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1. Uvod

Reprodukéni biotechnologie jsou védnim oborem, ktery prochdzi v soucasné dobé
prudkym rozvojem. Nové biotechniky a jejich aplikace nachazeji Siroké uplatnéni nejen
V huméanni medicin€, ale i v chovech hospodatskych zvirat. V poslednich letech se stale
Castéji vyuziva inseminace, in vitro oplozeni, transferu embryi, klonovani pifenosem jader
a tvorby transgennich jedinct. U prasat, na rozdil od skotu a koz, je efektivita téchto metod
zatim bohuzel velmi nizka. Vzhledem k tomu, Ze je prase kromé& hospodaiského vyuziti také
vyznamnym modelovym organizmem pro biomedicinsky vyzkum, je tieba ucinnost
biotechnologii u tohoto druhu zvysit. PraseCi oocyt se ve srovnani s Casto studovanym
oocytem mysi ¢i skotu svou fyziologii mnohem vice podoba oocytu lidskému a soucasné je

vhodnym modelem pro sledovani bunééného cyklu a vyvoje in vitro.

Podminkou pro vyuziti a rozvoj stavajicich biotechnologickych metod je ziskani dostate¢ného
mnozstvi kvalitnich zralych oocytl s ukoncenou rastovou fazi. Takovych oocytd je vSak ve
vajecnicich prasnic pouze velmi omezené mnozstvi. Cestou K ziskani vyssiho poctu zralych
oocytl mohou byt techniky umoziujici vyuziti rostoucich oocytti, metody zvysujici jejich
vyvojovou schopnost in vitro. Vyzkum procest fidicich rdstovou fazi a meiotickou
kompetenci sami¢ich pohlavnich bun¢k je pfedpokladem pro vyuziti vét§i populace oocytl
pro potfeby zeméd¢lstvi, farmaceutického priimyslu, pro zachranu ohrozenych ZivociSnych
druhti i pro feSeni problému lidské neplodnosti. Pro zlepseni soucasnych biotechnologickych
postuptl je vSak nutné tyto mechanizmy popsat a objasnit jejich regulaéni principy. Zptusob
regulace rlstu a zrani oocytl ovliviiuje fada biologicky aktivnich latek, jako jsou endogenné
produkované plyny, cykliny a enzymy s fosforyla¢nimi a defosforylaénimi schopnostmi, mezi

které patii také fosfataza 2B, kalcineurin.

Kalcineurin byl nalezen ve vajecnicich a ranych embryich mouchy rodu Drosophila
a Vv oocytech zaby rodu Xenopus, kde je nezbytny pro spravny pribéh oogeneze. Vzhledem
k vysoce konzervované struktufe kalcineurinu a analogiim v 00genezi u mnoha druht, lze
predpokladat, ze je tento protein s fosfatazovou aktivitou zapojen do regulace rustu a procesu

zisku meiotické kompetence také u oocytii prasete.



2. Literarni prehled

2.1 0Oogeneze

Oogeneze zahrnuje vyvojové procesy vedouci k tvorbé samici pohlavni bunky, oocytu.
Oogeneze u savcl zacina velmi brzy, jiz béhem embryonalniho vyvoje samice a ustava az na
konci jeji pohlavni aktivity. Cely proces vyvoje oocytu je obvykle ¢lenén do tii fazi, faze
mnozeni, rustu a zrani. Faze mnoZeni zarode¢nych bunék zahrnuje diferenciaci
primordialnich bunék v 0ogonie a probiha v obdobi embryonalniho vyvoje samice. Faze ristu
oocyti vzniklych z oogonii se odehrava rovnéz ve fetalnim obdobi, ale pokracuje i po celé
reprodukéni obdobi samice. Faze meiotického zrani zahrnuje jaderny vyvoj sami¢i gamety od
prvni meiotické profaze do metafaze druhého meiotického déleni, kdy zaroven probihaji

metabolické a cytoplazmatické zmény nepostradatelné pro aktivaci oocytu pii oplozeni.

2.1.1 Faze mnozeni

Primordialni zarode¢né buiiky (Primordial Germ Cells — PGCs) se zakladaji
extragonadaln€ jiz v embryonalnim obdobi v priabéhu utvafeni primitivniho prouzku
a nasledné¢ migruji (Picton et. al, 1998). Nejprve se jedna o pasivni migraci ze stény
zloutkového vacku do epitelu zadniho stfeva, dalSi migrace zarodeénych bunék je
zprostfedkovana chemotaxi a sméfuje podél dorzalniho mesenteria pohlavni listy do mista
budoucich gonad (Wassarman, 1988). Chemotaxe je zavisla na lokalni produkci cytokind
a premén¢ rustového faktoru Bl (Gosden, 1995) a je ovlivnéna plisobenim extracelularni
matrix, kde dochazi ke zménam v distribuci kolagenu 1V, fibronektinu a lamininu
(Vanderhyden, 2002). Postup PGCs je fizen rustovymi faktory, jejichZ signalizace vede pies
tyrozinkinazové receptory nebo receptory sptazené s G-proteiny (Moore et al., 2008). Dale
pohyb PGCs do zarode¢né ryhy ovliviiuje c-Kit ligand produkovany somatickymi butikami
v mistech, kudy PGC migruji (Logan et al., 2003; Hutt et al., 2006). K migraci zarode¢nych
bun¢k do ovarii dochazi u prasete kolem 30. dne vyvoje embrya (Eppig et al., 2004). Po
dosazeni povrchového epitelu gonad vstupuji PGCs do korové vrstvy vajec¢niki spolecné
S podplrnymi epitelovymi buiikkami, kde tvoii zdklady pohlavnich provazcti (Wassarman,
1988). V misté vyvijejiciho se vajeniku, po ztraté motility, tyto bunky vstupuji do mitdzy

a jsou oznacovany jako oogonie (Gosden et Bownes, 1995).



Oogonie vzajemné¢ komunikuji pomoci mezibunéénych spoji, gap junctions
a dezmozomu. Gap junctions umoziuji pienos riznych latek véetné aminokyselin, metaboliti
a nukleotidi (Eppig, 1991). Tato komunikace probiha také mezi shluky oogonii a ptilehlymi

somatickymi bunikami a ovliviiuje jejich déleni i degenerativni procesy (Guraya, 2000).

Puvodni dogma reprodukéni biologie se v minulém stoleti opiralo o tvrzeni, ze PGCs
se mnozi pouze v obdobi prenatalniho vyvoje samice, po té ztraci Schopnost dale se d¢lit
a nemohou tedy zvySovat pocetnost stavajici populace bunék. Zdrojem dospélych samicich
zarode¢nych bun¢k se pak stavaji pouze bunky, které jsou nalézany ve fazi embryonalniho
vyvoje gonad (Wassarman, 1988). V minulém desetileti vSak publikovaly skupiny vedené
Jonathanem Tillym (Johnson et al., 2004; Johnson et al., 2005; Bukovski et al., 2005)
vysledky experimentl, které ptvodni doktrinu zpochybiuji. Autofi ve svych pokusech
popisuji ptitomnost specifickych bunék v mysich ovariich, pfipominajicich svymi vlastnostmi
PGCs. Povazuji je proto za piipadné kandidaty schopné nahradit populaci oocytl, které
zanikaji atrézii, ptipadné¢ uméle vyvolanou ztratou pivodnich zarode¢nych bunék po podéani
chemoterapeutika busulfanu. Sva tvrzeni opiraji predevsim o pocty zanikajicich a zdravych
folikuld v ovériich riizné starych mysich samic a po vzajemném srovnani dochézeji k zavéru,
ze bez dalSiho posilovani populace zarode¢nych bunék ze zaloZnich zdrojii by pocet oocytl
pokryl jen jen velmi kratké obdobi reprodukéniho zivota. V dalsi publikaci tohoto védeckého
tymu (Johnson et al., 2005) byla u mysi identifikovana jako zasobarna budoucich oocytt tkan
bez pifimé ndvaznosti na funkci vaje¢niku, kostni dient. Tyto vysledky vzbudily rozruch a fadu
diskuzi. Eggan a jeho spolupracovnici (2006) po uskutecnéni vlastnich experimenti
jednoznacné zpochybnili vznik oocytl z bunék kostni diené nebo z periferni krve. Naproti
tomu dalsi tymy védcl vzapéti potvrdily, Ze zdrojem zarodecnych bunék mize byt klize
prasete (Dyce et al., 2006; Dyce et Li, 2006) i bunky slinivky bfisni potkana (Danner et al.,
2007). Nedavna studie tymu Jonathana Tillyho prokazala dokonce vznik oocyti z linie
mitoticky aktivnich zarode¢nych bunék izolovanych z vajecnikd Zen v reprodukénim véku
(White, 2012).

Oogonie jsou ndpadné charakteristickou morfologii, maji kulovy tvar, relativné velky
objem a sférické jadro s jednim nebo dvéma jadérky, poptipadé n€kolika mensimi jadérky
(Song et al., 2006) a vykazuji vysokou frekvenci po sob& jdoucich mitotickych déleni
(Wassarman, 1988). Mitoza je rozdélovana do péti stadii. Béhem profaze dochazi ke
kondenzaci zreplikovanych chromozéml a vné jadra zafind vznikat mitotické vieténko.

V prometafazi se rozpadé jaderny obal, coz umoziiuje navazani chromozému na mikrotubuly



vieténka. V metafazi se chromozomy shromazdi v ekvatoridlni roviné mitotického vieténka.
Béhem anafaze se ob¢ sesterské chromatidy od sebe oddéli a jsou tazeny mitotickym
vieténkem k opacnym polim bunky. V telofdzi se znovu vytvéii jaderny obal kolem kazdé
sady chromozomu. Nasleduje cytokineze, proces, ve kterém je cytoplazma rozdélena na dvé

identické &asti (Nicklas, 1966).

U prasat jsou embryonalni gonady pozorovatelné jiz ve 24. - 26. dni po oplozeni.
Mitotické déleni je prokazatelné¢ od 13. dne embryonalniho vyvoje do 7. dne po narozeni.
Mnozstvi zarode¢nych bunék se vyrazné zvySuje — z 5000 ve 20. dni po oplozeni az na
1 100 000 v 50. dni po oplozeni. Pak mitoticka aktivita klesa a ¢ast zarode¢nych bunék zanika
(Hunter, 2000).

Jakmile jsou oogonie obklopeny podplirnymi buiikami, zahajuji replikaci DNA
a vstupuji do meidzy. V této fazi se jiz oogonie oznacuji jako oocyty. U prasat dochazi ke
zméné oogonie v primarni oocyt pied 40. dnem embryonalniho vyvoje (Picton et al., 1998).
Primérni oocyty vstupuji jest¢ v prenatdlnim obdobi do profaze prvniho zraciho déleni. Na
konci profaze, ve stadiu diplotene, je meioza poprvé pierusena (Bielanska-Osuchowska,
1973). V tomto stadiu, oznacovaném jako prvni meioticky blok, setrvava primarni oocyt

obklopeny jednou vrstvou granuléznich bun€k az do obdobi tésné¢ pied ovulaci (Choi
et Rajkovic, 2006).

2.1.2 Faze rustu oocytu a tvorba folikulu

Faze ristu zahrnuje dlouhé obdobi a trva az do konce pohlavni ¢innosti samice. Od
zacatku pohlavni dospélosti, v prubéhu kazdého ovarialniho cyklu, vstupuje do faze rtstu
vzdy né€kolik primarnich oocytd. Na pocatku ristové fdze maji sav¢éi oocyty v priméru
12 - 15 um a musi v prubéhu rastové faze zvétsit svij pramér 7 - 10x, coz znamena 300
nasobné zvétSeni objemu oocytu. Témto extrémnim naroklim jsou podiizeny vSechny aspekty

nasledujici rastové faze (Wassarman, 1988).

Béhem faze ristu oocyt syntetizuje molekuly dileZzité pro jeho dalsi vyvoj. Diplotenni
oocyt je vEtsi neZ oogonie a obsahuje vice cytoplazmatickych organel (Picton, 1998). Kolem
oocytu se shlukuji podptrné buiky utvérejici folikul, ktery se zvétSuje béhem faze ristu
a hraje vyznamnou roli ve vyvoji oocytu. Rist oocyti probiha ve dvou charakteristickych

fazich. V prvni fazi rast oocytu a folikulu koreluje, zatimco v druhé fazi primér oocytu



zustava konstantni, ale pramér folikulu se rychle zvétSuje. U prasete vzroste velikost oocytu
béhem rastové faze z 30 na 120 um (Motlik et Fulka, 1986).

Rostouci oocyt je obklopen jednou nebo vice vrstvami epitelialnich bunék tvoticich
kolem oocytu folikul. Jednovrstevny epitel vytvaii primordialni folikul (Wassarman, 1988;
Picton et al., 1998). Primordialni folikuly byly pozorovany ve vaje¢nicich embryi prasat
56. den po oplozeni (Bielanska-Osuchowska, 2006). Pfeména primordialniho folikulu na
folikul primarni nastava transformaci plochych pregranuléznich buné¢k na kubické buiky
granuldzni (Eppig, 2001). Pii tvorbé folikulu je nezbytna piitomnost oocytu (Buccione et al.,
1990). Soyal et al. (2000) a Acevedo (2005) uvadéji, ze faktorem nutnym pro vznik
primordialniho folikulu, by mohl byt transkripéni faktor FIG-a, ktery koordinuje 1 expresi
gend, které koduji syntézu proteinti Zpl, Zp2 a Zp3 zona pellucida. Dosud nebylo prokazano,
zda je tento transkripéni faktor zapojen do preziti oocytu ¢i do regulace interakci mezi

oocytem a granul6znimi bunikami.

Synteticka aktivita oocytu se intenzivné zvySuje a granulozni bunky se mitoticky
mnozi. V dobé, kdy rostouci oocyt obklopuje vice nez jedna vrstva granuléznich bunék, je
folikul oznatovan jako sekundarni. Rizenou proliferaci folikularnich bunék vznika
nékolikavrstevny obal oocytu nazyvajici se membrana granulosa (Hyttel et al., 1999; Eppig,
2001). Z intersticialnich bunék vznika obal granulozy — theca folliculi interna a externa
(Wassarman, 1988). Po vytvoreni theca folliculi interna je folikul ozna¢ovan jako preantralni
(Hyttel et al., 1999). V tésné blizkosti oocytu jsou granuldézni buiiky vyssi, cylindrické a tvofi
vrstvu nazyvanou corona radiata, mezi touto vrstvou a oocytem se zalina vytvaret

glykoproteinovy ochranny obal zona pellucida (Lundy et al., 1999; Eppig, 2001).

Pusobenim luteiniza¢niho hormonu (LH) za¢nou bunky theca folliculi interna
produkovat androgeny, které difunduji do granuléznich bunék. Zde jsou vlivem
folikulostimula¢niho hormonu (FSH) pfeménény na estrogeny a jejich koncentrace se
zvysuje. Estrogeny spolu s FSH stimuluji granuldzni buniky k produkei sekretu, ktery odd€luje
granulézni bunky a vytvari dutinu nazyvanou antrum foliculli, tak vznika tercialni, neboli
antralni folikul. Uvniti folikulu vytvareji granulézni buiiky v blizkosti oocytu vejconosny
hrbolek — cumulus oophorus, pficemz samotny oocyt je obklopen granul6znimi bunikami
ozna¢ovanymi jako bunky kumularni (Eppig, 2001). Tyto buiiky jsou vnimavé vaci LH
a secernuji mnoho faktord, jimiZz reguluji jaderné a cytoplazmatické zrani oocytu (Cha et
Chian, 1998). Dalsim rozsifovanim antralni dutiny se cely folikul zvétSuje a vyklenuje se nad

povrch vajecniku. Folikularni bunky se intenzivné déli a vznikd Graafuv folikul, ktery je



poslednim vyvojovym stadiem folikulu (Wassarman, 1988). Piitomnost folikularni tekutiny
Ize pozorovat ve folikulech prasat a skotu o priméru 0,3 - 0,4 mm. Folikularni dutina je u
prasat ptitomna jiz od folikularniho praméru 0,5 mm (Motlik et Fulka, 1986). Prvni antralni

folikuly u prasat Ize pozorovat jiz 70. den po porodu (Oxender et al., 1979).

Ve fazi ristu jsou oocyty charakteristické specifickym uspofadanim cytoplazmy,
pii¢emz dochazi ke vzniku novych genovych produkti i organel a modifikuji a pterozdéluji se
organely stavajici (Schatten, 1994). Oocyty né€kolikanasobné zvétsuji sviij objem, zvySuje se
pocet organel a probihd syntéza latek pottebnych pro dokonceni meidzy, oplozeni a Casny

vyvoj embrya (Gosden et al., 1997).

Formuje se tzv. Balbianiho Zloutkové jadro. Jedna se o shluk bunéénych organel
soustfedénych v okrsku cytoplazmy pobliz jadra, ktery se v rostoucim oocytu rozsifuje

v ooplazm¢ smérem k periferii a nasledné se rozpada na nepravidelné ¢asti (De Smedt, 2000;

Guraya, 2008).

Centrioly v prubéhu ristové faze oocytu mizi a jsou ziskany az od Spermie pii
oplozeni (Wassarman et Josefowicz, 1978). Dochazi i1 ke =zvySeni intracelularni
koncentrace iontd  vapniku, prochazejicich ptes cytoplazmatickou membranu (Murnane
et DeFelice, 1993).

Spolehlivost a piesnost replikace organel v ooplasmé, zvlasté mitochondrii a jejich
DNA, hraje kli¢ovou roli v cytoplazmatické dédicnosti budouci zygoty (Schatten, 1994).
Béhem rlstu oocytu se prudce zvySuje i pocet mitochondrii. Mitochondrie ziskavaji
zakulaceny, pozdé¢ji ovalny tvar s vyraznymi klenutymi pii¢né orientovanymi kristami
(Wassarman et Josefowicz, 1978) a jsou spojeny s endoplazmatickym retikulem (Guraya,
2000). V rostoucim oocytu malého antralniho folikulu jsou mitochondrie asociované s drsnym
endoplazmatickym retikulem, v oocytu s ukonéenou ristovou fazi jsou Casto agregované

s hladkym endoplazmatickym retikulem (Sathananthan et Trounson, 2000).

Vyrazné funkéni 1 metabolické zmény prodélava, stejné jako mitochondrie, 1 Golgiho
aparat, umistény pod plazmatickou membranou rostouciho oocytu. Zde dochazi k jeho
zvétsovani (Sharma et Chowdhury, 1998) a pfemén¢ z malych vackid na rozsahlé dilatované
cisterny, které aktivné exportuji glykoproteiny do vrstvy zona pellucida (Mehlmann et al.,
1995). Zona pellucida se dotvafi v ristové fazi. Ma vyznamnou roli pfi oplozeni, kde se podili
na akrozomdlni reakci, vazbé spermie pii oplozeni andsledné zabranuje polyspermii

(Yurewicz et al., 1987).



Kortikalni granula jsou malé, kulovité, membranou ohrani¢ené organely, piipominajici
lysozomy. Nalézaji se v kortikdlni oblasti oocytu, kam se dostavaji spolecné s expandujicim
Golgiho komplexem. Po proniknuti spermie do cytoplazmy oocytu dojde k fuzi kortikalnich
granul s oolemou a vyliti jejich obsahu do perivitelinniho prostoru, ¢imz se zméni funkcni

vlastnosti zona pellucida a zabrani polyspermatickému oplozeni (Wassarman, 1988).

Rostouci oocyty jsou charakteristické rozlehlym sférickym jadrem, které se oznacuje
jako zarode¢ny vacek (GV, Germinal Vesicle) a jednim az dvéma mensimi jadérky. Zprvu
maji granularni, pozdgji fibrogranularni charakter, u konce ristové periody jsou vyrazné
fibrilarni a jsou jiz schopna syntézy RNA (Hyttel et al., 1999). ZvétSovani jadra je zavislé na
velikosti oocytu. Pivodné dekondenzovany chromatin zirode¢ného vacku kondenzuje do
perinuklearnich prstencti nebo jinych odpovidajicich struktur v zavislosti na zivo¢isném druhu

(Tan et al., 2009).

Ukonceni rustové faze oocytli je doprovazeno postupnym vytlacenim fibrilarnich
center na periferii jadérka a zvétSovanim nukleoldrnich vakuol. Pfedev§im u oocytl skotu je
napadnd pfitomnost centrdlni vakuoly v jadérku. V kone¢né fazi transformace jadérka dochazi
k lokalizaci rDNA mimo jadérko na perinukleolarnim chromatinu a jadérko je slozeno
vyluéné€ z elektrondenzniho fibrilarniho materidlu. Takovéto kompaktni jadérko lze nalézt
Vv pribéhu oogeneze U vSech savct, ale jeho vytvoreni neprobihd ve stejné fazi folikularniho
vyvoje. Zatimco u mysi je kompaktni jadérko vytvofeno jiz pted vytvofenim folikularniho
antra, u prasat a skotu je stejny proces dokoncen az v malych antralnich folikulech o priméru
2 - 3 mm. Kompaktni jadérko je vytvofeno u vSech studovanych Zivocisnych druhti soucasné
s dosazenim finalniho priméru oocytti a miizeme ho povazovat za spolecny rys oogeneze

savcd (Guraya, 2008).

V rostoucim oocytu probihd syntéza a hromadéni proteinit a RNA. Chromozoémy, na
kterych se v tomto obdobi vytvafeji parové smycky, se podle svého vzhledu nazyvaji
Stétkovité. Smycky jsou mistem masivni produkce RNA (Bachvarova, 1974). PIn¢ dorostlé
oocyty obsahuji ptiblizné 60 - 65 % rRNA, 20 - 25 % tRNA a 10 - 15 % mRNA (Bachvarova,
1985; Wassarman, 1988). V casné a stfedni fazi rGstu oocytu dochazi ke zméndm
v ultrastrukture jadérka a ke zvySeni RNA polymerazové aktivity. S timto procesem je
spojena vysoka mira transkripce rRNA (Moore, 1978). Ptiblizné 20 % rRNA je vytvofeno
V polyzomalni formé, zbytek je translacné neaktivni. Jeji aktivita nastupuje az v prubéhu

Casné embryogeneze (Gosden et Bownes, 1995; Guraya, 2000).



