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Souhrn

Aktivace savciho oocytu je slozity proces zahrnujici zvySeni hladiny intracelularniho
vapniku, exocytézu kortikdlnich granul a vystup z druhého meiotického bloku. Za
fyziologickych podminek jsou oscilace hladiny vapenatych ionti vyvolany penetraci spermie
do oocytu. Partenogeneticka aktivace oocytu je v in vitro podminkach navozovana riznymi
umélymi stimuly, napi. elektrickymi pulsy ¢i kalcium ionoforem, které zvySuji hladinu
intracelularniho vapniku. Jednou z G¢innych molekul zavislych na vapniku, ktera by mohla
byt zapojena do aktivace oocytu, je Ca**/kalmodulin dependentni serin/treonin protein
fosfataza 2B, neboli kalcineurin.

Kalcineurin je heterodimer skladajici se ze dvou podjednotek, katalytické podjednotky
A a regulacni podjednotky B. Jeho pfitomnost byla prokazdna v mnoha sav¢ich tkanich, kde
se ucastni bunécné signalizace, genové regulace, regulace iontovych kandld a fady dalSich
procest. V oocytech se zatim vyskyt kalcineurinu prokazal pouze u mouchy rodu Drosophila
a zaby rodu Xenopus, kde je nutny k vystupu oocytu z metafaze II. V oocytech prasete nebyla
ptitomnost kalcineurinu dosud detekovana.

Cilem prace bylo ovéfit hypotézu, zda je kalcineurin pfitomen v oocytech prasete, a je-
li zapojen do aktivace praseciho oocytu doprovazené exocytézou kortikalnich granul. Tato
hypotéza byla ovéfovana na zaklad¢é sledovani lokalizace obou podjednotek kalcineurinu ve
zralych oocytech a v oocytech aktivovanych partenogeneticky ¢i spermii béhem in vitro
fertilizace. Imunocytochemickou metodou byla prokazana ptitomnost obou podjednotek
kalcineurinu ve vSech sledovanych skupinach oocytii. Metodou analyzy obrazu byla nasledné
stanovena intenzita fluorescence proteinu a jeho ptipadné zmény v distribuci béhem aktivace.
Redistribuce kalcineurinu se ménila béhem aktivace oocytu a dle typu podjednotky proteinu.
Kalcineurin byl lokalizovan ptfevazné v korové oblasti oocytl, vyjimkou byla podjednotka
kalcineurinu A u partenogeneticky aktivovanych oocyt, kde byla nejvyssi intenzita
fluorescence v oblasti prvojadra. V jadérku kalcineurin lokalizovan nebyl.

Dle vysledka I1ze uvazovat o mozné uloze kalcineurinu v regulaci procesti spojenych

s aktivaci sav¢iho oocytu a to piedevsim s exocytdzou kortikalnich granul.

Klic¢ova slova: kalcineurin, oocyt, prase, meiotické zrani, aktivace, in vitro fertilizace



Summary

Mammalian oocyte activation involves a sequence of morphological and biochemical
events including an increase in intracellular calcium levels, cortical granules exocytosis and
release from the 2. meiotic arrest. Under physiological conditions, oscillations of intracellular
levels of free Ca®* ions are induced by the sperm penetration into the oocyte. Under in vitro
conditions, various artificial stimuli increase the intracellular calcium levels, e.g., electric
pulses, or calcium ionophore are used for parthenogenetic activation of porcine oocytes. One
of the calcium-dependent effector molecules that may be important during oocyte activation is
the Ca®*/calmodulin-dependent serin/threonine protein phosphatase 2B, or calcineurin.

Calcineurin is a heterodimer composed from two subunits, A subunit has a catalytic
function, B subunit is a regulatory part of calcineurin protein. Calcineurin is detected in a
wide variety of tissues in mammals, and plays an important role in many biological processes
including cell signaling transduction, gene regulation, and regulation of ion channels. The
data on calcineurin expression, distribution and role in mammalian oocytes is quite limited. It
was demonstrated that calcineurin is essential for exit from metaphase Il arrest in oocytes of
Drosophila and Xenopus. The presence of calcineurin has not been detected in porcine
oocytes, yet.

The aim of this work was to verify the hypothesis, that calcineurin is present in porcine
oocytes during the activation and is involved in porcine oocyte activation accompanied by CG
exocytosis. This hypothesis was confirmed by imunolocalization of both subunits of
calcineurin in matured oocytes in activated oocytes by the sperm during in vitro fertilization,
or parthenogenetic activated oocytes. Immunocytochemical method showed the presence of
both subunits of calcineurin in all examined groups of oocytes. The protein fluorescence
intensity and possible changes in the distribution during activation was determined using the
method of image analysis. Calcineurin distribution was changed during the activation and by
the type of protein subunit. Calcineurin was localized mostly in the oocyte cortex, except for
the A subunit of calcineurin in the group of parthenogeneticaly activated oocytes, where was
the highest level of fluorescence in the pronucleus. In nucleoli, there was no calcineurin
detected.

The results suggests, that the calcineurin plays a role in the mammalian oocyte

activation, especially with the exocytosis of cortical granules.

Keywords: calcineurin, oocyte, pig, meiotic maturation, activation, in vitro fertilization
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1. Uvod

V poslednich nékolika dekadach nastal masivni rozvoj a vyzkum Vv oblasti
reprodukénich biotechnologii. Jejich cilem je optimalizace uzitkovych a reprodukénich
vlastnosti a zlepSovani aplikace jednotlivych inseminacnich technik na zékladé¢ genové
manipulace a genového inzenyrstvi. Oplozeni in vitro nebo partenogeneticka aktivace savciho
oocytu jsou metody bézné¢ vyuzivané v reprodukcnich biotechnologiich napt. pro klonovani
pomoci pienosu jader, nebo pro ziskani transgennich zvirat. KliCovym problémem je vSak
nedostate¢na znalost mechanizmu regulujicich aktivaci oocyta.

Aktivace savciho oocytu je slozity proces zahrnujici zvyseni hladiny intracelularniho
vapniku, exocytozu kortikdlnich granul a vystup z druhého meiotického bloku se sou¢asnym
vydélenim 2. polového téliska. Tento d&j je kromé intracelularniho vapniku regulovan také
fadou dalsich faktorti, mezi kterymi sehravaji vyznamnou ulohu protein kindzy a protein
fosfatazy. Uloha a vyskyt protein fosfatazy 2B, oznatované jako kalcineurin, neni v regulaci
aktivace savéich oocytu detailné prostudovana a v oocytech savci zatim nebyla potvrzena.

Kalcineurin byl u savci poprvé detekovan v mozkové tkani Wangem a Desaiem
vroce 1976. Od té¢ doby probéhlo mnoho biochemickych studii, které potvrdily expresi
kalcineurinu v mnoha tkanich u riznych druht, véetné savci. Mimo uvedenou mozkovou
tkan, kde dochazi k jeho nejvyssi expresi, se Vyskytuje napt. v srdci, ledvinach, jatrech, Ba T
lymfocytech, placenté, v kosterni svaloviné, hladké svaloviné a §titné zlaze, ale 1 kancich
spermiich. Jeho biologicky t¢inek zahrnuje Sirokou Skalu funkci, jako je bunécéné déleni a
apoptoza, plni hlavni roli pfi pienosu Ca?* signall, podili se na fungovani paméti, na
transkripci nebo napt. fidi motilitu spermii. Tento enzym je zkouman ptedevsim kvili jeho
vlivu na imunitni reakci organizmu a v kone¢ném vysledku zvySuje transkripci aktivacnich
gentl T-bunck. U prasete je zapojen do regulace procest V somatickych buiikdch a u Xenopus
a Drosophila je nutny k vystupu oocytu z MIl bloku. V oocytech savci nebyla ptitomnost
kalcineurinu doposud prokazéana. Z dostupnych literarnich prament Ize usuzovat o zapojeni

kalcineurinu v procesu aktivace oocytu prasete.



