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Vliv cyklosporinu A na aktivaci praseciho oocytu
Souhrn

Aktivace oocytl je slozity déj, ktery zahrnuje prolomeni druhého meiotického bloku,
kortikalni reakci, dokoncéeni druhého meiotického déleni a vydéleni druhého pélového téliska.

Aktivace je regulovana celou fadou faktord, z nichZ mnohé nejsou dosud objasnény.

Mezi nejdllezitéjsi faktory ovliviujici aktivaci oocytu je vzestup hladiny
intracelularniho vapniku a nasledné oscilace. Oscilace vapnikovych iontdl v oocytu jsou
vyvolany penetrujici spermii, ktera vnasi do oocytu pro spermii specificky faktor fosfolipadzu
C izoformu zeta (PLCC). PLCC hydrolyzuje fosfatidylinositol 4,5-bisfosfat (PIP2), nasledkem
toho vznika inositoltrifosfat (1P3) a diacylglycerol (DAG), IP3 mobilizuje intracelularni Ca?".
Ten nasledné aktivuje kalmodulin dependentni kindzu Il (CaMKII). Mezi proteiny zavislé
na hladiné vapniku a kalmodulinu patfi i serin/treonin protein fosfataza 2B neboli kalcineurin,
Ten se sklada z katalytické podjednotky A a z regulaéni podjednotky B. Role kalcineurinu pFi
aktivaci oocytu byla prokazana u bezobratlych a nizSich obratlovcd. U savcl byla jeho
pFitomnost zaznamenana v rostoucich a zrajicich oocytech prasete. Lze pfedpokladat, Ze je
kalcineurin zapojen i v regulaci procestl spojenych s aktivaci oocytu prasete.

Cilem prace bylo zjistit, zda se kalcineurin podili na aktivaci prasecich oocytd.
Hypotéza byla ovéfovana pomoci inhibice kalcineurinu cyklosporinem A béhem aktivace
oocytu prasete. Nejprve vSak byla ovérena pritomnost obou podjednotek kalcineurinu pomoci
nepfimé imunofluorescence v oocytech ve stadiu MII a v partenogeneticky aktivovanych
oocytech. Podjednotky kalcineurinu A i B byly lokalizovany zejména v korové oblasti zralych
i aktivovanych oocytll. Ve druhém experimentu byly zralé oocyty oSetfeny cyklosporinem A
a nasledné partenogeneticky aktivovany kalcium ionoforem A 23187. U této skupiny oocytdl
bylo zaznamenéno signifikantni sniZzeni aktivace na 23,5 %, na rozdil od kontrolni skupiny
oocytd oSetfenych pouze kalcium ionoforem s mirou aktivace presahujici 80 %. Na zakladé
vysledkd se Ize domnivat, Ze je protein kalcineurin zapojen do procesu aktivace savciho

oocytu.

Kli¢ova slova: oocyt, aktivace, kalcineurin, cyklosporin, prase



The effect of cyclosporine A on porcine oocyte activation
Summary

Activation of oocytes is complex process which includes the exit from the second
meiotic arrest, the cortical reaction, the second meiotic division completion and the second
polar body extrusion. The activation is regulated by a number of factors and many of them
have not been elucidated yet.

One of the most important factors affecting the activation of oocyte is the rise of Ca*".
In oocyte, Ca?* oscillations is triggered by a sperm-specific factor phospholipase C, PLCL.
Phospholipase C hydrolyzes phosphatidylinositol 4, 5-bisphosphate (PIP2) and this leads to
formation of IP3 and diacylglycerol (DAG). IP3 mobilizes intracellular calcium. Ca?* then
activate calcium/calmodulin dependent protein kinase Il (CaMKII). One of the proteins
dependent on the level of calcium and calmodulin is Ser/Thr protein phosphatase 2B, so-
called calcineurin. This consists of the catalytic subunit A and the regulatory subunit B. The
role of calcineurin in oocyte activation has been shown in invertebrates and lower vertebrates.
In mammals its presence has been reported in growing and maturing pig oocytes. Can be
assumed that calcineurin is involved in regulation of processes associated with activation of

porcine oocytes too.

The aim of this master’s work was to investigate whether calcineurin participates in
porcine oocyte activation. The hypothesis was tested using calcineurin inhibition with
cyclosporin A during the oocyte activation. First, however, was verified the presence of both
calcineurin  subunits using indirect immunofluorescence in MIl oocytes and
parthenogenetically activated oocytes. The calcineurin subunits A and B were localized
especially within the cortex in matured and activated oocytes. In the second experiment,
matured oocytes were treated with cyclosporin A and then parthenogenetically activated with
calcium ionophore A 23187. In this group of oocytes was observed a significant decrease of
activation to 23,5 %, in contrast to the control group treated only with calcium ionophore with
activation rate over 80 %. Based on these results it can be assumed that the protein calcineurin

is involved in the activation process of mammalian oocyte.

Keywords: oocyte, activation, calcineurin, cyclosporine, porcine
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1 Uvod

S pokrokem védy vzrostl vyznam reprodukénich biotechnologii, a to nejen v chovech
hospodarskych zvifat, ale pfedevSsim v humanni oblasti. Je vSeobecné znamo, Ze se lidska
populace stale vice potyka s problémy v oblasti pfirozeného rozmnozovani. Pro zdokonaleni
biotechnologickych metod, je nutné, co nejlépe porozumét reprodukénim pochodim véetné
procesu vyvoje gamet. Vyvoj samicich gamet, oocytd, zacind jiz v prenatalnim obdobi
vznikem a mnoZenim zé&rodeCnych bunék, z nichZ pozdéji vzniknou oocyty, pokraCuje fazi
rlstu téchto oocytll, fazi meiotického zrani a aktivaci oocytll. Proces aktivace, pri kterém
oocyt dokondi svilj vyvoj, je v pfirozenych podminkach vyvolan penetraci spermie do oocytu.
Vin vitro podminkach lIze aktivaci navodit téZ pomoci umélych stimuld. Kli¢ovym
problémem je vSak nelplna znalost mechanisml regulujicich proces aktivace oocytu.
Vyznamnou Ulohu v regulaci tohoto déje sehravaji i rlizné kinazy a fosfatazy. Jednou z nich je

pravdépodobné i protein fosfatdza 2B neboli kalcineurin.

Uloha kalcineurinu v aktivaci oocytu byla jiz prokdzana u mouchy rodu Drosophila
a zaby rodu Xenopus, a to konkrétné pfi vystupu oocytll z metafaze Il. U savcl hraje
kalcineurin roli pri Fizeni meiotického zrani oocytll prasete. Vzhledem k evoluéné vysoce
konzervativni struktufe kalcineurinu, lze predpokladat zapojeni kalcineurinu i v regulaci
procesd spojenych s aktivaci oocytu prasete. Oocyty prasete jsou navic velice vhodné pro
studium biologie gamet, nebot’ prase je z dlivodu genetickych, anatomickych a fyziologickych

podobnosti s lidmi povaZovano za idealni zvifeci model pro biomedicinsky vyzkum.



2 Veédecka hypotéza a cile prace

Na zékladé dostupnych udaji z literatury byla stanovena hypotéza, Ze je protein

fosfataza 2B, kalcineurin, zapojena do aktivace oocytu prasete.
Pro ovéreni hypotézy byly stanoveny nésledujici cile:

e lokalizovat kalcineurin ve zralych a partenogeneticky aktivovanych oocytech

prasete

e inhibovat kalcineurin pomoci cyklosporinu A béhem aktivace oocytu prasete.



3 Literarni reSerse

3.1 Oogeneze

Oogeneze u savcd zahrnuje komplexni fadu morfogenetickych zmén, které probihaji
v ovarialnim folikulu. Bunky v dominantnim folikulu maji dvé hlavni funkce, steroidogenezi
a oogenezi (Coticchio et al.,, 2013). Oogeneze zacind formovanim primordialnich
zarodeCnych bunék, zahrnuje sérii bunéCnych pfemén z primordialni zarode¢né bunky
V 00gonii, z oogonie v oocyt a z oocytu ve vajicko (Wassarman, 1988). Oogenezi je mozno
rozdelit do tfi fazi: fazi mnozZeni zarodeCnych bunék, z nichZ pozdéji vzniknou oocyty, fazi
rlstu téchto oocytll a fazi meiotického zrani oocytd. Meiotické zrani oocytl je proces
pri kterém vznika pohlavni burika s haploidnim poctem chromozomd (Jilek et al., 2002).
Pouze u mei6zy dochazi k rekombinaci homolognich chromozoml a k vyméné genetické

informace prostfednictvim chiasmat (Jones, 2005).

3.11 PGC

Primordialni zéarode¢né bunky (PGCs — Primordial Germ Cells) jsou schopné se
zmeénit v oocyty nebo spermie. PGC vznikaji v extraembryonalni tkani v proximalnim
epiblastu (Molyneaux a Wylie, 2004). V jejich diferenciaci hraji dllezitou roli rlstové
faktory, zejména pak kostni morfogenetické proteiny (BMP, Bone Morfogenetic Proteins),
BMP4/BMP8b. PGC jiz na zaCatku embryonalniho vyvoje nejsou zcela stejné, to dokazuje
i rozdilné chovani a odpovéd k vngjsim signallim, predevsim pak k riistovym faktorm. Cést
jich pak zodpovida za expresi gendi pro povrchové proteiny fragilis nebo stella, a pravé ty jsou
povazovany za budouci zarodecné bunky. Maji vysokou mitotickou aktivitu a jesté pred jejich

konec¢nou lokalizaci, tedy v budoucich pohlavnich Zlazach, zvysi svlij pocet z nékolika desitek
na nékolik tisic (Fulka, 2007).

Molyneaux a Wylie (2004) rozdélili migraci PGC u mysi do 6 krok(l. Kratce po jejich
vzniku se zaCinaji pohybovat k zadni ¢asti primitivniho prouzku, az proliferuji do entodermu
a allantoisu. Ve druhém kroku jsou PGC entodermu zaclenény do zadniho stfeva, nékteré ale
zlistavaji v allantoisu. Ve tfetim kroku se travici trakt rozsifuje a uzavira v trubici. PGC jsou
v zadnim stfevé, ale mohou se volné pohybovat okolo epitelovych bunék travici trubice.
Jejich pohyblivost je nahodnd a mohou krouZit kolem stfeva nebo se presunuji smérem

k pfedni Ci zadni Casti. Ve Ctvrtém kroku se PGC vynofi ze hrbetni strany zadniho stfeva



a migruji smérem k genitalnim listam, které se teprve vyvijeji. V pfedposlednim kroku shluky
PGC zacnou tvofit sit’ a tim se migrace bunék zpomaluje. V poslednim kroku vétSina PGC
kolonizuje genitalni listu. Cely proces trva u mysi pfiblizné 4 dny. Jakmile PGC osidli
genitalni listy, tak se dle dostupnych chromozomd pfeméni na oogonie nebo spermatogonie,
které maji vysokou mitotickou a transkripCni aktivitu. Ve vajecnicich se vytvareji skupiny
oogonii, které jsou mezi sebou propojeny cytoplazmatickymi mosty, tim se utvareji shluky.
Oogonie podstupuji dalsi replikaci DNA, a poté co vstupuji do meidzy, se nazyvaji oocyty.
Ty prochazeji leptotene, zygotene a pachytene, cely proces se zastavuje v diplotene v profazi |
meiotickém bloku (Hurk a Zhao, 2005).