Soucasné s riistem oocytu probiha i vyvoj folikulu. Vznika druhé vrstva granul6znich
bunck, které jsou soucasti sekundarniho folikulu. Stadium tercidrniho folikulu je
charakterizovano vyse zminénou diferenciaci granuldéznich bunék na theca folliculi interna
a theca folliculi externa (Young et al., 2006). V prase¢im folikulu velkém 1,8 mm je rist
téméf dokoncen (Motlik et Fulka, 1986). Oocyty zvétSuji objem a zlstavaji zadrzeny

v diktyatennim stadiu profaze I (Motlik et al., 1984).

Pro rlist oocytu je nezbytna interakce somatickych bunék s oocytem prostiednictvim
gap junctions pro ziskavani substrati nepostradatelnych pro energeticky metabolismus.
Somatické buriky jsou dilezitym zdrojem nukleotidi, aminokyselin a fosfolipidi a udrzuji
iontovou rovnovahu i stabilitu MRNA v rostoucich oocytech. Rychlost ristu je ptimo zavisla

na poctu granuldznich bunék, které obklopuji oocyt (Hunter, 2000).

2.1.3 Meiotickd kompetence

Zisk meiotick¢é kompetence je proces, pii kterém se z oocytti, neschopnych znovu
zahajit a dokoncit meidzu, stavaji oocyty plné¢ kompetentni, se schopnosti projit G2 fazi
a podstoupit meiotické dé€leni, pierusené po dosazeni druhé meiotické metafaze (Mastroianni
et al., 1994). Meiotickou kompetenci nabyvaji oocyty postupné béhem rustové faze. Nejdiive
je oocyt schopen znovu zahajit meiotické déleni, projit fazi rozpadu zarode¢ného vacku
(GVBD, Germinal Vesicle Break Down) a dosahnout stadia metafaze I. Poté ziskava oocyt

schopnost dokoncit svij vyvoj az do metafaze 11 (Wassarman, 1988).

Oocyty prasat, skotu, ovci i koz, izolované z folikuli do priméru 0,5 mm zUstavaji po
24 hod. kultivace ve stadiu zarodecného vacku. Stejné tak oocyty mysi o priméru 60 um
zustavaji v kultivaénich podminkach ve stadiu meiotické profaze. Tyto oocyty jsou

oznacovany za zcela meioticky nekompetentni (Eppig, 2001).

Oocyty mysi, které maji velikost vnitiniho priméru do 70 um a oocyty hospodaiskych
zvifat 0 velikosti 100-110 um jsou schopny v podminkach in vitro zahajit kondenzaci
chromatinu, rozpustit jadernou membranu, projit procesem rozpadu zarode¢né¢ho vacku
a dosahnout metafaze prvniho meiotického déleni, Se nazyvaji Castecné meioticky

kompetentni (Schramm et Bavister, 1999; Kanayama et al., 2002).

Teprve oocyty s dokonCenym rlstem jsou meioticky kompetentni, protoze jsou
schopny vydélit prvni poloveé télisko a uspotfadat chromozomy do metafazni figury druhého

meiotického déleni (Miyano et Manabe, 2007).



Prasec¢i oocyty nabyvaji meiotickou kompetenci kolem 14. dne od vytvofeni antra ve
folikulech vétsich nez 3 mm (Motlik et al. 1984; Morbeck et al. 1992; Hunter, 2000). PIné
dorostlé prase¢i oocyty o velikosti 120 um jsou jiz zcela meioticky kompetentni a po
48 hodinové kultivaci v in vitro kultiva¢nich podminkach dosahuji stadia metafaze I (Motlik
et al., 1984; Petr et al., 1993).

Na vznik meiotické kompetence ma vliv utvoieni a velikost folikularni dutiny vzniklé
pod vlivem FSH (Fauser et al., 1999; Tevelde et al., 2000). Vzhledem k tomu, ze oocyty
nemaji receptory pro gonadotropiny a steroidy, maji somatické buiiky folikulu vyznamnou
roli i ve vyvoji meiotické kompetence (Moor et al., 1990). Dalsim z faktori, ktery rozhoduje
o meiotické kompetenci oocytl je schopnost organizovat mikrotubuly. Zatimco
nekompetentni oocyty maji v cytoplazmé paprséitou sit’ interfaznich mikrotubuli, v meioticky
kompetentnich oocytech jsou pfitomna fosforylovand mikrotubuldrni organizacni centra
(MTOCs), ze kterych vychazeji mnohem kratsi, perinuklearné¢ lokalizované mikrotubuly.
Mikrotubuly vybihajici ztéchto center prochdzeji mezi fragmenty jaderné membrany
do nukleoplazmy (Thibault et al., 1987), kde jsou pfipojeny na kinetochory kazdé chromatidy
vSech chromozomalnich homologt (Hafez et Hafez, 2000). Dulezitym regulatorem funkce
mikrotubuld je mitogeny-aktivovana protein kinaza (MAPK) (Fulka et al., 1998; Fan et Sun,
2004). Meiotickou kompetenci rostoucich praseéich oocytt lze zvysit napiiklad kultivaci
oocytl s inhibitorem kalcium dependentni ATPazy (Petr et al., 1999) ¢i s inhibitorem histon

deacetylazy (Petr et al., 2009).

2.1.4 Faze zrani

Meiotické zrani predstavuje pfeménu plné dorostlého meioticky kompetentniho oocytu
v oplozeni schopny oocyt. Jedna se o vyvoj od faze diktyotene I do metafaze IT (Motlik et
Fulka, 1986).

Znovuzahajeni meiozy in vivo je spousténo LH vlnou. LH signal ma za nasledek
eliminaci jednoho nebo vice Cinitelt, naptiklad inhibitoru zrani oocyti (OMI, Oocyte
Maturation Inhibitor). Eliminace té€chto faktorti vede k aktivaci cyklind, fosfataz a kinaz, které
jsou dulezité pro docileni uspésného jaderného zrani (Hunter, 2000). Dostate¢nym impulzem
pro znovuzahajeni meiozy in Vitro je uvolnéni oocytu z intrafolikularniho prostiedi (Stojkovic

etal., 1999; Fan et al., 2002).



V pribéhu faze zrani oocyt vstupuje do metafaze prvniho zraciho dé€leni, prochazi
rozpadem zarodecného vacku, chromozoémy kondenzuji a je vyd€leno prvni polové télisko
(Sharma et Chowdhury, 1998). Na konci faze zrani je meioza zastavena v metafazi druhého
meiotického déleni. Toto pferuSeni meidzy v metafazi Il je oznaCovano jako druhy meioticky
blok (Motlik et Kubelka, 1990; Swann, 1993; Lawrence et al., 1997). Faze zrani zahrnuje dva
procesy, zrani jaderné a cytoplazmatické (Wolf et Zelinski-Wooten, 2001).

Jadro, ve stadiu zarode¢ného vacku, je zpocatku ohrani¢eno neporusenou jadernou
membranou. Po zahdjeni zrani probiha rozpad zérode¢ného vacku, ktery zac¢ind jemnym
vinénim jaderné membrany, které postupné zesiluje. Nakonec je membrana rozptylena do
dubleti spojenych s endoplazmatickym retikulem, které jsou pozd&ji vyuzity k tvorbé
prvojaderné a jaderné membrany (Wassarman, 1988). Chromozomy ve stadiu dyktyotene
zacinaji kondenzovat pfi vnitfnim okraji jaderné membrany, chiasmata se presunuji na konce
chromozému. Pfi téméf dokoncené kondenzaci maji telocentrické bivalenty tvar pismene V
a Casto jsou spojeny se zbytky jaderné membrany. Chromozomy se ve vysokém stupni
kondenzace seskupuji, sva spojeni s fragmenty jaderného obalu ztraceji a vyrovnavaji se do

ekvatorialni roviny (Calarco, 1972; Wassarman, 1988)

Béhem GVBD dochazi ke zméné morfologie zarodetného vacku, u prasete lze
pozorovat pét stadii (Sun et al., 2004). Ve stadiu GVO je chromatin rozptylen v celé jaderné
oblasti. Ve fazi GV1 zacind kondenzovat a formuje se do prstencovitého nebo podkovovitého
utvaru kolem jadra (Motlik et Fulka, 1976; Guthrie et Garrett, 2000; Sun et al., 2004).
Stadium GV2 charakterizuji shluky chromatinu v blizkosti jadra. Ve stupni GV3 se
podkovovita struktura rozpada a vytvari se filamentarni sit’. V dal$im stadiu GV4 neni jadérko

znatelné a mizi i jaderna membrana (Motlik et Fulka, 1976; Tan et al., 2009).

Soucasn¢ s GVBD a kondenzaci chromozémii se objevuje spojeni centromer
s mikrotubuly a vytvareji se také dalsi MTOCs, z nichz vybihaji mikrotubuly, které zasahuji
az do nukleoplazmy (Thibault et al., 1987). Zde se pfes kinetochor napojuji na kazdou
chromatidu homolognich chromozomu a spole¢né s mikrotubuly, které probihajicimi od polu
K polu, vytvari prvni meiotické délici vieténko (Calarco, 1972; Alberts et al., 1998; Miao et
al., 2012). Na obou vrcholech déliciho vieténka oocytu chybi centrioly (Wassarman, 1988).
Oblast okolo vieténka je bohata na mitochondrie, vakuoly a granula (Motlik et Fulka, 1976;
Hafez et Hafez, 2000).

V pribéhu prvniho meiotického déleni dochazi k rekombinaci genetického materialu,

probiha meioticky crossing over. Béhem tohoto procesu se vymeénuji homologni segmenty
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DNA mezi nesesterskymi chromatidami vV parech homolognich chromozomd, coz zajist'uje,

ze produkované gamety nejsou vzajemné identické (Alberts et al., 1998).

Profaze prvniho meiotického de€leni, kterd ma pocatek jiz ve fazi mnozeni, je

rozdélovana do péti stadii: leptotene, zygotene, pachytene, diplotene a diakineze.

Nésleduje metafaze I, ve které se sparované homologni chromozomy setadi
V ekvatoridlni rovin¢ s centromerami orientovanymi k opa¢nym polim vieténka. Jsou stale
usporadany do bivalentli a pohybuji se diky depolymeraci kinetochorovych mikrotubula

u kinetochoru (Alberts et al., 1998; McGinnis et al., 2012).

Dalsi faze je oznaCovand jako anafdze |. Oba homologni chromozomy kazdého
bivalentu se pohybuji odd¢lené a jejich centromery se sesterskymi chromatidami jsou tazeny
k protilehlym polim buiiky v procesu zvaném disjunkce. Pocet chromozomi se redukuje na
polovinu a kazdy bunécny produkt prvniho meiotického d€leni ma haploidni pocet
chromozomi. Rozd€lovani bivalentli se déje nezavisle na sob¢€ a plivodni otcovska a matetska
sada chromozoml vytvafi ndhodné kombinace. Variabilita genetického materidlu,
pfenasené¢ho zrodice na potomka nasledkem crossing-overu arekombinaci genetického

materialu vzrasta (Wassarman, 1988; Eppig, 1991).

V priibéhu telofaze I se obé haploidni sady chromozomt shluknou v opacnych pdlech
buniky a dojde k vydéleni prvniho polového téliska, které obsahuje polovinu genetického
materidlu. Prvni polové télisko obsahuje i1 dalSi bunéfné organely, véetné¢ mitochondrii,
ribozomi a kortikalnich granul (Zamboni, 1970; Wassarman et Fujiwara, 1978). Po vydé€leni

prvniho polového téliska se utvari perivitelinni prostor (Thibault et al., 1987).

Druhé meiotické déleni neni predchazeno stadiem replikace DNA (Motlik et Kubelka,
1990). Pocet chromozomu buniky vstupujici do meiozy II je haploidni. Segregace riznych
paternalnich a materndlnich alel kazdého genu probiha jak v prvnim, tak ve druhém
meiotickém dé¢leni v zavislosti na tom, zda se UCastnily crossing-overu arekombinaci
(Wassarman, 1988). V metafazi II dochéazi u vétsiny savcl k druhému zastaveni bunécného
cyklu. Meioza je dokoncena pouze v ptipade oplozeni nebo partenogenetické aktivace (Sun et

Nagai, 2003).

Cytoplazmatické zrani vyzaduje syntézu a skladovani Sirokého spektra molekul, jejich
modifikaci a pozd¢ji spravné vyuziti béhem zrani, oplozeni a casné embryogeneze (Lodish et
al., 2008). Zahrnuje reorganizaci organel a skladovani mRNA, proteini a transkripénich
faktort, které pusobi v prabéhu celé faze zrani (Sirard et al., 1993; Brevini-Gandolfi
et Gandolfi, 2001). Pii ptechodu z faze GV do metafaze II, se mitochondrie, ribozémy,

11



Golgiho aparat i endoplazmatické retikulum pieskupuji. Jejich pohyb je umoZnén

prostfednictvim cytoskeletarnich mikrotubulti a mikrofilament (Ferreira et al., 2009).

Prasec¢i oocyty kultivované v in vitro podminkach mohou mit nedostatek nékterych
cytoplazmatickych faktort.. Tento deficit mtize byt pfi¢inou vyvojové nekompetence. Nékteré
procesy cytoplazmatického zrani jsou koordinovany s jadernym zranim a regulovany tak, aby
dokonc¢eni celého cytoplazmatického a jaderného zrani probé&hlo soucasné (Hunter, 2000).
Pokud dojde k zablokovani jaderného zrani inhibitorem MG132 béhem kultivace,
cytoplazmatické zrani pokracuje. Po nasledné stimulaci jaderného zrani pak dochazi k jeho

akceleraci (Chmelikova et al., 2004).

2.1.5 Faktory zapojené do regulace oogeneze

MPF (M-phase Promoting Factor)

MPF byl objeven v oocytu zaby skokana levhartiho (Rana pipiens) a byl pojmenovan
,Maturation Promoting Factor” (Masui et Market, 1971). Vzhledem k tomu, ze MPF je vSak
universalnim regulaénim faktorem mitdézy i meidzy, byl jeho nazev pozd€ji zménén na

M-phase Promoting Factor (Nurse, 1990).

MPF patii mezi protein kinazy. Jedna se o heterodimer, ktery je sloZen z katalytické
a regulacni podjednotky. Katalytickou podjednotku tvoii serin/threonin protein kinaza p34COIC2
z rodiny tyrosinovych cyklin dependentnich kinaz (Fulka et al., 1998). Regula¢ni pojednotkou
je cyklin B (Dunphy et al., 1988; Gautier et Maller 1988; Gautier et al. 1989). V nedavné
dobé bylo prokazano, ze soucasti komplexu MPF je také kinaza Greatwall (Hara et al., 2012;

Dupré et al., 2013).

Zaklad aktivace MPF spociva ve spojeni obou podjednotek (Gautier et al., 1991;
de Vantéry et al., 1997). Timto zpisobem vznikd neaktivni komplex, pre-MPF, ktery je
pfitomen ve fazi rGstu oocytl. Klicovym kontrolnim bodem k vytvoteni komplexu pre-MPF
je syntéza a degradace cyklinu B (Murray et Kirschner, 1989). Zmény hladin cyklinu B
ovliviluji vznik pre-MPF a po kone¢né aktivaci komplexu MPF reguluji faze bunécného cyklu
béhem meidzy (Brunet et Maro, 2005). Znovuzahajeni meidézy vyzaduje aktivaci
nahromadéného komplexu pre-MPF v oocytu (Motlik et Kubelka, 1990).

Stav aktivity MPF je spojen s mirou fosforylace a aktivni syntézou proteinti v burice
(Prochazka et al., 1989; Chen et al., 2000). MPF je fosforylaci regulovan jak pozitivné, tak
negativné. Pomoci inhibi¢ni fosforylace p34Cdc2 je pre-MPF udrZzovan v neaktivnim stavu
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(Marlovits et al., 1998). Tato fosforylace probiha na tyrosinu 15 a threoninu 14. Tyrosin 15 je
fosforylovan Myt 1 kinazou a threonin 14 Wee 1 kinazou (Touny et Banerjee, 2006).

4°%2 na tyrosinu 15 a na threoninu 14

K aktivaci MPF je tedy nutna defosforylace p3
(Dunphy et Kumagai, 1991) prostfednictvim cdc25 fosfatazy (Christmann et al., 1994). Tato
fosfataza je regulovdna a aktivovana polo-like kindzou 1 (Plkl). Plkl umoziuje piechod
cyklinu B z cytoplazmy do jadra, ¢imz téZ piispiva k aktivaci MPF (Anger et al., 2003). PIk1
se také podili na separaci centrozomu a utvareni i dynamice déliciho vieténka (Bahassi et al.,
2002). K uplné aktivaci komplexu p34CdC2 musi soucasné s defosforylaci dojit i k fosforylaci

na threoninu 161 prostfednictvim protein kinazy, ktera se nazyva cdc-aktiva¢ni kinaza (CAK)

(Clarke, 1995).

Po aktivaci komplexu cyklin B-cdc2 dochazi k aktivaci Greatwall kinazy, ktera
potlacuje inhibi¢ni vliv fosfatdz na komplex cyklin B-cdc2 a zajist'uje vytvoreni meiotického
vieténka (Hara et al., 2012).

Dilezitd je téz negativni regulace komplexu p34%¢

zprostfedkovana asociaci
S proteinovymi inhibitory cyklin dependentnich kindz, mezi které patii p21 CIP1, p27 KIP1
a p57 KIP2 z rodiny Cip/Kip (CDK Interacting Protein/Kinase Inhibitory Protein) (Garrett,

et al. 2001; Murray, 2004).

Béhem meiotického zrani oocytii dochazi k charakteristickému poklesu aktivity MPF
(Mattiloli et al., 1991). Naopak vysoka aktivita MPF byla zaznamenana v metafazi prvniho
meiotického dé¢leni a jeji pokles je nutny pro prechod z metafdze do anafidze (Kishimoto
et Kariatani, 1976; Motlik et Kubelka 1990). Za snizeni hladiny MPF zde zodpovida komplex
podporujici anafazi (Anaphase Promoting Complex, APC) (King et al., 1996). APC umozni
navazani ubikvitinu na cyklin B a ten je pak rozpoznan a degradovan proteazomem (Glotzer

etal., 1991).

K opétovnému zvysSeni aktivity MPF dochazi v metafazi druhého meiotického déleni
prostiednictvim nize popsaného cytostatického faktoru (CSF), ktery udrzuje aktivitu MPF na
vysoké trovni po celou dobu zastaveni meiotického zrani v metafazi Il (Murray et Kirschner,
1989). Aktivni katalytickou slozkou CSF je serin/threonin protein kindza Mos (Watanabe et
al., 1989; Yew et al., 1992).

K dalsimu prudkému poklesu hladiny MPF i CSF (Lorca et al., 1993) dochazi az po
aktivaci oocytu (Fulka et al., 1992).
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Aktivita MPF je nezbytna pro spravny prubéh faze zrani. Ridi d&je vedouci ke
zformovani funkéniho déliciho vieténka (Hunter, 2000) a hraje dulezitou roli pfi iniciaci
segregace chromozomu i V pribéhu anafaze (King et al., 1996). Objevuje se kratce pied
GVBD (Hashimoto et Kishimoto, 1988) a prostfednictvim fosforylace proteint jaderné
laminy zpasobuje GVBD. Podili se na kondenzaci chromozomii, pteskupeni mikrofilament a

reorganizaci intermedialnich filament (Stojkovic et al., 1999).

MAP kindza (Mitogen Activated Protein Kinase)

MAP kinazy jsou téZ oznaCovany jako extracelularné regulované kinazy (ERK) pro
jejich zasadni roli v pfenosu extracelularniho signalu uvnité bunky. Patii do skupiny
serin/threonin protein kinaz (Haccard et al., 1993), u kterych je K jejich plné aktivaci nutna
fosforylace threoninovych a tyrosinovych zbytku (Fan et al., 2002). MAP kinazy vykazuji
vysokou aktivitu béhem zrani sav¢ich oocytd (Haccard et al., 1993). Schaeffer a Weber
(1999) i Davis (2000) tadi vSechny ERK do jedné skupiny, a tak rozdé€luji rodinu MAP kinaz
pouze na tii podrodiny: ERK, JNK a p38 MAP kinazy.

MAP kinazova kaskada je regulacni dréha funkéné obdobna a interagujici s MPF pfi
fizeni meiotického zrani oocyti (Fan et Sun, 2004). MAP Kkinaza je aktivovéana
prostiednictvim MAP kindzy kindzy, nazyvané také MEK, ktera fosforyluje katalytické
domény MAP kindzy na threoninovych a tyrozinovych zbytcich. MEK je aktivovana také
fosforylaci ¢lenem z rodiny MAPK kinaz kinaz, produktem protoonkogenu c-mos (Fan
et Sun, 2004), proteinem Mos (Watanabe et al., 1989; Yew et al., 1992). Mos je
serin/threonin protein kindza. Na konci této kaskady stoji kindza p90Rsk (ribozomalni protein

S6-kinaza) (Fan et Sun, 2004).

Aktivovana p90Rsk inaktivuje kinazu Mytl a tim pfispiva k aktivaci MPF (Palmer et
al., 1998). K zahajeni meiotického zrani ptesto dochazi i v oocytech mysi s knockoutovanym

genem pro c-mos (Hashimoto et al., 1994).

V rostoucich oocytech jsou MAP kindzy lokalizovany vyhradné v cytoplazmé a na
pocatku faze zrani se presunuji do GV (Stojkovic et al., 1999). Je tedy pravdépodobné, Ze se
MAP kindzy Ucastni pienosu signalu, indukujiciho zafatek zrani, z cytoplazmy do jadra
(Inoue et al., 1998). Pfi spontannim zrani mySich oocyti jsou MAP kinazy aktivovany
2 hodiny po GVBD (Lu et al., 2001). U oocytt drapatky je aktivace MAP kinaz prokazana
jesté pied stadiem GVBD (Kosako et al., 1994), stejn¢ tak i u oocytt prasete (Josefsberg et
al., 2003). Na rozdil od vysledkd pokusti provedenych u oocytl drapatky (Xenopus) nema
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narusena aktivita MAP kinaz vliv na zahajeni meidzy Vv prasecich oocytech (Josefsberg et al.,
2003). Bylo prokazano, ze ke GVBD u prasat dochazi i v pfipadé, ze je aktivita MAP kinaz
zablokovana prostiednictvim inhibitoru MEK (Tong et al., 2003). Piesto podle Josefsberga
(2003) aktivni MAP kinazy injikované do GV oocyti prasat prokazatelné urychluji jeho

rozpad.

