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Exprese mRNA pro kalcineurin béhem ristové faze oocytu
prasete

Souhrn

Préace potvrdila vyskyt fosfatdzy 2B, kalcineurinu, v oocytu prasete a jeho ptilehlych
kumulérnich bunikach béhem riistové faze. V prase¢im oocytu byla detekovana jak mRNA pro
kalcineurin, tak vlastni kalcineurin protein ve dvou podjednotkdch A aB. mRNA pro
kalcineurin jsme nalezli ve vSech analyzovanych skupinach rostoucich oocytl, v oocytech
meioticky nekompetencnich o0 velikosti 80-89 um a90-99 um, v oocytech s ¢asteénou
meiotickou kompetenci 0 velikosti 100-110 um, i v oocytech na konci jejich ristové faze
S plnou meiotickou kompetenci 0 velikosti 120 pm, ve stadiu zarode¢ného vacku.

Zatimco mRNA pro jednotku A kalcineurinu byla nalezena v izoformach B avy, ato
jak v oocytech, tak ivkumularnich bunkach, mRNA pro podjednotku A Vv izoformé a
nalezena nebyla. mRNA pro jednotku B byla v oocytech prokazana pouze Vv izoformé B2 na
rozdil od kumulérnich bunék, v nichz byla prokazana jak izoforma B2 vyskytujici se
V oocytech, tak také izoforma B1 specifickd pouze pro okolni bunky obklopujici oocyt.

V oocytech na konci ristové periody, ve stadiu zarode¢ného vacku, i kumularnich
bunkach z nich ziskanych, byl detekovan také vlastni kalcineurin protein. Detekovéana byla
jak katalyticka podjednotka A, tak také jednotka regulacni B. Zmény Vv expresi jednotlivych
izoforem kalcineurinu mohou souviset sjeho roli béhem ristové faze aprocesu zisku
meiotické kompetence. V dalSich studiich bude tfeba zaméfit se na konkrétni specifikaci jeho

role v téchto procesech a také na mapovani jeho vyznamu pro zrani a aktivaci oocytu.

Klicova slova: prase, oocyt, faze ristu, mRNA, kalcineurin, katalyticka podjednotka A,

regulacni podjednotka B, izoformy.



Calcineurin mRNA expression during the growth phase of

porcine oocyte

Summary

The work confirmed the presence of phosphatase 2B, calcineurin, in the pig oocyte
and its surrounding cumulus cells during the growth phase. mRNa and also calcineurin
protein in two subunits A and B were detected in porcine oocyte. The mRNA for calcineurin
was found in all analyzed groups of growing oocytes, in metiotically incompentent oocytes of
80-89 um and 90-99 um, in oocytes of partial meiotic competence with 100-110 um in
diameter and also in oocytes with the diameter of 120 um with fully developed meiotic
competence in germinal vesicle stage.

While mRNA for A calcineurin subunit was found in cumulus cells and oocytes in 3
and vy isoforms, mRNA for subunit A o isoform was not detected in oocytes. mRNA for B
subunit was detected in oocytes only in B2 isoform, both isoforms of B subunit were detected
in cumulus cells.

Also protein was detected in oocytes at the end of growth period at the germinal
vesicle stage and their surrounding cumulus cells. We detected both subunits, catalytic
subunit A and also regulatory subunit B. Changes in isoforms” expression during growth
period could be in relationship with the meiotic competence acquisition. In the next
experiments it will be necessary to study the role of calcineurin in these processes and also to

study the role of calcineurin phosphatase in the process of meiotic maturation and activation.

Keywords: Pig, oocyte growth phase, mRNA, calcineurin catalytic subunit A, regulatory
subunit B, isoform
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1. Uvod

V soucasné dobé dochazi k rychlému rozvoji biotechnologii, ktery se projevuje také
v chovu hospodaiskych zvifat. U prasete je uplatnéni biotechnologickych postupli oproti
jinym hospodatskym zvifatim obtizné, objevuje se mnoho prekazek souvisejicich mimo jiné
s nedostatkem kvalitnich dozralych oocytt, které jsou kompetentni dokonc¢it meiotické zrani.
Vyuziti prase¢ich oocyti pro biotechnologie zté¢zuje zejména nedostatek informaci
0 mechanizmech, které ovliviiuji proces nabyvani meiotické kompetence béhem rtstové faze
oogeneze. Na regulaci zisku meiotické kompetence a rastové fazi se podili fada faktord, mezi
které patfi napiiklad nékteré cyklické molekuly, plyny, ¢i kindzy anebo fosfatdzy. Za
dialezitou fosfatdzu mize byt pti regulaci signdlnich drah oocytii povazovana fosfataza 2B,
ktera se ucastni regulace meiotického zraniu oocytd mouchy rodu Drosophila a zaby rodu
Xenopus. Cilem této diplomové prace bylo zjistit, zda je tato fosfatiza zapojena také do

rustové faze a procesu zisku meiotické kompetence oocytu prasete.



2. Cil prace

Cilem diplomové prace bylo ovéteni hypotézy, podle které béhem rustové faze oocytu
prasete dochazi k syntéze mRNA pro fosfatizu 2B, kalcineurin aje rovnéZ exprimovan
vlastni protein. Tato hypotéza byla potvrzena na zakladé sledovani exprese mRNA pomoci

RT-PCR metody a metody Western blotting, ktera umoznuje sledovani exprese proteind.



3. Literarni reserse
3.1 Oogeneze a folikulogeneze

Oogeneze je proces vyvoje oocytd, samifich pohlavnich bunék. Tento proces lze
rozdelit na fazi mnozeni, ristu a meiotického zrani. K dokonceni meidzy dochazi pouze
Vv piipadé oplozeni nebo partenogenetickou aktivaci (Nussbaum et al., 2004).

Vyvoj oocytu je doprovdzen také zmeénami na urovni folikulti, které jsou souhrnné
oznacovany jako folikulogeneze. Proces folikulogeneze se vyznacuje zmnozenim vrstev
granuldéznich bun¢k a dal$imi morfologickymi zménami, které jsou fizeny gonadotropiny
a zménami uvnitf vaje¢nikll. Svlij pocatek ma jiz v prenatdlnim obdobi. Probihd soucasné
s vyvojem oocytu az do ovulace. Na zékladé morfologického hodnoceni je folikul hodnocen
jako primordialni folikul, rostouci folikul, preantralni folikul az po antralni Graafiv folikul,

ktery zakoncuje vyvoj folikulu ovulaci (Wartenberg, 1990).

3.1.1 Faze mnoZeni

Zarode¢né kmenové buiiky, znichz vznikaji savCéi oocyty, jsou extragonadalniho
puvodu. Vznikaji v oblasti kaudalni ¢asti primitivniho prouzku, odtud migruji podél epitelu
proctodea, nasleduje pohyb mesenteriem a vstup do oblasti gonadalni listy. Ta se stava
zékladem pro vaje¢niky (Chawengsaksophak et al., 2011). Po dosazeni cile ztraceji kmenové
builkky svou schopnost pohybu astdvaji se znich rychle se mitoticky dé€lici oogonie
(Wassarman, 1988). Oogonie zaplhuji povrchové okrajové vrstvy vajecnikd a zahajuji
mnohokrat opakované mitotické mnozeni. U prasete zacina mitoticka aktivita oogonii kolem
tfinactého dne zivota embrya a kon¢i aZ 7 dni po porodu. Po padesati dnech od oplozeni miize
pocet oogonii stoupnout az na 1 100 000 (Hunter, 2000).

Oogonie komunikuje s okolnim prostfedim pomoci mezibunéénych mustka, gap
junctions, jejichz piechodné funkce zaniké s ukon¢enim cytokineze (Shultz, 1985).

Oogonie ve stadiu interfaze maji pravidelné jadro s rozptylenym fibrilogranuldrnim
materidlem a vyraznymi jadérky. Mitotické oogonie naopak vykazuji husty nepravidelny
chromatin (Baker, 1967).

Na konci faze mnozeni dochazi k zahajeni meidzy. V profazi prvniho meiotického
zrani je zarode¢na buiika oznacovana jiz jako oocyt. Profaze je rozdélena do n€kolika po sobé
jdoucich krokti. Nejprve se mitochondrie piikladaji tésné Kk jadernému obalu a vajicko, jiz ve

form¢ oocytu, prochazi fazi leptotene. Vytvaii se charakteristicky ,,leptotenni buket, ktery



vznika kondenzaci chromozomu a upnutim telomer K jaderné membrané v misté upinacich
plotének (Vacek, 2006; Sherthan, 2007).

Nasledujici staddium zygotene se vyznaCuje tvorbou synaptického komplexu.
Chromozomy se nadale zkracuji, zalinaji se parovat a vytvaiet bivalenty, V nichz jsou
homologni chromatinova vlakna spojena dvéma laterdlnimi a jednim centrdlnim elementem
vyse uvedeného synaptického komplexu (Heting, 1996).

Také v dal$im stadiu, pachytene, pokracuje kondenzace a zkracovani chromozomd.
U kazdého chromozomu dojde k rozdéleni do dvou sesterskych chromatid. Kazdy bivalent
obsahuje celkem ¢tyfi chromatidy, vznika tedy tetrdda chromatid. Nasleduje prekiizeni
nesesterskych  chromatid (crossing-over) Svyménou c¢asti  genetického materialu
(rekombinace) (Wassarman, 1988).

Béhem diplotene jsou jednotlivé chromatidy uvolnény ze synaptického komplexu,
zustavaji vSak nadéle spojeny V tzv. chiasmatech, mistech vziajemného prekiizeni. Pozdni
diplotene je charakteristické pro pferuseni profaze prvniho meiotického bloku. Jadro oocytu,
ktery dospél az do této faze, nazyvame zdrodecnym vackem (Wassarman, 1988). Asi ve
Ctyficatém dni po oplozeni dochazi u prasat K odstartovani meidzy | a tficet pét dni post
partum jsou jiz vSechny oocyty zastavené V diplotennim stadiu meiotické profaze (Hunter,
2000).

Jesté nedavno platilo v reprodukéni biologii dogma, podle kterého dochazi k mnozeni
PGC pouze v prenatalnim vyvoji samic. Schopnost dalsiho déleni poté ustava. Ztoho
vyplyva, ze dospélé zarode¢né bunky vznikaji pouze z buné€k, které nalézdme v embryonalni
fazi vyvoje gonad (Wassarman et Albertini, 1988). Védecky tym Johnatana Tilliho toto
dogma pted deseti lety zpochybnil. Autofi pii svych pokusech zjistili v mySich ovariich
pfitomnost buné€k, které pfipominaji PGC. Predstavuji tak buiiky, které by mohly nahradit
zanikajici oocyty. Pro pokus byla ztrata pivodnich oocyti vyvolana uméle, ato podanim
chemoterapeutika busulfanu. Po vzajemném porovnani poctl zanikajicich a zdravych oocytt
samic mysi rizné¢ho véku bylo potvrzeno, Ze zjiSténé pocty oocytii nejsou schopny pokryt ani
reprodukéni obdobi samice. Dale byly publikovany vysledky oznacujici jako mozny zdroj
oocytli kmenové buiiky kostni dfené. Eggan (2006) svymi experimenty tuto teorii zpochybnil.
Jiné tymy provedly pokusy, jez prokazuji jako zdroj zarode¢nych bunék kiizi prasete (Dyce et
al., 2006; Dyce et Li., 2006), ¢i buniky pankreatu potkana (Danner et al., 2007).