Tabulka 1: Faktory ovliviiujici vznik primordialnich zarode¢nych bunék (Hurk a Zhao,

2005)
Faktor Jeho funkce
BMP-2/-4/-
8b vznik PGC — mys
preziti, migrace, proliferace PGC — mys, proliferace oogonii, iniciace
KL meidzy — primati
LIF preZiti, proliferace PGC, iniciace meidzy — mys,

FGF-2 proliferace PGC — mys
TNFa proliferace PGC — mys
IL-4 proliferace oogonii — mys
PACAP proliferace PGC — mys
TGFp1 atrakce PGC — mys
Aktivin atrakce PGC — mys, preziti a proliferace oogonii — primati
B1l-Integrin | kolonizace pohlavnich list PGC — mys3
E-Kadherin | shlukovani PGC v pohlavnich listach — my3
NT-4 proliferace oogonii — primati
IGF-I iniciace meidzy — mys
Estradiol | formovani kortikalnich provazcli — ovce
NA/VIP vznik steroid( a ¢asné oogeneze — potkan
SPO-11 proliferace oogonii a iniciace meidzy — mys
MSH-5 iniciace meidzy — mys
DMC-1 iniciace meidzy — mys
AhR apoptdza oocytll — mys




Cela desetileti platilo na poli reprodukéni biologie zakladni dogma, které tvrdilo, Ze
samice savcl maji konecny pocet primordialnich folikul(l. Tedy rezerva oocytdl je dana jiz
v prenatalnim vyvoji jedince. Nedavné experimenty ukazuji, Ze ovarialni povrch epitelu
a kortikalni tkan, a to jak u mysi, tak i u ¢lovéka, obsahuji velmi nizky podil bunék schopnych
mnoZit sebe, ale i generovat nezralé oocyty in vitro nebo in vivo. Ty posléze mohou byt
transplantovany do imunodeficitnich mysich vajecnikd. PFiznivci neo-oogeneze uvadi,
Ze za nové obnovitelné zdroje oocytd, Ize povazovat zarodeéné kmenové buiiky (GSC). Ty se
podle nich nachazi v epitelu ovarii nebo v kostni dreni, krevnim FeCistém se dostavaji
do vajecniku, kde diferencuji v oocyt, granularni tkan, fibroblastické buriky, in vitro podle
stimulace v nervovy a mezenchymalni typ bunék (Gheorghisan-Galateanu et al., 2014). Tilly
a Telfer (2009) poukazuji na to, Ze jiz v roce 2004 byla publikovana studie o pfitomnosti
mitoticky aktivnich z&rodeCnych bunék, v ovariich u mladych a dospélych mysi DalSimi
poznatky prezentovanymi v této studii je moZnost zachovani schopnosti generovat savCi oocyt
i vpribéhu dospélosti. Nicméné izolace oocytl produkujicich zarodecné linie kmenovych
bunék (GSC) jako jednozna¢ny dilkaz v této studii potvrzena nebyla.

3.1.2 RuUst oocytu

Rlstova faze oocytu obsahuje fadu zmén v organelach, inkluzich a v transkripéni
aktivité, které jsou nezbytné pro dosaZeni meiotické a vyvojové kompetence. Béhem rlstu
oocytl skotu se méni jeho velikost z méné jak 30 um v primordialnim folikulu aZ na velikost
120 pum v tercialnim folikulu. Transkripce oocytu je udrzovana do prméru asi 110 um. P¥i
priméru 100 aZ 110 pm postupné vajicko ziskavan jen ¢aste¢nou meiotickou kompetenci, coz
je hlavni predpoklad pro uspéSnou aktivaci oocytu a zahajeni embryonélniho vyvoje (Hyttel
et al., 1997). Prase¢i oocyty s primérem 120 um jsou pIné meioticky kompetentni a jsou
schopny dospét do faze druhé metafdze meiotického déleni (MII). Rostouci praseCi oocyty
primérem 110 um nejsou schopny dokoncit zrani a z{stavaji v prvni metafazi (MlI), jsou tedy
pouze CasteCné meioticky kompetentni. Oocyty menSi nez 100 um jsou meioticky
nekompetentni (Tlmova et al., 2013). S tim souvisi i velikost folikulli pfi aspiraci pro in vitro
zrani, Abeydeera (2002) uvadi ve své studii, Ze nejvic meioticky kompetentnich oocytl je

ziskavano z folikuli 3 az 6 mm velkych.



V rostoucich oocytech u skotu, prasat i u mysi byly pozorovany vysoké hladiny RNA
syntézy. Ty jsou ddlezité pro rist, vyvoj a zrani oocytu, a pro skladovani RNA a bilkovin pro
postfertilizacni vyvoj (Kanitz et al., 2001; Susor et al., 2015 ). Kumularni bufiky jsou béhem
rGstu a pred dosazenim meiotické kompetence (pfed zahajenim meidzy) zodpovédné
za udrzeni faze zarode€ného vacku (GV - germinal vesicle). A to prostfednictvim udrZzovani
mezibunécné hladiny cyklického adenosinmonofosfatu (CAMP) v oocytech, pres blokovani
signalu v gap junction spojich (Somfai et al., 2004).

Ve své studii Hyttel et al. (1997) uvadi rdst oocytll v zavislosti na velikosti folikull
u skotu. Primordialni folikuly (velikost 34,6 + 3,7 um) obsahuji oocyty o velikosti
27,9 £ 3,3 um, ty maji jadro, které je svétlé a je obklopeno mitochondriemi, hladkym
a drsnym endoplazmatickym retikulem, malym Golgiho komplexem. To dohromady tvofi
tzv. Zloutkové jadro Balbianiho. Povrch oocytu je tvofen jednou vrstvou zploStélych
granulérnich bunék (Hyttel et al., 1997; Jilek et al., 2002). Primarni folikuly (46,1 + 6,1 um)
obsahuji oocyty o velikosti 31,6 + 4,3 um. Neékteré mitochondrie jsou prodlouzeny
o mikroklky, v blizkosti granul oocytu se vytvari fibrilarni centrum jadérka. Na povrchu
oocytu se nachazi jedna vrstva kubickych granularnich bunék (Hyttel et al., 1997).
Sekundarni folikuly (101,7 + 41,8 um) obsahuji oocyty o velikosti 45,6 £ 14,0 um. Objevuji
se malé skvrny na zona pellucida a mezi oocytem a granularnimi burikami se vytvareji gap
junction spoje. V oocytu se nachazi nékolik malych kortikalnich granul a zaCinaji se
objevovat lipidové kapky, Golgiho komplex a hladké endoplazmatické retikulum se zvétSuji
a postupné presouvaji k periférii ooplazmy. Fibrilarni centrum jadérka se zcela zaClenilo
do obvodu jadérka. Oocyt je obklopen vice jak jednou vrstvou granularnich bunék (Hyttel et
al., 1997). Brzké tercialni folikuly o velikosti 1 mm, ve kterym se zaCina vytvaret antralni
dutina, obsahuji oocyt veliky zhruba 80 pum. Organely v oocytu jsou rovnomeérné rozlozZeny,
zvySil se pocet avelikost kortikalnich granul a lipidovych kapek. Oocyt je obklopen
kumularnimi burikami, které tvofi vejconosny hrbolek neboli cumulus oophorus, jeho
nejvnitfngjsi vrstva se nazyva corona radiata, a jeji bunky maji vystupky, které pronikaji
do zona pellucida a tvofi spoje gap junction. Jadérko je zrnité a ma rovnomérné rozloZena
fibrilarni centra (Hyttel et al., 1997; Jilek et al., 2002). Tercialni folikuly do velikosti 3 mm
obsahuji oocyty 80 az 110 um. Pocet lipidovych kapek se zvySuje. V oocytech, které jsou
mensi jak 100 um, se granulované jadérko postupné rozviji agregaci elektronovych granuli
kolem fibrilarnich center (Hyttel et al., 1997). Pozdni terciarni folikuly obsahuji oocyty vétsi

jak 110 pum, jejichz organely jsou rozmisténé po obvodu. Pocet lipidovych kapek a vackl se



jesté zvySil a maji velikost Golgiho aparatu. Mikroklky jsou uvolnény ze zona pellucida

a hromadi se ve shlucich v perivitelinnim prostoru (Hyttel et al., 1997).

V regulaci rdstu folikulG hraji klicovou roli hormony uvoliiujici gonadotropiny
(GNRH - Gonadotropin  Releasing Hormones), folikulostimulacni  hormon  (FSH)
a luteinizacni hormon (LH). GnRH je pulzné uvolfiovan z hypotalamu, vaZe se na GnRH
receptory v predni ¢asti hypofyzy, kde stimuluje sekreci FSH a LH. Gonadotropiny FSH a LH
jsou heterodimerni molekuly obsahujici spole¢nou ct-podjednotku a hormonalné specifickou
B-podjednotku. Syntéza a sekrece FSH a LH pozitivné nebo negativné reguluje pohlavni
hormony. Gonadotropiny FSH a LH se vazi na receptory na folikularnich burkéch
a vyvolavaji procesy proliferace a diferenciace. U prasat je zvySenda koncentrace FSH
po ovulaci ddlezita pro rozvoj dalSich folikulll, nejdlleZitéjsi je ovéem zména poméru mezi
progesteronem a gonadotropinem LH. Mezi 17. a 19. dnem cyklu poklesne koncentrace FSH
a zlistava nizka az do predovulacni viny LH. Dominance jednotlivych folikulli je u prasat
méné vyrazna o proti uniparnim druhlim zvifat. Nicméné je prokazano, ze béhem folikularni
faze estralniho cyklu velké folikuly vytvareji funkéni blok ve vyvoji ostatnich folikull
(Kanitz et al., 2001).

Obrazek 1: Rast folikulu, praseciho oocytu a ziskani meiotické kompetence (Hunter,
2000)
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3.1.3 Zréni oocytu

Obecné lze rozdélit zrani oocytu na zrani jaderné a cytoplazmatické. Jaderné se
pouzivd ve vztahu k mei6ze. Cytoplazmatické zrani je Siroky pojem, jez se vztahuje
k udalostem, které nejsou v pfimém vztahu k meiéze. Nicméné i tyto udalosti jsou dilezZité

pro pripravu oocytu k oplozeni (Abeydeera, 2002).

Meidza zacina uz béhem embryonalniho vyvoje, ale je zablokovéana ve fazi diplotene.
V oocytech, které jsou pIné dorostlé, pokracuje meidza rozpadem zéarodecného vacku, pres
metafazi I, anafazi I, telofazi | az do metafaze Il, kde nastava druhy meioticky blok
(Sedmikova et al., 2003).

Zrani oocytl zavisi na komunikaci mezi folikularnimi burikami a oocytem, také
na procesech ve folikularnich burkéch, které jsou pod Fizenim gonadotropinll. DllezZity je
vztah mezi folikularnim primérem a vazebnou kapacitu pro LH/hCG (luteinizacni
hormon/Human chorionic gonadotropin, lidsky choriovy gonadotropin). Oocyty jsou
zastaveny v profazi |, tedy ve fazi GV, aby tento blok pfekonaly je potfeba hormonalni stimul
ve folikulu, nebo jejich vyjmuti a zrani in vitro (IVM - in vitro maturation) (Kanitz et al.,
2001).

Aktivita a organizace mitochondrii jsou jednim z potfebnych faktor(l zapojenych
do cytoplazmatického zrani. Primarni funkci mitochondrii je vytvaret ATP, ktery je dllezity
pro zachovani homeostazy a regulaci preZiti oocytl (Brevini et al., 2005). DUleZitou Glohu
také hraje cCAMP, ktery pfi znovuzahajeni meidzy klesa, coz mize byt zapricinéné zvysenou
koncentraci LH. Nicméné, sniZeni koncentrace CAMP neni jedinou pfiCinou zrani oocytu,
dale se do ni zapojuje MPF (Metaphase promoting Faktor). V oocytech prasat je MPF aktivita
ve fazi GV nizka a zvysuje se béhem GVBD (germinal vesicle breakdown), a zlistava vysoka
v metafazi | a metafazi Il. Proces zrani se vyznaCuje vinénim a pak rozpadem jaderné
membrany, ktery nastava po 24 hodinach v praseéich oocytech v IVM. V priibéhu zrani se
poCty mitochondriich sniZuji. Kortikalni granula pochézejici z Golgiho komplexu, se
pfesunuji do periférii oocytu. Pfi GVBD dochazi kondenzaci chromatinu a tvorbé déliciho
vieténka, dale je proces doprovazen rozsahlou defosforylaci cytoplazmatickych proteind.
Mitogen aktivujici protein kindza (MAPK) spolu s cdc2 kindzou (Cyclin-dependent kinase)
jsou dvéma hlavnimi kinazami, které jsou zapojeny do tohoto procesu. U cdc2 kinazy se
predpoklada, Ze je zodpovédnd za GVBD fazi a kondenzaci chromozomd, coz prokazuje
i skutecnost, Ze pokud je cdc2 kinaza inhibovana v GV fazi, tak je zabrdnéno zrani. Déle pri
GVBD dochazi k silnému nérlstu syntézy bilkovin, coz koreluje s aktivaci MAP kinazy
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exprese lze tedy Fict, Ze v oocytu bézi pouze translace (Kanitz et al., 2001).