Nazory na dobu aktivace MAPK v prasecich oocytech se lisi. Bylo doloZzeno, Ze
dochazi k soucasné aktivaci MPF a MAP kinaz (Goudet et al., 1998). V dalsi studii ovsem
bylo popsano, ze dochazi nejdiive k aktivaci MPF a poté k aktivaci MAP kinaz (Inoue et al.,
1998). Kubelka (2002) uvadi, ze MAP kinazy jsou aktivovany pozdéji nez MPF. Rada autorti
zastava nazor, ze k aktivaci MAP kinaz dochazi pited GVBD a pied aktivaci MPF (Inoue et
al., 1998; Wehrend et Meinecke, 2001; Villa-Diaz et Miyano, 2004). Na rozdil od MPF
vykazuji MAP kindzy vysokou aktivitu v pribéhu celé faze zrani. Tato aktivita klesa az po

oplozeni nebo partenogenetické aktivaci (Sun et al., 2001; Zhang et al., 2012).

MAP kinazy kontroluji troven hladin cyklinu B (Abrieu et al., 2000). Dale se ucastni
ptenosu signalu pro zrani z cytoplazmy do jadra a indukuji znovuzahajeni meidzy U oocytl
drapatky (Stojkovic et al., 1999). Vyznamné se podileji na regulaci dynamiky mikrotubulti
(de Vantéry et al., 1997), vytvoreni d€liciho vieténka (Sun et Nagai, 2003) a regulu;ji velikost
a extruzi prvniho polového téliska (Choi et al., 1996). Roli hraji pfi zastaveni meidzy

v metafazi I (Villa-Diaz et Miyano, 2004).

U prasecich oocyti jsou MAP kinazy fosforylovany v pribéhu GVBD a udrzuji
kondenzaci chromozomi (Li et al., 2002). Po GVBD fosforyluji cytoskeletarni proteiny

a proteiny jaderné laminy, coz zabranuje jejich pted¢asnému spojeni (Peter et al., 1990).

CSF (Cytostatic Factor)

Ptitomnost CSF byla prokdzana poprvé v oocytech obojzivelniki, kdy bylo zjisténo,
ze vliv CSF se objevuje béhem metafaze II a jeho aktivita kratce po oplozeni mizi. CSF je
tedy charakterizovan aktivitou komplexu faktort pfitomnych v cytoplazmé, ktera potlacuje
prechod z metafaze Il do anafaze 11 (Masui et Markert 1971; Clarke et al., 1988) a ovliviiuje
I prubéh oplozeni nebo partenogenetickou aktivaci (Schmidt et al., 2006). Mos je aktivni
katalytickd soucast CSF, jedna se o serin/threonin kinazu, produkt proto-onkogenu c-mos.
Mos kinaza je nezbytna jak pro aktivaci MPF v pribéhu meidzy 1 a ll, tak pro meioticky
blok oocytt v MII (Yew et al., 1992; Hunt, 1992).
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Jednou z hlavnich funkci CSF je inhibice APC. APC prostifednictvim degradace
cyklinu B reguluje hladinu MPF a podili se tak na uvolnéni z metafazniho bloku (Stojkovic et
al., 1999). Cinnost CSF je spojena s Mos, ktera je soudasti jeho aktivni katalytické slozky
(Watanabe et al., 1989; Yew et al., 1992). Prvni studie, které prokazaly souvislost mezi Mos
a CSF byly provedeny u mysi (Colledge et al., 1994; Hashimoto et al., 1994). Jak jiz bylo
zminéno, Mos reguluje hladinu MPF (Tunquist et Maller, 2003) a stimuluje aktivitu MAP
kinazy ptes MEK (Verlhac et al., 1994). MAP kinaza dale fosforyluje p90Rsk (ribozomalni
protein S6-kinaza), ktera aktivuje protein Bubl. Aktivovany Bubl prostfednicvim proteint
Madl a Mad2 inhibuje APC. Tim je zablokovana schopnost APC umoznit degradaci
cyklinu B v proteazomech a proto nedojde k poklesu hladiny MPF (Yamano et al., 2004).

Velkou roli sehral i objev bilkovin rodiny Emi/Erp, které souvisi s inhibici APC. Mezi
jeji Cleny se tfadi proteiny Erpl/Emi2 a Emil. Jejich aktivita nastupuje béhem meiotického
zrani. Fosforylace Emil pomoci p90rsk posiluje vazbou na APC deaktivaci Cdc20 a tim
piispiva k inhibici APC pfi zastaveni meiotického zrani (Dumont et al., 2005). Erp1/Emi2 ma
také pfimy vliv na inhibici APC a nasledné pferuseni zastaveni bunééného cyklu v metafazi
II. Regulovana degradace Erpl/Emi2 po oplozeni piispiva k dokonceni meidzy (Schmidt et
al., 2006).

Dalsi mozny zpisob inhibice APC je zajistén pomoci komplexu cyklin E/Cdk2.
Hladina koncentrace tohoto komplexu je v nezralych oocytech nizkd, ale prudce stoupa
béhem zrani az do metafaze II. Inaktivace cyklin E/Cdk2 pfispiva k uvolnéni z CSF bloku

(Liu, 2006).

Vyznam CSF spociva v udrZzeni druhého meiotického bloku. Zadrzeni oocytu
v metafdzi II pomoci CSF lze odiivodnit i tim, ze CSF inhibuje ¢innost mikrotubularnich
motort a tak udrzuje neporuSené délici vieténko (Shiina et al., 1992). Protein Bubl spojeny
s funkci CSF je totiz soucasti komplexu proteinii kontrolniho bodu déliciho vieténka, ktery
zajistuje stabilitu genomu pozdrzenim anafaze do doby, nez se vSechny chromozomy trvale

piipoji na mikrotubuly prostfednictvim kinetochor (Perera et al., 2007).

Cyklické nukleotidy

Mezi vyznamné faktory podilejici se na regulaci meiotického zrani patii i cyklické
mononukleotidy, pfedevs§im cyklicky adenosinmonofosfat (cAMP) (Schultz et al., 1983)
a guanosinmonofosfat (cCGMP) (Ratner, 1976).
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Exprese CAMP byla zjisténa v kumularnich bunkach, ze kterych se do oocytu dostava
pomoci mezibunéénych spoji. Syntéza cAMP byla prokazana i ptimo v oocytech (Epigg,
1982). cAMP vznika z ATP cyklizacni reakci cCinnosti adenylatcyklazy (AC). AC,
lokalizovana na plazmatické membrané, je aktivovana nékterymi hormony (Lebedeva et al.,
2009; Miyoshi et al., 2013).

Degradace cAMP je v oocytu zprostfedkovana aktivni fosfodiesterazou (PDE-3A),
kterd odbouravd cAMP produkovany adenylatcykldzou a udrzuje tak hladinu cAMP
konstantni (Dekel et al., 1988).

CAMP stimuluje aktivitu protein kinazy A (PKA). PKA je schopna fosforylovat
cdc25c. Tato vazba negativné reguluje cdc25c, ktera z tohoto divodu nemuze aktivovat
CDK1. Tésné pied GVBD dochazi k poklesu hladiny cAMP a tim i k poklesu aktivity PKA.
Timto snizenim aktivity PKA je umoznéna aktivace CDKl1/cyklinu B. Déle bylo pomoci
mikroinjekce katalytické podjednotky PKA prokazano, ze aktivni PKA inhibuje translaci
c-mos a téz inhibuje Mos zpostiedkovanou aktivaci MAPK. Aktivovana PKA ma tedy na

meiotické zrani inhibi¢ni vliv (Lazar et al., 2002).

CAMP ovliviyje také tok vapenatych iontl. Zvysena hladina cAMP zvysi transport
Ca®* jontd dovnitf buiiky a ovlivituje distribuci Ca®" jontd uvnitf buitky ve prospéch jejich
akumulace v cytosolu. Tok véapenatych ionti do bunék iniciuje jednak fosforylaci proteini
a jednak ptimo ovliviiuje K* kanaly, coz vede k depolarizaci membrany (Blumenthal et
Kaczmarck, 1992; Hofmann et al., 1994; Lebedeva et al., 2009).

Po uvolnéni oocytu z prostfedi folikulu dojde k poklesu cAMP, mize tedy dojit
k znovuzahajeni meiozy (Mehlmann et al., 2005). Aktivni AC inhibuje GVBD u oocyti
zbavenych kumulu a kultivovanych v in vitro podminkach. Bylo prokazano, ze syntéza cAMP
v oocytech v in vivo podminkach je nutnd pro meioticky blok v profazi. Tato vysoka hladina
CAMP v oocytech blokuje znovuzahajeni meidzy inhibici MPF. Zaroven inhibuje aktivaci
MAP kinazy (Fan et al., 2002).

Koncentraci cAMP muze zvySovat cyklicky guanosinmonofosfit (cGMP). Timto
zpusobem dochézi rovnéz k inhibici meiotického zrani (Ratner, 1976). cGMP je produkovan
guanylat cyklazou (sGC), kterd katalyzuje pfeménu necyklického guanosin trifosfatu (GTP)
na cGMP. cGMP plsobi na funkci iontovych kandld, aktivitu proteinkindzy G
a fosfodiesteraz. Koncentrace cGMP klesa pribézné se zranim oocytti. CGMP se v oocytech

podili na udrzeni meiotického bloku aktivaci CGMP-dependentni kindzy a inhibici cAMP
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fosfodiesterazy, ¢imz udrzuje vysokou hladinu cAMP (Ratner, 1976; Hubbard et al., 1988;
Tornell et al., 1990; Vaccari et al., 2009).

Oxid dusnaty (NO)

Oxid dusnaty patii spolu s oxidem uhelnatym a sirovodikem do skupiny mediatora
oznacovanych jako gasotransmittery (Wang, 2002). Tyto malé molekuly plyni, které jsou
schopny voln¢ difundovat pies bunééné membrany, se ucastni bunécné signalizace zptisobem
nezavislym na receptorech. Jsou produkovany endogenné a rychle degradovany. Maji velice
specifické cilové molekuly a spolupracuji mezi sebou na mnoha tirovnich (Pae et al., 2009).
V roce 1980 objevil a popsal Robert Furchgott biologicky uc¢inek endotelialniho relaxa¢niho
faktoru (EDRF) a v roce 1987 bylo zjisténo, ze EDRF je identicky s oxidem dusnatym. Poté
byl NO identifikovan jako medidtor Gcastnici se relaxace cév a aktivace makrofagl a stal se
béhem minulého desetileti jednou z nejsledovanéjSich molekul s biologickym ucinkem.
Enzymy syntetizujici NO z L-argininu v sav¢ich tkanich se nazyvaji NO syntazy (NOS).

NOS ma nékolik izoforem: nervova NOS (nNOS), indukovatelna NOS (iNOS)
a endotelialni NOS (eNOS) (Lamas et al., 1992; Lowenstein et al., 1992).

Nervova NO - syntaza (nNNOS) je oznacovana téz jako typ I, NOS-1 a NOS1, se
vyskytuje hlavné v nervové tkani (Bredt et al., 1990). Tato izoforma syntetizuje pouze mala
mnozstvi oxidu dusnatého. Je exprimovana konstitutivn€ a je aktivovana vzestupem
intracelularni hladiny vapniku (Janssens et al., 1992). Podobné jako u zbylych izoforem, byla
prokazana exprese mRNA pro nNOS a nNOS v prasecich oocytech v riisové fazi s rozdilnym
stupném meiotické kompetence (Chmelikova et al., 2009). nNOS byla detekovana v prasecich
oocytech s jednou vrsvou kumularnich bunék (Kim et al., 2005). Pfitomnost proteinu nNOS
byla potvrzena v prasecich oocytech a jejich kumulérnich buiikdch béhem meiotického zrani

in vitro (Chmelikova et al., 2010).

Indukovatelna NO — syntaza (iNOS) také znama jako typ II, NOS-II, NOS2, byla
poprvé nalezena v makrofagu mysi. Je vSak exprimovana celou fadou bun€k raznych tkéani
véetné hepatocytl, bun¢k hladké svaloviny, bun¢k Langerhansovych ostrivki slinivky bfisni,
epitelialnich bunék, fibroblastii, neutrofilnich granulocytt, keratinocytti, chondrocytl a bunék
respira¢niho epitelu (Nathan et Xie, 1994; Hattori et al., 2000). iNOS byla detekovana také ve
folikulu vaje¢nikt savct (Jablonka-Shariff et Olson, 1997). iNOS vzdy obsahuje pevné
navazany kalmodulin, proto je aktivita této izoformy casto oznacovana jako

Ca?* independentni (Rosselli et al., 1998; Alderton, 2001). nNOS a eNOS jsou konstitutivni
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enzymy, které produkuji pouze mald mnozstvi NO. iNOS produkuje na rozdil od
konstitutivnich izoforem vétsi mnozstvi oxidu dusnatého po delsi ¢as (Ignarro, 1999; Hattori
et al., 2000). Jednou z cest regulace hladiny NO je destabilizace mRNA pro iNOS, kterou je
schopen vyvolat specificky inhibitor kalcineurinu cyklosporin (Hamaéldinen et al., 2009).
U prasete byla nalezena téz izoforma iNOS v granul6znich bunkach (Grasselli et al., 2001).
Kim et al. (2005) prokazali expresi iNOS v oocytech s jednou vrstvou kumularnich bun¢k
z malych folikulti. Pfitomnost mRNA pro iNOS a proteinu iNOS byla potvrzena v rostoucich
prasecich oocytech a v jejich kumularnich bunikach (Chmelikova et al., 2009). Tato izoforma
byla nalezena i béhem meiotického zrani prasecich oocyti in vitro. Obdobné jako eNOS také
iNOS se vyskytovala v nejvyssi koncentraci v oocytech ve stadiu GV (Chmelikova et al.,
2010).

Endotelialni NO - syntdza (eNOS) znama jako typ III, NOS-III, NOS3 byla poprvé
objevena v endotelovych buikach cév (Bredt et al., 1990; Alderton, 2001). Obdobné jako
u vySe zminénych izoforem nNOS a iNOS, byla exprese eNOS popséana v fad¢ dalSich tkani.
eNOS byla detekovana mimo jiné i ve folikulech vaje¢nikti savct (Jablonka-Shariff et Olson,
1997). Stejné jako izoforma nNOS je Ca®" dependentni (Janssens et al., 1992). eNOS byla
nalezena v oocytech, endotelidlnich butikach, thékélnich bunkach a v kumulérnich buiikdch
prasete (Tao et al., 2004). Pozdé&ji byla nalezena také v prasecich oocytech a granul6znich
burikach béhem vyvoje folikuli (Kim et al., 2005). Jak exprese mRNA pro eNOS, tak
vlastniho proteinu eNOS, byla zaznamenana v rostoucich oocytech prasete s rliznym stupném
meiotické kompetence (Chmelikova et al., 2009). Dale byla u prasete izoforma eNOS
nalezena v oocytech a kumularnich bunkéch ve stadiich GV, MI a MII béhem meiotického
zrani oocytl in vitro. Nejvyssi exprese eNOS byla prokazana u oocyti ve stadiu GV

a v priab&éhu meiotického zrani jeji hladina klesala (Chmelikova et al., 2010).

NO se nezastupitelné ucastni fizeni regulace reprodukce samic. Na tirovni hypotalamu
reguluje uvolnovani gonadotropin releasing hormonu (GNRH), ktery spousti vyplaveni
gonadotropint aktivaci nNOS v hypofyze (Rosselli et al., 1994). Ve vajecniku NO navozuje
ovulaci a indukuje luteolyzu (Yang et al., 2003), podili se i na relaxaci hladké délozni
svaloviny (Mc Cann et al., 2003). V oocytu je NO syntetizovan béhem celého procesu
oogeneze, od folikulogeneze az po Casny embryonalni vyvoj (Jablonka-Shariff et Olson,
1997) a vyznamné¢ zasahuje i do regulace meiotického zrani (Van Voorhis et al., 1995;
Yamauchi et al., 1997; Jablonka Shariff et Olson, 1997; Olson et al., 2000), predevsim

prostiednictvim regulace syntézy cyklickych nukleotidt (Tornell et al., 1984; Tornell et al.,
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1990; Tornell et al., 1991; Jablonka-Shariff et Olson, 2000). NO je rovnéz zapojen do
mechanizmu aktivace oocyti (Kuo et al., 2000; Petr et al., 2005a), kde ovliviiuje mnozstvi
volnych véapnikovych iontli v oplozeném oocytu pomoci regulace vapnikovych kanali a pump
(Berridge et al., 2000; Petr et al., 2005b). NO-dependentni aktivace prasecich oocytu je
zéavisla na mobilizaci intracelularnich vapnikovych zasob pomoci RyR a nezéavisi na IP3R.
Piesto jsou funkéni IP3R nezbytné pro spravny prubéh aktivace savéich oocytd (Petr et al.,
2005b). Uloha cGMP-dependentni signdlni kaskddy je zfejmé& specifickd pro
partenogenetickou aktivaci prasecich oocytti donory NO (Petr et al., 2006).

Vépnik

Vyznamnou roli V bunéénych signalnich drahach hraji ionty vapniku. Zastavaji funkci
pfenase¢i mnoha riznorodych intracelularnich signalt. Ucastni se regulace fady
fyziologickych procest, ke kterym patii mimo jiné kontrakce a relaxace svalového vlakna,
membranova excitabilita, bunéna motilita, bunécny a mitochondrialni metabolismus,
proteosyntéza, prubéh bunééného cyklu a apoptéza. Vapnik hraje kli¢ovou roli i v prabéhu
meiotického zrani (Homa et al., 1993) a oplozeni oocytt (Yanagimachi, 1981, 1994;
Miyazaki, 1991).

V cytozolu bunék je koncentrace vapenatych iontll udrZzovana na velmi nizké Grovni,
jelikoz vapnik je uloZen V depozitech, ktera predstavuji endoplazmatické retikulum,
mitochondrie a nékdy i dalsi organely (Clapham, 1995; Nader et al., 2012). V prase¢im
oocytu se hlavni depozita vapenatych iontl nalézaji v mitochondriich, karyoplazmé,
vakuolach, na povrchu lipidovych granul, v cytoplazmé a jadrech kumularnich bunék (Petr et

al., 2001).

Koncentrace véapenatych iontii uvnit bunck je regulovdna koordinaci protichtidnych
mechanizmi, iontovymi kanély specifickymi pro Ca® a Ca**- transportujicimi ATPazami.
Ptechod vapniku do cytozolu je zplisoben otevienim Ca® kanald, které umoziuji predevsim
dvé signalni kaskady. Jednd se o drahu vyuzivajici inositol 1,4,5 — trifosfatové receptory
(IP3R) a drahu vyuzivajici ryanodinové receptory (RyR) (Clapham, 1995; Petr et al., 2002).
Opacnym smérem probiha transport vapniku pomoci ATPazovych SERCA pump (Pozzan et
al., 1994).

Na pocatku inositolfosfolipidové signalizace IP3R drahy stoji membranovy protein
fosfolipaza C (PLC). Jedna se o enzym s hydrolytickou aktivitou, ktery stépi fosfatidylinositol

- 4,5 - bisfosfat (PIP2) v misté fosfodiesterové vazby mezi glycerolem a fosfatovou skupinou.
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Produkty hydrolyzy katalyzované PLC jsou dvé€ signalni slouceniny, inositol-1,4,5-trifosfat
(IP3) a 1,2-diacylglycerol (DAG). IP3 opousti plazmatickou membranu a volné difunduje
cytozolem. Po dosazeni endoplazmatického retikula se navaze na svij receptor IP3R a otevie
iontové kanaly pro vapnik. lonty Ca** proudi otevienymi kanaly ven do cytozolu, ¢imz dojde
k prudkému nartstu cytozolové koncentrace volnych Ca*, ktera je jinak v bufice pomoci
homeostatickych mechanizml udrzovana na velmi nizké urovni. Nahly vzrist koncentrace
vapenatych ionti vede k asociaci enzymu protein kinazy C (PKC) s wvnitini stranou
membrany, kde se dostdva se do kontaktu se vzniklym DAG sjiz navazanym Ca*
a fosfatidylserinem. Takto modifikovany DAG nasledné¢ PKC aktivuje (Sun, 2003). Draha
vyuzivajici inositol 1,4,5-trifosfatové (IP3) receptory umoznuje oscilace vapniku béhem zrani
oocytu u jezovky (Clapper et Lee, 1985), mysi (Carrol et Swann, 1992), kecka (Miyazaki et
al., 1992), skotu (Yue et al., 1995; He et al., 1997) i prasete (Machaty et al., 1997). Je také
rozhodujici pro perzistenci oscilace vapenatych ionti béhem oplozeni (Miyazaki et al., 1992;
Fissore et al., 1995). V piipad¢ zrani praseCich oocytd se exprese IP3R neméni, dynamicky

vyvoj ma jejich fosforylace (Ito et al., 2010).

Dalsi draha, zodpovédna za zvySeni hladiny vapenatych iontt v cytozolu, vede pies
RyR. Pomoci membranové vazaného glykoproteinu ADP ribozyl cyklazy a NAD™ (oxidovan
forma nikotinamid adenin dinukleotidu) vznika cyklicka adenosindifosfat rib6za (cADPR),
ktera piisobi na RyR endoplazmatického retikula a zvySuje uvoliiovani Ca®" (Berridge et al.,
2000; Roderick et al., 2003). Vyplaveni vapniku, zprostiedkované drahou vyuZivajici RyR
bylo zaznamenano v oocytech skotu (Yue et al., 1995), ¢lovéka (Sousa et al., 1996), mysi
(Carrol et Swann, 1992; Ayabe et al., 1995) a prasete (Machaty et al., 1997; Petr et al., 2002).