10



3.1.2 Faze riastu

Mezi strukturalni zmény ve fazi riistu oocytu zahrnujeme zmény tykajici se usporadani
a velikosti bunééného jadra a jadérka organel, inkluzi, télisek a granul v cytoplazmé, i silného

extracelularniho obalu zona pellucida.

Jadro a jadérko

Jadro i nadale setrva v prvni meiotické profazi prerusené ve stadiu diktyotene. V této
fazi je jadro obklopené jadernou membranou oznacovano jako zarodeény vécek. V rlstoveé
fazi dochazi k vyraznému zvétseni objemu jadra i jadérka oocytu. Mnohonasobné se zvysuje
objem nukleoplazmy a intenzivné vzrista pocet jadernych télisek. Také dochazi k syntéze
vSech RNA, které jsou pfipraveny pro zdarné dokonceni meiotického zrani, oplozeni
a pocatecni obdobi embryondlni faze vyvoje (Antonie, 1989). Jadérko nahrazuje ptvodni
rozptylenou fibrilogranuldrni strukturu hustou, vyhradné fibrilarni hmotou (Wassarman,
1988).

Béhem ristové faze oocytu jsou chromozomy vlivem vysoké transkripéni aktivity
rozptyleny ve formé euchromatinu. V zavéru faze rustu dochazi K jejich shromazd’ovani
Vv okoli jadérka, kde postupné kondenzuji a podstupuji pfeménu na heterochromatin. Tato
forma chromatinu jiz neumoznuje navazani transkripni jednotky a ukoncuje obdobi

intenzivni transkripce (Wassarman, 1988).

Organely

Pro obdobi rlstu oocytu je charakteristické vyrazné zvySeni poctu mitochondrii.
Mitochondrie prasecich oocytll jsou nejcastéji kulovitého tvaru, neptesahujici velikost 0,8
um. Ke konci ristové faze mnohé prodélavaji vakuolizaci, coz sniZzuje jejich aktivitu. Jedna se
0 jistou formu uchovéni pro budouci vyuziti azarovenn 0 ochranu organizmu pifed Uc€inky
volnych kyslikovych radikalt vznikajicich béhem energetického metabolizmu mitochondrii
(Norberg, 1972). Mitochondrie pozorované ve stadiu diplotene jsou casto v tizkém kontaktu
s endoplazmatickym retikulem (Wassarman, 1988).

Podobn¢  jakou mitochondrii dochézi také Kk dramatickému narGstu poctu
polyribozomu. Tento trend je vyvolan zvySenou potiebou proteosyntézy (Wassarman, 1988).

Endoplazmatické retikulum (ER) vytvaii v pocatecni ristové fazi cisterny kolem
jaderného obalu. Vzhledem K vy$sim narokiim na latkovou syntézu se béhem rustu pocet
cisteren zvysuje. Tento trend je ukoncen vznikem perivitelinniho prostoru, kdy se mnozstvi

cisteren ER zacina snizovat (Fair et al., 1997). N¢&které cisterny piechazeji k periferii
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cytoplasmy ve form¢ poharkovitych struktur, jiné vice komunikuji s mitochondriemi
(Osuchowska, 2006).

Ploché lamely a vakuoly Golgiho komplexu jsou klicovou soucasti procesu zpracovani
a transportu glykoproteinti vrstvy zona pellucida. Podili se také na formovani kortikalnich
granul (CG) a jejich exportu k periferii oocytu (Vassarman, 1988). V obdobi ristu dochazi
ke zna¢nému narustu struktur Golgiho komplexu anaslednému rozpadu se separaci na
jednotky. Ty putuji k zona pellucida ve formé vakuol s glykoproteiny, nebo jako budouci
kortikélni granula (Gosden et al., 1997). Také Wassarman (1988) uvadi, ze kortikalni granula
jsou piemisténa do subkortikalnich oblasti rozsifujicim se Golgiho komplexem. Vyznam
kortikélnich granul (CG) spociva predevSim Vv zamezeni polyspermii. K tomu dojde vylitim
obsahu CG do perivitelinniho prostoru pfi procesu oplozeni.

V sav¢ich oocytech se vyskytuji vV pomérné velkém mnozstvi inkluze glykogenu, ¢i
lipidi ve formé lipidovych kapének. U prasat jsou velké lipidové kapénky (az 4 pum)
oznacovany jako zloutkové inkluze. Ty byly pozorovany V blizkosti mitochondrialnich
skupinek (Osuchowska, 2006).

Zona pellucida se jako extracelularni obal oocytu zaéina vytvaret jiz V pocatecnim
obdobi ristové faze. Slouzi K ochrané vaji¢ek savci, podporuje reakci akrozomu a brani
polyspermii (Wassarman, 2008). Je prvnim zdokumentovanym pfipadem amyloidu, ktery plni
fyziologickou ochrannou funkci (Amyloidy vétSinou tvofi nerozpustné proteinové usazeniny
s patologickym Uc¢inkem na organismus. Pfikladem tohoto typu onemocnéni je Alzheimerova
choroba.) (Louros et al., 2013). U prasete nabyva sily 8,6 mikrometri (Norberg, 1972). Zona
pellucidau savct se sklada ze tii az Ctyi glykoproteind, ZP1, ZP2, ZP3, ZP4. Tyto proteiny
mohou polymerovat za vzniku dlouhych vldken propojenych spolecnou konstrukéni

jednotkou, znamou jako doména ZP (Louros et al., 2013; Wassarman, 1988).

Biochemické zmény ve fazi ristu oocytu

Z biochemického hlediska nabyva na vyznamu Vv pribéhu rustové faze predevsim jiz
zminéna intenzivni exprese RNA a proteind. Z tohoto diivodu mé rozhodujici ulohu spravné
pusobeni ristovych faktord. Neméné dulezitda je funkce inhibi¢nich faktort, blokujici
pred¢asny vstup do zraci faze a faktord, které obdobi rlstu ve vhodném okamziku ukoncuji.
Oocyt primarniho folikulu neni schopen syntézy ribozomu Vv disledku chybéjici fibrilarni
slozky jadérka. Tuto schopnost ziskdva az ve fazi sekundarniho oocytu, tedy Vv dob¢, kdy
jadérko nabyva fibrilogranularniho obsahu a dochazi k nartstu transkrip¢ni aktivity (Hyttel et

al., 1999).
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Rostouci syntéza proteint se tyka piedev§im mitochondrialnich proteind a to do 2%,
ribozomalnich proteinti z 1,5%, glykoproteint zona pellucida do 10%, histonti 0,3%, tubulint
alfa ibeta do 2%, aktinu 1%, kalmodulinu 0,3%, laktat dehydrogenazy do 5% a dalSich
Z biochemického hlediska nepostradatelnych latek, jejichz dostatecnd exprese slouzi
k zajisténi zdarného vyvoje oocytu i ¢asného embryonalniho vyvoje (Wassarman, 1988).

Za rozhodujici slozku z hlediska vzniku sekundarniho oocytu je povazovan ristovy
faktor GDF-9. Dalsi rustovy faktor BPM 15 je spojovan predev§im s expresi KL, ristem
oocytu, proliferaci granulozy a ovlivnéni sekrece FSH (Zuccoti et al., 2011). Dalsi faktory

ovlivitujici prubéh ristu a zrani oocytii budou podrobnéji popsany v kapitole 3.1.5.

Meioticka kompetence

Pojmem meioticka kompetence je oznaCena schopnost oocytu znovuzahdjit a také
dokoncit meiotické zrani. Této schopnosti oocyt nabyva béhem rtstové faze. Zisk meiotické
kompetence je charakterizovadn dvéma kroky, které je kompetentni oocyt schopen uskutecnit.
Prvnim krokem je rozpad jaderné membrany zarode¢ného vacku s ndslednym vstupem do
metafaze 1. Tento krok je ukazatelem pouze ¢astecné meiotické kompetence a jesté nezarucuje
schopnost ve vyvoji pokracovat. Oocyty, které maji U mysi velikost vnitiniho priméru do 70
um a U hospodaiskych zvitat 100-110 pum, jsou schopny V podminkach in vitro zahajit
kondenzaci chromatinu, rozpustit jadernou membranu, projit procesem rozpadu zarode¢ného
vacku a dosdhnout metafaze prvniho meiotického déleni, se nazyvaji Castecné meioticky
kompetentni (Schramm et Bavister, 1999). Dalsim krokem, ktery je nezbytny pro plnou
meiotickou kompetenci, je uskute¢nény prechod z metafaze | do metafaze II (Morbeck et al.,
1992).

U oocytu, které zcela postradaly meiotickou kompetenci, tedy i schopnost rozpadu
zarode¢ného vacku a vstupu do M, byl zjiStén nedostatek exprimovaného cyklinu B (Blanco
etal., 2011).

DalSim znakem meiotické kompetence, je kromé velikosti, uspofddani jaderného
chromatinu. Chromatin zkondenzovany do hustého prstence okolo jadra, povazovat za jeden
ze znakil meiotické kompetence (Wickramasinghe et al., 1991).

Také podle fosforylace centrozomu a délky mikrotubulli 1ze usuzovat na schopnost
dokonceni meiozy. Dlouhé mikrotubuly a nefosforylovany centrozom znaéi neschopnost
meidzu dokoncit anaopak kratké mikrotubuly a fosforylovany centrozom poukazuji na

meiotickou kompetenci oocytu (Albertini, 1992).

13



Motlik a Fulka (1986) zjistili korelaci mezi schopnosti shromazd’ovat a iniciovat

klicové signalni molekuly zapojené do faze rlstu a zrani a meiotickou kompetenci.

3.1.3 Faze zrani

Meiotické zrani ptedstavuje konenou fazi vyvoje oocytu ajeho transformaci
V neoplozené vajicko s haploidnim poc¢tem chromatid. Jedna se 0 prechod ze stadia diplotene
profaze | do metafaze II (Motlik a Fulka, 1976; Wassarman, 1988). Pii procesu zrani dochazi
k zasadnim zmé&nam piedevsim V oblasti jadra a oblasti cytoplazmy oocytu. U jaderného zrani
zavisi uspéSnost na spravném rozdeleni chromatinu. Cytoplazmatické zrani zahrnuje
znovurozdéleni organel adepozici mMRNA aklicovych proteint umoziujicich transkripci

(Ferreira et al., 2009).

Jaderné zrani

V prubéhu procesu jaderného zrani dochézi predevS$im K zasadni prestavbé
a uspotradani chromatinu. Pocatek této vyvojové faze je situovan do ukonceni stadia diktotene,
kdy dochazi k rozpadu zarodeéného vacku, dale navazuje metafaze | a cely proces je zavrSen
v metafazi II, ve stadiu druhého meiotického bloku. Pokud doslo ke zdarnému prib&hu zrani
i v oblasti cytoplazmy (tzv. vyvojovd kompetence), mél by tou dobou byt oocyt piipraveny
k oplozeni a zdarnému ukonceni meiotického déleni (Marteil et al., 2009).