Kumularni bunky hraji diileZitou Glohu pfi zrani oocytl, protoZe poskytuji a prenaseji
nékolik znamych, ale i neznamych faktor, které jsou nezbytné pro normalni jaderné
a cytoplazmatické zrani oocytll, a nasledny embryonalni vyvoj po fertilizaci (Somfai et al.,
2004). Do ur€ité miry mohou kumulérni buriky slouZit jako indikator UspéSného jaderného
a cytoplazmatického zrani. U vétSiny savcl jsou kumularni bunky v ovulaénim oocytu
expandované. U mysi je prevaZzujici sloZzkou v expandovaném kumulu kyselina hyaluronova,

jejiz mnozstvi Gzce koreluje se stupném expanze (Abeydeera, 2002).

Uspésného zréani prasecich oocytl v podminkéch in vitro Ize dosahnout v rdznych
typech kultivaCnich mediich. At uz jednoduchych médiich nebo v komplexnich, obsahujicich
bovinni sérovy albumin (FCS), nebo folikularni tekutiny (FF) a spousty dalSich latek jako
jsou napfiklad gonadotropiny a riistové faktory (Abeydeera, 2002).

3.2 Aktivace oocytu

Sav¢i oocyty, kromé oocytll psovitych Selem, jsou v dobé ovulace zablokovany v Mil
fazi a dokonCuji meidzu az po oplozeni. Vépnik, MPF a jeho stabilizacni molekuly hraji
rozhodujici Glohu pfi aktivaci. Pro oocyt v MIl bloku je typicka vysoka hladina MPF,
heterodimer cdc2 a cyklin B, ty jsou stabilizovany CSF (cytostaticky faktor). SloZeny ze tfi
proteinli Mos, MAPK a p90Rsk (Alberio et al., 2001).

3.2.1 Fertilizace

Oplozeni, v pripadé savcl, je definovano jako proces spojeni vajicka a spermie
v sami¢im reproduk¢énim dstroji. Tim je zahajen vyvoj nového jedince (Wassarman, 1999).
Tento proces spousti specifické signalni drahy v oocytu. V pfirozenych podminkach vnika
spermie do oocytu a vyvola zvySeni hladiny intracelularniho vapniku, ktera nasledné osciluje.
ZvySené hladiny cytoplazmatického vépniku ovliviuji aktivitu MPF a CSF, coZ vede
k prekonani metafaze Il na interfazi (Bing et al., 2003). Oplozeni zahrnuje dle Wassarman et
al. (2001) nejméné pét po sobé jdoucich krokd, které se odehravaji v presném poradi. Nejprve
musi spermie po navazani na ZP projit akrozomalni reakci, poté nastava akrozomalni

exocytéza. V dalSim kroku spermie pronikd extracelularni wvrstvou. Po prlniku



do perivitelinniho prostoru, mezi ZP a plazmatickou membranou se navaze na plazmatickou
membranu. Dale dochazi ke spojeni membrany oocytu a spermie, k tvorbé prvojader a k jejich
slynuti, a poté se stdva z oplozeného vajicka zygota. Pfi exocyt6ze kortikdlnich granul,
vyvolané priinikem spermii do perivitelinniho prostoru, dochazi k modifikaci struktury zona
pellucida, aby se zabranilo dalSimu priiniku spermii do oocytu (Wang et al., 1998). Velkym
problém IVF u prasat je vysoka polyspermie a nepravidelna tvorba samciho prvojadra
(Laurincik et al., 1994). Oplozeni pokraCuje znovuzahajenim mei6zy a vydélenim druhého
polového téliska, dekondenzace chromatinu tvorbou paterndlniho a maternalniho prvojadra,
zahajeni syntézy DNA a nasledného mitotické déleni (Ben-Aharon et al., 2005).

Obréazek 2: Oplozeni
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Sled reakci po sobé jdoucich, pred a tésné po oplozeni (Florman a Ducibella, 2006).

Jesté pfed samotnou fertilizaci musi spermie prodélat kapacitaci, cozZ je proces béhem
kterého se méni metabolismus a pohyblivost spermie. Kapacitace mlize trvat i nékolik hodin
a probihd v pohlavnim traktu samice (Florman a Ducibella, 2006). ProtoZe spermie Cekaji
na oocyt ve vejcovodu, kapacitace probihd tam. Spermie mohou ve vejcovodu preZivat
nékolik hodin az dni (Topfer-Petersen et al., 2008). Kapacitace je spojena s rozsahlymi

zménami ve fyziologii a biochemii spermie, jako jsou povrchove vlastnosti, sloZeni
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periferniho membranového proteinu, lokalizace antigenu a povrchového néboje, zména
vlastnosti plazmatické membrany, jako je membranovy potencidl, sloZeni lipidG a fosfolipidd,
intracelularni pH. Dale dochazi k hypermotilité a chemotaxi Kapacitace neni jednotny proces,
ale je to vice jednotlivych reakci (Florman a Ducibella, 2006).

Jednim z dalSich vyznamnych zmén, které spermie musi prodélat, je akrozomalni
reakce. Akrozém je vacek, ktery obsahuje celou fadu proteind, véetné proteolytickych a jinak
enzymaticky aktivnich a bioaktivnich peptid(. Tyto proteiny a peptidy jsou uloZeny
v retikulérni siti (Florman a Ducibella, 2006).

Wassarman (1999) uvadi, Ze u savcl se na hlavicce spermie nachazi ,,vajicko-vazajici
protein“, ktery slouzi k rozpoznani a vazbé na komplementarni molekuly umisténé na zona
pellucida (ZP). Komplementarni molekuly podporuji specifickou bunénou adhezi.
Plazmatické membrany vsech sav¢ich oocytdl jsou zcela obklopeny ZP. U mysi bylo
prokazano, Ze je ZP sloZena ze tfi glykoproteind mZP1 (200 kDa, dimer), mZP2 (120 kDa),
amZP3 (83 kDa). U mysi jsou syntetizované vyluéné v rostoucich oocytech. Dva
z glykoproteind, mZP2 a mZP3, spolu navzajem komunikuji pfes nekovalentni vazby, které
jsou propojeny pres dlouha vldkna s mZP1. Kazdy z téchto glykoproteind se sklada
z unikatniho polypeptidu, ktery je nestejnomérné glykosylovany. Pouze spermie, které maji
neporusdeny akrozom, se mohou navazat na ZP ovulovaného oocytu. A pravé mZP3 slouZi
jako receptor pro spermie. Ale po oplozeni se mZP3 méni tak, aby jej dalsi volné spermie
nemohly rozpoznat (Wassarman, 1999). PraseCi zona pellucida, na rozdil od té mysi, je
tvofena Ctyfmi hlavnimi glykoproteiny pZP1, pZP2, pZP3 a pZP3a, také oznaCovanym jako
pZP4 (Antosik et al., 2009). G- protein aktivuje mZP3 a dochazi k depolarizaci plazmatické
membrany spermie, aktivuji se vapnikové kanély a zvysuje se pH a intracelularni koncentrace
Ca’* (Wassarman et al., 2001).

3.2.2 Partenogeneticka aktivace

Aktivace oocytu se da navodit i pomoci umélych stimull. Vystaveni oocytu ethanolu,
butyrolaktonu I, kalcium ionoforu A23187, nebo pfimym elektrickym impulstim, které mohou
zvySsit cytoplazmatickou hladinu vapniku a spustit aktivaci oocytu (Bing et al., 2003). Jako
dalsi mozna aktivacni Cinidla uvadi Warga et al. (2008) cyklohexamid, stroncium,
6-dimethylaminopurin, chlorid véapenaty. PFimé elektrické impulsy se zdaji byt
v partenogenetické aktivaci prasecich oocytll nejvhodnéjsi, protoze jsou schopni navodit
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plnohodnotnou aktivaci, nebo potlaci syntézu proteind odpovédnych za udrZeni oocytu ve
staddiu M1l (Bing et al., 2003). Elektrické impulzy jsou také nejpouzivanéjsi zplsob
transplantace jadra (Sun et. al., 1992). Kyselina cyklopianozova (CPA) je silny inhibitor
endogenni kalcium-dependentni ATPazy a je schopna indukovat partenogenetickou aktivaci
prasecich oocytl in vitro (Petr et al., 2000). BLI (butyrolakton 1) je specificky inhibitor CDK
a plsobi jako kompetitivni inhibitor ATP. BLI mUZe inhibovat meiotické zrani oocytl, které
jsou ve fazi GV, snizenim H1 kinazy. Nebo indukovat aktivaci prasecich oocytd ve fazi MlI
(Bing et al., 2003). Kalcium ionofor A23187 je schopen pfenést vapenaté ionty do bunky
z extracelularnich zdroji (Sedmikova et al., 2003). Méfitkem Gcinnosti je podil nezralych
oocytd a blastocyst (Brevini et al., 2005). Injekce hydrolyzované formy G-proteinu v kie¢éich
oocytech indukuje partenogenetickou aktivaci. Experimenty na mySich a praseCich oocytech
ukazuji, Ze nadmérna exprese membranovych proteind, které se vazi na G-proteiny a aktivuji
fosfolipdzu C, vedou k vépnikovym oscilacim a aktivaci oocytu (Alberio et al., 2001).
U vajicek obojZivelnik( stimulace protein kindz s derivaty forbolesteru ma za nasledek

partenogenetickou aktivaci (Mayes et al.,1995).

3.2.3 Vybrané faktory ovliviujici aktivaci

3.2.3.1 Vapnik

Vapnik je povaZzovan za primarni intracelularni signal odpovédny za zahajeni aktivace
savéich oocytl (Sun et al., 1992). Mimo jiné je véapnik univerzalni sekundarni posel,
ovladajici v bunkéach rlzné biologické procesy, jako jsou proliferace, diferenciace,
transkripéni aktivace a apoptdza, v oocytu pak blok polyspermie a dokonCeni meidzy.
Zabranéni polyspermii pfed dokonCenim meidzy je nezbytné, jinak zygota nezahdji dalSi
vyvoj (Heytens et al., 2008; Nader et al., 2013). A pravé za uvolnéni intracelularniho vapniku
mize prinik spermie do oocytu nachazejiciho se v MII fazi. Oscilace mohou trvat nékolik
hodin a jsou nezbytné pro obnoveni meiotické aktivity. Amplituda, frekvence a délka trvani
Ca”* v oplozenych oocytech se lisi mezi jednotlivymi druhy. U prasat mohou oscilace trvat
déle nez 3 hodiny s prlimérnymi intervaly mezi vrcholy 15,5 az 18,5 minut (Che et al., 2007).
Prvni z vin vapnikovych iontli pochazi v misté penetrace spermie a je pro ni typicka vysoka
amplituda a kratké trvani. Postupné amplituda a frekvence klesé a doba trvani se zvysuje az
do Uplného zastaveni pri vstupu do interfaze. Vapnikové ionty také zplsobuji exocyt6zu
kortikélnich granul (Ben-Yosef a Shalgi, 1998). ZvySenad hladina vapniku take indukuje
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inaktivaci MPF a cytostatického faktoru, ti jsou zodpovédni za udrzeni oocytu v MII (Wang et
al., 1998).

Spermie stimuluje tvorbu inositolu 1,4,5-trifosfatu (IP3) a aktivuje IP3 receptor; a tim
spousti signalizaci vapnikovych iontll z intracelularnich zasob v oocytu. Jedna z hypotéz
faktoru spermie pf¥i fertilizaci navrhuje, Ze spermie obsahuji rozpustny faktor a tim se vytvari
oscilace vapnikovych iontl. V mechanismu prenosu signalu je zapojena PL-specificka
fosfolipdza C (PLC). Ta hydrolyzuje fosfatidylinositol 4,5-bifosfat (PIP2), nasledkem toho
vznika inositoltrifosfat (IP3) a diacylglycerol (DAG). IP3 mobilizuje intracelularni vapnik
vazany na membranu, ktery aktivuje protein kindzu C (PKC) a kalcium-dependentni kinazu.
Ta plsobi jako efektor v somatickych burikach, transkripéni faktor a protein podilejici se
na exocytdéze. V mysich oocytech bylo prokadzano, Zze DAG indukuje oscilaci vapniku
a exocytozu kortikalnich granul a modifikaci ZP (Williams, 2002). Vysok& Uroven aktivity
PLC enzymu pri fertilizace naznaCuje, Ze se jedna o hledany faktor. Po pfidani izoforem
PLCB1, v1, y2 nebo 31 do oocytu nespousti uvolnéni vapnikovych iontd. 1zoforma PLC
(PLCQ), je specificky exprimovana v sav€ich spermiich ma vSechny vlastnosti faktoru spermii
(Saunders et al., 2002). PLCC katalyzuje tvorbu IP3, ktery spousti uvolfiovani vapnikovych
iontd a nasledné indukuje oscilace vapniku v oocytu (Heytens et al., 2008).