Buné¢né proteiny vazajici vapnik méni svou konformaci a naboj po pfipojeni kationtu
vapniku. Tyto vazebné proteiny obsahuji typicky EF-hand motiv polypeptidického fetézce,
ktery vaze Ca® a tak moduluje konformaci piisluiné bilkoviny. Mezi bilkoviny obsahujici EF
doménu se fadi troponin C, lehky fetézec myosinu, kalpain, kalbindin, kalcineurin

a kalmodulin.

Kalmodulin (CaM) je pfitomny ve vSech eukaryotickych bunikach. Jedna se o maly,
acidicky protein, slozeny ze 148 aminokyselin, s molekulovou hmotnosti 17 kDa.
Aminokyselinova sekvence CaM je vysoce konzervovand a obsahuje ¢tyii EF-hand domény.
Vazba vapniku moduluje konformaci CaM a komplex Ca**-kalmodulin je poté schopen
odli$né interakce se svymi cilovymi proteiny. Schopnost CaM zaroven specificky regulovat

rizné proteinové cile neni dosud detailné objasnéna. Do mechanizmu jsou pravdépodobné
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zapojeny domény s rtiznou vazebnou afinitou pro Ca™". Meziprodukty tvoii neaktivni
komplexy CaM/cilovy protein, komplexy ptechodové a komplexy plné¢ aktivni. Hromadéni
razné aktivnich komplexti umozituje piednostni aktivaci nékterych cilii na tkor ostatnich.
Rozdily v aktivité substratl nartstaji se snizujici se koncentraci kalmodulinu, nebot’ dochézi
ke zvySeni kompetice mezi cilovymi proteiny (Slavov et al., 2013). K proteinim tvoiicim
funkéné zménény komplex pomoci navdzani komplexu Ca**-kalmodulin patii kalmodulin
dependentni proteinkinazy (CaMK) a proteinfosfatazy (Tunquist et Maller, 2003), dale
adenylat cyklazy, NO syntazy, cAMP fosfodiesteraza, iontové kandly a receptory.
Vyznamnou roli ve vyvoji oocytll hraje kalmodulin dependentni kindza CaMK II. Pomoci
vapenatych ionti aktivovana CaMK II se tcastni iniciace degradace cyklinu B, ktery je
soucasti MPF (Lorca et al., 1993).

Schopnost uvolnit vapnik z vnitrobunéénych zasob se postupné vyviji béhem zrani
oocytu aje nezbytnd pro zahdjeni vyvoje embrya po oplozeni oocytu. Na pocatku
meiotického zrani je tato schopnost pomérné mala. Béhem zréni roste a maxima dosahuje pfi
zastaveni meidzy ve stadiu metafaze II (Carroll et al., 1994; Mehlmann et Kline, 1994). Vliv
vapenatych iontll se uplatiuje jak ve fazi zrani oocytd, tak po oplozeni (Yanagimachi, 1994).
Vapenaté ionty hraji roli predev§im v ¢asné fazi iniciace vystupu z meiotického bloku
v profazi I (Wassarman, 1988). Podili se na znovuzahéjeni meiotického zrani (Kaufman
et Homa, 1993; Carroll et al., 1994) a fidi vystup z metafaze prvniho meiotického déleni. Pfi
kultivaci prasecich oocytl s blokatory vapnikovych kanalii dochézi k zastaveni meiotického
zrani v metafazi 1 (Kaufman et Homa, 1993; Rozinek et al., 2003). Nejdetailnéji byla uloha
vapniku popsana béhem vystupu z metafaze II, pfi oplozeni a aktivaci (Miyazaki, 1991; Kline
et Kline, 1992). Nezastupitelnou tlohu ma uvolnéni vapniku z depozit a jeho pulzace pfi
aktivaci a oplozeni. Béhem aktivace oocytu spousti spermie opakované pulzy vapenatych
iontd. Navaze se na cytoplazmatickou membranu oocytu a pomoci enzymu spermie-
specifické fosfolipazy C zeta (PLCC) spusti oscilaci vapenatych iontd trvajici nékolik minut,
tudiz vyvola i okamzity vzrlst jejich koncentrace a aktivuje APC (Jones, 2005). PLCC
pochazejici ze spermie je i v malém mnozstvi schopna ptes IP3 indukovat mobilizaci
vapnikovych iontl z depozit. Je pravdépodobné, Ze po indukci mobilizace vapnikovych ionta
PLCC, se na dal$im prabéhu uvoliovani vapnikovych iontl spolupodileji i ostatni izoformy
PLC ptitomné v oocytu (lgarashi et al., 2007). Periodické kolisani koncentrace volného
intracelularniho vapniku je typickou reakci sav€ich oocytii na oplozujici spermii a je

rozhodujici pro zmény probihajici béhem aktivace oocytu (Kline et Kline, 1992; Swann
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et Ozil, 1994; Nader et al., 2012). V disledku vyvolanych oscilaci Ca** dochézi k vylougeni
obsahu kortikéalnich granul, znovuzahéjeni a dokonceni meiozy a ke zformovéni prvojadra
(Jones, 2005). Bylo prokazano, ze pro plnohodnotnou aktivaci oocytu je nezbytna také piesna
frekvence i amplituda jednotlivych oscilaci vapnikovych ionta (Vitullo et Ozil, 1992). Oocyty
vystavené abnormalné vysokym nebo nizkym amplituddm oscilaci vapnikovych iontl nejsou
schopny zformovat prvojadro. Pokud je trvani oscilaci kratké, oocyty nejsou schopny
dokoncit druhé meiotické déleni. Zaroven bylo prokazano, ze i vysoka ¢etnost a dlouha doba
trvani jednotlivych oscilaci ma na aktivaci oocytli negativni vliv a miize vést k jejich zaniku
(Gordo et al., 2000). Vyplaveni vapenatych iontll vyvolané prinikem spermie béhem oplozeni
zpusobi pokles MAP kinazové aktivity, ktera je kliCova pro dokonceni meidzy (Lorca et al.,
1993). Stimula¢ni vliv vapniku na kindzovou aktivitu béhem zrani byl naznacen, avSak
interakce mezi vépnikem a MAPK dosud nebyla prokdzdna (Homa, 1995). Moznym
propojenim mezi hladinou Ca?*iontd a aktivitou MAP kinaz je CaMKII, ktera je aktivovana
vapnikem a kalmodulinem a zapojuje se do regulace meiotického cyklu a do tvorby
meiotického vieténka. Jeji vliv se ziejmé uplatituje prostiednictvim regulace aktivity MPF
(Ito et al., 2004) a MAPK v prub&hu meiotického zrani a aktivace oocytu prasete (Fan et al.,
2003).

Protein fosfatazy

Protein fosfatazy jsou enzymy, schopné defosforylovat Siroké spektrum substrati
prostiednictvim hydrolyzy monoesteru kyseliny fosfore¢né na fosfatové ionty a molekuly
svolnou hydroxylovou skupinou. Protein fosfatizy se vyznamné uplathuji v regulaci
mitotického i meiotického bunééného cyklu (Wang et al., 2004; Mochida et al., 2010;
Domingo-Sananes et al., 2011; Mochida et Hunt, 2012). Rada studii prokazala, Ze pro spravny
pribéh meiotického zrani oocytil je nutnd synchronni spoluprace mnoha protein fosfataz
a protein kinaz (Smith et al., 1998; Swain et al., 2003; Wang et al., 2004; Adhikari et al.,
2012).

Mezi hlavni fosfatdzy participujici v meiotickém bunééném cyklu se fadi protein
fosfataza 1 (PP1) a protein fosfatdza 2A (PP2A). Mysi oocyty ve stadiu GV obsahuji jak PP1,
tak PP2A. PP1 je lokalizovana v jadru a PP2A v cytoplasmé oocytti (Smith et al., 1998;
Swain et al., 2003). Fosforylace PP1 je zvySena béhem GVBD mysich oocytli (Wang et al.,
2004). V somatickych buiikach je PP1 inaktivovana kindzou CDKI1, ktera PP1 fosforyluje na
threoninu 320 (Dohadwala et al., 1994; Kwon et al., 1997). Tyto vysledky naznacuji, Ze by
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mohla byt CDK1 zodpovédna za nezbytnou fosforylaci PP1 pii GVBD také u mySich oocyt
(Adhikari et al., 2012). Okadaova kyselina funguje jako spolecny inhibitor syntézy PP1
a PP2A (Cohen, 1989). U mysich oocytil, oSetienych latkami zabranujicimi aktivaci MPF
a spontannimu zahajeni meidzy, vyvold inhibice zprostiedkovand okadaovou kyselinou
GVBD (Rime et Ozon, 1990; Schwartz et Schultz, 1991; Alexandre et al., 1991; Gavin et al.,
1994). Nedavna studie provedena na mysich oocytech s vyblokovanou CDKI potvrdila, ze
CDKI1 hraje vyznamnou roli béhem GVBD, kde fosforyluje PP1 (Adhikari et al., 2012). Ve
fazi GV nizka hladina CDK 1 udrzuje hypofosforylaci a vysokou aktivitu PP1, coz napomaha
udrzeni meiotickych fosfoproteinti v hypofosforylovanych stavech (Adhikari et al., 2012).
Proteinem inhibujicim aktivitu PP2A je jiz vySe zminénd Greatwall kindza. Tento enzym
neinhibuje PP2A pfimo, nybrz prostfednictvim fosforylace dvou funkéné tuzce spjatych
proteint, endosulfinu o a c-AMP-regulovaného fosfoproteinu-19, podporuje jejich vazbu na
PP2A a tedy i inhibici PP2A. Inhibice PP2A pak podporuje aktivitu komplexu MPF.
Nejnovejsi experimenty prokazaly, ze Greatwall kinaza pusobici cestou inhibice PP2A je
nepostradatelnd jak pro meiotické zrani, tak pro udrzeni druhého meiotického bloku

v oocytech prasete (Li et al., 2013).

Mezi dalsi klicové regulatory meiotického zrani savéich oocyti a raného
embryonalniho vyvoje patii vySe uvedené cdc25 fosfatazy, které aktivuji cyklin dependentni
kinazy odstranénim inhibi¢ni fosforylace. Identifikovany byly tfi izoformy cdc25: cdc25A,
cdc25B a cdc25C. cdc25A se podili na regulaci prechodu z G1 do S faze, cdc25B je zapojena
jak do ptechodu z G2 faze do M faze, tak do progrese S faze, cdc25C téZ podporuje piechod

G2/M (Oh et al., 2010). V prasecich oocytech se cdc25 nachazi predevsim v jaderné oblasti

a ma zasadni vyznam pro pruchod ptes pozdni diakinezi (Dai et al., 2000).

Nedavné studie prokazaly, Ze mezi fosfatazy, které se podili na regulaci oogeneze,

patii také fosfataza 2B, kalcineurin.

2.2 Kalcineurin

Kalcineurin byl poprvé detekovan v bovinni mozkové tkani Wangem a Desaiem
vroce 1976 (Wang et Desai, 1976). Nasledujici biochemické studie provedené Vv prib&hu
80. let prokazaly expresi kalcineurinu v riznych tkanich rozdilnych druht a také potvrdily
vyznam kalcineurinu pro celou fadu fyziologickych funkci. Je klicovym c¢lenem mnoha

o r sooM ey v v v v . s 2+ ; . .
procest, které¢ ovliviiuji bunéénou odpoveéd’ prosttednictvim Ca” dependentni signalizace,
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regulace iontovych kanali a zmén V transkripci gent (Rusnak et Mertz, 2000). K plnéni
sirokého spektra biologickych funkci kalcineurinu je nutnd jeho interakce s pocetnou
skupinou substrati a partnerskych proteind. Kalcineurin je jedind znama fosfataza, k jejiz

aktivaci je nuné pritomnost jak Ca?*, tak také kalmodulinu (Kingsbury et Cunningham, 2000).

2.2.1 Struktura a izoformy kalcineurinu

Kalcineurin, oznacovany téz jako protein fosfataza 2B (PP2B) ¢i protein fosfataza 3
(PP3), patii do rodiny serin/threonin protein fosfataz 2. typu, jejichz cilem jsou fosfoserin a
fosfothreonin. Zavislost na dvojmocnych iontech riiznych prvka vedla k rozliseni protein
fosfataz 2. typu na enzymy PP2A, PP2B a PP2C (Cohen, 1989). Ackoli se tyto fosfatazy
vzajemné lisi citlivosti viéi inhibitorim i substratovou specifitou, PP1, PP2A a kalcineurin
obsahuji homologni aminokyselinové sekvence a vykazuji evoluéni spojitost (Shenolikar et
Nairn, 1991).

Kacineurin je heterodimericka molekula specificky aktivovana vapenatymi ionty
a kalmodulinem, kterd prednostné defosforyluje peptidy s bazickymi aminokyselinami na
N-konci a bez acidickych aminokyselin na C-konci polypeptidického fetézce substratu
(Yamashita et al., 2000). Aktivni katalytické centrum obsahuje zelezo a zinek. Heterodimer
kalcineurinu se sklada z katalytické podjednotky, kalcineurinu A a regulaéni podjednotky,
kalcineurinu B (Klee et al., 1988).

Kalcineurin A se u savcil vyskytuje ve trech riznych izoformach CnAa, CnAB, CnAy,
k jejichz expresi dochazi na tfech riznych genech PPP3CA, PPP3CB a PPP3CC (Kincaid,
1993). Molekularni hmotnost podjednotky A se u savct pohybuje mezi 57-59 kDa v zavislosti
na izoform¢ (Rusnak et Mertz, 2000). Geny kodujici polypeptid katalytické domény jsou
homologni v celé roding serin/threonin protein fosfataz, od kterych se kalcineurin A odlisuje
ttemi dal§imi regulacnimi doménami na COOH konci. Jednd se o helikélni, kalcineurin B
vazajici doménu, dale doménu vazajici kalmodulin a autoinhibi¢ni doménu (Hashimoto et al.,
1990), ktera se v nepfitomnosti Ca?*/kalmodulin vaze do aktivniho mista kalcineurinu A

(Kissinger et al., 1995).

Kalcineurin B byl prokazan ve dvou riznych izoformach oznacovanych jako izoforma
B1 a B2 0 molekulové hmotnosti 18 kDa az 19 kDa (Chan et al., 2005). Tyto izoformy jsou
produktem dvou ruznych gentt PPP3R1 a PPP3R2. Izoforma kalcineurinu B1 byla detekovana

ve spojeni s izoformou kalcineurinu Ao a AP, izoforma kalcineurinu B2 ve spojeni
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s izoformou kalcineurinu Ay (Kincaid, 1995). Podjednotka kalcineurinu B ma schopnost vazat
vapenaté ionty. Gen pro kalcineurin B koduje i specificka vazebna mista pro Ca®". Jedna se
0 &tyfi EF-hand motivy polypeptidového fetézce, které po navazani Ca** moduluji konformaci
kalcineurinu B. Dvé z téchto vazebnych mist se vyznacuji nizsi afinitou k vapenatym iotam.
Jejich obsazeni je zavislé na vzestupu intracelularni hladiny vapenatych iontl, plni tedy
regulacni ulohu. Stimuluji aktivitu kalcineurinu a umoziuji vazbu kalmodulinu do cilového
mista kalcineurinu A V zavislosti na ptitomnosti Ca®* (Kakalis, 1995; Yang et Klee, 2000).
Zbyla dvé vazebna mista vykazuji vyssi afinitu k vapenatym iontiim a jsou vzdy obsazena.
Slouzi ke stabilizaci heterodimerické struktury kalcineurinu a jsou proto oznafovana jako

mista strukturalni (Gallagher et al., 2001).

Kazda z izoforem obou podjednotek ma v tkanich odlisnou distribuci. Nejvyssi
exprese kalcineurinu Ao byla zaznamenana v mozku (Chang et al, 1992.). Exprese této
izoformy byla zjisténa i fad¢ dalSich tkani riznych druhl organizmt (Awumey et al, 1999).
Izoforma kalcineurinu A-f je pfitomna jak v mozku a podobné jako izoforma A- o i v mnoha
jinych tkanich, naptiklad osteoklastech, srde¢ni svaloviné a ledvinach (Awumey et al, 1999;
Heineke et Molkentin, 2006; Moz et al., 2004). Exprese mRNA pro kalcineurin A-y byla
zjisténa v mozku, ale jeji vyskyt byl také potvrzen v dalsich tkanich, naptiklad krvi (Murata et
al, 2008). Exprese vlastniho proteinu Kalcineurinu A-y byla poprvé prokazana ve tkani varlete
a je proto téz oznaCovana jako izoforma specifickd pro tuto tkan - testis specific isoform
(Muramatsu et Kincaid, 1992; Muramatsu et al., 1992). Izoforma B1 kalcineurinu B je
ptitomna v mnoha typech bunék a vaze se na o a P izoformy kalcineurinu A. Naproti tomu
izoforma B2 kalcineurinu B byla detekovana pouze ve varlatech, kde se vaze na izoformu y

kalcineurinu A, jak bylo uvedeno vyse (Ueki et al., 1992).

Nejvyssi koncentrace kompletniho heterodimeru kalcineurinu byly nalezeny v mozku.
Pritomnost obou podjednotek kalcineurinu byla prokazana i v tukové tkani, v bunkach
nadledvinek, v osteoklastech, srdci, zadnim mozku a v miSe, v ledvinach, jatrech, v B i T
lymfocytech, v plicich, v buiikach slinivky biisni, v placenté, krevnich destickach, v sitnici,
Vv kosternich svalech, ve slezing, v brzliku, §titné zlaze, ve varlatech a spermiich savcu
(shrnuto v Li et al.,, 2011). U prasete byl kalcineurin nalezen také v mnoha typech
somatickych bunék, naptiklad v lymfocytech, cévach, kosternim 1 hladkém svalstvu
(Chantler, 1985; Hamada et al., 2010; Depreux et al., 2010) a v sam¢ich gametach (Tash et
al., 1988).
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2.2.2 Aktivace kalcineurinu

Aktivace kalcineurinu je proces spojeny s fadou nezbytnych konformac¢nich zmén.
Tyto zmény jsou iniciovany vazbou vapenatych iontd na kalcineurin B. Tato vazba usnadiuje
disociaci kalmodulin vazajici oblasti kalcineurinu A z vazebné oblasti kalcineurinu B (Yang
et Klee, 2000). Vznikla konformace pak umoziiuje navazéni kalmodulinu, které vede
Kk pfemisténi autoinhibi¢niho peptidu a k nastupu fosfatazové aktivity (Stemmer et Klee, 1994;
Yang et al., 2000), jak znazoriiuje schéma na obrazku 1. Nékteré studie uvadi moznost
piemisténi autoinhibi¢niho peptidu na zéklad¢ interakce kalmodulinu s jinymi castmi

regulaéni oblasti kalcineurinu A (Shen et al., 2008).

Zékladni mechanizmus, kterym je regulovana aktivita kalcineurinu in vivo je
zprostiedkovan pomoci zmény intracelularni hladiny Ca®*. P¥i nizké koncentraci vapenatych
iontd neni kalcineurin schopen vazat CaM a zlstava v neaktivni formé&. Signalni drahy, které
vedou ke zvySeni intracelularniho Ca®*, umozni vapenatym iontim vytvofit vazbu
s kalmodulinem, ktera vyvola konformacni zmény ve struktuie CaM. CaM je pak schopen
vazby na kalcineurin. Zvyseni hladiny Ca** je nutné i pro navazani Ca** na podjednotku B.
Na fosfatdzovou aktivitu kalcineurinu maji vliv i dalsi faktory, mezi které patii koncentrace
volnych hofe¢natych iont a koncentrace CaM. Vysledek signalizace prostiednictvim
kalcineurinu v bunice zavisi i na rychlosti refosforylace substratu antagonistickymi kinazami

(Lietal., 2011).

Obrazek 1: Mechanizmus aktivace kalcineurinu (upraveno dle Li et al., 2011)
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Cervena — kalcineurin A, zelena — kalcineurin B, oranzova — kalmodulin, ¢erna — Ca*
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2.2.3 Substraty a cilové proteiny kalcineurinu

NFAT (Nuclear Factor of Activated T-cells)

Vyznamny impulz pro studium kalcineurinu pfedstavovalo zjisténi, Ze je tento protein
cilem 1ékt s imunosupresorovymi vlastnostmi, cyklosporinu A a takrolimu (FK506), které
jsou S$iroce vyuzivany v transplantacni medicingé. Cyklosporin A a takrolimus vytvafi
komplexy s kalcineurinem a inhibuji jeho fosfatdzovou aktivitu, kterd je nutna pro
defosforylaci nékterych peptidu a bilkovinnych substrati (Liu et al., 1991). Pasobeni téchto
imunosupresiv zabrafiuje defosforylaci transkrip¢nich faktori z rodiny NFAT (Nuclear Factor

of Activated T-cells) v T burnikach imunitniho systému (Shaw et al., 1995).

Detailn& popséana je Ca®* signalni draha, kterd vede v organizmu k imunitni odpovédi
T-lymfocyti. Signalizace iniciovana po pfijeti signalu antigenovym receptorem, nachdzejicim
se na T bunkéch, vyvola uvolnéni Ca 2+ 7 endoplazmatického retikula. Vycerpani zasob Ca?*
je zaznamenano N-koncem EF domény proteinu STIM 1 (Single Pass ER Membrane Protein
Stromal Interaction Molecule), ktery aktivuje iontové kanaly CRAC (Calcium Release
Activated Calcium Channels) v plazmatické membrané. Vapnik vstupujici prostfednictvim
CRAC kanali aktivuje CaM a kalcineurin. Aktivovany kalcineurin zahaji defosforylaci
fosfoserinovych rezidui v regulaéni oblasti NFAT, jejimZ disledkem jsou konformacni zmény
NFAT, které vedou k translokaci NFAT do jadra a aktivaci transkripce cilovych genlit NFAT
(Hogan et al., 2010). Kalcineurin, jako hlavni aktivator NFAT, musi byt neustale aktivovan
(Crabtree, 2001). NFAT je totiz rychle z jadra exportovan zpét do cytoplazmy, coz je spjato
s fosforylaci zminénych serinovych mist. Do tohoto procesu zasahuji kindzy PKA (protein
kinase A) a GSK-3 (Glycogen Synthase Kinase-3) (Zhou et al., 2002). Kalcineurin/NFAT
signalni kaskéada prevadi Ca®* signaly do genové exprese a ovliviiuje tak fadu rozmanitych
biologickych procest v zavisloti na typu somatické buiiky, tedy nejen v bunikdch imunitniho
systému (Li et al., 2011). Poruchy v kalcineurin/NFAT signalizaci mohou souviset se srde¢ni
hypertrofii (Heineke et Molkentin, 2006), autoimunitnimi onemocnénimi (Sundrud et Rao,
2007), osteoporozou (Takayanagi, 2007), Alzheimerovou nemoci (Berridge, 2010),
Downovym syndromem (Arron et al., 2006) ¢i rakovinou (Ryeom et al., 2008).