2. Védecka hypotéza a cile prace

Na zakladé dostupnych tdaju z literatury byla stanovena hypotéza, ze je fosfataza 2B,
neboli Kkalcineurin, pfitomna v meioticky zralych i v aktivovanych oocytech prasete a je
zapojena do aktivace praseciho oocytu doprovazené exocytézou kortikalnich granul. Cilem
této prace je ovéieni hypotézy pomoci sledovani lokalizace kalcineurinu ve zralych oocytech

a Vv oocytech aktivovanych partenogeneticky ¢i spermii.



3. Literarni prehled

3.1 Oogeneze

3.1.1. Riist oocytu a folikulogeneze

Pohlavni bunky se vyvijeji z primordiadlnich zarodecnych bun¢k (dale jen PGC -
primordial germ cells). Tento vyvoj oocytu, zacinajici vznikem prekurzori zarode¢nych
bunék, se nazyva oogeneze (Voronina a Wessel, 2003). U savcu za¢ina oogeneze relativné
brzy ve fetalnim vyvoji a kon¢i u pohlavné dospélych jedincl, o mésice az roky pozdéji.
Vyvoj samicich pohlavnich bun¢k za¢ina zformovanim PGC a zahrnuje sérii po sob¢ jdoucich
buné&¢nych pfemén. Prvni je pfeména z PGC na oogonie (u plodu), druhou je transformace
oogonii na oocyty (u plodu) a tieti je faze meiotického zrani oocytu (Wassarman, 1988).

Jak bylo jiz zminéno, gamety maji pivod v PGC. Ty vznikaji piiblizné 3 tydny
po oplozeni a migruji améboidnimi pohyby z epitelu zloutkového vacku pies pojivovou tkan
prvostieva do genitalni listy (Smitz a Cortvrindt, 2002). Jakmile je gonada sloZena ze
somatickych a zdrodecnych bunék, zarode¢né bunky se zacinaji diferencovat a mnozit.
Zpocatku maji PGC potencial zahajit bud’ spermatogenezi, nebo oogenezi. Tato diferenciace
je fizena prostfednictvim gonad, PGC se v samici genitalni liSté€ vyvijeji v oocyty. V mnoha
organizmech se oogonie v gonadach né¢kolikrat déli a tvoii shluky propojenych bunék
(Voronina a Wessel, 2003). Embryonalni gonady jsou u prasat pozorovatelné mezi 24. a 26.
dnem po oplozeni. Naproti tomu je vSak vypozorovano, Ze prvni zarodecné bunky se
nachdzeji od 18. dne v oblasti zarode¢ného hiebenu. Mitotické déleni zarode¢nych bunék je
ziejmé od 13. dne embryonélniho Zivota, az do doby 7 dni po porodu. Pocet zarode¢nych
bunck se zna¢né zvysSuje z poctu 5000 bunék (20 dni po oplozeni) na pocet 1100000 bunck
(50 dni po oplozeni). Poté¢ mitoticka aktivita ustava a nékteré zarodecné builky podléhaji
nekroze (Hunter, 2000).

Formovani prvnich ovaridlnich folikuld bylo ve studii Bielanské-Osuchowské (2006)
pozorovano v nejhlubsich ¢astech kury vajecniku v té€sné blizkosti medully, a to 56 dni po
pafeni. Z bunck pohlavni listy se staly builkky folikularni. V nejstarSich plodech se
primordialni folikuly zformovaly ve vrstvu tésné pfiléhajici k medularni ¢asti vajecniku
(Bielanska-Osuchovska, 2006).

Riist folikulu a jeho nasledné zrani piedstavuje fadu subcelularnich a molekuldrnich
ptemén ruznych slozek folikulu: oocyt, granuloza, théka. Tyto slozky jsou fizeny nékolika

intraovaridlnimi a intrafolikularnimi faktory a hormondlnimi signély, které vedou k sekreci



androgenti a estrogenti (hlavné estradiolu). Primordialni folikuly, které se zformovaly béhem
fetalniho vyvoje, nebo chvili po narozeni, se vyvijeji ze zasob samice postupné béhem zivota
az do jejich vycéerpani (Hafez a Hafez, 2000). Oocyt se v primarnim folikulu dostava do faze
rozsahlého riistu a bunky jej obklopujici méni tvar na bunky cylindrické (od tohoto momentu
se nazyvaji builkky granuldzni) a mnozi se (Eppig, 2001). Kdyz jsou vyvinuty dvé a vice
vrstev granulozy, vytvofi se sekundarni folikul. Obklopujici granuldézni bunky se zacnou
mnozit a thekalni vrstva se rozviji kolem granulézy z intersticialnich bunék stromatu.
Sekundarni folikuly dosahuji v praméru 150 pm (krava), 200 pum (hlodavci, ¢lovek), nebo 300
um (prase), zatimco velikost jejich oocytu je 60 pm u kravy, 70 um u hlodavcd, 80 um u lidi,
nebo 90 um u prasat (Hurk a Zhao, 2005).

Rust folikulu zahrnuje hormonalné vyvolané mnoZeni a diferenciaci bunék théky a
granulozy, vedouci v kone¢ném dusledku ke zvySeni schopnosti produkovat estradiol a
reagovat na gonadotropiny. Produkce estradiolu piedurcuje, ktery folikul ziska LH receptory
nezbytné pro ovulaci a luteinizaci. Jakmile se vybrany folikul za¢ne vyvijet, roste az do
ovulace, nebo degraduje, coz je ptipad vétSiny folikulti. Nejvétsi folikul je zodpovédny za
vétSinu estrogenu sekretovaného v prabéhu fije ve vajecniku. Tato sekrece se rapidné€ snizuje
pii LH vrcholu. Poruchy citlivosti granulézy a théky ke gonadotropnim signaliim vedou k
ukonceni rastu folikulu a iniciuji jeho atrezii (Hafez a Hafez, 2000).

