jejich kumularnich bunék byly analyzova-
ny ve stadiu zarode€ného vacku a v prvni i druhé meiotické metafazi. DoSlo k elektroforetické
separaci proteinl v polyakrylamidovém gelu spolu s dodecylsulfatem sodnym. Poté byly pro-
teiny pretistény na nitrocelul6zovou membranu, a to hned po skonceni rozdélovani protein(
v gelu podle molekulové hmotnosti. Probéhla poté inkubace nitrocelul6zové membréany
s primarni (anti-kalcineurin A a B) a sekundarni protilatkou (anti-mysi IgG). Vizualizace pro-
teinl byla uskute¢néna metodou ECL Advance Western Blotting Detection Kit.
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Experiment 2: Intracelularni lokalizace podjednotek kalcineurinu A a B béhem féaze zrani

prasecich oocytl

Cilem tohoto experimentu bylo zjistit, zda béhem meiotického zrani dochazi ke zmé-

nam lokalizace podjednotek kalcineurinu v oocytech.
Oocyty ve stadiu zarodecného vacku byly analyzovany v prvni meiotické metafazi a
byly kultivovany 24 a 48 hodin. V kazdé analyzované skupiné bylo minimalné 12 oocyt(.

4.9  Statisticka analyza

VSechny experimenty byly minimalné Ctyfikrat opakovany. Data byla analyzovana
pomoci programu Statistica verze 6.0. Rozdily mezi experimentalnimi skupinami oocytl byly
stanoveny pomoci Tukeyho testu HSD. P-hodnoty mensi nez 0,05 byly povaZovany za statis-

ticky vyznamné.
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5 Vysledky

5.1 Detekce podjednotek A a B proteinu kalcineurinu

Obr. 5.1 Detekce podjednotky A kalcineurinu pomoci metody Western blot v oocytech a jejich

kumularnich bunkéach

o8 kDa .-—. - il o e

PP GV GV Ml Ml Ml Mile

Obr. 5.2 Detekce podjednotky B kalcineurinu pomoci metody Western blot v oocytech a jejich

kumularnich bunkéach

18 kDa .- - Gt W M

PP GV GV, Ml Ml Ml Milg

Obrézek 5.1 a 5.2: PP — Cisty protein kalcineurin z hovéziho mozku 1 ng, GV - oocyty
kultivované 0 hodin ve stadiu zarodeéného vacku, GVcc — kumulérni buiiky ziskané z oocytl
ve stadiu zarodecného vacku, MI — oocyty ve stadiu prvni meiotické metafaze.Mlcc — kumu-
larni buriky ziskané z oocytll ve stadiu MI. MII — oocyty ve stadiu druhé meiotické metafaze.
Mllcc — kumularni buriky ziskané z oocyt ve stadiu MII. V kazdé jamce je 150 oocytli nebo

jejich kumulérnich bunék.
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Pomoci metody Western blot jsme potvrdili, Ze protilatky proti kalcineurinu A reaguji
s proteinem o molekulové hmotnosti zhruba 58 kDa, kterd odpovidala molekulové hmotnosti-
dané podjednotky.

Déle jsme potvrdili, Ze protilatky proti kalcineurinu B reaguji s proteinem o moleku-
lové hmotnosti zhruba 18 kDa, které odpovidala molekulové hmotnosti dané podjednotky.

Obé podjednotky kalcineurinu byly pfitomné jak v oocytech s ukonéenym rdstem ve
stadiu zarodecného vacku tak i v jejich kumularnich burnikéch (obr. 5.1 a 5.2).

5.2 Intracelularni lokalizace podjednotek kalcineurinu A a B béhem faze zrani prase-
¢ich oocytl

Obr. 5.3 Intracelularni lokalizace podjednotek kalcineurinu A v pribéhu zréani prase¢iho oocytu

- Kalcineurin A

Lokalizace kalcineurinu v oocytech ve stadiu zarode¢ného vacku (GV) (A), ve stadiu
prvni (B) a druhé meiotické metafaze (C) pomoci imunofluorescence s uzitim protilatky anti-
kalcineurinu. Zelené zbarvenou fluorescenci je vyznacen protein pomoci FITC a modrou

barvu méa chromatin pomoci barviva DAPI. VVzorky byly 400x zvétSeny.

Tab. 5.1 Relativni intenzita fluorescence kalcineurinu A v oocytech prasete béhem meiotického

zrani
kategorie pocCet oocytll jadro korova oblast cytoplazma
oocytu ve skupiné (x £ SEM) (x £ SEM) (x £ SEM)
120 um 16 0,26 + 0,06 ** 0,43 +0,07 ®® 0,31 +0,03%
M 15 0,31 0,05 0,39 + 0,06 ™ 0,30 £ 0,04
YIT 17 0,67 0,26 1,18 +0,38 ©° 0,75+0,23 "
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N — pocty oocytll ve skuping, x — priimér, SEM — smérodatna odchylka. MI — oocyt ve
stadiu prvni meiotické metafaze, M1l — oocyt ve stadiu druhé meiotické metafaze. Vyznamné
rozdily na hladiné p < 0,05 mezi ¢&stmi oocytu (jadro, korova oblast, cytoplazma) v jednotli-
vych sledovanych kategoriich oocytll (fadky) jsou oznaceny superskripty A, B, C. Ve vzor-

cich oocytl ve stadiu MI a MII byla sledovana oblast déliciho vieténka.