Jiz malé mnoZstvi vapnikovych iontd je schopno vyvolat otevieni inositol
1,4,5-trifosfatové receptory (IP3R) kanalll a uvolnit tak z cytoplazmatickych zasob vapnikové
ionty. To poskytuje pozitivni zpétnou vazbu pro uvolfiovani dalSich vapnikovych iont
do cytoplazmy. Pokud hladiny vapniku dosahnou kritickou hranici, dojde k uzavieni IP3R

kanalll. To umozriuje zpétné vychytavani cytoplazmatického vapniku (Williams, 2002).

Véapnik aktivuje kalmodulin dependentni kinazou Il (CaMKII), coZ je enzym, ktere je
citlivy na frekvenci vépenatych oscilaci. CaMKII pfimo aktivuje anafazi podporujici faktor
(APC) a také podporuje degradaci cytostatického faktoru (CSF). Nasledkem toho APC uvolni
CSF a inhibuje MPF (Heytens et al., 2008).
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Obréazek 3: Hypoteticky model aktivace oocytll faktorem spermie
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Flze plazmatické membrany oocytu a spermie umozfiuje uvolnéni spermatického faktoru. Ten
aktivuje signélni kaskadu, jejiz vysledkem je aktivace PLC oocytu. PLC katalyzuje hydrolyzu
PIP2, ta vytvari DAG a IP3. IP3 plsobi na IP3R pFitomné v endoplazmatickém retikulu
a zplsobi uvolnéni vapnikovych iontll. Ty se podileji na regulaci zpétné vazby a dalsiho
uvoliiovani vapnikovych iontl a IPsR, coZ ma za nasledek potfebnou oscilaci intracelularnich

hladin vapnikovych iontl potfebnych pro Gspésnou aktivaci oocytd (Williams, 2002).
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3.2.3.2 MPF

MPF (Metaphase Promoting Factor, metafazi podporujici faktor) se sklada ze dvou
Casti: z 34 kDa proteinu a cyklinu B (Kanitz et al., 2001). Nebo, jak uvadi Jones (2005), se
MPF sklada z CDK1/Cdc2/p34°® katalytické podjednotky a regulaéni podjednotky cyklinu
B1. MPF se podili na nékolika funkcich bunééného déleni, jako je rozpad jaderného obalu,
kondenzace chromatinu prestavba cytoskeletu a potlaceni transkripéni aktivity (Heytens et al.,
2008). Ukazatelem MPF inaktivace je snizeni H1 kinazy (Liu et al., 1998).

Aktivita MPF je udrZovana cytostatickym faktorem (CSF), a aktivita téchto dvou
faktord musi byt pozastavena, aby bylo mozné dokonceni meidzy (Mayes et al.,1995).
Po vydéleni prvniho polového téliska musi oocyt obnovit vysokou aktivitu MPF aZ
do oplozeni. MPF je zodpovédny za prechod z G2 faze do M faze v prlibéhu meidzy a mitdzy
eukaryotickych burikach. Inaktivace MPF v prlibéhu meidzy a mitézy, v metafazi a anafazi

silné koreluje s fosforylaci p34°®?

a degradaci cyklinu B (Mayes et al.,1995). V metafazi
dochazi k polyubikvitinilaci cyklinu B pres cdc2 navéazanim na APC (APC®*) E3 ligazou,
tim rychle klesa aktivita MPF, coz umoziuje pfechod do anafaze (Jones, 2005). CaMKII je
zodpovédna za indukci ubikvitinilaci cyklinu B a néslednou degradaci v proteazomech, coz
vede k inaktivaci MPF (Williams, 2002; Madgwick a Jones, 2007). Pro zachovani aktivity
CSF je dilezitad vysoka aktivita Mos/MEK/MAPK (Mos — c-mos proto-oncogene product,
MEK - kindza MAP kindzy, MAPK - protein kinaza aktivujici mitogen) (Cui et al., 2012).
Inhibitory MAP kindzy jsou schopny indukovat nebo urychlit aktivaci prasecich oocytl

(Mayes et al.,1995).
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Obréazek 4: Schématické zndzornéni znovuobnoveni bunééného cyklu
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Véapnik indukuje znovuzah&jeni buné&ného cyklu. Ca**-CaM-CaMKII rychle aktivuje APC
(**), a podporuje degradaci CSF (*). Aktivovany APC podporuje degradaci cyklinu B, coz
vede k deaktivaci MPF. V8e konCi odblokovanim MII a dovrsenim bunécného cyklu (Heytens
et al., 2008).

3.2.3.3 MAP-kinaza

Dalezita kindza v regulaci meiotického bunécného cyklu je mitogenem aktivovana
protein (MAP) kindza. MAPK je serin/treoninova kinaza, ktera ke své aktivaci vyZaduje
fosforylaci (Liu et al., 1998). Aktivace MAPK je komplexni kaskéada, kter4 zahrnuje Mos
nebo RAF (RAF-kindza, serin/treonin-specifickd proteinkinaza). Ty spousti MAPKK kinazy
(MAPKKK, kinaza kindzy MAP kindzy ), ta fosforyluje MAPK kindza (MAPKK, také
oznaCovana jako MEK) a ta dale fosforyluje MAPK. SavCi oocyty v sobé obsahuji dvé
izoformy MAP kinazy a to ERK1 a ERK2, které jsou aktivovany v pribéhu zrani a jsou
zapojeny do regulace meidzy (Su et al., 2002).
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V pribéhu zrani je MAPK aktivovana pfi GVBD a zlstava aktivni az do metafaze Il
(Moreira et al., 2013). OvSem u prasat, skotu a koni se MAPK aktivuje pfed GVBD (Su et al.,
2002). MAP kinazy jsou povazovany za dllezité pro udrZeni chromatinu ve kondenzovaném
stavu pfipfechodu z meidzy | do meidzy Il, aby se zabranilo tvorbé jaderného obalu
fosforylaci jaderné laminy. Béhem aktivace oocytl zacina klesat aktivita MAP kinazy o néco
pozdéji nez je pokles aktivity MPF (Williams, 2002). MAPK mé Uzkou vazbu na CSF nebo
Mos, ale nestabilizuje MPF, jak doklada pokus Liu et al. (1998).

MAP kin4za udrzuje vysokou aktivitu p34°*?, pres syntézu cyklinu B v MII (lto et al.,
2004) V interkinezi u mysich oocytll se predpoklada, ze MAP kindzy maji vysokou aktivitu
v mei6ze |, coz nahrazuje MPF aktivitu. A to tak, Ze MAP kindza rozpozna podobnou
peptidovou sekvenci pro MPF, Mos ma schopnost plsobit jako MAP kinaza kindzy ktera
ovliviluje MAP kinazu (Jones, 2005). Po priniku spermie je aktivita MAP kindzy sniZzena
anasledovana inaktivaci p34°°>. U prasat a my$i ma snizeni ¢innosti CaMKII také
za nasledek snizeni MAP kinazy (lIto et al., 2004).

Obréazek 5: Aktivita MPF a MAPK béhem meiotického zrani a oplozeni u mysi
a potkan( (Fan a Sun, 2004)
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3.2.3.4 Kalcium/kalmodulin dependentni kinaza Il

CaMKIl je aktivovdna Ca** a kalmodulinem (Ito et al., 2004). CaMKII se
pravdépodobné zapojuje do exocytézy kortikdlnich granul, a je zodpovédna za prestavbu
cytoskeletu v pribéhu aktivace oocytll (Williams, 2002). Také hraje dllezitou Ulohu
v kapacitaci a akrozomalni reakci spermie (Ito et al., 2004). CaMKII se vyskytuje u mysi
ve Ctyfech hlavnich izoformach «, B,y,a 8. U mysich oocytd je pravé prevladajici y izoforma
nutna k regulaci bunéného cyklu a k aktivaci oocytu (Backs et al., 2009).

Pokud byly oocyty oSetfeny KN-93 a po té partenogeneticky aktivovany ionoforem,
byla potlacena tvorba prvojadra. To poukazuje na dileZitou roli CaMKII v tvorbé prvojader,
protoZze KN-93 je vyrobcem oznacovan jako specificky inhibitor CaMKI|I. Inhibice CaMKI|I
inhibiCnim proteinem negativné ovlivnila histon H1 kindzu, kter4 zodpovidd za hodnoty
p34°? pFioplozeni u mysi. Narlst intracelularniho vapniku vyvolany spermii nebo
partenogenetickou aktivaci, aktivuje CaMKII, coz ma za nasledek sniZzeni cyklinu B
a inaktivaci p34°®? kinazy v prase&ich oocytech (Ito et al., 2004).

CaMKII fosforylace spousti degradaci Emi2 (mitoticky inhibitor 1-related protein,
Erpl). A to pomoci rozpoznani SCF ubikvitin ligazou (Skpl-Cull-F-box-protein), kterd ma
za néasledek polyubikvitinilaci Emi2 (Hyslop et al., 2004; Madgwick a Jones, 2007).
Negativné CaMKIIl reguluje vapnik/kalmodulin-dependentni proteinkindzy fosfatdza
(CaMKP) a jeji jadernd izoforma CaMKP-N. Ty patfi do rodiny serin/treonin proteinovych
fosfataz (Sueyoshi et al., 2007).

3.2.3.5 Cyklicky adenosin monofosfat (CAMP)

Hormony indukované sekundarnim poslem CcAMP, reguluji tadu rlznych
fyziologickych bunénych odpovédi, v€etné kontroly zrani. Tyto uCinky jsou zprostfedkovany
aktivaci CAMP-dependentni protein kinazy A (PKA). Pak je tetramer, ktery ma dvé regulacni
a dvé katalytické podjednotky. Existuji dvé hlavni izoformy PKA, typ | a Il, které maji RI
nebo RII podjednotky. Vazba cAMP na regulaéni podjednotky vede disociaci holoenzymu
a uvolnéni katalytickych jednotek pro fosforylaci substrati (Fan a Sun, 2004).

PKA je soucasti enzymll signalni transdukce véetné AC (adenylatcyklazy) a PDE
(fosfodiesterazy). AC lze prevést na ATP, tato aktivita je pod kontrolou G-proteinl (Sirard et
al., 1998).
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Vysoka hladina cAMP u mysi a hlodavcll udrzuje oocyt v meiotickém bloku, naopak
pokud je hladina cAMP sniZena dochazi k obnoveni meidzy (Sasseville et al., 2007). Oocyty
komunikuji s kumularnimi buikami pomoci gap junction, a provedené pokusy ve studii Fan
a Sun (2004) potvrzuji, Ze cAMP mize difundovat z okolnich bunék do oocytu. Vysoka
hladina intracelularniho cAMP v oocytu je podminéna gap junction spoji, proto je tato hladina
vysoka dokud se nachazi oocyt ve folikulu (Appeltant et al., 2015). Degradace cAMP probiha
pomoci fosfodiesterazy (PDE3) (Sasseville et al., 2007). Degradace CAMP v neovulovaném
oocytu je znemoznéna, protoZe fosfodiesterdza (PDE) je inhibovana pomoci cyklického
guanosin monofosfatu (cGMP), ktery oocytu dodavaji kumularni burky (Appeltant et al.,
2015). ¢cGMP plsobi jako ddlezity inhibini signal a udrzuje meioticky blok v savéich
oocytech, pfechazi pres kumularni bufiky pres gap junction do oocytu, kde inhibuje hydrolyzu
cAMP fosfodiesterazu 3A (PDE3A), coZz ma za nasledek vysokou koncentraci cAMP
a udrZeni meiotickeho bloku oocytu (Tripathi et al., 2010). Nedavné studie poukazuji, Ze
kumularni bunky se pfimo ucastni tvorby cGMP sekreci natriuretického peptidu C (NPPC).
Ten se vaZe a aktivuje receptor NPR2 (natriureticky receptor C) a guanyl cyklazu (Von
Stetina a Orr-Weaver, 2011). Intracelularni hladiny cAMP jsou modulaci rovnovahy mezi

jeho degradaci a syntézou (Sasseville et al., 2007).