Rozpad zarode¢ného vacku (Germinal vesicle break down, GVBD) je ¢lenén do péti
stadii, ktera jsou sefazena podle intenzity kondenzace chromatinu a stupné rozpadu jaderné¢ho
obalu. Pro poc¢ate¢ni stupent GVO je typické viditelné jadro i jaderna membrana. Dle Lucase et
al. (2002) dochazi v této dobé Kk nepatrnému vinéni membrany, které postupem casu zacina
nabyvat na intenzité. V GV1 fazi dochazi k formaci kondenzovaného chromatinu do tvaru
podkovy, ¢i prstence (Tan et al., 2009). GV2 je charakterizovana vyskytem né¢kolika mensich
shlukii chromatinu Vv blizkosti jaderné membrany. V GV3 pokracuje narast shlukii chromatinu
a vlaken, které se rozptyluji po celé nukleoplazmé. V GV4 fazi prestava byt patrné jadérko
I jaderna membrana (Lucas et al., 2002). Pfechod témito fazemi trvau prasat 16 — 18 hodin
(Motlik et al., 1984).

Nasleduje formace chromozomu do metafaze I. K ukonc¢eni metataze | dochéaziu prasat
in vivo po 20 hodinach a in vitro pfiblizné po 6-8 hodinach (Motlik et al., 1984). Rozdéleni
a rozchod chromozom v anafazi | pokracuje Vv telofazi | vydélenim prvniho pdlového téliska
aoocyt tak nabyva haploidniho poc¢tu chromozomu (Eppig, 1991). Metafaze II in vitro
nastava dle Motlika a Fulky (1976) po 40 — 48 hodinach. V této dob& dochazi k dalsimu
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ptreruseni vyvoje a k opétovnému zahajeni meiodzy dochazi az po penetraci spermii, nebo po
partenogenetické aktivaci. U mySi nastdva metafaze | po 8 hodinach, metafaze II nasleduje po

18 hodinach (Wassarman, 1988).

Cytoplazmatické zrani

Proces cytoplazmatického zrani se tykd zmén organizace organel, filament
a mikrotubult cytoskeletu i molekularni slozky oocytu (Fereira et al., 2009).

Zorganel prochazi vyraznymi zmeénami Golgiho aparat, ribozomy, mitochondrie
a endoplazmatické retikulum. Zmény jsou podminény dynamikou slozek cytoskeletu, které
jim umoznuji fizeny pohyb v cytoplazmé (Fereira et al., 2009).

Pohyb mitochondrii je spojen s aktualni potifebou energie ve form& ATP, a proto se na
pocatku zraci faze shlukuji v prstencové formé okolo zdrodecného vacku. Po ukonceni
metafaze | dochazi k do¢asnému rozptyleni a v metafazi Il je opét zaznamenano soustiedéni
mitochondrii kolem chromatinu (Fereira et al., 2009). Marteil et al. (2009) zminuje, Ze tvorba
ATP ztréaci po vydé€leni prvniho polového téliska na své pivodni intenzité. Pficinou miize byt
vznik volnych radikdlt pfi mitochondridlni syntéze ATP, jejichZ zvySené mnozstvi by mohlo
byt letalni pro pocatek embryonalniho stadia plodu.

Endoplazmatické retikulum (ER) lezi v rGstové fazi oocytii blizko centralni oblasti
cytoplazmy (Jaffe a Terasaki, 1994). Je depozitem kationtd vapniku, které jsou uvolnény pii
penetraci oocytu spermii. Zahajuji tak kortikalni reakci, ktera zabratiuje vzniku polyspermie.
Proto se ER Vv procesu zrani premistuje V podobé kortikalnich klastri na periferii oocytu
(FitzHaris et al., 2003).

Také cisterny Golgiho komplexu jsou v obdobi zarode¢ného vacku soustiedény spise
v okoli jadra. V pribéhu zrani i zde dochazi K distribuci do blizkosti plazmatické membrany
v podobé¢ kortikalnich granul (Payene a Schatten, 2003).
Kortikalni granula maji zasadni ulohu v mechanizmu, ktery zabranuje polyspermii béhem
oplozeni. Proto jsou V pribéhu zrani pfemistény do korové oblasti oocytu. Ve zralém oocytu
prasete jsou ulozeny V podob¢ souvislé vrstvy tésné sousedici s oolemou (Marteil et al.,
2009). Wang et al. (1997) zaznamenal nartst tvorby kortikalnich granul v metafazi I.
V prabehu metafaze II jiz ke zvySeni jejich poctu nedochazi.

Zakladni zasoba energie pro vyvoj oocytu je ulozena ve formé¢ tukovych kapének.

U koni a prasat byla pozorovana zména Vv jejich distribuci v okoli meotického vieténka v MlI
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fazi. Vyssi schopnost zrani byla zjisténau oocytd,u nichz Kk této polarizaci dochazi (Marteil et
al., 2009).

Na dynamice procesu zrani se podileji prvky cytoskeletu, ato mikrotubuly
a mikrofilamenta. Vyznam mikrotubulti souvisi pfedevSim s rozd€lenim vétSich organel
a chromozoml meiotického vieténka. Mikrofilamenta, vzhledem ke své jemnéjsi struktufe,
slouzi k upfesnéni polohy chromozomii a pterozdéleni mensich organel, jako jsou kortikalni
granula a cisterny endoplazmatického retikula (Marteil et al., 2009). K jejich distribuci
dochazi v periferni oblasti oocytu Vv dobé mezi rozpadem zéarodecného vacku a anafazi
| (Ferreira et al., 2009). Mikrotubuly meiotického vieténka jsouu prasete pozorovatelné az pii
rozpadu zarodecného vacku. Vychazeji z centrozomu a jsou zakoncené kinetochory Vv misté
napojeni na centromeru piislusného chromozomu (Marteil et al., 2009). Vytvaii tak vieténko
soudkovitého tvaru. Vzhledem Kk diploidnimu poétu chromozom, nabyva meiotické vieténko
v metafazi | vétSich rozmérti nez v metafazi II, kdy je pocet chromozomu jiz haploidni.
V anafazi dochazi k odd€leni chromozomu a prodluzovani vieténka. V telofazi | je jedna sada
chromozom vytlacena plsobenim mikrotubulii mimo buniky za vzniku prvniho poélového
téliska. Poté nastdva interkinéze. Tak je nazyvana doba pfechodu mezi meidzou | a meidézou
II. Interfaze je vynechana, chromatin opét kondenzuje a prvky meiotického vieténka meidzy
| jsou degradovany (Ferreira et al., 2009). Marteil et al. (2009) zachytil odlisnosti ve vyvoji
oocytu prasete. Mikrotubuly nevychazeji z centromer, ale pfimo z kidry oocytu aKk jejich
degradaci dochazi az na konci faze zrani. Ve fazi MII oocyt setrvda do doby aktivace
penetrujici spermii nebo partenogenetickym cinitelem. Pokud k tomu nedojde, oocyt zanika.

(Sun et Nagai, 2003).

3.1.4 Vyvoj folikulu

Vyvoj arlst oocytl ve vajecniku je uzce spjat s vyvojem folikuld, které jsou tvofeny
bunikami obklopujicimi oocyt a provazi jej az kK ovulaéni fazi. V pocate¢nim obdobi prvniho
meiotického bloku je kolem oocytu vytvofena jedna vrstva somatickych, pregranuldéznich
bunék plochého tvaru (Picton et al., 1998), které pozdéji nabyvaji tvar kubicky (Bielanska-
Osuchowska, 2006). Utvafeni primarniho folikulu je fizeno faktory, které rist stimuluji, nebo
naopak inhibuji. Pfikladem inhibi¢nich faktord jsou proteiny retinoblast a onkogen myc
exprimované V jadérku (Picton et al., 1998), dale TNFa (Tumour Necrosis Factor Alpha)
(Glister et al., 2014). Rust stimulujici faktor je naptiklad WT-1 (Wilms Tumor Protein), SF-1
(Steroidogenetic Factor) (Logan et al., 2003), nebo bFGF (Basic Fibroblast Growth Factor)
(Wang et al., 2014).
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Ristova faze je zahajena a udrzovana plisobenim gonadotropini a vstupuje do ni vzdy
nékolik folikulti v pribéhu ovarialnich cyklt (Cortvrindt et al., 1997). Vyznacuje se ristem
oocytu, tvorbou a diferenciaci folikularnich vrstev a vytvorenim antralni dutiny s folikularni
tekutinou (Norberg, 1972).

Dojde-li k tvorbé vice vrstev granulézy okolo oocytu, hovofime jiz 0 preantralnim,
neboli sekundarnim folikulu. Pro toto obdobi je charakteristickd intenzivni proliferace
granuldznich bunék a diferenciace obalu folikulu na vrstvu vnéjsi (theca foliculi externa)
a vnitini (theca foliculi interna). U prasete dorusta folikul do velikosti 300 um a vnitini
pramér dorostlého oocytu, tj. bez zona pellucida, nabyva 120 um (Van den Hurk et al., 1997).
Ulohou granuléznich bunék je piedevsim vyziva oocytu béhem ristu (Buccione et al., 1990).
Podminkou dal$iho vyvoje folikulu i oocytu je dostupnost pro regula¢ni gonadotropiny a jiné
endokrinni faktory. Dochazi proto k rozvoji krevnich kapilar, které proristaji mezi vnéj$im
a vnitinim obalem folikulu (van den Hurk et al., 2000). U sekundéarniho folikulu zatim
nedochazi k produkci estrogenti, protoze jesté neni schopen exprese aromatazy (enzym ktery
transformuje androgeny na estrogeny). Rust krevnich kapilar piipravuje folikul ioocyt na
dalsi tizeni procesu gonadotropnimi hormony. Na bunikdch granulézy se objevuji receptory
pro estrogeny a FSH. Buiky vnitiniho obalu folikulu davaji vznik receptorim pro LH.
Dochazi tak k pfipravé na vznik folikulu, ktery je jiz cele zavisly na hormonalnim ptsobeni.
V tomto folikulu jsou produkovany androgeny butikami theca foliculi interna, které podléhaji
hormondlnimu fizeni LH. Androgeny difunduji do bun¢k granul6zy, kde jsou transformovany
na estrogeny. Regulaci tohoto procesu fidi hormon FSH. Vznikajici estrogeny stimuluji
proliferaci granuléznich bunék adavaji podnét K sekreci antralni tekutiny. Spolu
S narUstajicim mnoZstvim antralni tekutiny se uvnitt folikulu vytvafi dutina, zvana antrum
(Wasserman, 1988).