Jednou z nejvyrazngjSich zmén béhem ristové faze oocytu je sekrece glykoproteinové
membrany, vrstvy zona pellucida (ZP — zona pellucida), ktera tvoti ochrannou vrstvu kolem
oocytu a sklada se ze tii glykoproteint, ZP1, ZP2 a ZP3. Na rozdil od ZP1 a ZP3, se exprese
ZP2 vyskytuje jiz v primordidlnich folikulech. Proteiny v ZP jsou nezbytné pro normalni
vyvoj folikulu a jejich expresi zajistuje transkripéni faktor Fig-a. Granuldzni butiky se nejen
spoji jedna s druhou, ale také utvoii gap-junction spoje na oolemé s oocytem. Tyto gap-
junction spoje vytvaieji connexin proteiny, ze kterych je connexin-37 exprimovan oocyty ve
vSech stadiich folikulogeneze. Gap-junction usnadiiuje obousmérnou komunikaci a umoznuje
pfenos Zivin, metabolickych prekurzori (jako jsou aminokyseliny a nukleotidy), informaéni
molekuly (napf. hormony, neurotropiny a rstové faktory), inhibi¢ni a stimulacni meiotické
signaly. Touto cestou, nebo piimym kontaktem burnika-buiika na Grovni bunééného povrchu,
mohou aktivné podporovat riist a diferenciaci folikuldrnich bunék, zatimco granuldzni bunky
jsou schopny zajistit riist a diferenciaci oocytu. Endokrinni latky, jejichZ plsobeni bylo

zjisténo na sekundarni folikuly, jsou zobrazeny na obr. 1 (Hurk a Zhao, 2005).



Obrazek 1 Schématicky nakres folikulu, a endokrinni faktory ovliviiujici jeho vyvoj

v

granuloza

Schematicky ndkres vicevrstevného folikulu, zndzornujici endokrinni faktory, které mohou
ovliviiovat jeho vyvoj. Tyto faktory jsou dodaviny cévnim systemem théky obklopujici oocyt.
LH a inzulin stimuluji androgeny théky a vyvolavaji formaci FSH receptorii v granuloze.
FSH, GH a androgeny maji pozitivni efekt pro pozdéjsi rist a diferenciaci folikulu. (prevzato
z Hurk, R. van den, Zhao, J. 2005. Formation of mammalian oocytes and their growth,
differentiation and maturation within ovarian follicles. Theriogenology, 63 (6), 1717-1751,
strana 1728).

Meidza zacina 40. den embryondlniho vyvoje a 35. den po narozeni jedince jsou
vSechny oogonie v profazi prvniho meiotického déleni. Jsou obklopeny vrstvou plochych
granuldéznich bunck a jejich populace ¢itd ptiblizné 500 000 primordialnich folikuld po
narozeni a snizuje se pii dosazeni puberty na 420 000 primordidlnich folikult (Hunter, 2000).

Spole¢né s obrovskym nartistem RNA a syntézy proteind, jsou pocty ribozomd,
mitochondrii a dalSich bunéénych organel v rostoucich oocytech enormné zvySeny.
Hromadéni mnoha rozptylenych membranovych vezikuld, glykogenovych granul, proteini,
lipidovych kapi¢ek a multivezikularnich télisek svéd¢i o skladovani a molekularnim
transportu skrz membranu oocytu. Mnoho organel se transformuje a rozptyli na okraji oocytu

(Hurk a Zhao, 2005). Bylo téz prokazano, ze nedostatky v téchto molekulach bunééného
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cyklu omezuji meiotickou kompetenci a zejména, Ze koncentrace p34°“? (to je jedna
z komponent proteinové kinazy MPF, vice v kapitole 2.1.4 Faktory ovliviiujici aktivaci
oocytll) jsou Vv malych oocytech preantralnich folikuld limitujici. U rostoucich oocyti
nedostatek zalezi spiSe na aktivaci MPF kinazy, nez na absolutni koncentraci p34COICZ (Hunter,
2000).

Rist sav€ich oocytli zahrnuje dvé odlisné faze. V prvni je rust folikulu a oocytu
vzajemny a pozitivné linearni a ve druhé zhstava velikost vajicka oocytu konstantni i pfes
pokracovani rustu folikulu. Oocyt nema moznost dokonéit prvni meiotické zrani, dokud
nedosdhne velikosti folikulu dospélého. Praseci oocyty narstaji ptibliznych velikosti od 30
pm do 120 pm; rust je témét kompletni ve folikulech o priméru 1,8 mm. Je dokazano, ze
somatické buiiky pomoci gap junctions komunikuji s oocytem a zajist'uji podklady pro jeho
energeticky metabolismus a tim 1 jeho rlst. Rychlost ristu oocytl pfimo souvisi s poctem
granuléznich bunék v jeho okoli a tyto bunky efektivné zvétSuji plochu oocytu. Plocha
povrchu oocytu se zvySuje a tim stoupa i1 rychlost vstupu malych molekul, diky nimz je
zvySen ruast a vyvoj. Kromé téchto interakci zprostiedkovanych gap junction, je vyvoj oocytu
upravovan parakrinnimi signaly z granuldznich bunék. A zatimco obnazené oocyty nemohou
rast, je urCity vyvoj mozny v piipad€, Ze jsou spole¢né kultivovany s rozpustnymi faktory
granuléznich bun€k. Nicméné piesny signal pro zahajeni ristu oocytu u prasat zustava
neznamy a vyzaduje dal$i zkoumani. Komunikace mezi oocytem a granuldézni bufikou je
obousmérnd a praseci oocyty vylu€uji faktor, ktery umoznuje expanzi kumulu (cumulus
expansion-enabling factor), v zavislosti na rozpustném faktoru, ktery reguluje tvorbu steroidi
v bunkéach kumulu, potlacuje luteinizaci a podporuje mnozeni granuloznich bunék v kulture.
Podobné udaje byly také zjistény u mysi a krav a zda se, ze je faktor vylucovan v ¢asovych
intervalech v zavislosti na pohlavnim cyklu. Potencialni uchazeci jsou riizné rustové faktory,
véetn¢ GDF-9 a dalsi faktory z B rodiny, aktivator plazminogenu a faktory ze skupiny
interleukinu (Hunter, 2000).

3.1.2. Zrani oocytt

Sav¢i oocyt podstupuje meiotické zrani jiz v embryondlnim stadiu. Meiotické déleni
postoupi do prvni faze a poté je vyvoj zastaven ve fazi diplotene. Po prvnim meiotickém
bloku nasleduje faze rtstu a teprve plné dorostly oocyt ma zarode¢ny vacek. Jadra rostoucich
oocytl vypadaji jinak. Schopnost projit v§emi fazemi od GVBD (GVBD - germinal vesicle

breakdown) do MII (metafaze I, anafaze I a telofaze I do stadia metafaze II) se oznacuje jako
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meioticka kompetence oocytu (Ben Yosef a Shalgi, 1998; Hunter, 2000). Po znovuzahéjeni 1.
meiotického déleni nebo po prolomeni bloku 1. meiotického déleni v plné¢ vzrostlém oocytu
zatne chromatin kondenzovat a je zahajena degradace zarode¢ného vacku (GVBD),
organizuje se metafazni vieténko a je vylouceno prvni pélové télisko (Sun a Nagai, 2003).
Prase¢i folikuly s primérem menSim nez 0,7 mm obsahuji oocyty neschopné
dokonc¢eni meiotického zrani. V in vitro podminkach jsou schopné zrat oocyty pochazejici z
folikultt o velikosti 0,8 mm az 1,6 mm, ne vSak vSechny oocyty z folikuli dosahujicich
v priméru nad 1,7 mm dosahnou metafaze II po 48 hodinach in vitro kultivace. Dokonce i
nékteré folikuly o priméru vétsim nez 3 mm obsahuji oocyty, které nejsou schopné zrat ani ve

specialnich kulturach (Motlik et al., 1984).