»Scaffold* proteiny

Mezi ,scaffold” proteiny se fadi napiiklad c-Jun NH,-terminalni kinaza-interacting

protein (JIP), B-arrestin, filamin, JLP, protein 1 asociovany s aktivovanou SAPK (JSAP1),
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MP1, OSM, POSH, SKRP1 (Yoshioka, 2004). S funkci kalcineurinu jsou spojeny ,,scaffold*
proteiny KSR (Kinase Suppressor of Ras) a AKAP (Protein Kinase A Anchoring Protein).

KSR je ¢lenem skupiny ,,scaffold” proteinti, kterd spolupracuje s kliCovymi souc¢astmi
ERK, patfi tedy k dilezitym modulatorim MAP kinazové drahy. KSR napomaha aktivaci
ERK , usnadiuje signalizaci Ras/ERK a zajist'uje rozhodujici prostorovou i ¢asovou kontrolu
signaliza¢nich vystupt této kaskady v somatickych bunkach. U savci existuji dvé izoformy
KSR: KSR1 a KSR2. Ob¢ izoformy komunikuji se slozkami ERK kaskady a maji spole¢nou
funkci pri podpote ERK signalizace. Kalcineurin selektivné reaguje s izoformou KSR2. Po
zvyseni hladiny Ca** kalcineurin defosforyluje KSR2 na konkrétnich mistech a tak reguluje
lokalizaci i aktivitu KSR2. KSR2 pak jednozna¢né¢ piispiva k ERK signalizaci
zprostiedkované Ca**/kalcineurin drdhou (Dougherty et al., 2009).

Protein zakotvujici proteinkinazu A je multivalentni molekula, ktera umoziuje
zakotveni urcitych proteini na specifické bunécné lokality, Casto v sousedstvi vstupu
vapenatych iontd v blizkosti L-typu Ca? * kanalu a N-methyl-D-aspartatu (NMDA) receptoru.
Cily AKAP jsou PKA, PKC a kalcineurin. Kalcineurin ukotveny na AKAP je pravdépodobné
enzymaticky neaktivni (Lai et al., 1998). Dosud v$ak nebylo jednozna¢né prokazano, zda

vytvoreni komplexu AKAP/ kalcineurin zabranuje aktivaci kalcineurinu vapenatymi ionty.

V prase¢ich oocytech bylo zjisténo n€kolik novych zplsobl signalizace
prostiednictvim AKAP. Nejvyssi exprese v prasecich oocytech byla zaznamenana u izoformy
AKAP 1, ktera je schopna zménit lokalizaci PKA a tak podpofit znovuzahdjeni meiotického
zrani 1 v pfitomnosti vysoké koncentrace cAMP. Vyblokovani AKAP1 naopak prokazal
inhibi¢ni uinky jak na znovuzahdjeni meiotického zrani prase€ich oocyi, tak na jeho pribch

(Nishimura et al., 2013).

2.2.4 Inhibitory kalcineurinu

K inhibitorim Kkalcineurinu patfi imunosupresiva, ¢asto vyuzivana v humanni
medicing, mezi ktera se fadi cyklosporin A a takrolimus. Cyklosporin A tlumi reakce
zprostfedkované buitkami, na bunécné urovni tlumi tvorbu a uvoliiovani lymfokint vcetné
interleukinu-2. Na rozdil od cytostatik nesnizuje cyklosporin hemopoézu a neovliviiuje funkci
fagocytl. Takrolimus inhibuje zejména tvorbu cytotoxickych T lymfocyta, které jsou hlavné
zodpovédné za odhojeni S$tépd. Potlauje nejen aktivaci T lymfocytu a proliferaci B

lymfocytti, ale také tvorbu lymfokini a expresi receptord interleukinu-2. Dalsi skupinu
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vyznamnych inhibitor kalcineurinu tvoii dosud vyuzivané u¢inné insekticididy, pyrethroidy

I1. typu.

Cyklosporin A

Cyklosporin A je lipofilni cyklicky undekapeptid, ktery byl poprvé izolovan z vlaknité
houby Tolypocladium inflatum. V soucasné dobé je jiz znama tada dalSich producenti
cyklosporinu. Cyklosporin se vaze na intracelularni plazmaticky lipoprotein cyklofilin. Takto
vytvoteny proteinovy komplex cyklofilin/cyklosporin se navaze na kalcineurin a zamezi tak
piistupu substratt kalcineurinu (Liu et al., 1991). Tento zptsob inhibice je vysoce specificky
(Griffith et al., 1994).

Takrolimus

Takrolimus, oznacovany také jako FK 506 byl izolovan z houby Streptomyces
tsukubaensis. Princip pusobeni takrolimu v organizmu je obdobny jako u cyklosporinu.
Takrolimus se vaze na intracelularni protein FK506 vazajici protein (FKBP) a vznikly
komplex po vazbé na kalcineurin blokuje misto pro navazani substratu (Liu et al., 1991).
Inhibice kalcineurinu pomoci takrolimu i vySe zminéného cyklosporinu znemozni jadernou
translokaci fady transkripénich faktorti nutnych pro aktivaci T-lymfocytii i produkei cytokint
a je proto Casto vyuzivana v transplantaéni medicing a pti 1é¢bé autoimunitnich chorob (Kelly

et al., 1995; Hultsch et al., 2005).

Pyrethroidové inhibitory kalcineurinu

Pyrethroidy patii od 70. let 20. stoleti k dulezitym insekticidim pouzivanych k hubeni
hmyzu. Jednd se o vysoce aktivni syntetické derivaty pfirodnich pyrethrini pfitomnych
v rostlin¢ fimbab¢ starc¢kolisté Chrysanthemum cinerariaefolium (Soderlund et al., 2002).
Toxické efekty pyrethroidi jsou obvykle spojovany s jejich t¢inkem na iontové kanaly

nervovych bunék (Soderlund, 2010)

Pyrethroidy se rozdéluji do dvou zakladnich kategorii. Kazda skupina se vyznacuje
jinymi toxickymi U€inky, jinymi neurofyziologickymi, chemickymi a biologickymi
vlastnostmi arozdilnymi proteinovymi cily (Anadon et al.,, 2009). Prvni tiidu tvofi
pyrethroidy typu I, které neobsahuji ve své molekule kyanidovou skupinu. Mezi zastupce

pyrethroidd typu I patii napiiklad permethrin, phenothrin, resmethrin, allethrin a cismethrin.
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Druhou kategorii tvoii pyrethroidy typu II, které obsahuji kyanidovou skupinu na a pozici.
K pyrethroidim typu Il se fadi cypermethrin, fenvalerat, deltamethrin a mnoho dalSich.
Pyrethroidy typu Il jsou obecné povazovany za silné specifické inhibitory kalcineurinu (Enan
et Matsumura, 1992), které jsou vyuzivany jak V ochrané rostlin v zemédélské vyrob¢, tak
k ochrané zvitat pfed hmyzimi $kadci, pro kontrolu hmyzich vektorti pienasejicich infekéni
choroby i pro hubeni hmyzu v domacnostech (Soderlund et al., 2002). In vitro byly negativni
ucinky cypermethrinu, deltamethrinu a fenvaleratu prokazany nejen u riznych typt savcich
somatickych bun¢k (Prasanthi et Rajini 2005; Patel et al., 2007), ale také u spermii (Yuan et

al., 2010). Vliv na sami¢i pohlavni buiiky oocyty nebyl dosud detailné studovan.

2.2.5 Regulatory kalcineurinu

RCAN (Regulators of Calcineurin) proteiny nazyvané téz MCIP (Modulatory
Calcineurin-Interacting Proteins), DSCR (Down’s Syndrome Critical Region) ¢i kalcipresiny
tvoti rodinu endogennich regulatorti kalcineurinu, které maji nepostradatelnou roli v pribehu
normalnich kalcineurinovych signalnich drah. Kalcipresiny maji schopnost regulovat aktivitu
kalcineurinu vazbou na katalytickou podjednotku B. Pfestoze neni piesny princip signalizace
prostfednictvim kalcineurinu in vivo dosud detailné popsan, byl prokazan vliv kalcipresini na
nékteré biologické pochody, zahrnujici progresi nador (Ryeom et al., 2008; Baek et al.,
2009) nebo embryonalni vyvoj obratlovcu (Li et al., 2011).

Nezastupitelna funkce jednoho z ¢lent rodiny regulatori kalcineurinu, proteinu Sra,
byla prokazana v oocytech mouchy Drosophila. Zvysena exprese Sra potlacuje fenotypy
vzniklé nadmérnou aktivaci kalcineurinu, ke kterym patii poruchy zilkovani kiidel a vyvoje
o¢i. Naopak hyperaktivace kalcineurinové signalizace prostfednictvim vyblokovani genu
genovym knockoutem Sra vede v zarode¢nych bunéénych liniich drozofily k meiotickému
bloku, oocyty nemaji schopnost vyvoje za stddium anafaze prvniho meiotického déleni.
Studie prokazala, Ze protein Sra ma funkci inhibitoru kalcineurinu a kalcineurin se vyznamné
podili na spravném prabéhu meidzy. K jeho expresi dochazi v ovariich a u ranych embryi
drozofily (Takeo et al., 2006). Dalsi studie predstavila obdobné vysledky experimentd
a prezentovala i moznost zapojeni Sra V procesu aktivace oocyti drozofily (Horner et al.,
2006). Nasledujici experimenty potvrdily funkci Sra u drozofily a zaroven prokdzaly dalsi
princip regulace Sra pomoci GSK-3B. Sra fosforylovany prostfednictvim GSK-3 ma
schopnost aktivitu kalcineurinu zvysit (Takeo et al., 2010; Takeo et al., 2012). Naopak

schopnost G¢inn¢ inhibovat kalcineurin byla prokazana u DSCRI, lidského kalcipresinu 1.
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Jedna se zde o kompetitivni inhibici, kterd vyuzivad odliSné mechanizmy neZ inhibice, na

jejichz zakladé funguji napiiklad cyklosporin A a takrolimus (Chan, 2005).

2.2.6 Uloha kalcineurinu v reprodukci

Vliv kalcineurinu na fyziologii reprodukénich funkcei neni doposud objasnén. Jak jiz
bylo zminéno, Takeo et al. (2006) popsali funkci regulatoru kalcineurinu a signalizace
prostiednictvim Kalcineurinu v pribéhu meiézy oocyti mouchy rodu Drosophila. Prace
dalsich védeckych tymu (Nishiyama et al., 2007; Mochida et Hunt, 2007) prokazaly
vyznamnou roli kalcineurinu v regulaci meidzy oocyti drapatky Xenopus laevis. Mochida
a Hunt (2007), stejné tak jako Nishiyama et al. (2007) uvad¢ji, Ze pfitomnost kalcineurinu je
nezbytnd pro vystup z metafaze II. Pro iniciaci raného embryonalniho vyvoje oocytl drapatky
je nezbytna aktivace kalcineurinu (Nishiyama et al., 2007). U drapatky dochazi pii oplozeni
k prechodnému zvyseni hladiny Ca?*, které vede k uvolnéni z druhého meiotického bloku.
Ca’?* aktivuje vapnikem a kalmodulinem aktivované kinazy (CaMKII), které prostfednictvim
fosforylace Erpl inaktivuji cytostaticky faktor a umozni ubikvitinizaci cyklinu a securinu,
proteind, které se podili na udrZeni bunééného cyklu v interfdzi. AvSak zvySeni koncentrace
Ca’?* prechodné aktivuje i fosfatazovou aktivitu kalcineurinu. Inhibitory kalcineurinu naopak
zabrani destrukci cyklinu, defosforylaci proteint specifickych pro M-fazi a znovuvytvoteni
plné€ funkéni jaderné membrany. Mochida a Hunt (2007) prokézali, Ze druhé vina fosfatdzové
aktivity, fizena mitotickymi fosfoproteiny nastupuje az po aktivaci kalcineurinu. Tato aktivita
zanika po vstupu do M-faze a opét se objevuje na jejim konci. Inhibice kalcineurinu umoziuje
vstup do M-faze bunééného cyklu a aktivace vCasny navrat do interfaze. Kalcineurin pferusi
druhy meioticky blok, ktery je udrzovan pomoci Mos/MAPK kaskady. Kli¢ovy regulator
APC signalni drahy Fizzy/Cdc20 je pro kalcineurin velmi vhodnym substratem (Mochida et
Hunt, 2007).

V samicich pohlavnich organech byl kalcineurin nalezen pouze v ovariich a ranych
embryich mouchy Drosophila a v oocytech drapatky Xenopus, kde reguluje meiotické zrani,
oplozeni 1 aktivaci. Vzhledem k vysoce konzervované struktufe kalcineurinu a analogiim
vV oogenezi u mnoha druhti 1ze predpokladat obdobnou funkci této fosfatazy i u prasecich
oocytll. Dosud vSak nebyla zadna izoforma kalcineurinu nalezena v oocytech savcl a neni
znamo, zda ma kromé meiotického zrani vliv také na rtstovou fazi oogeneze. O expresi
kalcineurinu v oocytech savci a funkci kalcineurinu pfi regulaci oogeneze savéich oocyti

nejsou doposud v odborné literature zadné udaje.
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3. Hypotézy a cile prace

Na zakladé dostupnych informaci z odborné literatury byla stanovena hypotéza, podle které se
fosfataza 2B, kalcineurin, vyskytuje v oocytu prasete a je zapojena do regulace jeho ristové

faze a procesu zisku meiotické kompetence.

Pro ovéfeni této hypotézy byly stanoveny dil¢i cile:
Ove¢tit meiotickou kompetenci prasecich oocytl v nasich laboratornich podminkach.

Prokazat pritomnost mRNA pro znamé izoformy obou podjednotek kalcineurinu v praseéich

oocytech v zavislosti na stupni meiotické kompetence

Detekovat expresi obou podjednotek vlastniho proteinu kalcineurinu v plné meioticky

kompetentnich prasecich oocytech

Posat zmény v intracelularni lokalizaci obou podjednotek kalcineurinu v prase¢ich oocytech

Vv zavislosti na stupni meiotické kompetence béhem rustové faze.

Sledovat vliv specifickych inhibitord kalcineurinu na vyvoj prasecich oocytil s rliznou

meiotickou kompetenci

Popsat vliv inhibice kalcineurinu na aktivitu vyznamnych kindz regulujicich pribéh

oogeneze.

33



4. Material a metody

Odbér vajecnikl

Vajecniky byly ziskavany na jatkach od prepubertalnich prasnicek z blize neuréenych
chovli. Vajecniky byly z jatek do laboratofe transportovany v termolahvich s fyziologickym
roztokem (0,9 % chlorid sodny) o teploté 39 °C.

Ziskavani rostoucich oocytli

Rostouci oocyty byly ziskavany z povrchové ¢asti vajecnikil z tenkych pruht korové
vrstvy ovarialni tkdné. Oocyty byly nasledné izolovany pod stereomikroskopem protrhdvanim
folikuli mensich nez 2mm pomoci jehly. Ziskané oocyty byly roztfidény pod
stereomikroskopem s okularovym mikrometrem do c¢tyf skupin podle velikosti vnitiniho
praméru, to je bez vrstvy zona pellucida a pfenaseny do kapek modifikovaného média M 199,
obohacen¢ho 0 HEPES, laktat sodny, pyruvat sodny, gentamicin a bovinni sérovy abumin.
Piesné sloZeni je uvedeno v tabulce 1. Prvni skupina obsahovala oocyty o velikosti 80 - 89
um, ve druhé byly oocyty o velikosti 90 - 99 um, do tfeti skupiny byly zatazeny oocyty
o velikosti 100 - 110 um a ¢tvrtou skupinu tvotily oocyty o velikosti 120 pm.

Ziskévani oocytil s ukoncenym riistem

Oocyty s ukon¢enym rustem byly ziskavany z folikularni tekutiny aspirované jehlou
20G z folikulti o priméru 2-5 mm. Pod stereomikroskopem byly oocyty sklenénou pipetou
odsavany ze ziskané folikularni tekutiny a prenaSeny do kapek modifikovaného média M199,
slozeni je uvedeno v tabulce 1. Pro experimenty byly pouzity pouze oocyty s neporusenou

cytoplazmou a kompaktnim obalem kumularnich bunék.

Kultivace oocytl rostoucich a oocytl s ukon¢enym riistem

Pro manipulaci s prase¢imi oocyty bylo pouzito uvedené modifikované médium M199
Zasobni roztok média byl pfipravovan kazdy tyden Cerstvy a sterilizovany uchovavan pfi

teploté 4°C v prostedi smési 5% CO; se vzduchem.
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Tabulka 1: SloZeni modifikovaného média M199 pro manipulaci s prasefimi oocyty

Chemikalie Mnozstvi ve 100 ml média M199
Laktat sodny (Sigma-Aldrich, Némecko) 60 mg

Pyruvat sodny (Sigma-Aldrich, Némecko) 25 mg

HEPES (Sigma-Aldrich, Némecko) 150 mg

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

Bovinni sérovy albumin (Sigma-Aldrich, Némecko) | 20 M9

Kultivace oocytl probihala ve 4-jamkovych Petriho miskach (Nunc, Roskilde,
Dansko) v 1 ml modifikovaného média M199 bez bovinniho sérového abuminu, s piidavkem
eCG/hCG (PG 600, Intervet Boxmeer, Holandsko) 13,4 : 6,6 1U/ml. Oocyty byly kultivovany
24 hodin do stadia prvni meiotické metafaze nebo 48 hodin do stadia druhé meiotické

metafaze.

Barveni a fixace oocytll

Po odstranéni kumularnich bunék byly oocyty pfeneseny na podlozni sklo a prekryty
krycim sklickem umisténym na vazelinové prouzky. Fixovany byly pomoci roztoku kyseliny
octové s ethanolem v pomeéru 1:3 po dobu minimalné 24 hodin a poté barveny 1% orceinem
(Sigma Aldrich, Némecko). Pro vyhodnoceni faze zrani byl pouzZit mikroskop s fazovym
kontrastem (zvétSeni 400x). Faze meiotického zrani, respektive stddium zarodecného vacku
(GV), pozdni diakinese (LD), metafaze | (M), anaphase | (Al), telophase | (TI), nebo
metafaze 1l (MII), byly hodnoceny v souladu s kritérii popsanymi Motlikem a Fulkou (1976).
Abnormalni konfigurace chromatinu, ktera neodpovidala uvedenym kritériim, byla hodnocena

jako degenerativni.

Stanoveni mRNA metodou RT-PCR

Kazdy vzorek obsahoval 50 oocyti o dané velikosti vnitintho priméru v 50 pl
izola¢niho pufru. Nésledujici izolace RNA probihala pomoci NucleicAcid PrepStation 6100
(Applied Biosystems, USA). Celkova RNA byla pfepsana do cDNA (komplementarni DNA)
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s vyuzitim High-Capacity cDNA Achieve kitu (Applied Biosystems, USA). Vzorek
0 kone¢ném objemu 10 ul byl zamrazen na -20 °C. Sekvence primerd a TagMan MGB sond
navrzenych podle znamych sekvenci pro izoformy kalcineurinu prasete jsou uvedeny

v tabulce 2.

Tabulka 2: Sekvence navrzenych primera a MGB TagMan sond

Kalcineurin A | Izoforma oo | ,,Forward“primer: | 5'-CCCTATATCGCTAATTGCCATTTT-3’

Reverzni primer 5-AGTTTGTTTGTGCCATGGTTCA-3’

TagMan sonda: 5'-TACATAAAACAAAGTGCACTGAA-3’

Izoforma 3 | ,,Forward“primer: | 5-GGCAGCGGAACCATCTATTG-3’

Reverzni primer: | 5'-TCCAACTTAGACAGGAGACCATACA-3’

TagMan sonda: 5-TTTGCCAGAAAGTGCACC-3’

Izoformay | ,Forward“primer: | 5-CATCAGAGGGTTTTCGCTTCA-3’

Reverzni primer: | 5'-CCAGACCTCGGGCTTCTTC-3’

TagMan sonda: 5'-CACAGGATCCGCAGTT-3’

Kalcineurin B | 1zoforma B1 | ,,Forward“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’

RT-PCR probéhla dle standardniho TagMan PCR kit protokolu pomoci pfistroje Fast
Real-Time PCR System 7500 (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). Kazda PCR
reakce probihala ve tfech opakovanich v celkovém objemu 10 ul reakéni smési obsahujici
primery o koncentraci 500 nM a TagMan MGB sondy o koncentraci 200 nM v 5 ul Fast
TagMan Universal Master Mixu 2x koncentrovany (Applied Biosystems, Foster City, CA,
USA), 1 ul cDNA a doplnéno do kone¢ného objemu vodou neobsahujici nukleazy. Parametry
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nastaveni termocykleru byly : pocatecni denaturace pii 95°C po dobu 20s, 40 cykli pii 95°C
na 2s a 60°C na 20s.

Relativni kvantifikace exprese mRNA pro kazdou zizoforem kalcineurinu byla
stanovena pomoci srovnavaci delta delta Ct metody, jako endogenni kontrola byl pouzit

provozni housekeepingovy gen pro glyceraldehyd 3-fosfat dehydrogenazu (GAPDH).

Metoda Western blot

Oocyty byly zbaveny kumularnich bunék. Nasledoval oplach oocyti ve tfech 200 pl
kapkach fosfatového pufru PBS (Sigma-Aldrich, Némecko), poté byly oocyty vlozeny do
mikrozkumavky s 7 ul koncentrovaného vzorkového pufru s dodecylsulfatem sodnym (SDS),
povafeny po dobu 3 min ve vodni ldzni a poté zamrazeny. Kumuldrni buiikky odstranéné
Z oocytl byly centrifugovany v Iml PBS po dobu 3 min pii 5000 otackach a nasledné vloZeny
do 7 ul koncentrovaného SDS vzorkového pufru a povateny po dobu 3 min a zamraZeny.
Vzorky byly skladovany nejdéle 14 dni pti teploté -20°C a pied elektroforetickou separaci
nafedény 13 pl redestilované vody. Jako pozitivni kontrola byl pouzit ¢isty protein kalcineurin

(Sigma-Aldrich, Némecko).