Buiky antralniho folikulu rozdélujeme do dvou skupin, na bunky corona radiata a na
bunky muralni. Corona radiata lemuje oocyt a vytvaii s nim mezibuné¢né komunikaéni spoje
typu gap junction. Muralni bunky pokryvaji folikularni sténu. Vlivem intenzivniho ristu
folikulu vajicko opousti centralni pozici uprostied folikulu, posunuje se ke stran¢ a vznika
tzv. vejconosny hrbolek, cumulus oophorus (Eppig, 2001). Rostouci mnozstvi folikularni
tekutiny dava vznik velkému Graafovu folikulu, ktery je jiz viditelny na povrchu vajeéniku
aje schopnen ovulovat (Wasserman, 1988). Vliv na vybér folikula, které budou ovulovat

mau prasnic zejména zluté télisko (Knox, 2005).
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3.1.5 Regulaéni faktory meiotického zrani

Cyklické nukleotidy

Cyklicky adenosin monofosfdt (cAMP) patfi mezi vyznamné regulacni faktory,
slouzici mimo jiné k pfenosu extracelularnich signalii ovliviiujicich chovani bunky. Signalni
draha zaCina navazanim extracelularni signalni molekuly na membranovy receptor spojeny
s G-proteinem. Aktivovana alfa-podjednotka G proteinu aktivuje enzym adenylatcyklazu
(AQC), ktery syntetizuje cAMP z adenosin trifosfatu (ATP) (Alberts et al., 1998). K této reakci
dochazi odstranénim difosfatové skupiny z ATP aadici zbyvajiciho fosfatu k sacharidové
skupiné molekuly. Odbourani cAMP je realizovano enzymem cAMP-fosfodiesterdzou. Ta
Stépi cAMP na AMP. Ke zménam koncentrace cAMP muze dojit béhem nékolika sekund pfi
vyrazné amplifikaci signalu. Cilové bunky odpovidaji na zmény koncentrace cAMP odli$né.
Pomalejsi cestou, ktera trva az nékolik hodin muze dojit pomoci cAMP k fosforylaci
nékterych regulacnich proteint, které aktivuji genovou transkripci (Alberts et al., 1998).
cAMP prenasi signal nejcastéji aktivaci enzymu proteinkinazy A (PKA) (Alberts et al., 1998).
Cho (1974) uvadi, ze cAMP méa vyznamny vliv na udrzeni prvniho meiotického bloku. PKA
inhibici exprese genu c-mos znemoziluje priubéh signalni drahy MAPK, kterd ma vyznamnou
roli pfi rozpadu zarode¢ného vacku. V opacném piipadé, tedy pii poklesu koncentrace cAMP
a nasledné i1 PKA, dojde k fosforylaci Cdc25 a k aktivaci komplexu MPF (Mehlmann, 2005).
Sela-Abramovich et al. (2006) uvadi, ze na zvySeni cAMP Vv oocytu se podileji také
kumularni buniky transportem cAMP pies spoje gap junction.

Cyklicky GMP ptisobi zvySenim cinnosti fosfodiesterazy (PDE) sniZeni koncentrace
CAMP oocytu. K syntéze cGMP dochazi enzymem guanylatcykldzou odstépenim difosfatoveé
skupiny a napojenim zbyvajici fosfatové skupiny na cukerny zbytek. (Alberts et al., 1988).

OMI

Produkeci tohoto peptidu zajistuji folikularni buniky. Do oocytu je signal pfenasen pies
spoje gap junction. Plsobi inhibici meiotického zrani a spolupodili se na udrzeni bloku
Vv profazi meidzy | (Wassarman, 1998). OMI je nizkomolekularni peptid, ktery je
produkovany folikuldrnimi bunikami. Tento peptid mizeme nalézt ve folikularni tekutingé
mnoha savcl. Jeho molekulovd hmotnost je kolem 1-2 kDa. OMI blokuje meiotické zrani
oocytl audrzuje je Vv diktotennim stadiu profaze 1. Jeho inhibi¢ni ucinek pravdépodobné

pusobi na oocyty nepfimo a ovliviiuje je pres kumularni bunky a jejich gap junction. Jeho
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hladina je snizena béhem doby ptfedovulacniho zrani folikulu. Je pravdépodobné, Ze inhibi¢ni
ucinek OMI je potencovan pomoci cAMP (Wassarman, 1988).

Neni znamo, zda cAMP, ¢i OMI je do oocytu pfenesen jako inhibi¢ni signal. Tato
inhibice neni druhové specifickd, je mozné vyuzit OMI z prase¢iho oocytu na inhibici
meidzyu oocytu lidského. U prasat, ¢i potkanti bylo prokazano, ze OMI inhibuje meidézu
pouzeu oocytli s kumulem. OMI je pouze jednim faktord, podilejicich se na zastaveni
meiotického bloku. Je mozné, ze LH vyvolava znovuzahajeni meidzy prostiednictvim
odstranéni inhibi¢niho signalu narusenim priichodu OMI pies gap junction, nebo Ze blokuje

jeho dalsi tvorbu (Tsafriri et al., 1982).

Protein kinaza C (PKC)

PKC fosforyluji serinové a threoninové zbytky proteinovych substratll, uplatiuji se
jako prenaseci signalti a rovnéz se podileji na fizeni bunééného cyklu. Aktivaci PKC pusobi
vapnikové ionty a diacylglyceroly (DAG). Podle zpiisobu aktivace rozdélujeme PKC na
konvencni, nové a atypické. Mezi konvencéni PKC patti izoformy PKC-a, PKC-$ I, PKC-f II,
PKC-y. Kaktivaci téchto izotopi dochédzi prostiednictvim véapnikovych iont
a diacylglyceroly DAG. Mezi nové PKC patii izoformy PKC-§, PKC-g, PKC-n, PKC-p,
PKC-0. Jejich aktivace je zavisld pouze na DAG. Atypické PKC zastupuji izoformy PKC-g,
PKC-A, PKC-t. Aktivace téchto izotopl neni z&visla na iontech vapniku, ani na DAG (Petr et
al., 2007).

Po aktivaci se PKC vaze na membranové fosfolipidy nebo na receptory, které jsou
lokalizovany V subcelularnich kompartmentech. Je-li PKC aktivovdna Vv kumularnich
bunikach, dochazi ke znovuzahéjeni meidzy. Pokud vSak dochazi k aktivaci PKC v oocytech,
je pokratovani meidzy inhibovano. Uginek zavisi na tom, ktera z izoforem je aktivovana.
U oocytu se stimulaéni, ¢i inhibi¢ni u¢inky PKC méni dle aktualni faze zrani (Viveiros et al.,
2003). V oocytech prasat navodi aktivace PKC inhibici MAPK, ¢imz zabranuje GVBD.
Pokles aktivity PKC je tedy nezbytny pro vystup z prvniho meiotického bloku (Fan et al.,
2002).

Vapnik

Nejbéznéjsim druhym poslem jsou ionty vapniku, které se ti€astni fady signalnich drah
jak v somatickych burikach, tak v gametach. Vyznamnou roli hraji i ve fazi rastu a v regulaci

meiotického zrani (Miyazaki, 1991).
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Funkce signalnich drah prostfednictvim vapniku je umoZn&na nizkou koncentraci Ca®*
jonti v cytosolu. Tento stav je udrzovan permanentnim od&erpavanim iontd Ca®*
membranovymi pumpami do extracelularniho prostoru, do endoplazmatického retikula, ¢i
jinych organel, které mohou slouzit jako zadsobarny vapniku (Alberts et al., 1998).

V oocytech prasete je vapnik shromazd’ovdn zejména V mitochondriich, vakuolach,
zloutkovych granulech a karyoplazmé (Petr et al., 2001).

Pti vysledném strmém elektrochemickém gradientu iontl vapniku stac¢i piechodné
otevieni Ca®* kanalt k okamzitému vyliti ionti do cytosolu pro zahajeni signalizace
prostiednictvim Ca®" (Alberts et al., 1998).

Popséany byly dvé zakladni dréhy. Draha vedouci pfes ionsitoltrifosfatové IP3
receptory a dréha vyuzivajici ryanodinové receptory RyR.

Molekula IP3 vzniké odStépenim z membranového fosfolipidu ¢innosti fosfolipazy C,
ktera byla aktivovana pienosem extracelularniho signalu. Dochazi k difuzi IP3, napojeni na
receptory ER, otevieni kanalti a iniku molekul vapniku do cytosolu (Berridge, 1993).
Ryanodinové-RYR-receptory se nachdzeji na membrané endoplazmatického retikula
(Meissner, 1994). K navySeni koncentrace vapnikovych kationtti v periferii cytosolu dochazi
U savcich oocytll bezprostiedné po oplozeni. Schopnost uvolnéni vapniku z vnitrobunéénych
zasob je na pocatku meiotického zrani pomérn€ mala. Vyviji se postupné béhem zrani a pii
zastaveni meidzy V metafdzi II dosahuje maxima. Je nezbytnou slozkou pro zahdjeni vyvoje
embrya po oplozeni oocytu (Carroll et al., 1994; Mehlmann et Kline, 1994). Vapenaté ionty
ovlivituji fazi zrani oocytd i1 vyvoj po oplozeni. Zasadni tlohu maji pfedevS§im Vv rané fazi
iniciace vystupu z meiotického bloku profaze I. Tim se ucastni znovuzahdjeni meiotického
zrani (Kaufman et Homa, 1993; Carroll et al., 1994) a to jako fidici prvek vystupu z metafaze
meiozy I. Pfi zablokovani vépnikovych kanali béhem kultivace prasecich oocytli doslo
k zastaveni meiotického zrani (Kaufman et Homa, 1993; Rozinek et al., 2003). Uéinky
vapniku jsou vétSinou nepiimé, zprostiedkovany prevodnimi proteiny. Prikladem je
kalmodulin (CaM). Po navazéani vapniku (4 vazebna mista) dojde ke zmeéné€ konformace se
ziskanim schopnosti vazby k cilovym proteintim. Tato vazba méni jejich aktivitu (Valeyev et
al., 2008). Ca/CaM dependentni draha pravdépodobné ovliviiuje aktivitu MPF a MAPK
sucinkem na formaci d¢liciho vieténka a separaci prvniho podlového téliska. Uvolnéni
vapniku z depozit, véetné jeho pulzace pii aktivaci a oplozeni, ma nezastupitelnou tlohu (Fan

et al., 2003).
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MPF

Komplex cyklin dependentnich kinédz, ktery reguluje vstup do M-faze (MPF), patii
mezi univerzalni regulacni faktory bunééného déleni (Stojkovic et al., 1999). Vysoka aktivita
MPF udrzuje oocyty zastavené V metafazi I (Nursee, 1990). Poprvé byla ¢innost MPF
popsana na oocytech skokana levhartiho ranapipines (Masui a Market, 1971).

MPF je heterodimer slozeny ze dvou podjednotek. Katalytickd podjednotka
serin/threonin protein kindza p34°? je také nazyvéna jako CDK 1 (cyclin dependent kinase
1). Regulacni podjednotkou je cyklin B (Gautier, 1998; Gautier et al., 1989). Koncentrace
katalytickych podjednotek se V pribéhu meiotickych cyklii neméni, zatimco koncentrace
regulacnich podjednotek zaznamenéava vyraznou degradaci ubikvitin-dependentnim systémem
v obdobi mezi metafazi | ametafazi II. Jedna se 0 proteolytické komplexy, V nichZ jsou
oznacené proteiny hydrolyzovany protézami. Molekuly ubikvitinu se navazi na regula¢ni
podjednotku. Oznaci tak cyklin pro proteazom, ktery protein degraduje pomoci enzymd, jez
jsou jeho soucasti (Alberts et al., 1998).

K aktivaci MPF je nutné nejen spojeni obou podjednotek, ale zaroven fosforylace
dvou aktivacnich a defosforylace jednoho inhibi¢niho centra na cdc2 (Jones, 2004). Z tohoto
divodu muze byt MPF béhem riistové faze oocytu hromadén v neaktivni jako pre-MPF ato
diky inhibi¢ni fosforylaci podjednotky p34COICZ inhibiéni kindzou Mytl (Gautier et al., 1991,
Touny a Banerjee, 2006). Aktivaci MPF pak pusobi aktivaéni defosforylaci fosfataza Cdc25.
Rovnovazny stav mezi aktivitami Myt 1 a Cdc25 je tedy podminkou pro uspésny pribch
meiotického zrani (Palmer et al., 1998).