O PDE je znamo, Ze hraji dllezitou roli ve fyziologii vaje¢nikd. U hlodavcl jsou
nejvice prostudovany dva podtypy PDE3 a PDE4. Kdy PDE3a je pfitomna pouze v oocytu,
PDE4d je v granularnich bunkéch, PDE4b v bufikach theca folliculi. Mysi knockoutované
deficienci PDE4a jsou neplodné zdlvodu neschopnosti oocytu pokracovat v meidze
(Sasseville et al., 2007).
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Obrazek 6: Zjednodusené schéma Fizeni cAMP v burice (Sirard et al., 1998)
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3.2.3.6 Gasotransmitery

Gasotransmitery jsou endogenné generované molekuly plynu, které slouZi jako
signalni molekuly. Plynné signalni molekuly jsou velmi dllezité a nenahraditelné. Do rodiny
gasotransmiterdl fadime oxid dusnaty (NO), oxid uhelnaty (CO) a sirovodik (HS), jedni
z dalsich moznych kandidatl jsou amoniak a metan (Wang, 2014).

Oxid uhelnaty (CO)

Produkce CO v organismu se ucastni dva hlavni enzymy, hemoxygendza-1 (HO-1),
ktera je indukovatelnd a konstitutivni hemoxygenaza-2 (HO-2), také byla v potkanim mozku
identifikovana forma HO-3 s nizkou aktivitou. HO-1 a HO-2 izoformy byly prokazany
v lidském endometriu Funkce CO v organismu spociva ve vazodilataci cév, sniZzovani
krevniho tlaku a v ochrané srdce pfed ischemii (Wang, 2014). Dale chrani organismus pred
oxidacnim stresem v centralnim nervovém systému. tim Ze CO inhibuje zpozdéné

usmériiovate K* kanalli (Peers a Lefer, 2011; Cella et al., 2006).
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Cella et al. (2006) inhibovali HO aktivitu a jeji expresi u potkand. Vysledky naznacily,
Ze HO aktivita mlze regulovat délohu b&hem brezosti pomoci cGMP a tim mize prispét
k obrané proti oxidacnimu stresu. HO byla prokazana takeé v potkanich ovériich, a CO hraje
roli pfi vzniku ovarialnich steroidl (Alexandreanu, a Lawson, 2003).

Sirovodik (H2S)

Sirovodik v organismu vznika v endotelu a hladkém svalstvu cév enzymatickou reakci
z cysteinu a homocysteinu, konkrétné pomoci cystathionin-p-syntazy (CBS),

cystatthionin-y-lyazy (CSE) a 3-merkaptosulfurtransferazy (3-MPST) (Peers a Lefer, 2011).

Nevoral et al. (2014) ve své studii uvadi, Zze sirovodik urychluje zrani prase€ich
oocytl. Sirovodik mlze aktivovat MPF a MAPK, nicméné to nebylo zatim prokazano. Kromé
primé regulace na MPF a MAPK milzZe sirovodik plsobit nepfimo, na kinazy Upravou jiné
molekuly. Bylo prokéazéano, Ze sirovodik plsobi pfimo na oocyty, nikoliv pfes kumularni
bunky, protoZe oocyty zbavené kumulérnich bunék dozravaji rychleji nez oocyty s kumuly
(Nevoral et al., 2014).

Krejcova et al. (2015) ve svych experimentech prokézali, Ze enzymy produkujici
sirovodik jsou aktivni v praseCich oocytech. Dale prokazali, Ze dochazi ke staticky
vyznamnému poklesu produkce sirovodiku od prvniho dne starnuti prase¢ich oocytd. Inhibice
téchto enzym0l urychluje starnuti oocytll. | presto nebyly zjistény jednoznacné ucinky
exogennich H,S na MPF a MAPK (Krejcova et al., 2015).

Oxid dusnaty (NO)

Oxid dusnaty hraje dlleZitou roli v intracelularni signalizaci. NO je prostfednik
lokéalniho plsobeni hormonli a neurostransmiterd v regulaci nékolika zasadnich
fyziologickych procest v reprodukci. Syntaza oxidu dusnatého (NOS), produkujici NO, byla
identifikovana v rGznych tkani reprodukéniho Ustroji, napriklad ve vajecnicich. | v oocytech
probiha jeji exprese a také ve folikularni tekutiné byl zaznamenan NO (Schwarz et al., 2014).

NO je syntetizovan v rlznych burikdch pomoci syntdzy oxidu dusnatého (NOS)
z L-argininu. NOS se vyskytuje ve tfech izoforméach, které jsou dimery se stejnymi
podjednotkami. Neuronovd NOS (nNOS) a endotelidlni NOS (eNOS) jsou vapnik/kalmodulin
dependentni a produkuji malé mnozstvi NO po kratkou dobu. Indukovatelna izoforma NOS
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(INOS) vytvéri stabilni mnozstvi NO po delSi dobu. Syntéza NO je nezavisld na hladiné
vapniku a kalmodulinu. NO se podili na regulaci rdstu folikulll a nasledné ovulaci
a implantaci embrya (Petr et al., 2005). Vysoka koncentrace NO miZe narusit postup do Ml
a embryonalniho vyvoje. NO méa vliv na meidzu, pfi nizkych koncentraci mdze stimulovat
zrani a naopak pri vysokych mdZze zrani inhibovat, produkuje oxidacni stres a apoptézu
(Schwarz et al., 2014; Romero-Aguirregomezcorta et al., 2014). NO je nezbytny pro pfechod
z MI do MII. Inhibice NOS potlatuje expanzi kumularnich bunék v oocytu ovce. NO je
schopen aktivovat prase¢i oocyty a vajicka obojzivelnik(i (Nevoral et al., 2013). Zvysenim
intracelularnich hladin NO je néasledovano zvysenim intracelularnich véapenatych iontl

a doch&zi k aktivaci vajicek mysi a jezovky (Petr et al., 2005).
3.2.3.7 Mos-protein a CSF

MPF je primérni faktor zajistujici meioticky blok, zatim co CSF je sekundarni faktor.
Mos- protein mize dokonce zablokovat prvni mitotické déleni v embryi. Oocyty bez CheMos
1 (jeden z genll Fidici c-mos) mohou prekonat fazi GVBD, ale nejsou schopny prekonat
meioticky blok a tim paddem ani vydélit polové télisko (Extavour, 2009). CSF inhibuje APC
k zachovani MPF ¢innosti. Emi2 inhibuje APC a tim udrzuje MPF. (Madgwick a Jones,
2007).

C-mos produkt onkogenu pp39mos je pritomen v neoplodnénych vajickach u Xenopus
(Ito et al., 2007). C-mos je zodpovédny za ¢innost MPF a mlze regulovat MAPK (Liu et al.,
1998). Cela regulacni kaskada se nazyva Mos-MEK-MAPK. Po injekci c-mos do Zabich
a mySich embryi je indukovano zastaveni v metafazi A jeho odstranéni ze Zabich a mySich
oocytd brani bloku v MII. Poté, co dojde ke zvySeni intracelularniho vapniku, ktery indukuje
degradaci cyklinu, prochdzi Mos ubikvitin-dependentni degradaci proteazomem (Williams,
2002; Yamamoto et al., 2008). Cytostaticky faktor (CSF) méa schopnost zablokovat chromatin
v metafazi Il. Produkt genu c-Mos je zodpovédny za €innost CSF v mysich oocytech a Zabich
vajickach (Jones, 2005).

MysSi oocyty postradajici Mos gen presto vstupuji do MII faze, ale nasledné prochazeji
spontanni aktivaci, vydéluje se druhé pblové télisko a tvori se prvojadra. V téchto oocytech

nebyly pozorovany aktivni formy MEK a MAPK (Ito et al., 2007).
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3.3 Kalcineurin

Kalcineurin neboli protein fosfatdza 2B, nebo také vapnik-dependentni fosfataza, je
hlavnim regulatorem véapnikovych iontd, jako signal bunécnych odpovédi, pres kalmodulin-
vazebny protein. Jedna se o heterodimer skladajici se ze dvou podjednotek. Z katalytické
podjednotky A, ktera je kalmodulin-vazajici o 58-64 kDa a z regulacni podjednotky B
019 kDa (Klee et al., 1998; Jessus a Haccard, 2007). Katalyticka podjednotka A ma tFi
izoformy CnAa, CnAB, CnAy a regulacni podjednotka ma dvé izoformy CnB1 a CnB2
(TGmova et al., 2013). Geny, které koduji izoformy podjednotky A jsou Ppp3ca, Ppp3ch, a
Ppp3cc, a podjednotky B koduji geny: Ppp3rl a Ppp3r2 (Li et al., 2011).

3.3.1 Chemické sloZeni a regulace aktivity

Kalcineurin je klasifikovan jako serin/treonin protein fosfatdzu (Rusnak a Mertz,
2000). Fosfatazy jsou nezbytné pro tadu pFenosd signald v eukaryotickych burkach.
Kalcineurin je rozdélen do dvou typd, rozdily mezi témito typy jsou v inhibitorech, a
v rozdilu v dvojmocnych kovovych iontech, v jejich zavislosti vedly k rozdéleni enzymi
do PP2A, PP2B (kalcineurin), a PP2C. U PP2A nebyl zjistén obsah dvojmocnych kovovych
iontdl. Kalcineurin PP2B obsahuje Ca®* a je regulovan kalmodulinem, zatimco PP2C obsahuje
Mg®*. | kdyZ se PP1 a PP2A a kalcineurin li§i obsahem kovovych iontd, maji homologni
sekvence aminokyselin a jsou si vyvojové pfibuzné. V ramci aktivni domény, PP1 sdili 49 %
identitu aminokyselin s PP2A a 39 % s kalcineurinem. V rdmci struktury se aktivni misto
nachazi na podjednotce A, ktera je u savcll velikostné 57-59 kDa, v zavislosti na izoformé
(Rusnak a Mertz, 2000). Kalcineurin B Ca?*-vazebny protein byl identifikovan na zakladé své
aminokyselinové sekvence. Je velice podobny kalmodulinu se dvéma laloky, z nichZ se kazdy
sklada ze dvou sousednich Ca** vézajicich smygek, které jsou spojeny flexibilni spojovaci
Sroubovici (Klee et al., 1998).

Substratova specificita kalcineurinu neni zplsobena pouze specifickou sekvenci, ale
také primarnim uréenim vysSich konstrukénich prvk(. Aktivace je vysledkem
vapnik-dependentni vazby kalmodulinu na kalcineurin. Koncentrace vapniku potfebna
k aktivaci se sniZzuje se zvySujici koncentraci kalmodulinu, a koncentrace kalmodulinu

potiebna pro aktivaci se snizuje se zvySujici se koncentraci vapnikovych iontd. Vysoce
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kooperativni vapnikové ionty maji zavislost na stimulaci kalmodulinu a tudiz i kalcineurinu,
tak umoziuje enzym reagovat na prahové hodnoty vapnikovych iontl. Stejné jako u vétSiny
kalmodulin-regulovanych enzym( se u mechanismu aktivace predpokladad vazba
na kalmodulin-vazajici domény, to ma za nésledek posunuti auto-inhibujici domény.

Struktura kalmodulin-vazajici domény je flexibilni (Klee et al., 1998).

Fosforylace protein(i a defosforylaéni reakce jsou obecné klasifikovany podle cilové
specifiCnosti do serinovych/treoninovych na dvé specifické kindzy a fosfatdzy. Bé&zna
specifiCnost kinaz a schopnost fosforylace je vyrazné ovlivnéna primarni strukturou
v blizkosti ciloveho mista. Proteinové fosfatazy vykazuji mensi zavislost na primarni

strukture, ale vyZaduji aspekty sekundarni struktury pro rozpoznéni substratu (Martin, 1998).