Proteiny byly elektroforeticky separovany nejprve v zaostfovacim 4%
polyakrylamidovém gelu s ptidavkem dodecylsulfatu sodného (SDS-PAGE) a poté v 12,5%
separaénim SDS-PAGE gelu. Po rozd¢leni proteinti v gelu podle molekulové hmotnosti byly
proteiny pietistény na nitrocelulézovou membranu (Hybond, Amersham Pharmacia Biotech,
USA). Pro ovéfeni pietisténi proteinli na membranu a jejich naslednou identifikaci byl pouzit
hmotnostni marker prestained molecular weight bovine standard (Bio-Rad, Montreal, Kanada,
161-0318). Membrana byla pies noc blokovana v 2% roztoku netuéného mléka v PBS
s ptidavkem 0.1% Tween 20. Dale byla membrana inkubovana 2 hod s primarni anti-
kalcineurin A (Sigma-Aldrich, Némecko, C-1956) nebo anti-kalcineurin B protilatkou
(Sigma-Aldrich, Némecko, C-0581) v koncentracich 1:10 000 (anti-kalcineurin A) a 1:3 000
(anti-kalcineurin B). Nasledné byly membrany promyty a inkubovany se sekundarni mysi
protilatkou (Amersham GE Healthcare, Life Sciences, Velka Britanie, NIF825) o koncentraci
1:30 000. Primarni i sekundarni protilatky byly rozpustény V2% odtuénéném mléce.
Pienesené proteiny s navazanou protilatkou byly vizualizovany pomoci ECL Advance
Western Blotting Detection Kit (Amersham Pharmacia Biotech, UK), za pouziti piistroje
C-DiGit Blot Scanner (LI-COR Biosciences, USA).
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Imunocytochemicka analyza

Po izolaci oocytu Sriznym stupném meiotické kompetence byly z jejich povrchu
mechanicky odstranény kumuldrni bunky nasavanim skrz tzkou tenkosténnou sklenénou
kapilaru. Pomoci 0,1% pronazy (Sigma-Aldrich, Némecko) v PBS byly oocyty zbaveny vstvy
zona pellucida a oplachnuty ve tfech kapkach 0,1% roztoku BSA v PBS. Nasledn¢ byly
oocyty fixovany v 2,5% roztoku paraformaldehydu v PBS pfi laboratorni teploté po dobu
60 minut, po 30 minach byl vyménén fixa¢ni roztok za Cerstvy. Fixované oocyty byly
permeabilizovany 0,5% roztokem Tritonu X-100 v PBS po dobu 2 hodin pfi laboratorni
teploté. Nasledn¢ byly oocyty oplachnuty v 0,1% roztoku Tweenu 20 v PBS a inkubovany
V inkuba¢nim médiu (0,1% BSA a 0,01% Tween 20 v PBS) s primarni mysi protilatkou anti-
kalcineurin A (Sigma-Aldrich, Némecko, C-1956) nebo anti-kalcineurin B protilatkou
(Sigma-Aldrich, Némecko, C-0581) fedénou v poméru 1:100, pies noc ve vlhkém prostiedi
pti teploté¢ 4°C. Poté byly oocyty tiikrat promyty v roztoku 0,1% Tween 20 v PBS pii
laboratorni teploté. Nasledné byly oocyty inkubovany v inkuba¢nim médiu se sekundarni
protilatkou anti-mySi IgG konjugovanou s fluorescein-5-izothiokyanatem (FITC; Jackson
ImmunoResearch, INC., USA) 1 hodinu ve tm¢ pfi laboratorni teploté. Po oplachu v 0,1%
roztoku Tween 20 v PBS byly oocyty promyty v 0,1% roztoku BSA v PBS po dobu 10 minut.
Pro vizualizaci DNA byly oocyty barveny barvivem DAPI (4',6-diamidino-2-fenyl indol
dihydrochlorid) (Sigma Aldrich, Némecko, 861405). Po oplachnuti v ekvilibra¢nim pufru
byly oocyty montovany v kapce glycerolu v PBS na podlozni skla. V kontrolni skupiné byly
oocyty oSetfeny stejné¢ jako ve skupiné experimentdlni, pouze V prvni inkubaci nebyla
pfitomna primarni protilatka.

Vzorky byly analyzovany pomoci laserového konfokalniho mikroskopu (Leica SPE,
Némecko) ve Fyziologickém ustavu Akademie véd CR v Praze 4. Fluorescence FITC byla
stanovovana pii emisni vinové délce 520 nm. Uroveii laseru byla u viech experimentalnich
skupin nastavena stejné. Fluorescence barviva Hoechst 33258 byla stanovena pii emisni

vlnové délce 410 nm.

Hodnoceni vysledki konfokalni mikroskopie

Hodnoceni vysledkii ziskanych z konfokéalniho mikroskopu bylo provadéno metodou
analyzy obrazu (NIS Elements 2003, Laboratory Imaging, Ceské rebublika). Ve spolupraci
s firmou Laboratory Imaging s.r.o. bylo vytvofeno makro pro stanoveni primérné intenzity

signalu fluorescence FITC v oblasti jadra, v cytoplazmé oocytu a v oblasti korové. V piipadé
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jadra ulozeného na periferii oocytu, byla fluorescence métena v této oblasti povazovana za
signdl v oblasti jadra a nikoliv signal korové oblasti. V oocytech ve stadiu I. a II. meiotické
metafaze byla intenzita fluorescence méfena v perichromozomalni oblasti, mist¢ meiotického
vieténka. Data z jednotlivych oblasti oocytu byla porovnavana vzhledem k celkové intenzité
fluorescence FITC v oocytu a byla stanovena relativni intenzita fluorescence v jednotlivych
oblastech oocytu (jadro, korova oblast, cytoplazma). Pocty objektl, binarni plocha a suma
intenzit fluorescence byly pfepocitdny na méfenou plochu jadra nebo perichromozomalni
oblasti, cytoplazmy ¢i membrany. Intenzita signalu byla vyjadiena jako ,,relativni intenzita“
ziskana pomérem mezi namétenou pramérnou hodnotou intenzity v oocytech v dané skupiné
a prumérnou hodnotou intenzity oocytl ve stddiu GV. Suma intenzit fluorescence ptepoctena
na méfenou plochu je dale oznaovana jako intenzita fluorescence plochy. Primérna intenzita
fluorescence byla pfepocitana na meétfenou plochu jadra ¢i perichromozomadlni oblasti,

cytoplazmy a membrany. Maximalni intenzita fluorescence hodnocena nebyla.

Kultivace oocytd s inhibitory kalcineurinu

Pro studii vlivu inhibice kalcineurinu na oocyty v rozdilnych vyvojovych stadiich byly
pouzity inhibitory ze skupiny pyrethroidta: cypermethrin, deltamethrin a fenvalerat (Sigma-
Aldrich, Némecko) a nepyrethroidové inhibitory: cyclosporin A a hymenistatin | (Sigma-
Aldrich, Némecko).

Inhibitory v zasobnich roztocich byly rozpustény v DMSO. Obsah DMSO
V kultivanim médiu nepfesdhl koncentraci 0,2%. Predbézné kontrolni experimenty
prokézaly, ze DMSO pouzité pfi kultivaci oocyti v koncentracich, v jakych byly rozpustény
zkoumané inhibitory ve findlnich koncentracich, nemély na zrdni prasecich oocyti

v podminkach in vitro kultivace statisticky prikazny efekt.

Na zacatku 44 hodinové kultivace byly do média pro kultivaci oocytl ptidany
alikvotni ¢asti zasobniho roztoku tak, aby vysledna koncentrace pyrethroidii byla 0, 10, 25, 50
nebo 100 uM. V piipadé nepyrethroidovych inhibitorti se jednalo o koncentrace 0, 0.1, 1, 4
a8 uM.

Faze meiotického zrani, byly hodnoceny v souladu s kritérii popsanymi Motlikem
a Fulkou (1976). Abnormalni konfigurace chromatinu, ktera neodpovidala uvedenym
kritériim, byla hodnocena jako degenerativni. Zivotaschopnost kultivovanych oocyti byla
hodnocena barvenim trypanovou modii. Padesat oocyti z kazdé kategorie, tedy plné

meioticky kompetentni 00cyty, rostouci 0ocyty s ¢aste¢nou meiotickou kompetenci a rostouci
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meioticky nekompetentni oocyty, bylo hodnoceno po ukonceni inkubace s piislusnymi

inhibitory.

Stanoveni aktivity kindz MPF a MAPK v oocytech

Kinazova aktivita byla zjistovana metodou dle Kubelky et al. (2000). Oocyty
s ¢astecnou meiotickou kompetenci byly kultivovany s ptidavkem cyklosporinu A po dobu 48
hodin. Vzorky pro analyzu aktivity MPF a MAPK byly odebrany pfed pocatkem kultivace, po
24 hodinové¢ kultivaci a po 48 hodinové kultivaci. Jednotlivé vzorky pro analyzu aktivity MPF
a MAPK byly ptipraveny z 10 oocytii zbavenych kumularnich bun¢k a promytych v 5200 pl

kapkach modifikovaného transfer média, sloZzeni je uvedeno v tabulce 3.

Tabulka 3: SloZeni modifikovaného média pro pripravu vzorki pro analyzu Kinazové

aktivity MPF a MAPK

Chemikalie Mnozstvi v 1 1 destilované vody
NaCl 6449
KCI 049
CaCl,.2H,0 0,39
KH,PO4 0,07¢g
MgS0O,.7H,0 0,097 g
Glukoza 29
HEPES 29
PVA lg
NaHCO; 7,5 % 7,5 ml
Penicilin 0,0225 ¢
Streptomycin 0,0325¢
Amfotericin 25 pg/ml 2,5 ml
Pyruvat sodny 100 mg
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Okamyzité po odsati prebytecného média bylo k oocytim piidano Sul extrakéniho pufru,

slozeni je uvedeno v tabulce 4.

Tabulka 4: SloZzeni extrak¢éniho pufru pro pripravu vzorkia pro analyzu Kinazové

aktivity MPF a MAPK

Chemikalie Koncentrace MnoZstvi
MOPS (pH 7,2) 20 mM 80 pl
B-glycerol fosfat 20 mM 40 ul
NazVO, 0,1 mM 2 ul
pNPP 10 mM 20 ul
NaF 20 mM 80 ul
DTT 1mMm 40 pl
EGTA 5mM 20 ul
EDTA 0,1 mM 4 ul
Aprotinin 20 pg/ml 2 ul
Leupeptin 20 ug/ml 2 ul
Benzamidin 1 mM 2 ul
AEBSF 1 mM Sul
H>O 703 pl

Nasledné byly vzorky zamrazeny a skladovany pfi teploté -70°C. Pied dal§im pouzitim

byly vzorky 3x rozmraZeny a opét zamraZeny. Po t€ bylo ke vzorkiim pfidano Sul reakéniho

pufru obsahujiciho radioaktivni donor ATP (P*?) (SBP-501, Izotop, Institute of isotopes Co.

Ltd., Mad’arsko). Slozeni reakéniho pufru je uvedeno v tabulce 5.
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Tabulka 5: SloZeni reakéniho pufru pro analyzu aktivity MPF a MAPK

Chemikalie Koncentrace MnoZzstvi
MOPS (pH 7,2) 50 mM 80 pl
B-glycerol fosfat 20 mM 180 pl
NazVO, 0,5mM 92 ul
pNPP 10 mM 48 ul
MgCl, 10 mM 48 ul
DTT 1mM 32 ul
EGTA 5mM 96 ul
EDTA 0,5mM 1 pul
Aprotinin 20 pg/ml 12 pl
Leupeptin 20 ug/ml 12 ul
Benzamidin 1 mM 4 ul
PKA inhibitor 0,0025 mM 10 ul
500 uCi/ml ATP 0,3 mM 12 pul
H,0 373 ul

Vzorky byly s ptidavkem substrati histonu H1 (Histon, from calf thymus, type 1l1-S:
H5505, Sigma-Aldrich, Némecko) a MBP (Myelin basic protein, M1891, Sigma-Aldrich,
Némecko) inkubovany 30 minut. Po inkubaci bylo ke vzorkiim piidano 12 ul vzorkového

pufru a po té probéhla elektroforetické separace na polyakrylamidovém gelu.

Histon HI a MBP byly separovany pomoci SDS-polyakryamidové elektroforézy na 10
% separacnim gelu. Gel byl po separaci obarven modii Coomassie Blue R 250 (Brilliant Blue
R, 27816, Sigma-Aldrich, Némecko) na 30 minut a vysusen. UsuSeny gel byl uloZen do
expozi¢ni kazety na IP desku (Imaging plate, BAS-SR, 2025, GE Healthcare Life Sciences,
USA). Expozice trvala minimalné 6 hodin. Stanoveni vysledki probihalo v Ustavu

experimentalni botaniky, Akademie véd CR pomoci pfistroje Typhoon™ FLA-7000, GE
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Healthcare Life Sciences, USA. Vysledky byly hodnoceny pomoci programu Multi Gange
V3.1. Hodnoty kinazové aktivity MPF a MAPK byly vyjadieny jako % pomér denzity signalu
vzorkll pokusnych skupin k denzité signalu vzorkli kontrolni skupiny kultivované 24 hod.,

kdy je pfedpokladana aktivita obou faktord nejvyssi (Kubelka et al., 2000).

Statistickd analyza

Pro vyhodnoceni dat relativni kvantifikace exprese mRNA pro jednotlivé izoformy
kalcineurinu byl vyuzit program Statistica 9.0 CZ, jednofaktorova ANOVA. Rozdily mezi
skupinami byly hodnoceny pomoci Scheffeho testu (p < 0,05). Kazdy analyzovany vzorek

obsahoval alikvot jednoho oocytu.

Data ziskand pomoci programu NIS FElements byla analyzovana za pouziti
jednofaktorové analyzy rozptylu ANOVA s pouzitim verze 9.0 programu Statistica. Rozdily
mezi experimentalnimi skupinami oocytd byly stanoveny pomoci Tukey HSD testu. Hodnoty
p mensi nez 0,05 byly povazovany za statisticky vyznamné.

V piipadé kultivace oocytu s inhibitory bylo do kazdé pokusné skupiny zafazeno
40 oocytl. VSechny experimenty byly provedeny tiikrat. Korelace mezi koncentraci
pyrethroidi a vlivem na meiotické zrani oocyti byla hodnocena pomoci Spearmanova
korelaénho koeficientu. Koncentrace pyrethroidii potiebnd k inhibici zrani u 50 % oocytl
s plnou meiotickou kompetenci a koncentrace pyrethroidi potiebné k indukci zrani 50 %
oocytll s Castecné vyvinutou meiotickou kompetenci byly vypocteny pomoci nelinearni
regresni analyzy. Procenta meiotické faze pro kazdou koncentraci byly porovnany pomoci

XZ testu. Hodnoty p < 0,05 byly povazovany za statisticky vyznamné.

Pro vyhodnoceni vysledki zmén aktivity MPF a MAPK byl pouZit obecny linearni
model v programu SAS 9.1 (Institut Inc., USA). Statistickd vyznamnost rozdili mezi
jednotlivymi skupinami byla ovéfovana pomoci t-testu, p < 0,05. Kazdy experiment byl

opakovan minimalné ttikrat.
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Experimentalni schéma

Experiment 1: Ovéfeni meiotické kompetence prasecich oocytll Vv danych

laboratornich podminkach

Cilem tohoto experimentu bylo ovéfit meiotickou kompetenci prasecich oocytl
Vv nasich kultiva¢nich podminkach. Ziskané oocyty byly rozdéleny podle velikosti vnitiniho
prauméru, tj. bez vrstvy zona pellucida, do tfi skupin (80 — 89 um, 90 — 99 um a 100 — 110
um), ¢tvrtou skupinu tvofily oocyty s ukoncenou ristovou fazi (120 pum). Po 48 hodinové
kultivaci v ¢istém modifikovaném médiu M199 byly oocyty zbaveny piilehlych somatickych

bungk, fixovany a bylo hodnoceno stadium meiotického zrani.

Experiment 2: Exprese mRNA pro jednotlivé izoformy kalcineurinu v oocytech

prasete v zavislosti na stupni meiotické kompetence

Cilem experimentu bylo prokazat expresi mRNA pro izofomy a, p a y podjednotky
kalcineurinu A a izoformy B1 a B2 podjednotky kalcineurinu B v praseich oocytech a jejich
kumularnich bunikach v pribéhu ristové faze pomoci RT-PCR. Rostouci oocyty, ziskané
Z ovarii, byly opét roztfidény dle velikosti vnitiniho priméru do tii skupin (80 — 89 um, 90 —
99 pum a 100 — 110 pm). Dalsi skupinu tvofily oocyty s ukoncenym ristem a dosaZenou plnou
meiotickou kompetenci o vnitinim praméru 120 pum. Z kazdé skupiny oocytd a jejich
kumularnich bunék byla izolovana mRNA. Kazdy vzorek obsahoval 50 oocytti. Kumularni
buriky byly analyzovany oddé¢lené. Jako referenéni gen byl zvolen gen GAPDH (Kuijk et al.,
2007). Vysledky byly hodnoceny metodou relativni kvantifikace a vztazeny k hodnotdm

oocytt S ukon¢enym ristem a dosazenou plnou meiotickou kompetenci a referen¢niho genu.

Experiment 3: Detekce podjednotek A a B proteinu kalcineurinu v plné

meioticky kompetentnich prase¢ich oocytech

Cilem experimentu bylo detekovat podjednotky kalcineurinu A a B a zaroven prokazat
specifitu zvolenych protilatek. Analyzovany byly vzorky plné meioticky kompetentnich
prasecich oocytli a jejich kumularnich buné€k ve stadiich zarodecného vacku a prvni 1 druhé
meiotické metafdze. Proteiny byly elektroforeticky separovany v polyakrylamidovém gelu

s pfidavkem dodecylsulfatu sodného. Po rozdéleni proteini v gelu podle molekulové
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hmotnosti byly proteiny pictistény na nitrocelul6zovou membranu. Membrana byla nasledné
inkubovéna s primarni (anti-kalcineurin A a B) a sekundarni protilatkou (anti-mysi IgG)
a proteiny byly vizualizovany pomoci metody ECL Advance Western Blotting Detection Kit.

Kazdy vzorek obsahoval 100 oocytt.

Experiment 4: Intracelularni lokalizace podjednotek kalcineurinu A a B
Vv praseCich oocytech V zavislosti na stupni meiotické kompetence b&hem

rastové faze.

Cilem experimentu bylo zjistit subcelularni lokalizaci a popsat zmény v subcelularni
lokalizaci obou podjednootek kalcineurinu béhem rustové faze prasecich oocyti. Oocyty byly
roztfidény podle velikosti do ¢tyf vySe uvedenych kategorii. Lokalizace kalcineurinu A a B
byla zjistovana prostfednictvim nepiimé imunofluorescenéni metody s vyuzitim konfokalni

mikroskopie. V jednotlivych kategoriich bylo analyzovano nejméné 15 oocyta.

Experiment 5: Vliv inhibice kalcineurinu na in vitro zrani prasecich oocytt

s rozdilnym stupném meiotické kompetence

V tomto experimentu byl zjiStovan Uc€inek inhibitorti kalcineurinu na rastovou fazi
a zisk meiotické kompetence prasecich oocytli. Rostouci oocyty bez meiotické kompetence
(0 vnitinim priméru mensim nez 100 pum), s ¢asteCnou meiotickou kompetenci (vnitini
prumér 100 — 110 um) a oocyty s ukon¢enym ristem (120 um) byly kultivovany 48 hodin
v modifikovaném médiu M199 s ptidavkem pyrethroidovych a nepyrethroidovych inhibitorii
kalcineurinu. Inhibitory ze skupiny pyrethroidi deltamethrin, cypermethrin a fenvalerat byly
pouzity v koncentracich 0, 10, 25, 50 nebo 100 pM. U nepyrethroidovych inhibitora
cyklosporinu A a hymenistatinu | se jednalo o koncentrace 0, 0.1, 1, 4 a 8 uM. Pro kazdé

osetfeni bylo pouzito 120 oocyti.

Experiment 6: Vliv inhibice kalcineurinu na aktivitu vybranych kinaz béhem
meiotického zrani oocytll s caste€nou meiotickou kompetenci

Cilem tohoto experimentu bylo zjistit vliv inhibice kalcineurinu na hladiny MPF
a MAPK na castecné meioticky kompetentni oocyty v pritbéhu 48 hodinové kultivace.

Rostouci oocyty s ¢asteCnou meiotickou kompetenci (vnitini pramér 100 — 110 pm) byly

kultivovany 48 hod v modifikovaném médiu M199 s piidavkem specifického inhibitoru
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kalcineurinu, cyklosporinu A v u¢inné koncentraci 8 uM. Vzorky pro vyhodnoceni byly
odebrany na pocatku kultivace, po 24 hodinové kultivaci a po 48 hodinové kultivaci. Aktivita
MPF a MAPK byla zjistovana dle metody publikované tymem Kubelky (2000). Kazdy

vzorek obsahoval 10 oocytt.
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5. Vysledky

Ovéteni meiotické kompetence praseCich oocytd v danych laboratornich

podminkéch

Cilem experimentu bylo ovéfit meiotickou kompetenci oocytli v naSich laboratornich
podminkach.

V nasich kultiva¢nich podminkach jsou skupiny oocytii s vnitinim primérem 80-89
a2 90-99 um zcela meioticky nekompetentni. Po 48 hodinové kultivaci v ¢istém médiu byla
vétSina téchto oocytld zastavena ve stadiu GV a oocyty nebyly schopny prolomit prvni
meoiticky blok a znovuzah4jit meiotické zrani. Skupina oocytl s vnitinim primérem 100-110
um zahrnovala oocyty s ¢aste¢né vyvinutou meiotickou kompetenci. Vétsina téchto oocytl
béhem 48 hodin znovu zahdjila meidzu, jejich jadro proslo rozpadem zarode¢né¢ho vacku
a dosahla stadia prvni meiotick¢é metafaze. V tomto stddiu bylo meiotické zrani zastaveno
a oocyty nebyly schopny dosahnout druhé meiotické metafaze. Oocyty s pramérem 120 pum
jsou v naSich podminkach zcela meioticky kompetentni, po 48 hodinach v in vitro kultivaci

dospély do stadia druhé meiotické metafaze. Vysledky shrnuje tabulka 6.