Ke zvySovani aktivity MPF dochazi ptfi rozpadu zarode¢ného vacku, vrcholu je
dosazeno Vv metafazi 1. Po té nasleduje pokles vlivem degradace cyklinu B ak opétnému
navySeni dochazi v obdobi metafaze II (Kikuchi et al., 1995). M¢éfeni aktivity MPF je
umoznéno sledovanim naristu, ¢i poklesu mnozstvi exogenniho histonu H1. Narist aktivity
kinazy H1 koresponduje s defosforylaci p34°®? (Arion et al., 1988). Aktivita MPF je
podminéna zvySenou syntézou proteinu a jejich fosforylaci (Fulka et al., 1991). S postupem
k rozpadu zarode¢ného vacku dochazi ke zvySovani aktivity MPF atim i fosforylaci
intracelularnich proteint (Taieb et al., 1997).

Soucasti MPF je Greatwall kindza (GWL). Kindza Greatwall je nezbytna pro vstup
a udrzeni M faze. Negativné reguluje fosfatazy inhibujici aktivaci Cdc25 a tim i vstup do M-
faze. Ucastni se tak autoregulaéni smy¢ky, ktera fidi aktivitu Cdc25, do niZ patii kromé GWL

také MPF, Polo kinazy a MAPK. Uloha GWL je ve vyvolani prvnich kroki ve fosforylaci
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a aktivaci Cdc25. V pozdégjsi M-fazi je fosforylace Cdc25 vysledkem ¢innosti MPF. Aktivita
GWL je nezavislad na pfitomnosti progesteronu a neni zavisla ani na Mos/MAPK draze (Zaho
et al., 2008).

MPF je nezbytny pro zajisténi spravného pribéhu meiotického zrani. Fosforylaci
specifickych proteini piisobi kondenzaci chromozomil. Fosforyluje proteiny jaderné laminy
a zajistuje tak rozpad jaderné membrany. Podili se na vytvofeni mitotického vieténka tak, ze
fosforyluje proteiny asociované s mikrotubuly a ptisobi zménu jejich vlastnosti (Alberts et al.,
1998).

MAPK

Protein kindza, ktera aktivuje mitogen (MAPK), naleZi do skupiny serin/threonin kinéaz
a ucastni se dulezité vnitrobunécné signalni drahy (Ferrell et al., 1991).

Kinazova kaskada MAPK se tcastni regulace zraci faze oocyti (Fan a Sun, 2004).
K fosforylaci dochazi podobné jakou MPF na treoninovych a serinovych zbytcich (Verlhac et
al., 1993). Zpisob aktivace MAPK je druhové specificky (Verlhac et al., 1993). V oocytech
prasete je ve fazi G2 pozorovana pouze V neaktivni formé v cytoplazmé. V dob¢ ptrechodu
G2/M putuje cast MAPK do GV pfed GVBD. Injekce MAP kinazy do zarode¢ného vacku
jeho rozpad urychlila, na rozdil od aplikace do cytoplazmy, kdy nedoslo k zadné zméné. Pienos
signalu do jadra ma tedy vyznamny vliv na chovani jaderné membrany (Stojkovic et al.,
1999).

Na vyznam MAPK pro vyvoj oocytu prasete existuje vice odliSnych nazort. Inoue et
al, (1995) tvrdi, ze aktivace MAPK je mozna az po aktivaci MPF. Na rozdil od néj dospél Lee
et al, (2000) k nazoru, ze k aktivaci MAPK dochazi jiz pii GVBD vlivem uéinku MPF.
V roce 1998 loune et al, (1998) pichodnotil sviij nazor a dospél k zavéru, ze k aktivaci MAPK
dochazi jeste pred aktivaci MPF.

Fan a Sun (2004) uvadi, Ze zakladni latkou aktivujici MAPK oocytu je p90rsk.
Stojkovic et al. (1999) provedl aplikaci mMRNA c-mos do nezralych oocytl prasete a po Sesti
hodinach od aplikace zachytil aktivaci signalni drahy MAPK. Na druhou stranu Ohashi et al,
(2003) nezaznamenaly Zadny vliv nedostatku MAPK na uspéSny start meiotického

zraniu oocytu prasete.
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CSF

Cytostaticky faktor sestava z nékolika molekul. Dosud byly popsany enzymy Mos
(Colledge et al., 1994), Cdk2 (Gabrieli et al 1993), Emi (Tunquist, 2003). Vyznam tohoto
komplexu, vyskytujicitho se V cytoplazmé oocytii béhem ovulace, je Vv zabranéni vyvoje
z metafaze II do anafaze II (Masui a Market, 1971). Toho je dosazeno inhibici degradace
cyklinu B potiebného pro aktivitu MPF. K této inhibici, podporujici stabilizaci MPF, slouzi
s nejveétsi pravdépodobnosti Mos/MAP kinaza jako souc¢ast CSF (Stojkovic et al., 1999).

Degradace proteini CSF je navozena ¢innosti komplexu APC/C ubikvitin dependentni
drahou V proteasomech 26S. Anafazi podporujici enzymaticky komplex (APC) ma
rozhodujici tlohu v ptfechodu mezi metafazi a anafazi ptfedevsim tim, Ze podporuje rozestup
chromozom do dcefinych bunék. Zaroven fidi oznaceni proteint CSF ubikvitinem. Tento
maly protein, slouzici Kk oznaceni vétSich proteinti uréenych K likvidaci, je rozpoznan
v proteazomech (Alberts et al., 1998).

Po uskute¢néné degradaci CSF prechédzi oocyt do anafaze II a pokracuje v meiotickém

vyvoji (Jones, 2005).

Oxid dusnaty (NO)

Oxid dusnaty patii mezi plynné signalni molekuly. Diky schopnosti regulace jak
intracelularnich, tak extracelularnich procesi, dochazi k vyuziti NO v mnoha fyziologickych
pochodech. Oxid dusnaty plsobi ve tkdnich jako lokalni mediator. Pokud se NO nachazi
v organizmu v nizkych koncentracich, ma nepostradatelnou funkci jako vnitrobunéény posel.
Vysoka koncentrace vSak mlize zpusobit V oocytu nevratné $kody svymi derivaty (Bu et al.,
2003).

Rozpustény hydrofobni NO snadno difunduje do okolnich bunék. Vzhledem ke
kratkému polocasu rozpadu (5-10s, vlivem reakce skyslikem avodou na dusi¢nany
a dusitany), je jeho plisobeni jen lokalni. Cilem byva vétSinou enzym guanylatcyklaza,
katalyzujici tvorbu cGMP, ktera aktivuje kratkou vnitrobunéénou drahu K cilovému proteinu
(Alberts etal., 1998).

V oblasti reprodukce se ucastni regulace mnoha procesii. Piikladem je regulace
aktivity pohlavnich hormonti, prokrveni pohlavnich organti, vyvoj folikul, oocytu,
nacasovani ovulace, nidace embrya i spermatogenezeu samci (Jablonka-Shariff a Olson,
2000).
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Existence NOS byla poprvé prokazana v roce 1989. Od t¢ doby byly izolovany tfi
izoformy NOS.

nNOS, nazyvand, jako nervova NO-syntaza vdéci svému nazvu uskutecnéni prvniho
nalezu V nervové tkani. Na rozdil od ostatnich izoforem vSak nebyla nalezena ve vajecnicich
savcu (Janssensen et al., 1992).

INOS — indukovatelna NO-syntaza je také produkovana fadou bunék, vcetné
folikultiu savct. Je schopna dlouhodobé, stalé syntézy NO (Jablonka-Shariff a Olson, 1997).
iINOS je schopna produkce vétsStho mnozstvi oxidu dusnatého. V tom se 1isi od ostatnich
izoforem (Bian a Murad, 2003). Aktivita iNOS ma vyznam piedev§im pro vyvoj tercialniho
folikulu, ovulaci a progresi CL (Tao et al., 2004).

eNOS, nebo-li endotelialni NO-syntaza byla poprvé nalezena V butikach endotelia
(Alderton, 2001). K nalezu doslo iV sav¢ich folikulech (Jablonka-Shariff a Olson, 1997),
v Leydigovych a Sertoliho bunkach a ve spermatidach (Ambrosino et al., 2003). Je schopna
kratkodobé syntézy mensiho mnozstvi NO. Z hlediska reprodukce je eNOS spojena
s vyvojem oocytu, folikulu, progresi a regresi Zlutého téliska (Tao et al., 2004).

Je pravdépodobné, Ze NO hraje klicovou roli Vregulaci signalizace kontrolujici
pfechod mezi metafazi | a metafazi 11, stejné jako pferuSeni meiozy Vv metatazi II (Jablonka-

Shariff a Olson, 1998).

Sirovodik

Sirovodik patii mezi fyziologické signalni gastrotransmitery. Prekurzorem
endogenniho sirovodiku je aminokyselina cystein. Syntéza sirovodiku je katalyzovéna tfemi
enzymy.

3-merkaptopyruvat sulfurtransferaza (MPST) syntetizuje sirovodik Vv mitochondriich
i v cytosolu. Cystathionine beta-syntaza (CBS) byla poprvé izolovana v mysich vajeénicich,
V oocytech jeji pfitomnost prokdzana nebyla. Nejsilnéjsi expresi CBS prokazovaly folikuldrni
buniky ato ve vSech stadiich folikularniho vyvoje. Genovy knockout CBS zpiisobil inhibici
zraci faze oocytu. Touto cestou byl prokazan vliv na zrani oocytu, dale na prub¢h a délku
estralniho cyklu, na rust folikult a na plodnost samic isamct (Zhu et al., 2011). Ttetim
enzymem produkujici sulfan je cystathionin gama-lyaza (CSE), jehoz aktivita byla prokazana

predevsim Vv cévni soustave (Zhao et al., 2001).
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3.2 Kalcineurin

Kalcineurin, ozna¢ovan také jako protein fosfatdza 2B, patii mezi serin/threonin
fosfatazy. Hraje podstatnou roli v pfevodu vépnikovych signali na bunécné procesy (Klee et
al., 1988; Kincaid, 1993). Je pfitomen V Sirokém spektru organizmi od kvasinek po savce
(Kincaid, 1993). Jedna se 0 heterodimer sloZzeny ze dvou podjednotek, katalytické a regulaéni.
Katalytickd A podjednotka seu savcl vyskytuje ve tfech izoforméch (alfa, beta, gama).
Dosahuje molekulové hmotnosti 58 kDa. Obsahuje jedno misto pro navazani kalmodulinu.
Regula¢ni podjednotka B se vyskytuje ve dvou izoformach (A, B) 0 molekulové hmotnosti 18
kDa. Aktivaci kalcineurinu zajist'uji ionty vapniku, které se vazi na Ctyfi vazebna mista. Jedno
z téchto mist vykazuje silnou a ostatni tfi slabsi afinitu K vapniku. Kalcineurin je jedina znama

fosfatdza, kterd ke své aktivaci potiebuje jak ionty vapniku, tak kalmodulin.

Aktivace kalcineurinu

K aktivaci celého heterodimeru dochéazi odstépenim autoinhibi¢niho peptidu po
obsazeni vSech vazebnych mist pro Ca akalmodulin. To vyzaduje zvySenou koncentraci
vapniku. Pfi jeho nizké koncentraci je narusena pevna vazba kalcineurin — kalmodulin
(Sobotkovéa a Barttitkova, 2008). Pokud je obsah vapniku niz$i nez 10"M, dochazi k jeho
navazani pouze vV misté¢ vysoké afinity. Podjednotky A iB pak sice zistavaji spojeny, ale
enzym postrada aktivitu (Klee et al., 1998). Dalsimi latkami nezbytnymi pro aktivitu
kalcineurinu jsou ionty Zeleza (Fe®*) a zinku (Zn?*) (Klee et al., 1998). Pokud dojde k oxidaci
Fe?* na Fe**, maze dojit k inaktivaci enzymu (Aramburu et al., 2004).