Specifickd inhibice kalmodulin-stimulované protein fosfatdzy kalcineurinu FK506
a cyklosporinu A v komplexu s vazebnymi proteiny cyklofilinu a FKBP (vazebny protein)
naznaCuje, Ze si tyto latky mohou konkurovat s endogennimi ligandy a mohou modulovat
aktivitu kalcineurinu in vivo. Vysoka koncentrace vazebného proteinu FK506 a FKBP
v mozku naznacuje i vysokou koncentraci endogennich regulacnich ligandl (Stemmer et al.,
1995). T lymfocyty mohou byt stimulovany bud antigenem nebo kombinaci kalciového
ionoforu A23187, forbol myristat acetatu dochazi k pocatecni a prechodné mobilizaci
vapnikovych iontd. Nasleduje inaktivace véapnik/kalmodulin dependentni kinazy, ktera je
soucasti kalcineurinu. T bufky prfes autokrinni stimula¢ni mechanismus, imunosupresiva
(FK506 a cyklosporin A) uplatfiuji své u€inky vazbou na pfislusném bunécném akceptoru,
inhibici kalcineurinu (Takuwa et al., 1995).
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Obrazek 7: Strukturni schéma trojrozmérného kalcineurinu v komplexu s FK506-
FK506 vazebnym proteinem (FKBP)

Sed& je zbarvena katalyticka podjednotka kalcineurinu, Zluté kalcineurin B, FKBP je zbarven
zelené. Vapnik z B podjednotky je znazornén jako modré koule, merystoyl skupiny B je
zabarven Cervené (Rusnak a Mertz, 2000).
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3.3.2 Inhibitory

Cyklosporin A (CsA) a FK506 inhibuji Kkalcineurin v signalnich drahach
intracelularnich vapnikovych iontl, prikladem této drahy mdze byt apoptéza. Cyklosporin
a FK506 patfi mezi nejucinnéjsi znamé inhibitory kalcineurinu. Je zajimavé, Ze k inhibici
témito latkami in vitro dochazi pouze tehdy, kdyZz je fyziologicky substrat obohacen
o fosfokasein nebo fosfo-RIl peptid, jejich sekvence pfedstavuje misto pro fosforylaci
regulacni podjednotky cAMP-dependentni proteinkinazy. Mezi dalSi slouceniny, které se
podileji na inhibici kalcineurinu a dalSich serin/treonin fosfataz, je kyselina okadaova. Ta je
¢asto vyuzivana jako silny a specificky inhibitor PP2A, ale mlze také inhibovat PP1 pri
vyssich koncentraci (Rusnak a Mertz, 2000). Cyklicky peptid mikrocistin-LR, ktery produkuji
cyanobaktérie, inhibuje PP1 a PP2A. Jednd se o relativné silny inhibitor (Rusnak a Mertz,
200; Ward et al., 1997). Diberfurin je Ci-symetricky metabolit hub, ktery také inhibuje
kalcineurin fosfatazy (Ellerbrock et al., 2014). DalSimi inhibitory jsou PD 144795, metan
ligovany fosfonaty, cypermetrin, deltametrin a fenvalerat (Rusnak a Mertz, 2000; Petr et al.,
2013).

Cyklosporin A

Jedna se o cyklicky undekapeptid sloZzeny z jedenacti aminokyselin cyc-[MeBmt-alfa-
Abu-Sar-MeLeu-Val-Meleu-Ala-D-Ala-MeLeu-MeLeu-MeVal], ktery byl izolovan z pldni
vlaknité houby Tolypocladium niveum. Cyklosporin je bila, krystalicka latka bez chuti
a z&pachu, ktera nema volnou karboxy- ani amino- skupinu a proto je ve vodé nerozpustna.
Biosyntéza probihd v houbach mimo ribozomy pomoci komplexu enzymd. Tento zpUsob
zajiStuje pospojovani nekdédovanych aminokyselin a diky multienzymovému komplexu vede
k vytvareni celé fady podobnych cyklosporinli (Matha et al., 1994). Cyklosporin A se uziva
jako inhibitor vapnik/kalmodulin dependentni fosfatazy, tedy kalcineurinu. CoZ je vyuZivano
v mediciné, cyklosporin A se pouziva k potlaeni imunitni reakce, aby se pfedeSlo odmitnuti
Stépu darce u pacienta. Mechanismus imunosuprese je zavisly na inhibici vapnik{ (Patiny et
al., 2003).
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Obrézek 8: Cyklosporin A
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Chemicky vzorec cyklosporinu A (Rusnak a Mertz, 2000).

3.3.3 Fyziologickéa funkce kalcineurinu v organismu

Kalcineurin ma rlizné bunécné funkce v rdiznych typech bunék u rliznych organismda.
Je to inhibitor CaM (kalmodulin) (Lee et al., 2013). Hraje dlezitou roli ve vyvoji
a diferenciaci bunék, je hodné studovan pro své zapojeni do imunity u savcd, fizeni
transkripénich procesti v souvislosti s vapnikovymi ionty, zkouma se také jeho role
v membranové aktivité. Bylo prokazano, Ze reaguje na kationtovy pfiliv a aktivitu kanall
(Fraga et al., 2010). U T a B lymfocytll a neuronovych bunék hraje kalcineurin ddlezitou roli
Vv apoptoze a to pres cytochrom c/kaspazy-3 drahy (Rusnak a Mertz, 2000).

Rusnak a Mertz (2000) publikovali, Ze kalcineurin je Siroce distribuovan ve tkanich
savcl, v nejvyssi koncentraci se nachazi v mozku. Kromé toho byly pozorovany podjednotky
kalcineurinu A a B v tukové tkéni, v bunk&ch nadledvin, v kostnich osteoklastech, v srdci,
v zadnim mozku a miSe, v ledvinach, v jatrech, v B a T lymfocytech, v plicich, v ¢ichovém
bulbu, ve slinivce bFisni, v placenté, v krevnich destiCkach, v sitnici, v kosterni svaloving,
v hladkém svalstvu, ve slezing, ve varlatech, ve spermii, v brzliku a ve §titné Zlaze. Rusnak
a Mertz (2000) uvadgji, ze existuji pfesvédcivé diikazy o existenci kalcineurinu v jadre spolu
s dalSimi kalmodulin vézajl'cimi proteiny, jako je kasein kinaza-2. Ve spermatidéch byl

ol ~=

Mertz, 2000).
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Kalcineurin a NFAT (nuklearni faktor aktivovanych T bunék) jsou zapojeny
do signélni drahy odpovédné za srde¢ni morfologii a za vyvolani srde€ni hypertrofie. ZvySena
exprese kalcineurinu vedla u transgennich mysi k srde¢ni hypertrofii a srde¢nimu selhani,
proto mySim musel byt podan jeho inhibitor imunosupresivni cyklosporin A. Proto vznikaji
dohady, zda by cyklosporin A a FK506 mohly byt pouZivany jako léky pfi hypertrofii.
Kalcineurin defosforyluje cytoplazmaticky NFAT, z dlivodu podpory translokace NFAT
do jadra, kde vaze cilové promotory pro Fizeni exprese genli s rdznymi funkcemi. NFAT
proteiny aktivuji T lymfocyty, organizuji rlizné vyvojové kaskady, jako napfiklad vyvoj
nervovy, kardiovaskularni, hematopoeticky a vyvoje svalll a kosti, udrzuji v klidovém stavu
kmenové buriky v kizi (Rusnak a Mertz, 2000; Li et al., 2011). NFAT a kalcineurin jsou
zapojené do signalni drahy pfi zméné nediferencovanych embryonalnich kmenovych bunék
(ESC) do bunék liniové specifickych. U raného vyvoje mysi zafina pfeména na specifickou
linii 2,5 den embryonalniho vyvoje, to je v 8bunééném embryu. (Liet al., 2011).

Hamaldinen et al. (2009) poukazuji na fakt, Ze kalcineurin mlze hrat dilezitou roli
pfiregulaci INOS. Studie prokdzala, Ze inhibice kalcineurinu sniZzuje produkci NO
u makrofagd, které byly vystaveny zanétlivym stimulim. Jak je jiz znamé, NO ma vliv
na vazodilataci cév. A pravé kalcineurin miiZe inhibovat proliferaci bunék hladkého svalstva
cev (Li a Sun, 2005).

3.3.4 Fyziologickéa funkce kalcineurinu v reprodukci

PFi oplozeni dochazi k narlstu vapenatych iontd v oocytl, které spousti riizné reakce.
U obratlovcli mezi tyto reakce patfi vystup (z MII) a exocytdza kortikalnich granul.
Véapnikové ionty aktivuji kalmodulin dependentni kinadzu Il pro vystup z MIl (Mochida
a Hunt, 2007). Kalcineurin je po uvolnéni vapniku rychle a pfechodné aktivovan, jeho
inhibice zhorSuje hned nékolik dlleZitych procesU, které souvisi s vapnikovymi ionty. Patfi
mezi né degradace cyklinu B, defosforylace proteini fosforylovanych v MII fazi, migrace
prvojader a pfeskupeni cytoskeletu v kortikalnich oblastech, tedy bezprostfedné pod bunécnou
membranou. Aktivace Kkalcineurinu je tedy nezbytna pro vystoupeni z meiotického bloku.
Aktivace kalcineurinu musi byt pfechodnd, aby umoZnila migraci samc¢iho a samiciho
prvojddra a mohlo dojit k jejich spojeni a naslednému vytvoreni jadra zygoty (Jessus
a Haccard, 2007). V oocytech v MII u Xenopus laevis je vysoky obsah Cdc2-cyklin B.
PFi oplozeni dochézi ke zvySeni cytoplazmatického vapniku, ktery aktivuje CaMKII. Ta
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fosforyluje Erpl, ktery je degradovan pomoci E3 v proteazomech. Degradace Erplje dilezity
krok k uvolnéni Zabich vajicek z MII, protoZe Erpl inhibuje APC. Mochida a Hunt (2007)
pfidali do Zabich vajicek Erpl, ktery nepodléhd degradaci a sledovali, zda po pridani
vapnikovych iontdl dojde k aktivaci APC i pfes to, Ze MPF zlstala aktivni. APC byl nakonec
pfechodné aktivovan a doslo ke zvySeni véapnik-dependentni protein fosfatazy. A préavé
kalcineurin se jevi jako nejpravdépodobnéjsi kandidat, ktery toto spousti. Po oSetfeni Zabich
vajicek inhibitorem kalcineurinu cyklosporinem A nedochazi k degradaci cyklinl a k celkové
defosforylaci M-fazovych specifickych fosfoproteinii (Mochida a Hunt, 2007).

Ulohu kalcineurinu v reprodukci a jeho kaskadu popsali také podrobngji Nishiyama et
al. (2007) u oocytdl Xenopus laevis. Kalcineurin byl aktivovan hned po zvys$eni vapnikovych
iontd, a to v koncentraci ktera, umoziiuje dokongeni mei6zy. Imunoblotova analyza ukéazala,
Ze hladina kalcineurinu b&hem zmeény aktivity byla konstantni. CaMKII byla pfechodné
aktivovana ihned po pridani vapnikovych iontl a prechodné doslo také k aktivaci obou
podjednotek kalcineurinu. Pokud byla inhibovana aktivita kalcineurinu, je pomoci degradace
cyklinu B zablokovand degradace CDK1. Také nedochadzelo k dekondenzaci chromatinu
spermie, ktera je ddlezita pro normalni priibéh oplozeni. Pokud nedojde k degradaci CDK1
nemdze dojit ani k prolomeni bloku MII. Pokud byla udrzovana vysoka aktivita kalcineurinu
i po aktivaci, zablokovala se tvorba paprskovitého centrosomu, ktery je nezbytny pro prvni
mitotické déleni embrya. Aktivace a naslednd inaktivace kalcineurinu je v oplozenych
vajick&ch Xenopus laevis nutnd pro zahajeni embryonalniho vyvoje (Nishiyama et al., 2007).

Aktivita kalcineurinu je nezbytna pro dokonceni meidzy u oocytl Drosophila, pokud
dojde k jeho zablokovani, prerusi se i pribéh meidzy v anafazi | (Petr et al., 2013). Modulaéni
kalcineurin-integrujici proteiny (MCIPs), jinak nazyvané regulétory kalcineurinu (RCNS),
nebo také DSCR1 (Down’s syndrome critical region 1) u Drosophila jsou nezbytné pro
meiotické zrani oocytd. Tyto proteiny jsou kédované genem Sra, ten je spojen s katalytickou
podjednotkou kalcineurinu a jeho nadmérnd exprese potlacuje aktivovany kalcineurin.
U homozygotl alely srakO u larev a kukel doslo k semiletalité. Samice pozitivni na srakO
byly sterilni a jejich ovulace byla abnormalni (Takeo et al., 2006).