V experimentu bylo potvrzeno, Ze oocyty ziskavaji schopnost projit meiotickym

zranim béhem rustové periody kontinualné v zavislosti na velikosti svého vnitiniho priméru.

Tabulka 6. Ovéreni meiotické kompetence prasecich oocyti s riznou velikosti vnitiniho

pruméru po 48 hodinach kultivace in vitro

L % oocytl v daném stadiu meiotického zrani
Stadium
meiotického zrani
80 — 89 um 90 — 99 um 100 — 110 um 120 pm
GV 97.8+22% 88.5+6.0" 128+54°8 6.2+6.1°8
MI 15+1.04° 9.9+47A° 87.2+54°B 6.9+48%
MII 0.7+0.7° 16+124 0.0+0.0" 86.9+5.7°8

Statisticky vyznamné

metafaze I,

rozdily (P < 0,05) v procentech oocytli v daném stadiu (mezi sloupci) jsou oznaceny
odlisnymi superskripty (*®) GV — stadium zarode¢ného vagku, MI- stadium metafaze I, MII — stadium
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Exprese mRNA pro jednotlivé izoformy kalcineurinu v oocytech prasete

Vv zavislosti na stupni meiotické kompetence

Cilem experimentu bylo prokazat ptitomnost MRNA pro izoformy a B a y podjednotky
kalcineurinu A a izoformy B1 a B2 podjednotky kalcineurinu B v prasecich oocytech a jejich

kumulérnich buiikach v pribéhu ristové faze.

Piitomnost mRNA byla prokazana pro obé podjednotky kalcineurinu. mRNA pro
podjednotku A byla nalezena v oocytech ve dvou izoformach  a y. V kumularnich bunkach
byla zjisténa ptitomnost mRNA pro izoformy B a y podjednotky A. Exprese mRNA pro
izofomu B1 v oocytech nalezena nebyla. mRNA pro izoformu B2 podjednotky B byla
detekovana jak v oocytech, tak v pfilehlych kumularnich buiikach. Vysledky relativni urovné

exprese MRNA jsou uvedeny v grafu 1 a 2.

Graf 1: Relativni uroven exprese MRNA izoforem kalcineurinu v prasecich oocytech

S riiznym stupném meiotické kompetence
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M kalcineurin A izoforma y

M kalcineurin B podjednotka B2

relativni droven exprese

a0 odligné superskripty znaci statisticky prikazné rozdily v relativni Grovni exprese mRNA mezi rostoucimi

oocyty piislusného velikostniho stadia a oocyty ve stadiu GV (P < 0,05).

Ziskané oocyty byly rozdéleny do 4 skupin (80 - 89 um, 90 - 99 um, 100 - 110 um a
120 um). Exprese mRNA byla hodnocena metodou relativni kvantifikace a vztaZena

k hodnotam exprese mMRNA oocyti s ukonéenym rustem.
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Graf 2: Relativni iroveli exprese mRNA izoforem Kalcineurinu V granuléznich

a kumularnich buiikach oocyti s riiznym stupném meiotické kompetence.
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0¢ odligné superskripty znadi statisticky pritkazné rozdily v relativni Grovni exprese mRNA mezi somatickymi

bunikami pfilehlymi k rostoucim oocytim pfislusného velikostniho stadia a somatickymi buiikami ptilehlymi
oocytim ve stadiu GV (P < 0,05).

Kumularni burniky byly rozdéleny do 4 skupin podle rozméru oocyt, z nichz byly
ziskany (80 - 89 pum, 90 - 99 um, 100 - 110 pm a 120 um). Exprese mMRNA byla hodnocena
metodou relativni kvantifikace a vztazena k hodnotam exprese mRNA oocyti s ukoncenym

rustem.

Detekce podjednotek A a B proteinu kalcineurinu v pln¢ meioticky

kompetentnich prasecich oocytech

Cilem experimentu bylo prokdzat pfitomnost podjednotek kalcineurinu A a B
a zaroven ovetit specifitu pouzitych protilatek. Pomoci metody Western blot byla prokazana
exprese podjednotky A kalcineurinu v oocytech ve stadiu GV, v oocytech kultivovanych 24
hodin do stadia prvni meiotické metafdze, v oocytech kultivovanych 48 hodin do stadia druhé
meiotické metafidze 1 v kumularnich bunkéch ziskanych z oocytli ve jmenovanych stadiich
meiotického zrani. Stejnym zplsobem byla prokazana piitomnost podjednotky B

kalcineurinu. Vysledky znazornuje obrazek 2 a 3.
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Obrazek 2: Detekce podjednotky A kalcineurinu pomoci metody Western blot v pIné

meioticky kompetentnich oocytech
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Obrazek 3: Detekce podjednotky B kalcineurinu pomoci metody Western blot v plné

meioticky kompetentnich oocytech

18kDa m N o ¢ T W
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PP — ¢Cisty protein kalcineurin z hovéziho mozku 5 ng, GV — oocyty kultivované 0 hodin. MI — oocyty
kultivované 24 hodin. MIl — oocyty kultivované 48 hodin. Ke kazdé skupiné byla provedena kontrola
meiotického zrani (tabulka 1). Kumularni buitkky GVcc — kumularni buiiky odstranéné z 50-ti oocytt ve stadiu
GV. Kumulérni bunky Mlcc — kumularni buiiky odstranéné z 50-ti oocytl ve stadiu MI. Kumularni buitkky MlIcc
— kumularni bunky ziskané z 50-ti oocytt ve stadiu MII.

Intracelularni lokalizace podjednotek kalcineurinu A a B v prase¢ich oocytech

Vv zavislosti na stupni meiotické kompetence béhem riistove faze

Sledovana byla intracelularni lokalizace obou podjednotek kalcineurinu v oocytech ve

fazi ristu s rozdilnym stupném meiotické kompetence.

Ob¢ podjednotky kalcineurinu byly lokalizovany ve vSech ¢astech oocytu ve vsech
sledovanych fazich rustu. Béhem rustové faze oocytu doslo k redistribuci obou podjednotek
kalcineurinu, nejvyssi intenzita fluorescence obou podjenotek byla detekovdna v korové
oblasti ve vSech sledovanych oocytech srozdilngm stupném meiotické kompetence.
V pribéhu rastu oocytli se distribuce obou podjednotek kalcineurinu meénila z pivodné
homogenni u oocytld meioticky nekompetentnich, na rozptylenou s viditelnymi klastry obou
podjednotek kalcineurinu, které byly nejvice patrné u pln¢ meioticky kompetentnich oocytt,
jak je znézornéno na obrazcich 4 a 5. Hodnoty relativnich intenzit fluorescence pro

podjednotku A byly ve vSech sledovanych kategoriich oocytl vyssi, nez pro podjednotku B.
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Podjednotka A kalcineurinu byla detekovana ve vsSech analyzovanych velikostnich
kategoriich oocytt (obr. 4). Nejvyssi relativni intenzita fluorescence podjednotky A
kalcineurinu byla zaznamenana korové oblasti oocytti, nejnizsi relativni intenzita fluorescence
byla pozorovana v oblasti jadra, v oblasti jadérka pak nebyl detekovan zadny fluorescenéni
signal. Hodnoty relativni fluorescence kalcineurinu A v riznych oblastech oocytl s rozdilnym
stupném meiotické kompetence jsou zndzornény v tabulce 7. Statisticky vyznamny rozdil

Vv intenzité fluorescence byl zaznamenan u vSech sledovanych kategorii oocytli mezi korovou

oblasti a jaddrem oocytu.

Podjednotka kalcineurinu B byla detekovana rovnéz ve vSech analyzovanych
velikostnich kategoriich oocytt (obr. 5). Nejvyssi relativni intenzita fluorescence kalcineurinu
B byla zaznamendna v korové oblasti oocytd, nejnizsi relativni intenzita v oblasti jadra,
v oblasti jadérka nebyl pozorovan zadny fluorescen¢ni signal, avSak rozdil intenzit mezi
korovou oblasti a jadrem nebyl statisticky vyznamny. Hodnoty relativni fluorescence
kalcineurinu B v riznych oblastech oocytil s rozdilnym stupném meiotické kompetence jsou

znazornény v tabulce 8.
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Obrazek 4: Intracelularni lokalizace podjednotky A kalcineurinu Vv prasecich oocytech

S rozdilnym stupném meioitické kompetence

a)

Podjednotka A kalcineurinu byla lokalizovana pomoci nepfimé imunofluorescence v oocytech o velkosti
vnitiniho praméru: (a), 80-89 pm, (b) 90-99 um, (c) 100-110 um a (d) 120 um. Zelené je znacen protein pomoci
FITC, modie chromatin pomoci Hoechst 33528. Oocyty byly snimany v rovin¢ jadra ¢i perichromozomalni

oblasti. Zvétseni 400x.
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Obrazek 5: Intracelularni lokalizace podjednotky B Kalcineurinu Vv prasecich oocytech

S rozdilnym stupném meioitické kompetence

a)

Podjednotka B kalcineurinu byla lokalizovdna pomoci nepiimé imunofluorescence v oocytech o velkosti
vnitiniho praméru: (a), 80-89 um, (b) 90-99 um, (c) 100-110 um a (d) 120 pm. Zelené je znacen protein pomoci
FITC, modie chromatin pomoci Hoechst 33528. Oocyty byly snimany v roviné jadra ¢i perichromozomalni

oblasti. Zvétseni 400x.
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Tabulka 7: Relativni intenzita fluorescence podjednoky A Kalcineurinu v prasecich

oocytech o rozdilné velikosti vnitfniho priméru

Velikost

vnitiniho N jadro korova oblast cytoplasma
praméru oocyta

80 - 89 um 14 020+0.04*  1050+0.06%® |0.30+0.03%
90 - 99 pm 20 023+0.06* | 046+0.07° |0.31+0.02%
100- 110 pm | 27 027+0.07* |042+0.08" |0.32+0.02%
120 um (GV 0) | 16 0.26+0.06* | 043+0.07* |0.31+0.03%

Vysledky jsou uvedeny jako primér + smérodatna odchylka. ***hodnoty ve sloupci s riiznymi superskripty jsou

rozdilné (P < 0.05). “Bhodnoty v fadku s riiznymi superskripty jsou rozdilné (P < 0.05). Podjednotka A

kalcineurinu byla detekovana pomoci nepfimé imunofluorescence. Oocyty byly nasnimany na konfokalnim

mikroskopu a snimky podrobeny analyze obrazu.

Tabulka 8: Relativni intenzita fluorescence podjednoky B kalcineurinu v prasedich

oocytech o rozdilné velikosti vnitiniho praméru

Velikost

vnitiniho N jadro korova oblast cytoplasma
praméru oocyti

80 - 89 um 18 027 +0.04* | 0.44+0.06%® 0.29 + 0.02
90 - 99 pm 12 026+0.04* 1045+0.05® |029+0.02%
100 - 110 um 15 029+0.04* 1040+0.06%® |031+0.03*
120 um (GV 0) | 19 027+0.05* |042+0.08%® |032+0.03*®

Vysledky jsou uvedeny jako pramér + smérodatna odchylka.*”*hodnoty ve sloupci s riznymi superskripty jsou

rozdilné (P < 0.05). *®Chodnoty v fadku s riznymi superskripty jsou rozdilné (P < 0.05). Podjednotka A

kalcineurinu byla detekovana pomoci nepfimé imunofluorescence. Oocyty byly nasnimany na konfokalnim

mikroskopu a snimky podrobeny analyze obrazu.
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Vliv inhibice kalcineurinu na in vitro zrani prasecich oocytt s rozdilnym

stupném meiotické kompetence

Testovan byl vliv inhibitord kalcineurinu cyklosporinu A, deltamethrinu,
cypermethrinu, fenvaleratu a hymenistatinu | na zrani oocytl ve fazi ristu s rozdilnym

stupném meiotické kompetence a na zrani oocyta pln¢ meioticky kompetentnich.

Uéinky inhibitord kalcineurinu na rostouci oocyty s ¢asteéné vyvinutou meiotickou
kompetenci

Pod vlivem inhibitor stoupal podil oocytii schopnych dozrat do stddia metafaze II
aklesal podil oocytl, které nebyly schopny zahgjit meitoické zrani a projit rozpadem

zarodecného vacku, jak shrnuji tabulky 9-13.

Tabulka 9: Vliv cyklosporinu A na zrani ¢astené meioticky kompetentnich rostoucich

oocyti
Stadium .
; . Koncentrace cyklosporinu A (uM)
jaderného
zrani 0 1 4 8
GV (%) 15° 16° 7% 0
MI =TI (%) 67° 64° 51° 33°
MII (%) 18 20° 42° 67°

ab,c,d

0,05).

odlisné superskripty znaci statisticky prikazné rozdily ve sloupcich v ramci jednotlivych koncentraci (P <

Tabulka 10: Vliv cypermethrinu na zrani ¢astené meioticky kompetentnich rostoucich

oocyti
Stadium .
: ; Koncentrace cypermethrinu (uM)
jaderného
zrani 0 10 25 50
GV (%) 17° 17° 16° 0
MI - T1 (%) 63° 66° 38° 32°
MII (%) 20° 17° 46° 68°

a,b,c,d

0,05).
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Tabulka 11: Vliv deltamethrinu na zrani ¢aste¢né meioticky kompetentnich rostoucich

oocyti
Stadium Koncentrace deltamethrinu (uM)
jaderného
zrani 0 25 >0 100
GV (%) 14% 20° 6" 0°
MI - T1 (%) 68" 62° a7 42
MII (%) 18° 18° 47" 58"

abed o dligné superskripty znadi statisticky pritkazné rozdily ve sloupcich v ramei jednotlivych koncentraci (P <

0,05).

Tabulka 12: Vliv fenvaleratu na zrani ¢asteéné meioticky kompetentnich rostoucich

oocyti
Stadium Koncentrace fenvaleratu (uM)
jaderného
zrani 0 10 25 >0 0

abed” o dligné superskripty znadi statisticky prikazné rozdily ve sloupcich v ramei jednotlivych koncentraci (P <

0,05).

Tabulka 13: Vliv hymenistatinu I na zrani ¢asteéné meioticky kompetentnich rostoucich

oocyti
Stadium Koncentrace hymenistatinu I (M)
jaderného
zrani 0 2 4 8
GV (%) 18 g 0% 0°
MI - T1 (%) 65° 63° 68° 44°
MII (%) 17° 29% 32° 56°

abed” o dligné superskripty znadi statisticky pritkazné rozdily ve sloupcich v ramei jednotlivych koncentraci (P <

0,05).
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U¢inky inhibitori kalcineurinu na oocyty s plné vyvinutou meiotickou kompetenci

Schopnost pln¢ meitoicky kompetentnich oocyti s ukonenym rastem dozrat
Vv podminkach in vitro byla naruSena testovanymi inhibitory a to v zavislosti na davce

inhibitoru, jak je uvedeno v tabulkach 14-18

Tabulka 14: Vliv cyklosporinu A na meiotické zrani zrani plné kompetentnich oocyti

jsgjgxgm Koncentrace cyklosporinu A (M)

zrani 0 0,1 1 4 8
GV (%) 0 0° 0 6° 10°
MI =TI (%) 0° 21° 36° 49 58"
MII (%) 100° 79° 64° 45° 32°

abed odligné superskripty znadi statisticky prikazné rozdily ve sloupcich v ramci jednotlivych koncentraci (P <
0,05).

Tabulka 15: Vliv cypermethrinu na meiotické zrani plné kompetentnich oocytu

Stédiu{n Koncentrace cypermethrinu (uM)

jadern¢ho

zrani 0 5 10 25 >0
GV (%) 0° 0° 0° 13° 40°
MI B Tl (%) 23 13& 32b 39b 41b
MII (%) og* 87° 68" 48° 19°

aPCT 4 dligné superskripty znadi statisticky pritkazné rozdily ve sloupcich v ramci jednotlivych koncentraci (P <
0,05).

Tabulka 16: Vliv deltamethrinu na meiotické zrani plné kompetentnich oocyti

Stédium Koncentrace deltamethrinu (uM)

jaderného

zrani 0 10 25 50 100
GV (%) Oa Oa Oa Oa 6b
MI—TI (%) 12 g 35° 50° 49°
M | | (%) gga 923 65b SOC 45C

2029 odligné superskripty znadi statisticky pritkazné rozdily ve sloupcich v ramci jednotlivych koncentraci (P <
0,05).
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Tabulka 17: Vliv fenvaleratu na meiotické zrani plné kompetentnich oocyti

Stédiu{n Koncentrace fenvaleratu (uM)

jaderného

zrani 0 10 25 >0 0
GV (%) Oa Oa Oa 78. l8b
MI—T1 %) 5 32 2gP 37° 37°

ab,cd

0,05).

Tabulka 18: Vliv hymenistatinu I na meiotické zrani plné kompetentnich oocytu

odlisné superskripty znaci statisticky prikazné rozdily ve sloupcich v ramci jednotlivych koncentraci (P <

Stadium Koncentrace hymenistatinu | (uM)

jaderného

zrani 0 0,5 2 4 8

GV (%) 0° 0° 0 0° 78
MI - T1 (%) 0° 9% 20° 35°¢ 38°
MII (%) 100° 91% 80° 65° 55°

ab,cd

odlisné superskripty znaci statisticky prikazné rozdily ve sloupcich v ramci jednotlivych koncentraci (P <

0,05).

Vliv inhibice kalcineurinu na aktivitu vybranych kinaz béhem meiotického zrani

oocytl s ¢asteCnou meiotickou kompetenci

Cilem tohoto experimentu bylo zjistit vliv inhibice kalcineurinu na hladiny MPF

a MAPK na ¢aste¢né meioticky kompetentni oocyty v prubéhu 48 hodinové kultivace.

U pokusné skupiny oocytii s ¢astecnou meiotickou kompetenci se hladina aktivity
MPF po 24 hodinové kultivaci snizila, tento pokles vSak nebyl vyhodnocen jako statisticky
vyznamny v porovnani S kontrolni skupinou oocytli kultivovanych v ¢istém médiu bez
ptidavku cyklosporinu A (Graf 3). V trovni aktivity MAPK casteCtecné meioticky
kompetentnich oocytli nebyl rovnéZz nalezen statisticky vyznamny rozdil V porovnani
S kontrolni skupinou oocyti kultivovanych v €istém médiu bez piidavku cyklosporinu A

(Graf 4).
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Graf 3: Vliv inhibice kalcineurinu na aktivitu MPF v pribéhu in vitro kultivace ¢aste¢né

meioticky kompetentnich oocytu

MPF
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120% -
100% -
80% ~
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0% T T .

0 hod 24 hod 48 hod
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Graf 4: Vliv inhibice kalcineurinu na aktivitu MAPK v prabéhu in vitro kultivace

¢asteCné meioticky kompetentnich oocyti
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6. Diskuse

V nasi praci byly analyzovany praseci oocyty, které se ve srovnani s ¢asto studovanym
oocytem mysi ¢i skotu svou fyziologii vice podobaji oocytiim lidskym a jsou proto vyuzivany
i jako model pro techniky lidské asistovné reprodukce (Shi et al, 2006; Braga et al., 2007
Canovas et al., 2007). V nasi studii byl poprvé prokazan vyskyt kalcineurinu v oocytech
savcl. Dale byla potvrzena vyznamna uloha kalcineurinu v regulaci rtstové faze praseciho
oocytu a béhem zisku meiotické kompetence. Analyzovany byly prase¢i oocyty Ctyf
velikostnich skupin: oocyty S vnitfnim pramérem 80 — 89 pm, 90 — 99 pum, 100 — 110 um
a 120 um.

U analyzovanych oocyti byla nejprve testovana meioticka kompetence. Bylo
prokazano, ze v naSich laboratornich podminkach jsou skupiny oocytl s vnitinim primérem
80 — 89 um a 90 — 99 pum zcela meioticky nekompetentni, skupina oocytl s vnitfnim
primérem 100 — 110 pm zahrnuje oocyty s jiz ¢astecné vyvinutou meiotickou kompetenci
a oocyty s prumérem 120 pum jsou zcela meioticky kompetentni. Bylo potvrzeno, ze oocyty

nabyvaji meiotickou kompetenci kontinudlné béhem ristové faze.

Mechanismy regulace rlstu oocytil a zisku meiotické kompetence dosud nejsou zcela
objasnény. Nepostradatelnou ulohu v fizeni téchto procest plni Siroké spektrum proteint,
mezi které se fadi enzymy, ristové faktory a jejich receptory (Sun et al., 2009), soucasny
vyzkum je na jejich studium zaméfen. Aby bylo mozné popsat roli téchto molekul v oogenezi,
je nutné nejprve urcit uroven exprese jejich mRNA v oocytech (Shimada et al., 2004), zjistit
piitomnost MRNA jejich podjednotek (Linfor et Berger, 2000) a izoforem (Fan et al, 2002;.
Shimada et al., 2004), podle kterych mutize vznikat funkéni protein. Kalcineurin patii z tohoto
hlediska k malo prozkoumanym proteintim, trovein exprese mRNA pro kalcineurin nebyla

V sav¢ich oocytech zatim studovana.

Nejvyssi exprese izoformy Aa kalcineurinu byla dosud zaznamenana v mozku (Chang
et al., 1992.). Exprese této izoformy byla zjisténa i fad¢ dalSich tkani rtznych druhi
organizmu (Awumey et al., 1999). lzoforma kalcineurinu A-p byla detekovana v mozku a
podobné jako izoforma A-a i V mnoha jinych tkanich, napfiklad osteoklastech, srde¢ni
svaloviné a ledvinach (Awumey et al., 1999; Heineke et Molkentin, 2006; Moz et al. 2004).
MRNA pro kalcineurin A-y je ptitomna v mozku, ale jeji vyskyt byl také potvrzen v dalsich

tkanich, naptiklad krvi (Murata et al., 2008). Izoforma B1 kalcineurinu B je pfitomna v
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mnoha typech bunék a vaze se na o a § izoformy kalcineurinu A. Naproti tomu izoforma B2
kalcineurinu B byla detekovana pouze ve varlatech, kde bylo zaroven prokazano, Ze se vaze

na izoformu y kalcineurinu A (Ueki et al., 1992).