Obrazek 2 Rust folikulu a oocytu

_ 84dni ‘ _ 14dni 19 dni
Primordialni Formovani >3 mm Preovulaéni
folikul antra folikul

Oocyty meioticky Nékteré kompetentni Vétsina oocytt kompetentni

nekompetentni oocyty 120 pm 120 ym
Prameér oocytu 30 ym 100 pym 115 ym 120 um

I vlna
Prameér folikulu/  Preantralni 0.7 mm 1.8 mm 8-10 mm 8-10 mm
VyVOj Preovulaéni Ovulaéni

Riist folikulu a oocytu a ziskavani meiotické kompetence u prasat Vin vivo podminkdch
(prevzato z Hunter, M. G. 2000. Oocyte maturation and ovum quality in pigs. Reviews of
Reproduction, 5, 122-130, strana 124).

V podminkach in vivo je znovuzahajeni meidézy podminéno preovularni LH vinou a
projevuje se jen u téch plné vzrostlych, meioticky kompetentnich oocytli pochazejicich z
dominantnich folikuli. V obdobi mezi LH vlnou a ovulaci prochazi oocyt fadou vyraznych
zmen a to nejen v jadie, ale také v cytoplazmé. Doba zrani je u hospodatskych zvitat odlisna,

24 hodin u ovce a kravy, 44 hodin u prasat a 36 hodin trva zrani u kon¢. Obnasi dvé po sobé

jdouci M-faze s absenci replikace DNA, S faze (Hurk a Zhao, 2005).



Zrani ooplazmy je nutné k zabranéni vzniku polyspermie pii oplozeni, dale k
dekondenzaci proniknuvsi spermie a pro zformovani prvojadra. Zahrnuje rozdéleni
bunéénych organel, migraci mitochondrii do perinuklearniho prostoru a akumulaci granul
kolem oolemy. Inhibice sekrece LH nebo inaktivace LH receptori vede k prevenci dozrani
oocytu bez prichodu nasledné ovulace. Protoze v oocytech nebyly detekovany zadné LH
receptory, signdly spoustéjici dozravani oocytl tak pravdépodobné pochdzi z folikularnich
bun¢k v jeho okoli. Je dobie znamo, ze folikuly reaguji na vinu LH posunem produkce
steroidu pievazné z estrogent na progesteronové prostiedi a produkci hyaluronu kumuldrnimi
bunikami. Navzdory druhovym rozdilim, zékladni procesy fidici zrdni oocytu sdili jako
odpovéd’ na vlnu LH nékolik regulacnich drah, jako je zména fosforylace proteint,
cyklického adenosin monofosfatu (CAMP) a hladiny vapniku (Hurk a Zhao, 2005).

Pro tvorbu novych genovych produktli a organel, ddle modifikaci a redistribuci téch jiz
existujicich, je vyzadovana ptitomnost komplexni cytoplazmatické organizace. Na rozdil od
mysich oocytl, u prasecich je pro kondenzaci chromatinu a rozdéleni zarode¢nych vacka
potteba aktivni transkripce a translace. Prolomeni druhého meiotického bloku je doprovazeno
a fizeno znacnym nariistem aktivity cytozolové kinazy v oocytu. StéZejnim prvkem této

aktivity je cyklin B-p34°©

, také nazyvany jako faktor podporujici metafazi (MPF —
metaphase promoting factor) (Hunter, 2000).

MPF je serin-treonin protein kinaza zapojena v regulaci buné¢ného cyklu a aktivita
MPF v prasecich oocytech je hodnocena métenim aktivity histonu H1 kinazy (Hunter, 2000).

Aktivita MPF ziistava vysoka i v metafazi II, kdy se objevuje druhy meioticky blok.
Po oplozeni, nebo partenogenetické aktivaci se aktivita snizuje a meiodza Il je dokoncena.
Tento pokles aktivity MPF probiha soucasné s koncem metafaze I a II a znaci, Ze inaktivace
MPF je pro tento vyvoj nezbytna (Hunter, 2000). Vice o MPF v kapitole 2.1.4.

Za plné zraly oocyt je povazovan ten, ktery ma vydélené polové télisko (Sun a Nagai,
2003). Zraly oocyt je znovu zablokovan v metafazi II a je povazovan za relativné klidnou
bunku s pfednastavenym programem vyvoje (Ben Yosef a Shalgi, 1998; Hurk a Zhao, 2005).

Co se tyce zralych oocytli, uvolilovanych u hospodarskych zvitat pfi tiji, krava ovuluje
1 folikul, ktery je identifikovatelny podle velikosti asi 3 dny pfed nastupem fije. V ptipadé
ovce, 1 nebo 2 nejvétsi folikuly produkuji vice estrogenii a vazi vice gonadotropini ke
granul6znim bunkam nez folikuly malé. U prasnic nabor ovulacnich folikuli do ovulacni
populace pokracuje béhem folikuldrni faze. Tim je i rozvoj malych folikuld spiSe podporovan,
nez inhibovan folikuly vétsimi. Zavérec¢ny rast folikulu u ovci, krav a prasnic trva od 12 do 34

dni; celkova doba rtistu folikulu je delsi nez 20 dni a pohybuje se pravdépodobné kolem 6
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mesicl. Rust folikull az do faze antralniho folikulu neni striktné zavisly na gonadotropinu. U
samic zbavenych hypofyzy pokracuje formace preantralnich folikull ve vice méné normalni
mife. Na stranu druhou, zformovani antra a kone¢ny rast jsou zcela zavislé na FSH/LH

(Hafez a Hafez, 2000).

3.1.3. Aktivace oocytii

Aktivace oocytu je d¢j, pti kterém piekonava oocyt diky spermii druhy meioticky blok a
zahajuje sled biochemickych dé&ji, které vedou k dokonceni 2. meiotického déleni a k
rychlému embryonalnimu mitotickému déleni (Ben Yosef and Shalgi, 1998). Oplozeni je
vicestupiovy proces tykajici se interakce spermie a vnéjSich vrstev oocytu, konkrétné vrstvy
kumularnich bunék a zony pellucidy, penetrace spermie skrze tyto struktury, a eventuelné
ptimych interakci mezi spermii a plazmatickou membranou oocytu (Williams, 2002; Ben
Yosef a Shalgi, 1998). Spermie prosla akrozomalni reakci penetruje ZP, pronikne do
perivitelinniho prostoru a spoji se s plazmatickou membrdnou oocytu. Tato pocatecni
interakce vyzaduje specifické rozpoznani mezi slozkami na postakrozomalni oblasti ve
sttednim segmentu hlavicky spermie proslé akrozomalni reakci a oolemou (Ben Yosef a
Shalgi, 1998). Jakmile dojde k t¢émto membranovym interakcim, je zahajena kaskada pienosu
signalu, ktera ma za nasledek pfeménu vajicka na diploidni zygotu schopnou vytvofit novy
organizmus (Williams, 2002; Ben Yosef a Shalgi, 1998). Fertilizace je spousténa pomoci
zmén koncentraci vépniku. U savci tyto pfechody vapennych koncentraci maji podobu
opakujicich se vln, nazyvanych oscilace. Tyto oscilace jsou dilezité pro uvolnéni
z meiotického bloku a k pifiméni vSech déjii k pocatku aktivace oocytu. Oscilace Ca®* jsou
také pozorovany po intracytoplazmatické injekci spermie (ICSI — intracytoplazmatic sperm
injection) (Heytens et al., 2008). Tyto d&je, odehravajici se uvniti oocytu pii oplozeni, jsou
souhrnné¢ nazyvany aktivaci oocytu. ZvySeni hladiny kalcia mé& za nasledek exocytozu
kortikalnich granul (CGE - cortical granule exocytosis) umisténych v kortikalni oblasti oocytu
pod plazmatickou membranou, probiha brzy pfi aktivaci a je nezbytny pro dalsi krok, spojeni
spermie a oocytu (Santella et al., 2004). Tato granula obsahuji enzymy, které se uvoliuji do
perivitelinniho prostoru, coz mé za nasledek modifikaci ZP, kterd zabrafiuje jiné spermii
vazbu na ZP a nasledny prinik ZP. Tyto zmény v zona pellucida ptedstavuji mechanizmus,
kterym nékteti savci, véetné lidi, zabranuji vzniku polyspermie. Dokonéeni CGE vede ke

zméné struktury ZP a blokaci polyspermie (Ben Yosef a Shalgi, 1998; Williams, 2002).