Tlmova et al. (2013) zkoumali roli kalcineurinu v pribéhu ristu, ziskavani meiotické
kompetence a zrani prase¢ich oocytll a kumularnich burkéach, kde analyzovali expresi
a lokalizaci kalcineurinovych podjednotek mRNA. V oocytech byla mRNA u kalcineurinu A
v izoformach CnAB, CnAy a kalcineurinu B v CnB2. V kumularnich bunikach byla mRNA
kalcineurinu A v izoformach CnAp, CnAy a kalcineurinu B v izoformidch CnB1 a CnB2.
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Imunocytochemicka analyza prokéazala pritomnost kalcineurinu A i B v pribéhu ristu,
ziskavani meiotické kompetence a zrani prasecich oocytl. Nejvyssi intenzita fluorescence
kalcineurinu A byla zaznamenana v rlstové fazi v korové oblasti oocytl. Naopak nejnizsi
intenzita byla detekovéna v jadfe a nulova intenzita byla zaznamenéna v jadérku. Intenzita
fluorescence kalcineurinu A se priibézné ménila. Pfi GVBD a v prvni metafazi meiotického
déleni se v oblasti déliciho vieténka a v cytoplazmé intenzita neménila. Ale pfi druhé metafazi
meiotického déleni v cytoplazmé zejména v korové oblasti doSlo ke zvySeni intenzity
fluorescence kalcineurinu A. Obdobné na tom byla i fluorescence kalcineurinu B, nejniZsi
intenzita byla naméfena v jadru. Naopak v rostoucich oocytech nebyl Zadny rozdil v intenzité
fluorescence v cytoplazmé nebo v jadre. Ke zvySeni intenzity doSlo po obnoveni zrani v jadre
oocytd i vMIl bylo pozorovano zvyseni v intenzité fluorescence v korové oblasti
a cytoplazmé (TUmova et al., 2013).

Petr et al. (2013) studovali vliv cypermetrinu, deltametrinu a fenvaleratu, jako
specifickych inhibitor(l protein fosfatazy kalcineurinu, na zrani in vitro prasecich oocytl
v rlznych stupnich meiotické kompetence. Cypermetrin, deltametrin a fenvalerat jsou
takzvané pyrethroidy, které se vyuZivaji jako insekticidy. Pyrethroidy jsou vysoce UCinné
syntetické derivaty prirodnich toxin(. Béhem studie bylo prokazano, Ze cypermetrin,
deltametrin a fenvalerdt v Zadné testované koncentraci neméli vyznamny vliv
na Zivotaschopnost ani na degeneraci oocytd. Nicméné méli vyznamny vliv na in vitro zrani
oocytll prasat. U Oocytl, které byly Castecné meioticky kompetentni a byly oSetfeny
pyrethroidy, bylo indukovano zréni. Dorostlé oocyty s plnou meiotickou kompetenci
dozrévaly opoZdéné. Pokud byly pouZity nepyrethroidni inhibitory kalcineurinu (cyklosporin
nebo hymenistatin 1) byly vysledky obdobné jako u inhibitorl pyrethroidnich. Pokud byli
vyuzity pyretroidy, které nejsou inhibitory kalcineurinu, allethrin nebo permethrin, nebyl
zjistén zadny efekt na in vitro zrani prasecich oocytl (Petr et al., 2013).

Katalyticka podjednotka A a Ca?*-vazebny protein, tedy podjednotka B kalcineurinu,
byly objeveny u spermie psa, prasete a jezovky (Tash et al., 1988). Bennett et al. (2010) ve
svem pokusu dokézali, Ze pokud doSlo k inhibici kalcineurinu cyklosporinem A, inhibovala se
také akrozomalni exocyt6za u lidskych spermii.
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4 Material a metody

4.1 Material
4.1.1 Ziskavani vajecnik(

VajeCniky byly ziskany z prepubertélnich prasnicek, které byly poraZeny na jatkach.
Do laboratofe byly dopraveny v co nejkratSim Case ve vyhraté termoldhvi na 38 °C, ktera byla

napInéna chloridem sodnym o koncentraci 0,9 %. Nasledné byly oplachnuty ve fyziologickém
roztoku o stejné teploté.

4.1.2 Ziskavani oocytl

Oocyty byly aspirovany z folikuld velkych 2 — 5 mm pomoci jehly se stfikackou.
Ziskané oocyty byly preneseny sklenénou pipetou do modifikovaného média M199 pod
stereomikroskopem (Nikon SMZ 645). Pro experimenty byly vybrany pouze oocyty

s neporusenou cytoplazmou a kompaktnim kumulem.

4.1.3 Kultivaéni média pro in vitro zrani oocytd

Pro manipulaci a kultivaci prase¢ich oocytl in vitro bylo zvoleno médium M199. Které
bylo obohaceno o HEPES, laktat sodny, pyruvat sodny, gentamicin, 7% uhli¢itan sodny
(Sigma-Aldrich, Némecko), fetalni teleci sérum (Gibco BRL, Life Technologies, Némecko)
a eCG : hCG (PG 600, Intervet Boxmeer, Holandsko). Podrobny pomér a soupis jednotlivych
sloZek kultivaéniho média M199 je rozepsan v tabulce 2. Roztok byl sterilizovan a uloZen pfi
teploté 4 °C v prostfedi smési 5% CO, se vzduchem, po dobu maximalné jednoho tydne.
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Tabulka 2: Pomér sloZzek obohacujici médium M199 pro in vitro zrani prasecich oocytd

SloZka g/ 100 ml média M199
HEPES 0,15
laktat sodny 0,06
pyruvat sodny 0,025
gentamicin 0,0025
7 % uhliCitan sodny 0,039 ml/I
fetalni teleci sérum 10% (w/v)
eCG 13,4 1U/ml
hCG 6,6 1lU/ml

4.2 Metody

4.2.1 Invitro kultivace oocyt(

Oocyty byly kultivovany in vitro v 1 ml modifikovaném médiu M199 v miskach se
Ctyfmi jamkami (NUNC, Roskilde, Dansko). Kultivace probihala po dobu 46 hodin do stadia

metafaze druhého meiotického déleni (MII) pfi teploté 39 °C ve smési 5% CO; se vzduchem.

4.2.2 Partenogeneticka aktivace zralych oocyt(

In vitro zralé oocyty, s mechanicky odstranénymi kumularnimi bufikami, byly
oSetfeny 25 pM kalcium ionoforem A 23187 (Sigma-Aldrich, Némecko) po dobu 5 minut
pfi teploté 39 °C ve smési 5 %CO,. Poté byly oocyty kratce oplachnuty v médiu bez kalcia
(Jilek et al., 2001) a kultivovany po dobu 24 hodin do stadia vzniku prvojader.

4.2.3 Osetfeni oocytl inhibitorem kalcineurinu

Jako inhibitor kalcineurinu byl pouzit v tomto experimentu cyklosporin A (CsA).
Zasobni roztok o koncentraci 8 mM byl zfedén dimethylsulfoxidem (DMSO). Predchozi
experimenty ukazaly, Ze kontrolni pfiddni DMSO ve stejnych koncentraci, jako byly
rozpustény inhibitory kalcineurinu b&hem kultivaci oocytd, nemél zadny Gcinek na zrani
oocytd in vitro. Koncentrace cyklosporinu A byla stanovena na zakladé experiment(l Petr et
al. (2013).
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4.2.4 Barveni oocytl pro lokalizaci jednotlivych izoforem kalcineurinu

Zralé Ci partenogeneticky aktivované oocyty byly mechanicky zbaveny kumularnich
bunék pipetovanim pres tenkosténnou sklenénou kapilaru. V 0,1% pronaze v PBS byla
oocytlim odstranéna zona pellucida a nasledné byly omyty ve tfech kapkach 0,1 % BSA
v PBS. Poté byly oocyty fixovany v 2,5% (w/v) paraformaldehydu v PBS pfi laboratorni
teploté po dobu jedné hodiny. PFi laboratorni teploté byly nafixované oocyty 120 minut
permeabilizovany 0,5 % (v/v) Tritonem X-100 v PBS. V dalSim kroku byly oocyty krétce
omyty v 0,1 % (v/v) Tweenu 20 v PBS a poté inkubovany v inkuba¢nim médiu (0,1 % (w/v)
BSA a 0,01 % (v/v) Tween 20 v PBS) s primarni mysi protilatkou anti-kalcineurin A nebo B
(Sigma-Aldrich Chemie Gmbh, Némecko). Ta byla pouzita v poméru 1:100 a oocyty byly
inkubovany prFes noc v teploté +4 °C ve vlhkém prostfedi. Nenavazané protilatky byly
odstranény promyvanim oocyt(l v roztoku 0,1% (v/v) Tween 20 v PBS. Nasledné byly oocyty
inkubovany, ve tmé a pfi laboratorni teploté po dobu 60 minut, v inkuba¢nim médiu se
sekundarni protiladtkou anti-mysi 1gG konjugovanou s fluorescein-5-izothiokyanatem (FITC;
Sigma-Aldrich Chemie Gmbh, Némecko). Poté byly oocyty 3x promyty v roztoku 0,1% (v/v)
Tween 20 v PBS a na 10 minut v roztoku 0,1% (w/v) BSA v PBS. Nakonec byl obarven
chromatin pomoci barviva 4', 6-diamidino-2-phenylindol (DAPI). Oocyty byly zamontovany

v glycerolové kapce v PBS na podloZnim skli¢ku.

Oocyty v kontrolni skupiné byly oSetfeny stejné, s vyjimkou pouZiti primarni

protilatky v inkuba&nim médiu.

4.2.5 Vyhodnoceni experiment(

Vyhodnoceni aktivace oocytu
Po inkubaci byly oocyty preneseny na podlozZni sklicko a fixovany v roztoku kyseliny
octové a metanolu v poméru 1:3 (v/v) po dobu 24 hodin. Poté byly obarveny 1 % orceinem.

Nésledné bylo hodnoceno staddium jaderného zrani pod fazovym mikroskopem.
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Analyza imunocytochemického barveni

Vzorky byly vyhodnoceny ve Fyziologickém Ustavu Akademie véd CR v Praze 4
na oddéleni Biomatematiky prostfednictvim laserového konfoka&lniho mikroskopu (Leica
SPE, Némecko). Emisni vinova délka 520 nm byla urena pro fluorescenci FITC. U vech
testovacich skupin byla mira laseru konfigurovana stejné. Fluorescence barviva DAPI byla

urcena pri emisni vinové délce 410 nm.

Statisticka analyza

Mira aktivace u kazdé koncentrace inhibitor(i kalcineurinu byla srovnana pomoci x2—
testu v porovnani s kontrolni skupinou oocytd. P-hodnota nizsi nez 0,05, byla povaZovana

za statisticky vyznamnou.

4.3 Experimentalni schéma
4.3.1 Experiment 1

Cilem tohoto experimentu bylo ovéfit pfritomnost obou podjednotek kalcineurinu
(kalcineurin A a B) ve zralych a v partenogeneticky aktivovanych oocytech prasete pomoci
bunécné lokalizace. Oocyty po in vitro zrani byly mechanicky zbaveny kumularnich bunék
a byly rozdéleny do dvou skupin. Prvni skupina oocytl se ihned imunocytochemicky obarvila
(M1l skupina). Druha skupina (PA skupina) byla aktivovana 25 pM kalcium ionoforem
A23187 po dobu 5 minut. Oocyty v této experimentalni skupiné byly po aktivaci tfikrat
promyty v médiu bez kalcium ionoforu a hormond, a byly inkubovany po dobu 18 hodin.

Tento experiment byl zopakovan nejméné Ctyrikrét.
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4.3.2 Experiment 2

Cilem tohoto experimentu bylo zjistit vliv inhibice kalcineurinu béhem aktivace
prase¢ich oocytld. Po 46 hodindch in vitro zrani byly oocyty mechanicky zbaveny
kumularnich bunék a polovina oocytd byla inkubovana 2 hodiny v médiu, ve kterém bylo
obsazeno 8 uM cyklosporinu A (CsA skupina). Druha polovina byla inkubovana bez
cyklosporinu (kontrolni skupina). Po inkubaci s cyklosporinem byla skupina aktivovana
plsobenim kalcium ionoforem A23187 pfi koncentraci 25 uM po dobu 5 minut (CsA + Calo
skupina). Polovina oocytl, kterd nebyla vystavena plsobeni cyklosporinu, byla oSetfena
kalcium ionoforem A23187 (Calo skupina), jako pozitivni kontrola aktivace. Po aktivaci byly
oocyty promyty a inkubovany s 0 nebo 2 uM CsA po dobu 24 hodin do stadia prvojader.
VSechny oocyty ze vSech experimentalnich skupin byly inkubovany po stejnou dobu.
Po inkubaci byly oocyty fixovany a barveny a nasledné byla vyhodnocena jejich mira
aktivace.