Vyskyt kalcineurinu

Zatimco izoformu A-y, kterd se vaze na regulacni podjednotku B2, 1zeu savct nalézt
pouze mozkové a varletni tkani, kalcineurin A-o, A-B, vazici se na regula¢ni podjednotku B1,
byl detekovan ve vSech tkanich organismu (Molkentin, 2004). Pfikladem mulze byt tukova
tkan, nadledvinky, micha, ledviny, jatra, plice, kostni dfen, slinivka, placenta, krevni desticky.
Sitnice, hladka svalovina, slezina, $titna Zlaza a brzlik (Rusnak and Mertz, 2000).

Pro vSechny uvedené izoformy obou podjednotek kalcineurinu dochdzi v jadie béhem
rastu k expresi piislusnych mRNA, které jsou zde docasné deponovany, nebo rovnou vyuzity
pro zajiSténi specifickych potifeb dané buiky. Jednd se 0 mRNA pro izoformy katalytické
podjednotky kalcineurinu A-alfa, A-beta a A-gama, dale 0 izoformy regula¢ni podjednotky
Bl aB2.
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Funkce kalcineurinu

Kalcineurin patii do rodiny serin threonin protein fosfatdz (Rusnak and Merz, 2000).

Cilem jeho aktivity je tedy regulace dalSich proteinii prostiednictvim defosforylace (Jessus
and Haccard, 2007). Kalcineurin upfednostiuje substraty se zasaditymi AMK na N-konci
a bez kyselych AMK na konci fetézce proteinu (Klee et al, 1998).
Téchto specifickych vlastnosti je vyuzito Vv somatickych bunkach pfi fizeni enzymatické
aktivity, apoptdzy iaktivaci T a B lymfocytd, expresi gend cytokint a transportu molekul
aiontd. Jako konkrétni piiklad lze uvést regulaci transkripéniho faktoru NAFT. Po
defosforylaci serinovych zbytkli je NAFT translokovan do jadra. Zde reguluje transkripci
genu pro interleukiny (IL2, IL3, IL4, IL13) ajiné faktory (INF-gama, GM-CSF, TNF-alfa)
(Sobotkova a Barttnkova, 2008).

Mochida and Hunt (2007) provedli studii zaméfenou na oocyty zaby rodu Xenopus
laevis. Bylo zjisténo, ze uvolnénim vapniku z endoplazmatického retikula IP3 cestou dochazi
k aktivaci kalcineurinu ajeho prostfednictvim k defosforylaci komplexu APC/C. Tento
komplex je zodpovédny za degradaci cyklinu B a aktivitu MPF. V raném embryonalnim
vyvoji kalcineurin ovliviiuje dekondenzaci chromatinu a zmény Vv cytoskeletu vcetné migrace
prvojader (Jessus and Haccard, 2007).

Nishiama et al., (2008) provedli inhibici kalcineurinu v oocytech drapatky a zjistil, ze
byl blokovan vystup zdruhé meiotické metafaze. Déle bylo pozorovano, Ze aktivace
kalcineurinu  provazena nasledujici inaktivaci v oplozeném oocytu, je nutnd pro uspeéSny

zacatek vyvoje embrya.

Inhibice kalcineurinu

Pti sledovéani G¢inkt aktivity kalcineurinu hraji dalezitou tlohu inhibitory. Jednim
takrolimus (FK506) a pimekrolimus (Sobotkova a Bartunikova, 2008). Zhao et al., (2008)
oznacuje insekticidy cypermethrin, deltamethrin a fenvalerat jako silné specifické inhibitory

kalcineurinu s vlivem na mei6zu oocytd savcu.
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4. Materialy a metodika
4.1 Ziskavani a kultivace oocyti
Ziskavani vajecniki

K pokustim byly pouzity oocyty izolované z vajecnikli prasnic porazenych na jatkéch.
Transport vajecnikli do laboratofe byl uskutecnén béhem jedné hodiny, V termolahvich

naplnénych fyziologickym roztokem. Teplota byla udrzovana na 38°C.

Zisk rostoucich oocyti

Pro ziskani rostoucich oocyti byla pouzita korova tkan povrchu vajecnikii dovezenych
z jatek. Ovarialni tkan byla vystfihnuta pomoci chirurgickych nizek a byly z ni vyrobeny
tenké pruhy 0 délce asi 10 mm a Sifce 2 mm. Izolace oocytii probihala pod mikroskopem
vybérem folikult o velikosti mensi, nez 2 mm. Nasledovalo protrzeni vybranych folikula
jehlou 20G a rozdéleni ziskanych oocyti do étyt kategorii podle velikosti vnitiniho priméru,
to znamena bez vrstvy zona pellucida. Oocyty byly podle velikosti vnitiniho priméru
rozdéleny do ¢tyt skupin. Prvni dvé skupiny zahrnovaly oocyty 0 velikosti 80-89 um a 90-99
um, ve tieti skupiné byly oocyty o velikosti 100-110 pm a ¢tvrtou skupinu tvofily oocyty
0 velikosti 120 um.

Odbér oocytii s ukoncéenym riistem

Pro ziskéni oocytli s ukonfenym riistem byly pouzity folikuly 0 rozméru 2-5 mm
aaspiracni jehla 20G. Pod stereomikroskopem bylo provedeno jejich odsati pipetou
z folikularni tekutiny a transport oocytd do média M199. Médium M199 bylo obohaceno
o0 laktat, pyruvat, HEPES, gentamicin artistové proteiny fetadlniho séra (tab. ¢. 1). Do
experimentu byly pouZity pouze oocyty, které mély celistvou cytoplazmu a neporuSeny obal

Z kumularnich bunék.
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Tabulka €. 1: SloZeni modifikovaného média M199

CHEMIKALIE MNOZSTVi VE100 ML MEDIA M199
Laktat sodny (Sigma-Aldrich) 60,0 mg

Pyruvat sodny (Sigma-Aldrich) 25,0 mg

HEPES (Sigma- Aldrich) 150,0 mg

Gentamicin (Sigm - Aldrich) 2,5mg

Rustové proteiny (Gibco BRL) 10% (wi/v)

4.2 Stanoveni mRNA metodou RT - PCR

Metoda PCR umoziuje amplifikaci konkrétnich sekvenci DNA,u nichz pak diky
namnozeni muze byt provadéna detekce. Je provadéna vyhradné in vitro a bez pouziti vektort
a hostitelskych bunék. K provedeni této metody jsou potieba syntetické oligonukleotidy
komplementarni ke zndmym sekvencim, které ohrani¢uji konkrétni zkoumanou ¢ast DNA.
Dalsi nezbytnou sloZkou jsou dva nukleotidy (primer), které hybridizuji vzdy s jednim
fetézcem na obou strandch amplifikovaného useku DNA, dostatek deoxynukleosidtrifosfat
a nakonec specielni, termorezistentni DNA-polymerazu (Kolman et al., 2012) Metoda PCR
sestava ze tii kroku, které se mnohokrat opakuji. Nejprve dochazi k denaturaci zahfatim na 92
— 95°C, pii které dochazi k pteruseni vazeb vodikovych mustkt a rozvolnéni DNA na dvé
komplementarni vlakna, single bandy. V dalsim kroku je DNA pfi zchlazeni na 50-60°C po
dobu 30 sekund hybridizovdna s nadbytkem syntetickych oligonukleotidovych primert. Pti
tretim kroku je pouZita DNA-polymerdaza pro replikaci tseku DNA mezi misty
komplementarnimi K oligonukleotidovym primeram. Tyto primery poskytuji volnou 3'OH
skupinu pro zapoceti elongace fetézce. K polymeraci dochazi pii teploté 70-72°C po dobu 1,5
min. Proces se mnohokrat opakuje az k dosazeni potiebného mnozstvi kopii. Amplifikace je
exponencialniho charakteru. Pfi 30 aplifika¢nich cyklech dojde ke vzniku vice nez miliardy
kopii sekvence DNA. Pfi pouziti termostabilni polymerazy (nejcastéji tag-polymerédza) lze
jednotlivé kroky procesu fidit automaticky, postupnym stfidanim teploty ve specidlnim
termalnim cykleru.

Béznou metodou PCR je detekovan az findlni produkt za pouziti fluorescencniho

substratu, ktery se vytvoii komplex se syntetizovanou DNA a umozni jeji detekci (Sunstad et
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al., 2009). U nami pouzit¢ metody RT — PCR (Real time PCR) lze kontinualn¢ sledovat
ptirtstky DNA pii kazdém cyklu. Pfedpokladem je opét pouziti fluorescencniho substratu.
Vzhledem ke skutecnosti, Ze metodu PCR lze provést pouze na DNA, je nutné pied zahdjenim
amplifikace prevést zkoumanou mRNA na pouzitelnou cDNA. Nejprve je pomoci enzymu
reverzni transkriptiza zkopirovano vlakno DNA, komplementarni K templatovému vlaknu
zkoumané mRNA. Po té je enzymaticky odbourdvano vldkno ptivodni mRNA a nahrazovano
vldknem DNA. Vznikd tak dvouvlaknova cDNA, ktera svymi sekvencemi odpovida
zkoumané mRNA.

Metodou RT-PCR jsme analyzovali oocyty ¢tyt velikostnich, vySe popsanych skupin.
Kazda skupina zahrnovala 50 oocyti v 50 pul izolacniho pufru. Izolace celkové RNA prob¢hla
za pusobeni NucleicAcid PrepStation 6100 (Applied Biosystems, USA). Pro ptepis celkové
RNA do c¢cDNA byl upotieben High-Capacity cDNA Achieve kitu (Applied Biosystems,
USA). Po ptepisu do cDNA byla kazda skupina 0 konecném objemu 10 ul konzervovana
zamrazenenim na -20°C. Tabulka ¢. 2 uvadi sekvence pouzitych primert a TagMan sond pro

amplifikaci specifickych usekt cDNA pro kalcineurin A i B.
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Tabulka ¢. 2: Sekvence pouzitych primera a TagMan sond

RALCINEURIN | 12QPORMA SO WARD™ | 5. CCCTATATCGCTAATTGCCATTTT-3:
Reverzni primer: 5¢-AGTTTGTTTGTGCCATGGTTCA-3°
TagMan sonda: 5-TACATAAAACAAAGTGCACTGAA-3¢
Izoforma beta nForward” primer: | 5“GGCAGCGGAACCATCTATTG-3°
Reverzni primer: 5-TCCAACTTAGACAGGAGACCATACA-3°
TagMan sonda: 5-TTTGCCAGAAAGTGCACC-3¢
I1zoforma gama »Forward primer: 5-CATCAGAGGGTTTTCGCTTCA-3¢
Reverzni primer: 5¢-CCAGACCTCGGGCTTCTTC-3¢
TagMan sonda: 5°-CACAGGATCCGCAGTT-3¢
Kalcineurin B Izoforma B1 nForward primer: | 5-“AGGTGCCAAGAACCTTTTCTCA-3°
Reverzni primer: 5¢-GCAGGGTTGCCAGCTAGCT-3¢
TagMan sonda: 5°-CCACACCTTGGAGTAGG-3¢
Izoforma B2 »Forward primer: 5‘-CAGGGCGATGATGGTTTTG-3¢

Reverzni primer:

5-GGTGGGAGACAACCTGAAAGAC-3°

TagMan sonda:

5-CCACCAGCTGCTGTAA-3*

Amplifikace RNA byla provedena metodou RT-PCR za pouziti aparatu Fast Real-

Time PCR System 7500. Pii realizaci byl dodrZen ptedepsany TagMan PCR kit protokol. Pro

vychozi denaturaci byl ptistroj nastaven na 95°C po 20s. Nasledovalo 40 cykla. Pfi nich trvala

denaturace 2s pti 95°C a polymerace 20s pii 60°C. Reakéni smés zahrnovala 1 pul cDNA,

primery koncentrace 500 nM a TagMan sondy koncentrace 200 nM/5mikrolitri Fast TagMan

Universal Master Mixu 2x koncentrovany. To vSe bylo doplnéno vodou s absenci nukleaz do

objemu 10 pl reakéni smési. Pro vyhodnoceni exprese jednotlivych forem kalcineurinu byla

pouzita metoda relativni kvantifikace exprese RNA, pouZitim srovnavaci metody delta delta

Ct. Kontrola byla provedena pouzitim genu pro GAPDH (glyceraldehyd 3 fosfat

dehydrogenazu).
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4.3 Analyza exprese proteinii metodou Western blotting

Piiprava vzorki

Analyzovany byly oocyty s ukoncenou ristovou fazi aplné¢ dosaZenou meiotickou
kompetenci, oocyty ve stadiu zarode¢ného vacku, GV. Kumularni bunky ziskané z oocyt
s ukoncenym rastem tvofily samostatné vzorky. Poté byly oocyty aziskané vzorky
kumularnich bungk tfikrat promyty v pufru PBS (Sigma — Aldrich Chemie GmbH, Mnichov,
Némecko). Nasledovala lyzace v pufru (0,15 ml10% Triton X; 0,05 ml 10% SDS; 4,3 ml
PBS). Lyza¢ni pufr obsahoval inhibitory protedz (Roche, Némecko) v mnozstvi 0,5 ml.

Vzorky byly zmrazeny pii teploté - 20°C.

Elektroforéza

Principem elektroforézy je rozdil v rychlosti pohybu rizné velikych nabitych castic
stejnomeérnym elektrickym polem. V¢Etsi Castice a ¢astice s nizs$i hustotou naboje se pohybuji
pomaleji a po urcité dobé dochazi K jejich zfetelné separaci. Jako médium pro pohyb castic se
pouzivd polyakrylamidovy gel. Pro usnadnéni pohybu molekul proteinii byla nejprve
provedena eliminace disulfidickych vazeb pomoci redukéniho €inidla (beta merkaptoetanol).
Po té dochazi k navazani SDS (dodecylsulfat sodny) pro ziskani jednotného zaporného
naboje. Diky svym elektrostatickym vlastnostem zptisobuji molekuly SDS denaturaci
a natazeni proteinu. Eliminuji tak vliv tvaru molekuly na jeji pohyblivost a pozadovany pohyb
mezi elektrodami polyakrylamidovym gelem je tak zavisly pouze na molekulové hmotnosti.
Pro elektroforézu byl pouzit separacni gel 0 12,5 % (tab. ¢. 4), pro ktery byl nejprve piipraven
pufr dle tab. ¢.3. Na n¢&j byl navrstven zaostfovaci gel smichany s pufrem (tab. €. 5). Do
zaostfovaciho gelu byl na 45 min. vlozen hiebinek pro vytvofeni jamek na pfisluSné vzorky.
Po té byl gel vlozen do vany s elektroforézovym pufrem (tab. €. 6).

Pted vlastni elektroforetickou separaci byly vzorky nafedény 20 ml pufru SDS a 5 pl
0,1 N roztoku NAOH za tcelem neutralizace pH. Samotna separace probihala pomoci SDS —
PAGE ve 4% zaostfovacim gelu a 12,5% separacnim gelu. Jako pozitivni kontrolni vzorek
byl pouzit Ing ¢istého proteinu kalcineurinu (Sigma — Aldrich Chemie GmbH, Mnichov,

Némecko).
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Tabulka ¢. 3: Pufr pro separaéni gel

2M TRIS — HCL (PH 8,8) 7,5 ML
10% SDS 0,4 ml
H,0 2,1 ml

Tabulka €. 4: Separa¢ni gel (12%)

30 % AKRYLAMID 7,5 ML
Pufr (pH 8,8) 3,7ml
H,0 - destilovana 3,8ml
Persulfat amonny 75 ul
TEMED 5ul

Tabulka €. 5: Zaostrovaci pufr

1M TRIS — HCL (PH 6,8) 5 ML
10 % SDS 0,4 ml
H,0 4,6 ml

Tabulka €. 6: Elektroforeticky pufr

25 MM TRIS 3G

192 mM glycin 144 g

10 % SDS 10 mi

H,O doplnit do objemu 1 000 ml
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Pi‘enos proteini na membranu

Pti analyze Western blotting jsou proteiny separované metodou SDS PAGE pfeneseny
na nitrocelulézovou, poptipadé polyvinylidendifluoridovou membranu. V nasem ptipad¢ bylo
provedeno preneseni separovanych proteinli na nitrocelulézovou membranu (Hybond,
Amersham Pharmacia Biotech, USA). Vyuzili jsme metody elektroblottingu, pii niz je hnaci
silou pienosu energie elektrického pole. Polyakrylamidovy gel, na kterém probéhla separace,
byl na 10 minut inkubovan v Towbinové pufru (tab. ¢. 7), ktery ma funkci vodivého média
a usnadiiuje prenos proteinii na membranu. Také nitrocelulozovd membrana byla po lazni
Vv destilované vod¢ vlozena na 10 minut do blotovaciho pufru. Stejné tak byla v pufru
namocena i houba a dva filtraéni papiry. Nitrocelulozova membrana byla vlozena mezi dva
namocené filtratni papiry, dale pak mezi houbu a polyakrylamidovy gel a umisténa do
elektroforetické vany s destilovanou vodou doplnénou ledem. Cela aparatura byla pfipojena
k elektrickému zdroji.

Pro potvrzeni pienosu proteini na membranu, byl pouzit standard (Bio — Rad,

Montreal, Kanada).

Tabulka €. 7: sloZeni pufra¢niho Towbinova pufru

25 MM TRIS 3G

192 mM glycin 144¢
10% SDS 1ml
methanol 100 ml
H,O do 1000 ml

Imunodetekce proteint

Zakladem pro detekci proteind po blottingu bylo vyuziti specifické vazby protein —
protilatka. Inkubace protiladtkou byla provedena ve dvou cyklech. Nejprve probéhla inkubace
nitrocelul6zové membrany ana ni pfenesenych proteinli, pomoci specifické primarni
protilatky. Poté byla odstranéna piebytecnd primarni protilatka promytim membrany. Dale

byla provedena inkubace s nespecifickou sekundarni protilatkou, kterda ma schopnost vazat se
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na protilaitku primarni aje konjugovana s latkou emitujici svételny signdl umoziujici
vizualizaci. Nasledovalo promyti a vizualizace.

Vzhledem ke skutecnosti, ze vétSina metod pouzivanych pro detekci latek prenesenych
na membranu vyuziva pro indikaci proteiny, je nutné jesté pred vlastni detekci zablokovat
vSechna vazebnd mista na membrané, ktera nejsou obsazena zkoumanou latkou. Za timto
ucelem je pouzivan kasein, nizkotu¢né mléko, hemoglobin, ¢i inertni proteiny BSA. V naSem
piipadé probihala blokace ptes noc ve 2% odtuénéném mléce PBS s 0,1% Twen 20. Oznacent
bylo provedeno dvouhodinovou inkubaci s protilatkou (Sigma — Aldrich Chemie GmbH,
Mnichov, Sigma — Aldrich, Némecko) 0 koncentraci 1:10 000 anti - A, nebo 1:3000 anti — B.
Nasledovala inkubace v sekundarni protilatce mysi IgG o koncentraci 1:30 000. Vizualizace
pfenesenych proteinti s navdzanou protilatkou byla provedena pomoci ECL Advance Western
Blotting Detection Kit (Amersham Pharmacia Biotech, UK), za vyuziti ptistroje C-DiGit Blot
Scaner (LICOR Biosciences, USA).
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5. Experimentalni schéma

5.1 Experiment 1: Ovéreni meiotické kompetence rostoucich oocyti
v danych laboratornich a kultivaénich podminkach

Cilem experimentu bylo zjistit kompetenci oocytl prasete 0 riizné velikosti vV nasich
experimentalnich podminkéach.

Nejprve byly oocyty rozdéleny do ¢tyt skupin. V prvni skupiné byly oocyty 0 velikosti
vnitiniho praméru 80-89 um, ve druhé o velikosti 90-99 um, ve tieti s primérem 100-110 um
a ve c¢tvrté skupiné byly analyzovany oocyty 0 velikosti 120 pm. Oocyty vSech velikostnich
skupin byly odd¢lené kultivovany po dobu 48 hodin v modifikovaném médiu M199 pii 5%
CO; ,39°C. Po ukonceni kultivace a odstranéni kumularnich bunék pipetovanim skrz
tenkosténnou sklenénou pipetu byly oocyty fixovany na podlozni sklo, pfekryty krycim sklem
upevnénym lékarskou bilou vazelinou a takto zhotovené preparaty byly pteneseny do kyvety
obsahujici roztok kyseliny octové a alkoholu (1:3, v/w). Po fixaci trvajici 24 hodin byly
preparaty barveny 1% roztokem orceinu a jaderné struktury hodnoceny pomoci mikroskopu

s fazovym kontrastem podle kritérii publikovanych Motlikem a Fulkou (1986).

5.2 Experiment 2: Stanoveni exprese mRNA jednotlivych izoforem
kalcineurinu v oocytech prasete pomoci RT PCR metody

Zamérem bylo prokazat, ze b&hem ristové faze dochéazi v oocytech a kumularnich
bunikachu prasat k expresi mRNA pro obé podjednotky kalcineurinu a stanovit jednotlivé
izoformy. Jedna se 0 podjednotku A (izoforma a, P, v), a 0 podjednotku B (izoforma B1, B2).
Analyzovany byly oocyty ¢ty vySe popsanych skupin. Byla stanovena mRNA pro
podjednotky kalcineurinu véetné jeho izoforem CnAa, CnAPB, CnAy aCnBl aCnB2.
Hodnoceni bylo provedeno postupem relativni kvantifikace, tedy kvantitativnim pomérem
jednotlivych skupin rostoucich oocyti K ctvrté skupin€, v niz se vyskytovaly oocyty, jejichz
rust byl ukoncen a doséhly pIlné meiotické kompetence vcetné referenéniho genu GAPDH a to

pomoci programu SDS a s vyuZitim vzorce pro vypocet 2 °“' a srovnavaci metody CT.
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5.3 Experiment 3: Detekce podjednotek proteinu kalcineurinu v oocytech

metodou Western blot

Byly analyzovany vzorky oocytlti s ukon¢enym rustem a plné¢ dosazenou meiotickou
kompetenci 0 velikosti vnitiniho priméru 120 um pro prikaz exprese proteinu kalcineurinu

ve dvou podjednotkach, regulacni a katalytické.

5.4 Statistické vyhodnoceni

Ziskané vysledky pro specifické izoformy kalcineurinu byly vyhodnoceny pomoci
programu Statistica 6.0 CZ, jednofaktorovd ANOVA. Analyza rozdili mezi jednotlivymi
vzorky byla provedena Tukey HSD testem (P<0,05).