Exocytézu CG je v in vitro podminkach téz mozno vyvolat pfidanim kalcium-ionoforu
A23187 (Asano a Niwa, 2004). Aktivace oocytu také vede k wudalosti zahrnujici
znovuzahajeni meiozy, formaci prvojader a iniciaci syntézy DNA (Ben Yosef a Shalgi, 1998).

Aktivace oocytu zahrnuje velky pocet dobfe popsanych morfologickych a
biochemickych dé&jii, z nichz se nékteré projevuji béhem nekolika vtefin ¢i minut interakci
spermie s plazmatickou membranou oocytu, a nékteré se objevuji az po uplynuti nékolika
hodin. Jednim z prvnich d&ju pfi aktivaci oocytu je nartst bunééné hladiny vapniku. U savct
hladiny vapnik opakované osciluji po dobu az né¢kolika hodin po fuzi spermie a oocytu.
Kratce poté, co dojde k flizi mezi spermii a oocytem, je naruSen jaderny obal spermie a
perinuklearni théka obalujici chromatin je z okoli chromatinu odstranéna. Zda se, Ze se tohoto
d&je aktivné tucastni také mikroklky oocytu (Sutovsky et al., 1997; Williams, 2002).
Chromatin néasledovné prochédzi dekondenzaci, kterd zacina v kaudalni ¢asti hlavicky spermie
a postupuje kranidlné. Kondenzace spermatického chromatinu vyzaduje redukci
disulfidickych vazeb, které je dosazeno redukei glutathionu pfitomného v cytoplazmé oocytu.
Béhem dekondenzace jsou nahrazeny protaminy, které balily chromatin. Bi¢ik spermie také
zasahuje do oplozeni. Spermatické mitochondrie se sice odlouci od stfedni ¢asti bic¢iku, ale
zustavaji agregované pohromadé v cytoplazmé oocytu (Sutovsky et al., 1996; Williams,
2002). Béhem spermatogeneze jsou mitochondrialni proteiny oznaceny ubiquitinem, ktery ma
za nasledek zniCeni téchto organel proteazomy. Disledkem tohoto dé&je je, Ze spermatické
mitochondrie nepfetrvavaji déle nez v preimplantacnich embryonalnich fazich a dédi se pouze
maternalni ¢ast mitochondrii (Williams, 2002).

Klicovym momentem aktivace oocytu je prolomeni 2. meiotického bloku, ke kterému
dochdzi v dobé&, kdy chromatin spermie dekondenzuje v cytoplazmé& oocytu; toto
znovuzahajeni zna¢i navrat oocytu do bunééného cyklu. Bunéény cyklus je fizen rovnovahou
aktivit kinaz a fosfatdz, které ovliviiuji ¢innost bunéénych proteind. Morfologické zmény
pozorované béhem znovuzahdjeni meidzy zahrnuji rotaci metafdznich vieten (u nékterych
druhtl), vstup do anafiaze a vylouceni druhého polového téliska. V tomto bodé¢ se DNA
pochazejici ze samicich gamet stava diploidni (Williams, 2002).

Blok 2. meiotického déleni je udrZzovan pomoci aktivniho MPF. MPF je modulator
bunééného cyklu zodpoveédny za navozeni shluknuti vieten, kondenzaci chromatinu a zanik
jaderné blany. MPF zlstava aktivni diky pfitomnosti cytostatického faktoru, ktery se sklada
alespont z Casti z Mos a Emi 1 proteini. Ty brani degradaci cyklinu Bl. Kratce po fuzi
spermie a oocytu indukuje zvySeni hladiny vapniku degradaci cyklinu a Mos podléha

ubiquitin-dependentni degradaci v proteazomu. Vysledna ztrata aktivniho cytostatického
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faktoru a inaktivace MPF umoziuje vstup samic¢iho chromatinu do anafaze II (Lorca et al.,
1993; Williams, 2002).

Dalsi protein kindzou dulezitou v regulaci meiotického cyklu je MAP kinaza. MAP
kinazy také fosforyluji chromozomalni proteiny dulezité k udrzovani chromatinu v
kondenzovaném stavu béhem piechodu z meidzy I do meidzy I, a k zabranéni zformovani
jaderného obalu fosforylaci jadernych lamin. Béhem aktivace oocytu zacne MAP kindzova
aktivita klesat ponékud pozdéji nez aktivita MPF a tento pokles je nutny pfed zformovanim
obalu prvojadra (Williams, 2002).

N¢kolik hodin po fizi oocytu a spermie ustava oscilace vapniku, zformuje se samci a
samici prvojadro a zac¢ne syntéza DNA. Za pomoci mikrotubularni sit¢, migruji obé prvojadra
do stfedu nove vzniklé jednobunétné zygoty. Po apozici prvojader v centru zygoty se jejich
membrany rozrusi, chromozomy podstoupi syngamii a pfipravi se na prvni déleni (Williams,
2002).

Oplozeni u savcu probiha v ampularni oblasti vejcovodu (Ben Yosef a Shalgi, 1998).

Funkce cumulus oophorus p¥i oplozeni

Jelikoz jsou kumularni buniky vysSich savct velmi lehce odstranitelné, nezda se byt
cumulus oophorus nezbytnou soucasti oocytu pro interakci gamet. Lze ale s urCitou jistotou
fici, ze pfitomnost kumularnich bunek pii oplozeni pfinasi tomuto dé&ji urcité benefity. To
muze byt zplisobeno nejméné dvéma typy procest. Existuje zna¢né mnozstvi ditkazl, ze
kumulus fidi vstup spermie do ZP a oocytu. Kumulus plsobi jako selektivni bariéra
zabranujici vstupu spermii, které nepodstoupily kapacitaci, stejn€ jako spermii s dokoncenou
akrozomalni reakci. Kumulus muze také poskytovat faktory, které reguluji funkce spermii, a
tim posiluje fertilizaci. Expozice spermie kumularnim bufikam, nebo médiu s nimi, zvySuje

dobu motility, rychlosti a vede k silngjsimu kmitani bi¢ikem (Florman a Ducibella, 2006).