Tento experiment byl zopakovan nejméné Ctyrikrat.
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Obrazek 9: Schéma experimentu

! 46 hodin >

kumularnich bunék




5 Vysledky

5.1 Experiment 1: Lokalizace Kkalcineurinu v in vitro zralych

a partenogeneticky aktivovanych oocytech

Cilem tohoto experimentu bylo ovéfit pfitomnost obou podjednotek kalcineurinu,
kalcineurin A a kalcineurin B, béhem zrani prase¢ich oocytll a v partenogeneticky

aktivovanych oocytech pomoci nepfimé imunofluorescence.

Imunocytochemické hodnoceni ukézalo pfitomnost obou podjednotek kalcineurinu.
V oocytech nachazejicich se v metafazi druhého meiotického déleni byl kalcineurin A i B
lokalizovan hlavné v korové oblasti (obrazek 10a). Kalcineurin, hlavné pak podjednotka A,
byla také pozorovana v oblasti cytoplazmy, zejména v oblasti déliciho vieténka.
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Obréazek 10: Lokalizace kalcineurinu v in vitro zralych a partenogeneticky aktivovanych

oocytech prasete

Ml PA

Kalcineurin
A

Kalcineurin
B

Proteiny kalcineurin A a B byly lokalizovany pomoci nepfimé imunofluorescence
antikalcineurinovych protilatek v prasecich oocytech po in vitro zrani (a), v partenogeneticky
aktivovanych prasecich oocytd (b). Zelené je znacen protein pomoci FITC, modie oznacen

chromatin DAPI barvivem. 400x zvétSené.
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5.2 Experiment 2: Vliv inhibice kalcineurinu na aktivaci prasecich oocyt(

Cilem tohoto experimentu bylo zjistit, zda inhibice kalcineurinu, inhibitorem
cyklosporinem A, brani vystupu z metafaze druhého meiotického déleni, tedy dokonceni
meidzy a tvorbé prvojadra. U zralych oocytd, které byly partenogeneticky aktivovany kalcium
ionoforem A23187 a kultivovany 24 hodin v in vitro podminkach do formovéani prvojader,
byla Uspésnost aktivace vice jak 80 % (Tabulka 5). Po oSetfeni oocytl inhibitorem

kalcineurinu béhem aktivace oocytll se procento aktivace vyrazngé sniZilo.

Tabulka 3: Vysledky aktivace in vitro zralych prasecich oocytl po oSetfeni

cyklosporinem A a kalcium ionoforem

Skupina CsA koncentrace N Uspésnost
po aktivaci(uM) aktivace (%)
CsA + Ca-lo 2 120 25.0 +3.7°
CsA + Ca-lo 0 200 23.5+2.8°
CsA 0 44 11.4 +2.0°
Ca-lo 0 297 83.3 £ 2.4°
Kontrola - M 11 0 95 0?

CsA= cyklosporin A, Ca-lo= kalcium ionofor A23187, MIl= oocyt v metafazi 1l, N= pocet
hodnocenych oocytd.

Oocyty byly oSetfeny cyklosporinem A, nebo kalcium ionoforem A23187. Za UspéSnou
aktivaci bylo povaZovan vznik prvojader. Data jsou prezentovana v prdmérech

a,b,c

+ smérodatna odchylka. Horni index znazorfuji rozdily mezi skupinami (p <0,05).
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6 Diskuze

V této praci bylo prokézano zapojeni kalcium-dependentni protein fosfatazy 2B,
kalcineurinu, do procesu aktivace praseciho oocytu. Pomoci imunocytochemické metody byly
lokalizovany obé podjednotky kalcineurinu, jak katalytickd A, tak regulacni B podjednotka.
Obeé podjednotky byly detekovany v oocytech jak na konci jejich meiotického zrani, ve stadiu
druhé meiotickeé metafaze, tak v oocytech partenogeneticky aktivovanych kalcium ionoforem.
U prasete byla doposud zaznamenana pfitomnost kalcineurinu jen u rostoucich a zrajicich
oocytd (TOmova et al., 2013), kde bylo také potvrzeno zapojeni kalcineurinu do regulace
meiotického zrani (Petr et al., 2013). V procesu aktivace byla Gloha kalcineurinu zatim
prokazana jen u oocytl mouchy rodu Drosophila (Krauchunas et al., 2013) a Zaby rodu
Xenopus (Mochida a Hunt, 2007; Nishiyama et al., 2007), kde je kalcineurin zapojen
do regulace meidzy, resp. vystupu z metafaze 1. Vysledky této prace naznacuji, Ze oocyty
savcl mohou byt kalcineurinem regulovany obdobnym zplisobem jako u Drosophily a
Xenopa. Po partenogenetické aktivaci byly vnaSi studii lokalizovdny obé podjednotky
kalcineurinu, A i B, a to i v prvojadrech zygot. Silnéjsi signal fluorescence jsme zaznamenali
také v okoli prvojader, a to zejména v pripadé kalcineurinu A. Tato lokalizace kalcineurinu
miZe souviset se skutecnosti, Ze se v okoli prvojader nachazi sit' mikrotubull, ktera je
dilezita pro migraci prvojader do stfedu vajicka (Schatten, 1994). Je zndmo, Ze kalcineurin
ma silny vliv na fosforylaci sloZek cytoskeletu buriky (Silverman-Gavrila a Charlton, 2009).
Lze se proto domnivat, Ze by v sav€ich zygotach mohl byt kalcineurin zapojen do organizace
mikrotubulll pfi tvorbé mikrotubularni sité dlileZité pro migraci prvojader.

Pokud byl kalcineurin inhibovan cyklosporinem A pred aktivaci oocytu prasete, byla
zaznamenana sniZzena mira aktivace oocytu. Stejny G€inek inhibice kalcineurinu byl
pozorovan i pri aktivaci oocytll Xenopa (Nishiyama et al., 2007), coz doklada, Ze kalcineurin
je nezbytny pro vystup z druhého meiotického bloku. Bylo potvrzeno, Ze pro prechod
z metafaze do anafaze druhého meiotického déleni je u Xenopa nutné aktivita APC/C (Taieb
et al., 2001). Nedavna studie Feine et al. (2014) ukazala, Ze kalcineurin pfi procesu oplozeni
Xenopa aktivuje APC/C a zplsobuje degradaci kindzy Aurora borealis, Bora, protoze
defosforyluje Thr52, coZ nasledné vede k inaktivaci CDK a Plk1. Zda je kalcineurin v oocytu
prasete zapojen do signalizace stejnym zplsobem, zdstava zatim nejasné. MoZnost jinych
alternativnich cilovych systém( by naznacovala i skutecnost, Ze v oocytech Xenopa sice
inhibice kalcineurinu potlacuje vétSinu defosforylace cdc20, ale inaktivace MPF degradaci
cyklinu B je pouze opoZzdéna, nikoliv kompletné inhibovana (Mochida et al., 2007).
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V korové oblasti praseéich oocytli nachazejicich se v metafazi druhého meiotického
déleni byl pozorovan vyssi signal fluorescence obou podjednotek kalcineurinu. Je mozné, ze
je kalcineurin zapojen do procesu exocytézy CG. Po partenogenetické aktivaci nebyla vSak
zaznamenana zména Vv signalu fluorescence kalcineurinu. Proto lIze predpokladat, Ze
kalcineurin neni obsaZen v kortikalnich granulich, ale nachazi se v jejich okoli pod oolemou.

Podil kalcineurinu na exocytdze kortikdlnich granul by tak mohl souviset s aktivitou
aktinovych filament, jimiZz jsou kortik&Ini granula uchycena pod oolemou (Longo a Chen,
1985). Fuze kortikalnich granul s oolemou je kalcium dependentni proces, do kterého je
zapojena i regulacni molekula kalmodulin (Ducibella, 1996). Oscilace intracelularniho
vapniku aktivuji na pfechodnou dobu kalcium/kalmodulin dependentni kindzu Il (CaMKII)
a kalcineurin (Nishiyama et al., 2007). Oba tyto proteiny jsou pravdépodobné zapojeny
do exocytdzy kortikalnich granul (Abbot a Ducibella, 2001; Nishiyama et al., 2007), ale jsou
aktivovany nezavisle (Nishiyama et al., 2007). Je znamo, Ze béhem exocytdézy kortikalnich
granul dochazi k jejich pfesunu smérem k oolemé pomoci zkracovani a depolymerizace
aktinovych filament (Ducibella, 1996), pficemz do defosforylace aktinu je zapojen
pravdépodobneg i kalcineurin (Silverman-Gavrila a Charlton, 2009).

Na zakladé vysledkl je zfejmé, Ze protein fosfatdza 2B je pfitomna v oocytech prasete
a je zapojena do procesu tvorby prvojader po partenogenetické aktivaci. Pro lepSi pochopeni
tlohy kalcineurinu v jednotlivych déjich aktivace je nezbytné pokraCovat v dalSich

experimentech.
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7 Zaver
Cilem préace bylo zjistit, zda je protein fosfataza 2B, kalcineurin, zapojena do aktivace

prasecich oocytll. Hypotéza byla ovéfena inhibici kalcineurinu cyklosporinem A béhem

aktivace prasecich oocytd.

Pomoci nepfimé imunofluorescence byla prokdzana pfitomnost obou podjednotek
kalcineurinu. Lokalizace kalcineurinu byla sledovana ve tfech oblastech: oblast prvojadra,
pfipadné oblast déliciho vreténka, korova oblast a oblast cytoplazmy V oocytech MIl a
v partenogeneticky aktivovanych oocytech kalcineurin A i B lokalizovan zejména v korove
oblasti. Podjednotka A byla lokalizovana v cytoplazmé v okoli prvojader.

Inhibice kalcineurinu béhem aktivace oocytu zapficinila statisticky vyznamné snizeni
miry aktivace a tvorby prvojader. Z toho Ize usuzovat, Ze se kalcineurin podili na aktivaci
prase¢ich oocytl. Jakym zplsobem je kalcineurin zapojen do procesu aktivace oocytu a které
signalni dréhy ovliviiuje, neni zatim znamo. Pro presnéjsi urceni jeho role v aktivaci bude

zapotrebi dalSich experiment(.
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9 Seznam pouzitych zkratek a symbol(

AC - adenalatcyklaza

APC - anafézi podporujici komplex
ATP — adenosintrifosfat

BMP — kostni morfologicky protein
BLI - butyrolakton |

CaMKII - kalcium/kalmodulin dependentni kindza 11
CAMP - cyklicky adenosinmonofosfat
CDK - cyklin-dependentni kinasa

CO - oxid uhelnaty

CPA - kyselina cyklapianozova

CSF — cytostaticky faktor

CyA - cyklosporin A

DAG - 1,2-diacylglycerol

DNA - deoxynukleova kyselina

E3 — ubikvitin ligaza

Emi2 — mitoticky inhibitor 1-related protein, Erpl
eNOS - ednotelovd NOS

ESC — embryonalni kmenové buiky
FCS — sérovy bovinni albumin

FF — folikuléarni tekutina

FSH - folikulostimulaéni hromon
GnRH - gonadotropin releasing hormon
GV - zéarodecCny vacek

GSC - zé&rodetné kmenové buriky
GVBD - rozpad zarodecného vacku
H,S — sirovodik

iINOS - inducibilni NOS

IP3 — inositoltrifosfat

IVF — in vitro fertilizace

IVM — in vitro zréni

LH — luteinizaéni hormon
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MeBmt - typicky znak vétSiny cyklosporinl, (2S, 3R, 4R, 6E)-3-hydroxy-4-methyl-2-
(methylamino)-6-oktenova kyselina

NFAT - nuklearni faktor aktivovanych T bunék

MPF — maturaci podporujici faktor

NO - oxid dusnaty

NOS - syntaza oxidu dusnatého

NPRC - natriureticky peptid C

NNPC — prekurzor natriuretického peptidu C

p34%< _ cyklin-dependetni kinaza

PDE - fosfodiesteraza

PGC - primordiélni zarode¢né buriky

PIP2 - fosfatidylinositol-4,5-bisfosfat

PKA - proteinkinaza A

PKC - proteinkindza C

PLC - fosfolipaza C

PLC - fosfolipaza C zeta

RAF — RAF-kinaza, serin/threonin-specificka proteinkinaza
RNA - ribonukleové kyselina

SCF ubikvitin ligaza — Skp1-Cull-F-box-protein

ZP — zona pellucida
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