36



6. Vysledky
6.1 Ovéreni meiotické kompetence oocyti

Cilem experimentu bylo v naSich kultivacnich a experimentdlnich podminkach zjistit
meiotickou kompetenci oocytil prasete 0 riizné velikosti vnitiniho praméru

Zjistili jsme, ze V naSich laboratornich podminkach jsou oocyty velikostni skupiny 80-
89 um i oocyty o velikosti vnitiniho priméru 90-99 um zcela meioticky nekompetentni. Pfi
48 hodinové kultivaci vV podminkach in vitro nepostoupily za stadium zarodecného vacku.
Skupina oocytd 0 velikosti vnitfniho priiméru 100-110 pm zahrnovala oocyty s jiz ¢astecné
vyvinutou meiotickou kompetenci. Tyto oocyty byly pfi 48 hodinové kultivaci schopné dojit
do stadia prvni meiotické metafadze. Nebyly vSak schopny prolomit meioticky blok. Oocyty
o velikosti 120 pum jsou jiz zcela kompetentni dokonéit meiotické zrani. V naSich
laboratornich podminkach dosahly po 48 hodinach druhé meiotické metafaze.

Prokdzali jsme, ze oocyty prasete ziskavaji meiotickou kompetenci gradualné

V zavislosti na své velikosti.

Tabulka 2. Ovéreni meiotické kompetence oocytii prasete 0 riiznych vnitinich

primérech po dobu 48 hod. kultivace v experimentalnich laboratornich podminkach

Faze % oocyti v dané fazi
meiotického
zrani 80— 89 pm 90 -99 um 100 — 110 pm 120 pm
GV 97,8 +2,22 88,5 + 6,0° 12,8 + 5,4° 6,2+6,1°
MI 1,5+ 1,02 9,9 +47 87,2 £ 5.4 6,9+ 4,8°
MII 0,7 +0,72 1,6 £ 1,2 0,0 + 0,0° 86,9 £5,7°

GV: faze zarodecného vacku

MI: faze prvni meiotické metataze

MII: faze druhé meiotické metafaze
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Analyzovany byly oocyty s vnitinim pramérem 80-89, 90-99, 100-110 a 120 pm. Byly
kultivovany Vv modifikovaném médiu M199 po dobu 48 hodin. Ziskand data byla
prezentovana jako primér + smérodatna odchylka. Ruzna pismena v exponentech hodnot
oznacuji Vramci fadki statisticky vyznamnou odlisnost (P < 0,05). Pokus byl Ctyfikrat

opakovan.

6.2 Analyza mRNA Kkalcineurinu metodou RT — PCR

Cilem tohoto experimentu bylo prokazat, ze béhem rustové faze dochazi v oocytech
a kumularnich bunkachu prasat k expresi mMRNA pro ob¢ podjednotky kalcineurinu.
MRNA pro podjednotku A byla nalezena vizoformach B ay ato jak voocytech, tak
I v kumularnich buitkdch. mRNA pro podjednotku A v izoform¢ o nalezena nebyla.
MRNA pro podjednotku B byla v oocytech prokazana pouze Vv izoformé B2 na rozdil od
kumularnich bungk, v nichz byla prokazana v obou izoformach B1 i B2.

Mira exprese v§ech uvedenych forem kalcineurinu je zobrazena v grafech 1 a 2.

Graf 1: Relativni uroven exprese mRNA izoforem kalcineurinu Vv rostoucich a in vitro zrajicich

oocytech

10,00
9,00

8,00
7.00 M kalcineurin B podjednotka B2

kalcineurin A izoforma B

m kalcineurin A izoforma y

6,00
5,00
4,00
3,00
2,00 b

by
1.00 ab a ab ab b ab Qﬁ T
0,00 | = | EX

80-89um 90-99 um  100-110 pm GV Ml Mil

a,b,c - odlisné superskripty znaci statisticky prikazné rozdily Vv relativni urovni exprese
MRNA mezi oocyty a jejich kumularnimi bunkami Vv ramci pfislusného velikostniho stadia
(P <0,05).
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Ziskané oocyty byly rozdéleny do 4 skupin (80-89 pm, 90-99 pum, 100-110 um a 120
um). Exprese mRNA byla hodnocena metodou relativni kvantifikace a vztazena K hodnotam

exprese mRNA oocytl s ukon¢enym ristem.

Graf 2: Relativni uroven exprese mRNA izoforem kalcineurinu v kumularnich buiikach.

b
30,00 b kalcineurin A izoforma B
25,00 b ® kalcineurin A izoforma y
M kalcineurin B podjednotka B1
20,00 M kalcineurin B podjednotka B2
15,00 a
10,00
a
5,00 = a i € ac ..
25 bb bb
0,00 Bel S
80-89um 90-99 um  100-110 um GV Mi Mil

a,b,c - odlisné superskripty znali statisticky prikazné rozdily Vv relativni urovni exprese
MRNA mezi oocyty a jejich kumularnimi bunkami v ramci piislusného velikostniho stadia
(P <0,05).

Kumuléarni buniky byly rozdéleny do 4 skupin podle rozméru oocytii, z nichz byly
ziskany (80-89 pum, 90-99 um, 100-110 pm a 120 pm). Exprese mRNA byla hodnocena
metodou relativni kvantifikace a vztazena k hodnotam exprese mRNA oocytl s ukonéenym

rastem.

6.3 Analyza proteinovych podjednotek kalcineurinu metodou Western blot

Analyzou Western blotting byla prokdzana piitomnost proteinli kalcineurinu
jaku vSech vzorkid zkoumanych oocytd, taku jejich kumularnich bunék. (obr. 3 a 4). V ptipadé
podjednotky A (molekulovda hmotnost 58 kDa) byl zaznamenan silngjs$i signdl neZz pro

podjednotku B (molekulova hmotnost 18 kDa).
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Obrazek 1. Stanoveni podjednotky A proteinu kalcineurinuu oocytii a jejich

kumularnich bunék metodou Western blotting

PP — Cisty protein.

GV — oocyty ve stadiu zarode¢ného vacku

GVcc — kumulérni buiiky oocytii ve stadiu zarodecného vacku
Kazdy vzorek obsahoval 150 oocytl ve stadiu GV.
Experimenty byly 4x opakovany.

Obrazek 2. Stanoveni podjednotky B proteinu kalcineurinuu oocyti a jejich

kumularnich bunék metodou Western blotting

18kDa m— (-

PP GV GV,

PP — ¢isty protein.

GV — oocyty ve stadiu zarode¢ného vacku

GVcc — kumuléarni buiiky oocytti ve stadiu zarodec¢ného vacku
Kazdy vzorek obsahoval 150 oocytl ve stadiu GV.
Experimenty byly 4x opakovany.
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Metoda Western blotting prokazala expresi podjednotky A i B kalcineurinu v oocytech

ve stadiu zdrode¢ného vacku a jejich kumularnich bunkéch. Specifické protilatky se vazaly na

A katalytickou podjednotku (58 kDa) a B regula¢ni podjednotku (18 kDa).
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7. Diskuse

V této praci byla prokazana exprese proteinu fosfatazy 2B, kalcineurinu v oocytech
prasete. Izolace kalcineurinu byla jiz provedena ve spermiich prasete (Tash et al., 1988). Neni
tedy prekvapenim, ze doSlo Kizolaci kalcineurinu také v samicich gametach, oocytech.
Izolovana byla mRNA rtiznych izoforem obou podjednotek kalcineurinu. Ptrekvapiva vSak
byla izolace izoformy 2 kalcineurinu B, protoze tato izoforma byla obecné povazovana za
specifickou pro varletni tkan (Ueki et al., 1992). Potvrdili jsme vsak, ze se vyskytuje jiz
Vv oocytech.

MRNA pro podjednotku A byla nalezena v izoformach § ay ato jak v oocytech, tak
I Vv kumularnich buitkach. mRNA pro podjednotku A v izoform¢ o nalezena nebyla.

MRNA pro podjednotku B byla v oocytech prokazana pouze Vv izoformé B2 na rozdil
od kumularnich bungk, v nichz byla prokézana v obou izoformach B1 i B2.

Je mozné, ze mRNA pro podjednotku A Vv izoformé a byla degradovana Vv rostoucich
oocytech a proto ji nebylo mozné detekovat. Lze se tedy domnivat, Ze oocyt pro fizeni své
rustové faze a meiotické kompetence vyzaduje pouze izoformy B ay, nikoliv izoformu «
aneni pro n¢j rovnéz nezbytna izoforma B1. Vzhledem k tomu, Ze se B1 izoforma vyskytuje
pouze V okolnich kumulédrnich buiikach, je moZné Ze hlavni regulaéni vyznam této izoformy
se uplatiiuje predevsim v kumulu, nikoliv ve vlastnim oocytu.

U nekterych izolovanych mRNA kalcineurinu nedochazelo béhem rlistové, ani zraci
faze k translaci do funk¢niho proteinu. Zde se nabizi moznost vyuziti této deponované mRNA
Kk pokryti potfeb raného embryonalniho vyvoje.

Vzhledem ke skutecnosti, ze se nam podafila prokézat pfitomnost proteint
kalcineurinu podjednotek A iB v oocytech prasete na konci jeho rustové faze apocatku
meiotického zrani, je vysoce pravdépodobné, Ze kalcineurin hraje duleZitou roli pravé
Vv regulaci meidzyu oocyti savci podobné jako v meidze bezobratlych (Takeo et al., 2006;
Takeo et al., 2010), nebou nizsich obratlovcti (Nishiama et al; Mochida a Hunt, 2007).
Vyznam role kalcineurinu V regulaci meidzy prasecich oocytl potvrzuje aplikace inhibitorti
kalcineurinu (Petr et al., 2013), ktera prokazala vliv kalcineurinu na zrani in vitro jaku oocytt
s ¢asteCnou kompetenci, taku oocytll pln€ meiotocky kompetentnich. Tyto inhibitory maji vliv
na vystup oocytli z metafaze | meiotického zrani. Konkrétni role kalcineurinu Vv regulaci
oogeneze a meidzy samic savcll nam vsak prozatim zlstava skryta.

Se zietelem na skutecnost, ze byla prokazana pfitomnost fosfatazy 2B, kalcineurinu,

v oocytech prasete v obdobi ristu izrani, bylo by prospé€sné provést vyzkum vedouci ke
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zjisténi funkce tohoto regulac¢niho proteinu pro rist a vyvoj savcich vajicek a zamétit se také

na proces partenogenetické aktivace a fertilizace in vitro a také pribéh vyvoje embrya.
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8. Zavér

V prase¢im oocytu se nam podafilo prokazat vyskyt mRNA pro fosfatazu 2B,
kalcineurin. mRNA jsme nalezli ve vSech sledovanych skupinach rostoucich oocytii. Zatimco
mRNA pro podjednotku A byla nalezena vizoformach B ay ato jak voocytech, tak
i V kumularnich buiikdch, mRNA pro podjednotku A Vv izoformé o nalezena nebyla. mRNA
pro podjednotku B byla v oocytech prokazana pouze v izoformé B2 na rozdil od kumularnich
bunék, v nichz byla prokazana v obou izoformach B1 i B2,

V oocytech jsme také detekovali vlastni protein kalcineurinu. Nalezli jsme jak jeho
regulacni, tak také katalytickou podjednotku, coZ naznacuje, ze kalcineurin mize sehravat roli
béhem rustové faze. V dalSich studiich bude tieba zaméfit se na konkrétni specifikaci jeho

role béhem rustové faze oocytu a také na mapovani jeho vyznamu pro zrani a aktivaci oocytu.
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