Partenogeneticka aktivace oocytu

Partenogenetickou aktivaci je mySleno umélé navozeni aktivace oocytu bez
pfitomnosti spermie. D&je se tak napf. pomoci kalcium ionoforu (Sedmikova et al., 2003,;
Asano a Niwa, 2004; Wang et al., 1998), elektrickych impulzi (Prochazka et al., 1992),
thimerosalu (Machaty et al., 1997), protein kindzovou inhibici (Mayes et al., 1995), 6-
dimethylaminopurinem (6-DMAP; Im et al., 2007), nebo donory oxidu dusnatého (Petr et al.,
2005). Nekteré z téchto zminénych stimull vyvolavaji u oocytii zvyseni hladiny Ca®" iontii —

elektrické impulzy (Prochazka et al., 1992), thimerosal (Machaty et al., 1997), 6-DMAP (Im
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et al., 2007), jiné schopnost navodit plnohodnotnou aktivaci oocytu nemaji — donory oxidu
dusnatého (Petr et al., 2005).

3.1.4. Faktory ovliviiujici aktivaci oocytt

MPF

Meioticky blok je charakterizovan vysokou urovni komplexu cyklinuB/cdkl1, také
znamé jako MPF. MPF je zodpovédny za prechod z G2 do M faze b&hem meidzy a mitdzy
bunécného cyklu. Jedna se o protein kindzu sloZenou ze dvou komponent: z p34COICZ kindzy
(katalytické podjednotky) a cyklinu B (regulac¢ni podjednotky) (Mayes et al., 1995; Hurk a
Zhao, 2005). Je také zapojen do n€kolika hlavnich ryst bunééného déleni, jako je rozklad
jédra, kondenzace chromozomi, pfestavba cytoskeletu a zastaveni transkripéni aktivity.

Je dobie znamo, Ze protein, nazyvany MPF je zodpovédny za pocatek zrani oocytu,
nebo se objevi spolu se zanikem zarode¢ného vacku. Aktivni MPF je schopné fosforylovat
proteiny, které formuji jaderny obal, a také ty, které jsou zapojeny do kondenzace chromatinu
a cytoskeletalni reorganizace. U vétSiny organizmu, plné vzrostlé oocyty obsahuji zasobu
pted-zformovaného cyklinu B-Cdc2 kinazy, ktera je udrZzovéana v inaktivni formé jako pre-
MPF inhibi¢ni fosforylaci na Thr14 a Tyr 15 z Cdc2. Defosforylace a tim i nasledna aktivace
Cdc2 kinazy vyzaduje Cdc25 fosfatazu (Hurk a Zhao, 2005).

Aktivita MPF v oocytu s meiotickym blokem je regulovana cytostatickym faktorem
(CSF — cytostatic factor). Béhem MII bloku brani CSF vyfazeni MPF z ¢innosti udrzovanim
komplexu podporujici anafazi (APC — anaphase promoting complex) v ne¢innosti. Kdyz je
vSak APC aktivni, vytvoreny komplex oznaci cyklin B a ten je poté degradovan ubiquitinovou
signalni drahou. Pifi oplozeni je nutné, aby doslo k dostate¢nému poklesu hladiny MPF
K tomu, aby oocyt mohl dokonc¢it kompletni meiotické zrani a zah4jil aktivaci (Heytens et al.,
2008).

Jak béhem mitdzy, tak meidzy, inaktivace MPF pii pfechodu z metafdze do anafaze
silng koreluje s fosforylaci p34CdC2 kinazy a degradaci souvisejicich cyklint. Dokud je aktivita
MPF udrZovéna cytostatickym faktorem (CSF), ¢innost téchto dvou slozek zmizi po oplozeni,
aby mohlo dojit ke kompletnimu dokonceni meidzy. Udrzovani aktivity MPF a CSF se zda
byt zavislé na fosforylaci (Mayes et al., 1995).
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Obrazek 3 Signalni drahy ovliviiujici aktivaci MPF
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Progesteronem aktivované signalni drahy kontrolujici aktivaci MPF, konkrétne u oocytii zZaby
rodu Xenopus. Jedna drdha zahrnuje aktivaci MAPK skrze snizeni hladin cAMP/PKA, coz md
za nasledek aktivaci Mos a MEK. Aktivace MAPK vyvolavad zvySenou regulaci MPF skrze
inhibici mytl, kindzy zodpovédné za inhibicni fosforylace Cdc2 na treonin-14 a tyrozin-15.
Druha signdlni drdha vede K aktivaci Cdc-25, po krteré ndsleduje zvysend regulace MPF
pomoci defosforylace Cdc25 na serin-287 (prevzato z Hurk, R. van den, Zhao, J. 2005.
Formation of mammalian oocytes and their growth, differentiation and maturation within
ovarian follicles. Theriogenology, 63 (6), 1717-1751, strana 1737).

MAP kinazy

MAP kinazy jsou serin/treoninové kinazy aktivované na pocatku bunééného déleni
jako odpovéd na piitomnost ristovych faktori a je aktivovana fosforylaci tyrozinu.
Pivodnim vyznamem bylo, ze dokazi fosforylovat MAP ( MAP - microtubule-asociated
protein), zatimco dnes reprezentuje mitogenem aktivovanou protein kinazu (Whitaker, 1996).
Mitogenem aktivované protein kindzy (MAPK mitogen-activated protein kinase) jsou dalsi
znamé kinazy, zapojené do zrani oocytu (Hurk a Zhao, 2005). Aktivace MAP kinazy je nutna
k nasledné aktivaci p34°*? a blokace MAP kinazy brani ¢innosti GVBD. Jeji &innost zanika
po oplozeni béhem prvniho mitotického cyklu pfi formovani prvojader. U mySich oocytl je
zodpovédna za udrzovani chromatinu v kondenzovaném stavu a potlacovani S fdze béhem

druhého meiotického déleni (Whitaker, 1996). V savéich oocytech jsou pfitomné dvé
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izoformy MAPK, ERK1 a ERK2. MAP-kinaza se aktivuje pomoci MEK, specifickou MAP-
kinazou, kterd je v dobé své aktivity regulovana Mos, kindzou specifickou pro zarodecné
buniky. Na rozdil od MPF, nacasovani aktivace MAPK se béhem zrani oocytit druhové lisi.
Naptiklad v oocytech velkych domestikovanych druhi se aktivovand MAPK objevi spolecné
s, nebo po GVBD, zatimco u mysich oocytll je MAPK aktivovdna post-GVBD. MAPK ma
mnoho molekularnich cild, které jsou umistény bud’ v jadie nebo cytoplazmé, vcetné
cytoskeletarnich proteinii. V pribéhu meiotického zrani je aktivita MAPK nezbytna pro

zabezpeceni ¢innosti MPF, formovani vieten a zachovani MII bloku (Hurk a Zhao, 2005).

Cyklicky adenozin monofosfat (CAMP)

Hladina cAMP v oocytu hraje ve zrani oocytu dilezitou roli. Farmakologické
manipulace vedouci ke zvySeni hladin cAMP v sav¢ich oocytech, vytvaii blokddu meidzy.
Vysokd troveit cAMP v oocytu jej udrzuje v meiotickém bloku, pravdépodobné skrze
signalni drahu proteinu kinazy A (PKA). Toto je potvrzovano ve studiich pouZzivajicich
injekce PKA inhibi¢ni nebo regula¢ni a katalytické podjednotky PKA v oocytech rodu
Xenopus a mysi. V souladu stouto hypotézou, fosfodiesterazové (PDE) inhibitory blokuji
zrani oocytu v podminkach in vivo a také in vitro. Vysledna ztrata mezibunééné komunikace
v dusledku LH viny, mize byt pfi¢inou obnoveni meidzy. Muze byt také zabranéno davkam
cAMP distribuovanych granuldézou a snizit tak koncentraci cAMP uvnitt oocytu, ktery se

timto dovede k inaktivaci PKA signalni drahy (Hurk a Zhao, 2005).