Obr. 5.4 Intracelularni lokalizace podjednotek kalcineurinu B v pribéhu zréani praseciho oocytu

- Kalcineurin B

Lokalizace kalcineurinu v oocytech ve stadiu zarode¢ného vacku (GV) (A), ve stadiu
prvni (B) a druhé meiotické metafaze (C) pomoci imunofluorescence s uzitim protilatky anti-
kalcineurinu. Zelené zbarvenou fluorescenci je vyznacen protein pomoci FITC a modrou

barvu méa chromatin pomoci barviva DAPI. VVzorky byly 400x zvétSeny.

Tab. 5.2 Relativni intenzita fluorescence kalcineurinu B v oocytech prasete béhem meioticého

zrani
kategorie poCet oocytll jadro korova oblast cytoplazma
oocytu ve skupiné (x £ SEM) (x £ SEM) (x £ SEM)
120 pm 19 0,27 £0,05aA | 0,42+0,08aB | 0,32 +0,03 aAB
MlI 16 0,28 +0,03aA | 0,41+0,04aB | 0,31+0,02aA
Mil 19 1,04 +0,02bA | 1,16+0,04bB | 0,80+0,07aC
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N — pocty oocytl ve skuping, x — primér, SEM — smérodatna odchylka. Ml — oocyt ve
stadiu prvni meiotické metafaze, M1l — oocyt ve stadiu druhé meiotické metafaze. Vyznamné
rozdily na hladiné p < 0,05 mezi ¢astmi oocytu (jadro, korova oblast, cytoplazma) v jed-
notlivych sledovanych kategoriich oocytll (fadky) jsou oznaceny superskripty A, B, C. Ve
vzorcich oocytll ve stadiu M1 a MII byla sledovana oblast déliciho vieténka.

Imunocytochemické hodnoceni prokézalo v oocytech pritomnost obou podjednotek
kalcineurinu. Intracelularni lokalizace proteinu kalcineurinu A a B se v oocytech liSila. Re-

prezentativni obrazky oocyt( jsou v obrazku 5.3 a 5.4.

Kalcineurin A byl detekovéan ve vSech zkoumanych kategoriich oocytl (viz obrazek A,
B,C). V pribéhu faze zrani doslo k vyznamné zméné v intenzité fluorescence kalcineurinu A.
Ve stadiu prvni meiotické metafaze se obsah kalcineurinu A rovnomérné rozprostrel a jednot-
livé sledované kompartmenty oocytu, jaderna oblast, korova oblast a cytoplazma, se v obsahu
tohoto proteinu neliSily. U dozralych oocytli ve stadiu druhé meiotické metafaze doslo
k vyznamnému narlstu v intenzité fluorescence kalcineurinu A v cytoplazmg, ale pfedevsim

v korové oblasti oocytu. Viz tabulka 5.1.

V porovnani s kalcineurinem A doslo v prdbéhu meiotického zrani do stadia prvni me-
iotické metafaze k poklesu intenzity fluorescence kalcineurinu B. U oocytll v druné meiotické
metafazi byl oproti rostoucim oocytdim naopak patrny statisticky vyznamny nardst intenzity
fluorescence kalcineurinu B a to pfedevsim v korové oblasti a cytoplazmé oocytu. Viz tabulka
5.2.
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6 Diskuse

Exprese fosfatazy 2B, kalcineurinu, byla potvrzena v oocytu béhem meiotického zrani
oocytu prasete.

Pomoci imunocytochemické lokalizace byly zmapovany zmény v expresi proteinu bé-

hem meiotického zrani a pfitomnost proteinu byla prokézana také metodou Western blot.

Doposud byl vyskyt kalcineurinu popsan pouze v oocytech mouchy rodu Drosophila
(Takeo et al., 2006) a zaby drapatky Xenopus laevis (Nishiyama et al., 2007; Mochida et
Hunt, 2007). U prasete byl kalcineurin nalezen v rliznych typech somatickych bunék, napf. v
bilych krvinkach (Chantler et al., 1985) nebo kosterni svaloviné (de Jonge et al., 2006). Jeho
pritomnost byla proké&zana take v kancich spermiich (Tash et al., 1988). Jako prvni byl potvr-
zen vyskyt kalcineurinu také v sami¢ich pohlavnich bunkéch prasete, oocytech.