V na$i studii byla pomoci relativni kvantifikace metody RT-PCR prokazana
pritomnost transkriptu genti pro kalcineurin u oocytl s rozdilnym stupném meiotické
kompetence a jejich pfilehlych kumularnich bun¢k. Detekovdna byla exprese mRNA
katalytické i regula¢ni podjednotky kalcineurinu. mMRNA pro podjednotku A byla nalezena ve
dvou izoformach, izoformé¢ AP a Ay, jak v oocytech, tak v buikach oocyty obklopujicich.
V oocytech ani v kumularnich buinkach nebyla nalezena mRNA pro izoformu o

A podjednotky kalcineurinu.

MRNA podjednotky B kalcineurinu byla detekovana pro obé znamé izoformy, B1 i B2
v granuloznich bunkach rostoucich oocyti. V oocytech byla prokazana pouze piitomnost

MRNA pro podjednotku B2, ptitomnost izoformy B1 v oocytech zjisténa nebyla.

Je mozné, ze oocyt pro fizeni své rlstové fadze a meiotické kompetence vyZzaduje
pouze izoformy B a vy, nikoliv izoformu a a neni pro néj rovnéz nezbytna izoforma B1. Dalsi
moznosti je, z¢ mRNA pro podjednotku A v izoform¢ a byla v ¢asnych fazich ristu oocytu

degradovana a proto ji nebylo mozné detekovat.

Ve tkani varlat vytvaii kompletni dimer kalcineurinu vazba izoformy B2 s izoformou
Ay (Ueki et al., 1992). V nasi praci bylo prokazano, ze ob¢ tyto izoformy mRNA, ozna¢ované
dosud jako specifické pro varletni tkan, jsou piitomny také v oocytech prasete a jejich
kumularnich bunkach. Tyto vysledky naznacuji, Ze pfitomnost dimeru slozeného z izoformy
B2 a izoformy Ay neni specificka pouze pro sam¢i varletni tkan, ale vyskytuje se i v samicich
pohlavnich bunkach, oocytech. Vysledky kvantifikace mRNA pro tyto izoformy naznacuji, ze

takto sloZzeny dimer kalcineurinu miize hrat vyznamnou roli béhem oogeneze.

Vysoka exprese mRNA podjednotky B2 v bunkach obklopujicich oocyty s primérem
80 -90a 90 - 100 um naznacuje mozny vyznam kalcineurinu pro rané&jsi faze folikulogeneze,
kdy se somaticky kompartment folikulu vyznacuje intenzivnim bunécnym délenim (van den
Hurk et Zhao, 2005) a oocyt nabyva meiotickou kompetenci. Mozna je i souvislost
s ptipravou komplexu oocyt-kumulus k procesim meiotického zrani, pro které je
U kumulérnich bunék typickd schopnost syntézy velkého mnozstvi extracelularni matrix -

kyseliny hyaluronové, béhem kumularni expanze (Eppig, 2001). Jelikoz kalcineurin sehrava

vyznamnou ulohu jak pfi regulaci transkripce v somatickych buinkach (Crabtree, 2001), tak
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pii fizeni mitotického buné¢ného cyklu (Dougherty et al., 2009), je pravdépodobné, ze mize
byt do procesu folikulogeneze vyznamné zapojen. Vysoké mnozstvi traskriptli v kumularnich
buiikach také naznauje mozné zapojeni kalcineurinu do procesu nabyvani meiotické
kompetence oocytu a piipravou na fazi zrani, ve které je oocyt jiz transkripéné neaktivni
(Matzuk et Lamb, 2002). Na konci rastové faze vSak mnozstvi mRNA pro podjednotku B2
v somatickych bunkach obklopujicich oocyt vyrazné klesa. Tento jev miize vysvétlovat
vysokd urovenl translace a nutnd piitomnost proteinu pro udrzeni ¢i vystup z prvniho
meiotického bloku. Kontakt mezi oocytem a okolnimi bunkami je zajiStovan mezibunéénymi
spoji gap junctions. Pies tyto spoje mohou prochazet malé signalni molekuly (Wigglesworth
et al., 2013). Soucasna studie bovinnich oocytd vSak prokazala, Zze aktivnim trasportem
pomoci gap juncton se do oocytu dostavaji i molekuly vyrazné¢ hmotnéjsich proteind a dlouhé
MRNA i nekodujici RNA. Pienos genovych transkripti pomoci gap junction rozSifuje
maternalni zasoby mRNA v oocytu nebo dochazi K translaci a protein je vyuzit jesté
v prub¢hu meiotického cyklu (Macaulay et al., 2014). Je mozné, ze nami detekovana vysoka
uroven exprese izoformy B2 kalcineurinu v kumularnich buiikdch oocyti meioticky
nekompetentnich a vyrazny pokles experese této izoformy v dal§im stadiu rlstu Gizce souvisi
s nabyvanim meiotické kompetence oocytu v nasledujicim prib&hu oogeneze. V souladu
s touto doménkou je i detekované zvySeni exprese mRNA pro podjednotku B2 v oocytech

s ukonc¢enou rustovou fazi.

Vzhledem k tomu, Ze nékteré mRNA syntetizované béhem rustové faze oocytu jsou
vyuzity az po reaktivaci embryonalniho genomu (Tadros et Lipshitz, 2009), je mozné, Ze
detekovand mRNA pro jednotlivé izoformy kalcineurinu je nutna nejen pro spravny prubéh
ristové faze oocytu, ale i v nasledujicich krocich oogeneze a nasledné pro embryonalni vyvoj.
Nepostradatelna role kalcineurinu pfi regulaci transkripce v pribéhu embryogeneze jiz byla
potvrzena fadou studii (Guo et al., 2002; Graef et al., 2003; Cho et al., 2014). Vysoka
konzervovanost sekvenci MRNA pro kalcineurin je také predpokladem analogické funkce

a zapojeni kalcineurinu nejen do pritbéhu oogeneze u prasete, ale i u dalSich druhi savct.

Rada kli¢ovych procesti souvisejicich se ziskem meiotické kompetence se vsak
odehrava v rostoucim oocytu na translacni a posttranslacni tirovni (de Vantéry et al., 1997),
proto bylo v nasi studii dale zjistovano, zda podle mRNA pro kalcineurin, jejiz pfitomnost
jsme v prasecich oocytech prokazali, vznika i vlastni funk¢ni protein. Doposud byl vyskyt
proteinu kalcineurinu v oocytech popsan pouze u mouchy rodu Drosophila (Takeo et al.,

2006; Takeo et al., 2010; Takeo et al., 2012), zaby drapatky Xenopus laevis (Nishiyama et al.,
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2007; Mochida et Hunt, 2007) a vaji¢cich sumky (Levasseur et al., 2013). NaSe prace jako
prvni potvrdila vyskyt proteinu kalcineurinu v samicich pohlavnich bunikach savct. Podatilo
se prokazat pritomnost obou podjednotek kalcineurinu, kalcineurin A i B byl v oocytu prasete
pfitomen v pribéhu i na konci rustové faze a béhem meiotického zrani. Je tedy vysoce
pravdépodobné, ze kalcineurin hraje dilezitou roli pravé v regulaci meiotického cyklu
U oocytl savcu podobné jako v meidze bezobratlych (Takeo et al., 2006; Takeo et al., 2010),
nebo nizsich obratlovca (Nishiama et al., 2007; Mochida et Hunt, 2007).

V prubéhu ristové faze oocyti dochédzi ke zménam v lokalizaci a funkci kli¢ovych
proteini (Fair, 2003). Zisk meiotické kompetence oocytll souvisi se zménami lokalizace
vyznamnych proteind a s jejich translokaci do specifickych oblasti oocytu (Mitra et Schultz,
1996). VSechny tyto procesy jsou regulovany souhrou aktivit protein kinaz a protein fosfataz
(Huang et al., 1996; Qian et al., 2001; Hormanseder et al., 2013) a lze pfedpokladat, ze
béhem oogeneze dochazi i k expresi nami detekované fosfatazy kalcineurinu ve specifickych
oblastech oocytu. Tuto domnénku potvrdily experimenty, ve kterych jsme sledovali relativni
intenzitu fluorescen¢niho signalu podjednotek kalcineurinu A a B v prubéhu ristové faze

Vv oblasti dé€liciho vieténka, kliry a cytoplazmy oocytu prasete.

Béhem ristové faze byla pro oocyty typickd nejvyssi hladina fluorescence
zaznamenana v jadfe. Také kalcineurin B byl stejné jako kalcineurin A lokalizovan zejména
V cytoplazmé a v korové oblasti rostoucich oocytil. Nejnizsi intenzita fluorescence byla
Vv jadte, na rozdil od kalcineurinu A se vSak rostouci oocyty neliSily intenzitou fluorescence
kalcineurinu B v cytoplazmé a jadie. Relokalizace kalcineurinu do korové oblasti u oocytt
s ukoncenou ristovou fazi mizZe souviset s funkci kalcineurinu Vv riiznych oblastech oocytu.
V somatickych buiikach je kalcineurin spojovan s proteiny cytoskeletu (Goto et al., 1985),
kde se mize podilet na spravné funkci mikrotubuli. Zatimco nekompetentni oocyty maji
Vv cytoplazmé paprséitou sit’ interfaznich mikrotubuld, v meioticky kompetentnich oocytech
jsou ptitomna fosforylovana mikrotubularni organizacni centra (Thibault et al., 1987). Nami
zaznamenany vyskyt obou podjednotek kalcineurinu v celé cytoplazmé oocytli v prubchu
rastové faze také naznaCuje moznou asociaci kalcineurinu s témito proteiny i v samici
pohlavni buiice, oocytu. Distribuce kalcineurinu v korové ¢asti oocytu mize souviset
i s lokalizaci Golgiho komplexu, ktery se u rostoucich occytl nachazi v blizkosti oolemy
(Rozinek et al., 1991), kde se ucastni vzniku kortikalnich granul (Wassarman, 1988).

V oocytech pIlné meioticky kompetentnich dochazi k redistribuci Golgiho komplexu zpét do

63



oblasti zarode¢ného vacku (Rozinek et al., 1991). Tomu nasvédcuje i nami popsana distribuce
kalcineurinu B v plné¢ meioticky kompetentnich oocytech. Dynamika aktivity kalcineurinu
popsana V somatickych buitkdch naznacuje, ze v riznych bunéénych kompartmentech se
kalcineurin reguluje odlisné cilové proteiny (Mehta et al., 2014). Nami sledovana relokalizace
kalcineurinu muze také souviset s jeho odlisnou funkci v riznych oblastech oocytu. Jako
regulator transkrip¢ni aktivity mize byt kalcineurin zapojen do signalizace v jadru v ¢asnych
stadiich rustové faze. Pozdé&jsi distribuce do korové oblasti 0ocytu mize souviset se ziskem
meiotické kompetence a potiebou kalcineurinu pro cilové proteiny ulozené v povrchové

oblasti oocytt, ¢i s exportem proteint do vznikajici vrstvy zona pellucida.

Pribéh oogeneze je kontrolovan fadou specifickych meiotickych proteini (shrnuto
v Marston et Amon, 2004). Zakladnim regula¢nim mechanizmem je aktivita komplexu MPF,
cyklin dependentni kinazy 1 (CDKI1) asociované s cyklinem B. Vystup z metafaze I je
umoznén ¢astecnou inaktivaci MPF. K té muze dojit vazbou MPF na separazu (Gorr et al.,
2006) nebo po casteéné destrukci cyklinu B prostiednictvim anaphase promoting komplexu
(APC) (Yu et al., 2002). APC/C je vyznamnym regulatorem aktivity MPF (Pesin et Orr-
Weaver, 2008), ktery béhem meidzy spousti degradaci mnoha substratii, mezi které se radi
naptiklad separaza a kohezin (Terret et al., 2003). Fosforylace proteinu Cdc20/Fzy inhibuje
schopnost aktivovat APC/C v prib&éhu kontrolniho bodu meiotického vietena spindle
checkpoint arrest (Yudkovsky et al. 2000; Chung et Chen 2003; Tang et al. 2004). Schopnost
inhibovat APC/C a udrzet tak CSF blok ma protein Emi 2, ktery je zavisly na MAP kinazové
signalizaci. Nishiyama a jeho kolegové (2007b) prokazali, ze Emi 2 je efektorovym proteinem
v Mos/MAPK/p90RSK signalizaci v CSF bloku. Kalcineurin defosforyluje zakladni
podjednotku APC/C a protein Cdc20/Fzy (Mochida et Hunt, 2007; Nishiyama et al., 2007b)
a dokaze pterusit meioticky blok, ktery je pomoci Mos/MAPK/p90RSK kaskady udrzovan.
Neni znamo, zda kalcineurin reguluje aktivitu APC pfimo prostiednictvim Emi 2 (Nishiyama
et al., 2007b) ¢i jinymi mechanizmy (Mochida et Hunt, 2007), avsak shoda panuje v obou
studiich v popisu U€inkl inhibice. Inhibice kalcineurinu zplisobuje zpomaleni degradace
cyklinu B2 a brani defosforylaci proteinii specifickych pro M-fazi, zamezuje znovuvytvoieni
plné funkéni jaderné membrany a vystupu z druhého meiotického bloku (Mochida et Hunt,
2007; Nishiama et al., 2007b). Defosforylace Cdc20/Fzy zprosttedkovana kalcineurinem ma
tedy vyznamnou roli pfi vystupu z druhého meiotického bloku u obojzivelnikii (Mochida et
Hunt, 2007). V souladu s témito poznatky jsou i studie u oocytd mouchy rodu Drosophila
(Horner et al., 2006; Sartain et Wolfner, 2013) a vaji¢cich sumky (Levasseur et al., 2013),
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které prokazaly klicovou roli kalcineurinu v regulaci meidzy. VSechny popsané procesy jsou
regulovany komplexnim plisobenim protein kinaz a protein fosfataz a Ize proto ptedpokladat,
ze inhibice kalcineurinu, jenz mé aktivitu serin/theronin fosfatazy, miize pribéh oogeneze

vyrazné ovlivnit.

Pro detailnéjsi objasnéni ulohy kalcineurinu v regulaci ristové fazi oocytu a procesu
zisku meiotické kompetence byl v nasi studii dale sledovan vliv inhibice kalcineurinu na
vyvoj praseCich oocytl Srozdilnym stupném meiotické kompetence. Vysledny efekt se
Vv zavislosti na stupni meiotické kompetence oocyti liSil. Zrani rostoucich meitoicky
nekompetentnich oocytli nebylo v rozsahu testovanych koncentraci vyznamné ovlivnéno.
Zrani u oocytu sukonéenym rustem a plnou meiotickou kompetenci bylo zpomaleno.
Nejvyraznéjsi efekt méla inhibice kalcineurinu na zrani ¢aste¢n¢ meioticky kompetentnich

oocytl, které bylo indukovano, a oocyty dosahly stadia druhé meiotické metafaze.

Nulovy efekt inhibice kalcineurinu na meioticky nekompetentni rostouci oocyty neni
prekvapivy. Tyto oocyty maji nedostatek cyklinu B a CDKI1. Tento deficit je natolik
vyznamny, ze brani pokraovani meiotického cyklu (Mitra et Schultz, 1996; Kanatsu-
Shinohara et al., 2000). Inhibice kalcineurinu nedostatek podjednotek MPF ziejmé

nedokazala nahradit.

Molekuldrni mechanismus, kterym je zpomaleno zrani oocytd s ukoncenym riistem
a plnou meiotickou kompetenci v pfitomnosti inhibitord kalcineurinu nebyl objasnén.
Kalcineurin se podili na regulaci funkci vapnikovych (Yakel, 1997), sodikovych (Murphy et
al., 1993) a draslikovych kanali (Roeper et al., 1997), vysledny efekt tedy mize byt
disledkem zmén vregulaci iontovych kandlii. Po inhibici L-type vapnikovych kanalt
U prasec¢ich oocytli sukoncenym rustem a plnou meiotickou kompetenci bylo popsano
podobné zpomaleni zrani, jaké bylo patrné v nasi studii po vystaveni oocytil inhibitorim

kalcineurinu (Rozinek et al., 2003).

Prekvapivy efekt méla inhibice kalcineurinu na zrani rostoucich oocytl s ¢aste¢né
vyvinutou meiotickou kompetenci. U téchto oocytll bylo po inhbici pozorovano vyznamné
zvyseni podilu oocytit schopnych v podminkach in vitro dokoncit zrani a dosahnout stadia
metafaze 1. Blok zrani v metafazi I u oocytl s ¢astecné vyvinutou meiotickou kompetenci je
dan jejich neschopnosti inaktivovat alesponi ¢astecné MPF, jehoZz pokles je nezbytny pro
vystup z metafaze 1 a vstup do anafaze I (Hampl et Eppig, 1995). Protein fosfatazy véetné

kalcineurinu  mohou sehrdvat v mechanismu udrzovani prvniho meiotického bloku
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U meioticky neuplné kompetentnich oocyti v metafazi [ vyznamnou roli. Inhibice

kalcineurinu muze piispét k inaktivaci MPF a dokonc¢eni zrani oocytu.

Pro studium zapojeni kalcineurinu do signalizace v rostoucim oocytu byla sledovana
I aktivita kliCovych faktorG meiotického zrani, MPF a MAPK. Mezi skupinou caste¢né
meioticky kompetentnich oocytt zrajicich in vitro po oSetfeni inhibitorem kalcineurinu
a kontrolni skupinou nebyl nalezen statisticky vyznamny rozdil v aktivit¢ MPF ¢i MAPK.
Avsak u oocytli oSetfenych inhibitorem kalcineurinu byl detekovan sestupny trend aktivity
MPF v kritickém bodé& meiotického zrani, v prvni meiotické metafazi, kde u kontrolni skupiny
zustavala hladina aktivity MPF stale na vysoké trovni. Nelze vyloucit, Ze tento mirny pokles

aktivity MPF pftispél ke zvySeni meiotické kompetence takto oSetfenych oocytt.

V ovériu se dospélych samic savcl se nachédzi pocetnd populace oocytl na rtizné
urovni meiotické kompetence (Wickramasinghe et al., 1991; Volarcik, 1998; Marchal et al.,
2002). Mnohé z téchto oocytii zanikaji spontanné apoptézou (Reynaud et Driancourt, 2000),
pricemz populace oocytl s ukon¢enym rastem a plnou meiotickou kompetenci je prubézné
dopliiovana naborem rostoucich oocytl, které meiotickou komptenci postupné ziskédvaji
béhem rustové faze (McGee et Hsueh, 2000). V nasi studii bylo prokazano zapojeni
kalcineurinu do slozité regulovaného useku oogeneze prasete, kterym je faze ristu oocytl

a proces zisku meiotické kompetence.
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7. Zavér

Pribéh rustové faze oocytl je regulovan fadou faktort, jejichz aktivita je Casto zavisla
na stavu jejich fosforylace. Reverzibilni fosforylace vyzaduje dokonalou spolupraci fosfataz
a kindz a je pro fizeni regulace meiotického bunécného cyklu nepostradatelna. V nasi studii
byla prokazana poprvé v oocytech savcl vyznamna uloha fosfatazy kalcineurinu v regulaci

rustové faze a béhem procesti spojenych se ziskavanim meiotické kompetence.

Pomoci analyzy mRNA v oocytech i1 pfilehlych somatickych buiikach se podafilo
prokazat ptfitomnost mRNA pro jednotlivé izoformy podjednotek kalcineurinu, podle které
muze byt syntetizovan funkéni protein. Tato mRNA mitize byt vyuzita jiz v prubehu regulace
rustové fadze a béhem procesi souvisejicich se ziskem meiotické kompetence, ale
i v nasledujicich krocich oogeneze, ve fazi meiotického zrani ¢i v embryonalnim vyvoji. Zda
je kalcineurin zapojen do regulace riistové faze prasec¢iho oocytu, bylo dale zjistovano i na

urovni proteinu.

Doposud byl vyskyt proteinu kalcineurinu v oocytech popsan pouze u mouchy rodu
Drosophila zaby drapatky Xenopus a vajiccich sumky. Nase prace jako prvni potvrdila vyskyt
proteinu kalcineurinu v samicich pohlavnich bunkach savct. Podatilo se prokazat piitomnost
obou podjednotek kalcineurinu, kalcineurin A i B byl v oocytu prasete ptitomen v prib&éhu
i na konci rastové faze a na pocatku meiotického zrani. Je tedy vysoce pravdépodobné, ze
kalcineurin hraje dulezitou roli pravé v regulaci meiotického cyklu u oocytl savcii podobné

A4

jako v meidze bezobratlych nebo nizsich obratlovct.

Intracelularni lokalizace potvrdila pfitomnost obou podjednotek kalcineurinu ve vSech
kompartmentech oocytd Sriznym stupndm meiotické kompetence. Ugast kalcineurinu
V procesu nabyvani meiotické kompetence byla dale potvrzena po zablokovani funkce
kalcineurinu pomoci specifickych inhibitorti. Po inhibici kalcineurinu doslo k piekvapivému
zisku plné meiotické kompetence u oocytl ptivodné pouze ¢astecné meioticky kompetentnich.
Dale bylo prokdzano, Ze nariist meiotické kompetence neni zpiisoben zménami v aktivité
vyznamnych fosfatdz, fidicich meioiticky cyklus, MPF a MAPK. Otédzkou zistava, jakym
mechanismem je kalcineurin schopen regulovat slozit¢ kontrolovany proces zisku meiotické
kompetence a jakymi drahami je jeho vlastni aktivita Vv oocytu regulovana. K objasnéni
presného zapojeni kalcineurinu do oogeneze prasete je nutné provést dalsi experimenty, které
osvétli tlohu kalcineurinu nejen v pribehu riistové faze praseciho oocytu, ale v meiotickém

zrani, aktivaci a Casném embryonalnim vyvoji.
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