Vapnik

Vapnik je sekundarni bun&cny posel u mnoha biologickych d&t, jako je rist,
diferenciace, transkrip¢ni aktivace a apoptoza. Hraje hlavni roli v oplozeni a je tedy je tedy
V organizmu piitomen jiz od jeho ranych pocatk. Spermie pii oplozeni nedodava jen
geneticky materidl, ale také vyvolava oscilaci Ca?* a naslednd prolamuje meioticky blok
oocytu po druhém meiotickém zrani. Zvyseni hladiny Ca? je nutné u vsech druhti a staci na
dokonceni aktivace oocytu a zahdjeni embryondlniho vyvoje. U savCich oocytl zacinaji
hladiny Ca** oscilovat po vstupu spermie do oocytu. Tyto oscilace jsou zapotiebi k povoleni
MII bloku a zapoceti vSech dalSich udalosti spojenych s aktivaci oocytu, jako je kortikalni
reakce, vyvoj maternalni mRNA, rozvoj prvojader a mitotické stépeni (Heytens et al., 2008).

Hladina Ca®* vzristajici po oplozeni je rozhodujici signal pro aktivaci oocytil a je

% 4 v w7 + , w7 IR ) .
zodpovédny za spusSténi embryogeneze. Vina Ca®** ma pocatek v misté flize spermie a oocytu
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a Sifi se napfi¢ cytoplazmou oocytu (Miyazaki, 2006). Poprvé byla pozorovana u oocyti
Oryzias latipes v roce 1978 ve studii Gilkeyho et al. (1978). Prvni oznadeni jako Ca2"
oscilace bylo popsano u sav¢ich oocytt v roce 1981 autory Miyazakim a Igusou (1981).

Signalni drahy uvolfiujici vapenné ionty byly objeveny v poloviné 80. let. Byl objeven
Ryanodinovy receptor a inositol 1,4,5-trifosfat(IP3). Ryanodinovy receptor (RyR) byl
lokalizovén v sarkoplazmatickém retikulu a je aktivovan Ca*" a ryanodinem. Schopnosti IPs
je mobilizovat Ca®* z endoplazmatického retikula u fady bunék (Miyazaki, 2006).

U sav¢ich oocytt, které maji zastaveny rust v metafazi meiozy II, je narast Ca®* pii
oplozeni vyuzit k inaktivaci cytostatického faktoru — endogenniho inhibitoru meiotického
déleni, zodpovédného za stabilizaci aktivity MPF. Nasledné snizeni hladiny MPF umoziiuje
obnoveni bunétného cyklu. Hlavnim aspektem zrani oocytu je zvySeni citlivosti
endoplazmatického retikula (ER) spoustécim mechanizmtiim Ca®". Nartist senzitivity je spojen
s reorganizaci endoplazmatického retikula, coz u n¢kolika druhit mé na nésledek tvorbu
clusterd a domén, které koreluji s moZnosti vytvaret normalni Ca?* odpovéd’ p¥i oplozeni
(Santella et al., 2004).

Vizualizace pomoci ¢asové osy u rodu Xenopus ukazala, Ze ER zrajicich, nebo jiz
vyzralych oocytil se rapidné pohybuje, coz naznacuje, Ze mobilita endoplazmatického retikula
ma svou roli v dynamické redistribuci IP3 receptort (IP3R) do kortikalniho regionu. Bylo téz
prokdzano, Ze se IP3R zvySuje a redistribuuje do kortexu v zrajicich oocytl, kde umoziuje
optimalni Ca?" oscilaci pfi oplozeni. U experimentll, pfi nichZ byla pouZita RNA interference
na prevenci zvySeni hladiny IP3R typu 1, byl sledovan 50% pokles poctu vyvolanych Ca®* vin
pomoci spermii (Santella et al., 2004). Oscilace Ca®* zabrafiuji navratu hladin MPF do
takovych hodnot, aby zabranovalo aktivaci (Heytens et al., 2008).

Dalsim poslem, jehoZz mechanizmus ucinku spociva v podpofe pocatecniho a
lokalizovaného nartistu Ca®*, ktery je poté nasledovéan rozsifenim Ca®" oscilaci po celé butice
zprostifedkovanych pomoci IP3 je nikotin adenin dinukleotid fosfat (NAADP) (Santella et al.,
2004).

PLC{

N¢gjaky Cas nebylo zndmo, jakym faktorem spermie pfispivd aktivaci, coz bylo
zanedlouho objasnéno objevenim specifické fosfolipazy C, nazvané PLCC. Tato fosfolipaza
ma vlastnosti faktoru, ktery aktivuje oocyt. Injekce rekombinantni mysi a lidské PLC{ RNA

e o o . . It . It + , v . ;.
do mysSich oocytli zpiisobuje nejen navozeni oscilaci Ca? shodnych s témi, které indukovala
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spermie, ale také podporuje néasledny embryonalni vyvoj. Stejny vysledek byl ziskan pfi
mikroinjekci rekombinantniho mySiho proteinu PLC{ do mysich oocytd. Pomoci
imunolokaliza¢nich studii bylo prokazano, ze mistem lokalizace PLC( u lidskych i mysich
spermii je perinuklearni théka (Heytens et al., 2008).

PLC( katalyzuje tvorbu inozitol trifosfatu, ktery spousti uvoliiovani Ca®* z bun&nych
rezerv a nasledné¢ indukce vépenné oscilace v oocytu. Vapnik aktivuje kalmodulin
dependentni kindzu II (CaMKII), enzym zndmy svou senzitivitou k frekvenci Ca®* oscilaci.
CaMKII piimo aktivuje APC a také podporuje degradaci CSF (Heytens et al., 2008).
Vysledkem je, ze APC je osvobozeno od represi CSF a inhibice MPF je ukoncena. Aktivace
APC zpisobi bunécné odmitnuti aktivity MPF a soucasné uvolnéni z MII bloku (Heytens et
al., 2008).

Obrazek 4 Schematicky nakres u¢inku vapniku na MII blok oocytu

Cazt
1 —>» stimulace

l — inhibice
Caz*-CaM
l Cyclin B .