V oocytech byly pfitomny obé podjednotky kalcineurinu, kalcineurin A i B. Kalcineu-
rin byl detekovan ve vSech zkoumanych skupinach sledovanych oocytd v oblasti chromo-
z6ml, korové oblasti i cytoplazmé. V nasi studii byla zaznamenana vyznamna zménu lokali-
zace kalcineurinu A a kalcineurinu B v pribéhu v pribéhu meiotického zrani. To naznaduje,

Ze kalcineurin mliZe sehravat vyznamnou roli pfi regulaci zrani oocytd s ukonéenym rdstem.

Za vyrazny rys byla oznacena kumulace kalcineurinu A i kalcineurinu B v korové ¢as-
ti oocytll. Nejvyssi mnoZstvi obou podjednotek bylo objeveno v korové ¢asti dozralych ovo-
cytll v metafézi 11, coz nebylo prekvapenim vzhledem k tomu, Ze kalcineurin je asociovan s
aktinovym cytoskeletem v rliznych typech somatickych bunék (Ferreira et al., 1993; Faul et
al, 2008) a v praseCich ovocytech je pfitomno velké mnoZzstvi filamentarniho aktinu v korové
Casti (Wang et al., 2000). S ohledem na vyrazny narGst kalcineurinu v korové ¢asti oocytl
dozralych do stadia metafaze Il je mozno spekulovat o tom, Ze by kalcineurin mohl sehravat
urcitou roli napr. také v exocytdze kortikalnich granul. Kortikalni granula jsou v priibéhu zra-
ni ovocytu shromazdovany v korové Casti a jejich exocytdza je kalcium-dependentnim proce-
sem (Cran et al., 1988). Kalcineurin je zafazovan mezi enzymy, kterymi je zprostfedkovavan
prevod vapnikového signalingu na cely komplex intracelularnich déji. Naznakem zfejmého
vyznamu kalcineurinu pro pIné dozraly ovocyt v metafazi Il je i hromadéni obou podjednotek
kalcineurinu v daldich kompartmentech — cytoplasmé a perichromozomalni oblasti. Uloha
kalcineurinu pri aktivaci savéich ovocytl po oplozeni neni zndma. Existuje moznost, Ze kalci-

neurin mize i u savcl sehravat vyznamnou roli pfi aktivaci oocytu po oplozeni spermii po-
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dobné jako je tomu u oocytu drapatky Xenopus laevis, kde je kalcineurin pFitomen pfi uvolnéni
Zabich vaji¢ek z druhého meiotického bloku. Tento blok je udrZzovan pomoci kaskady zahrnujici Mos
a MAPK. Kliovy regulator této signalni drahy APC/Fizzy je u Zab drapatek cilovym substratem kal-
cineurinu (Nishiyama et al. 2007; Mochida et al. 2007).

Vyznamnym rysem V relokalizaci kalcineurinu béhem zréni praseciho ovocytu je
v nahromadéni kalcineurinu B v jadru ovocytu s ukonéenym rdstem. Kalcineurin je znam jako
regulator transkripce u somatickych bunék (Crabtree 2001), ale sav€i oocyty s ukonéenym
rlstem jsou transkripéné inaktivni (Motlik et al., 1984; Crozet et al., 1986). Je mozno pred-
pokladat, Ze akumulace kalcineurinu B v zarode¢ném vacku ovocytll s ukoncenym rdstem
mliZe mit souvislost s pFipravou na GVBD a vstup do metafaze I. Nelze vyloucit ani Glohu
kalcineurinu pro prechod z metafaze | do metafaze Il, jako je tomu u bezobratlych ( Takeo et
al. 2006, 2010). Ve prospéch této hypotézy jsou diikazem i nase nepublikované vysledky, ve
kterych zrani oocytd s plnou meiotickou kompetenci je ovliviiovan specifickou inhibici kalci-
neurinu. Efekt inhibitord kalcineurinu byl vyznamny pravé pfi vystupu zrajicich ovocytl

z metafaze I.

35



7 Zaver

Pomoci experiment( byl prokazan vyskyt fosfatazy 2B béhem meiotického zrani oo-
cytu prasete. V prdbéhu zrani byla v oocytech detekovana katalyticka podjednotka A i regu-
lacni podjednotka B kalcineurinu. Na zakladé imunocytochemického sledovani byly prokaza-
ny zmény v lokalizaci obou podjednotek béhem meiotického zrani. PFi pfechodu oocytl z
prvni do druhé meiotické metafaze byly velmi vyrazné zmény v narlistu proteinu. Zména po-
¢tu a bunécné lokalizace podjednotek fosfatazy 2B mize byt v souvislosti s jeji Glohou v Fize-
ni meiotického zrani oocytu prasete. Konkrétni tloha obou podjednotek a jejich izoforem bé-
hem meiotického zrani (Adhikari, Liu, & Shen, 2012) je oznaCovana za nejasnou a k jejimu
objasnéni bude tfeba provést dalSi experimenty, které budou zaméfeny na objasnéni funkce
kalcineurinu v jednotlivych fazich oogeneze a aktivace oocytu po oplozeni.
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