CaMKIlI
. \ T~

Schéma znazornujici uvolnéni z M 1l bloku a znovuobnoveni bunécného cyklu indukované
vapnikem. Osa Ca**- caM rychle a primo aktivuje APC (**) a také podporuje degradaci
CFS, coz je proces s pomalejsi kinetikou (*). Degradace CSF spousti inhibici APC.
Aktivované ACP (APC+) podporuje odbouravani Cyklinu B a v diisledku to je deaktivovano
MPF. Tento déj vrcholi zrusenim M Il bloku a znovuobnovenim bunécného cyklu (prevzato z
Heytens, E., Soleimani, R., Sutter, P. De. 2008. Oocyte activation: The impact of calcium
sugnals on fertilization. Iranian Journal of Reproductive Medicine, 6 (4), 171-174, strana
173).
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3.2. Kalcineurin

Kalcineurin (Cn) je heterodimer, skladajici se ze dvou podjednotek, katalytické
podjednotky CnA (60 kDa) a CnB (19 kDa) (Chan et al., 2005; Liu et al., 2010). Co se tyce
struktury jeho domény, aktivni dvojjaderné kovové misto kalcineurinu je na podjednotce A,
ktera je u savcu velké 57-59 kDa, v zavislosti na izoformé. Velikost katalytické podjednotky
muze byt az do 20 % vétsi u nizich eukaryotl (napt. Saccharomyces cerevisiae — 63-69 kDa,
Drosophila melanogaster — 62-65 kDa) (Rusnak a Mertz, 2000; Liu et al., 2010). Kalcineurin
B je tésné piiléhajici myristoylovana podjednotka vézajici Ca** o velikosti 19 kDa (Chan et
al., 2005; Liu et al., 2010). U savct se nachazeji dvé formy genu kodujicich kalcineurin B. U
jednoho z nich neustale dochazi k expresi, zatimco mRNA pro druhy gen byla nalezena pouze
ve tkani varlete. Podjednotka kalcineurinu B je také tsek, ktery je udrzovan ve stejné, ¢i
podobné podobé po celou evoluci. Lidsky kalcineurin B ma z86 % shodnou
aminokyselinovou sekvenci jako hmyzi (napf. Drosophila) a z 54 % shodnou sekvenci s S.
cerevisiae. Gen pro sav¢i kalcineurin B je kédovan proteinem o velikosti 170 aminokyselin
obsahujicich ¢tyfi EF-handové modely vazajici Ca®* (Rusnak a Mertz, 2000). Tyto
podjednotky jsou pevné spojeny a mohou byt oddéleny pouzitim denaturacnich cinidel.
Klonovani tohoto enzymu poskytlo diikazy o tom, Ze vSechny eukaryotické organizmy maji
jeden nebo vice gentl, kodujicich kazdou podjednotku (Rusnak a Mertz, 2000).

| kdyZ patii kalcineurin do skupiny proteinovych fosfataz, strukturalné a funkéné se od
alkalickych a kyselych fosfataz 1isi (Bandyopadhyay et al., 2002). Jedna se o fosfoprotein
serin/treonin fosfatdzu, fyziologicky aktivovanou Ca®* kalmodulinem a je také znamy jako
protein fosfataza 2B (PP2B) (Hogan and Li, 2005; Klee et al., 1998). Vaze se s nim pevné
kalmodulin, ale pouze v pfitomnosti zvySené, avSak stale fyziologické hladiny Ca®* (Hogan a
Li, 2005). Od jinych fosfataz se kalcineurin A odliSuje tfemi doménami na COOH koncich.
Tyto domény byly identifikovany jako doména vazajici kalcineurin B, kalmodulin vazajici
doména a autoinhibi€ni doména, kterd vaze se do S$tépu v aktivnim mist€ pii absenci
Ca?*/kalmodulinu a inhibuje &innost enzymu, ktery ma ve spojeni svaznym mistem
kalmodulinu schopnost jeho regulace (Rusnak a Mertz, 2000; Chan et al., 2005). CnB je
regulacni podjednotka fosfatazy, kterd vaze Ca®* (Chan et al., 2005).

Kalcineurin je hlavni protein vazajici kalmodulin v mozku a jedina serin/treoninova
protein fosfatiza pod kontrolou Ca?*/kalmodulinu. Jeho stimulace multifunkénim proteinem,
kalmodulinem, zajistuje koordinovanou regulaci aktivity jeho protein fosfatazy s aktivitami
mnoha jingch enzymi, véetnd vysokého poltu protein kindz, pod kontrolou Ca®* a
kalmodulinu. Kalcineurin je ve vysoké mife exprimovan v mozku, ale je také detekovana
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Vv nejruznéjSich tkanich mimo té nervové (Bandyopadhyay et al., 2002; Klee et al., 1998;
Saneyoshi et al., 2000;).

3.2.1. Struktura

Kalcineurin je heterodimer slozeny z katalytické a na kalmodulin se vazajici
podjednotky, kalcineurinu A a tésné¢ se vazajici (i za pifitomnost jen nanomolarnich
koncentraci Ca?*) k regula¢ni Ca*-vézajici podjednotce, kalcineurinu B (Klee et al., 1998).
aff kvartérni struktura kalcineurinu, sledovana u savct, je udrzovana evolu¢né jiz od nizsich
eukaryoti (Rusnak a Mertz, 2000). Tato dvoujednotkova struktura jedine¢na mezi
fosfatdzami, se nachéazi od kvasinek aZ po c¢loveéka a je esencialni. Totéz plati o vysoce
konzervativnich AMK sekvencich katalytickych a regula¢nich domén izoforem kalcineurinu
A u riznych organizmu (Klee et al., 1998).

Jeho struktura tvaru ¢inky, je podobna struktufe kalmodulinu se dvéma laloky, z nichz
kazdd je slozena ze dvou pfilehlych smycek spojenych pruznou Sroubovici. Jak se da
piedpokladat z jeho sekvence, vaze 4 moly z Ca?*, jeden s vysokou afinitou a tii s afinitou
mikromolarniho rozsahu (Klee et al., 1998).

Rusnak a Mertz (2000) ve své praci uvadéji informaci o tzv. fosfodiesterazovém
modelu, ktery netvoii strukturu pouze protein fosfatazy 1, 2A a kalcineurinu, ale i mnoha
dal§ich enzymi, zapojenych do Stépeni fosfodiesterovych vazeb, vcetné kyselych a
alkalickych fosfatdz, bakteridlnich nukledz, diadenozin tetrafosfatdz, 59-nuklotidaz,
fosfodiesteraz, sfingomyelin fosfodiesterdz, fosfatdz v bakteriofagovi a a a protein fosfataz.
Ctyii ze zbytkll ve fosfoesterazovém modelu, jsou ligandy k dinuklearnimu kovovému
kofaktoru u PPl a kalcineurinu. Navzdory témto odlisnostem ma fosfoesterazovy model
stejny PB-a-p-a-f zahyb umoziujici pojimat dvoujadrové kovové centrum. (Rusnak a Mertz,
2000).

U kalcineurinu se nachazi v predchozich castech popsana  pfitomnost
fosfoesterazového modelu jako B-a-B-a-f a poskytuje skelet aktivnimu mistu dvoujaderného
kovového centra. Tti B-vldkna tohoto modelu tvoti paralelné slozeny list, na jehoz vrcholu
intervenuje a-Sroubovice. Dva kovové ionty jsou umistény na vrcholu tohoto kovového
centra. Ctyfi zkovovych ligandi jsou poskytovany zbytky mezi smyckami B-listd a o-
Sroubovic (Rusnak a Mertz, 2000).

Celkova struktura katalytické podjednotky ma tvar elipsy a sklada se ze smési a-

Sroubovic a B-listl. Vézaci doména kalcineurinu B je evidentni v tomto uspotadani jako a-
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Sroubovice, ktera vycniva z molekuly, tvofici vazebné misto pro podjednotku kalcineurinu B
(Rusnak a Mertz, 2000).

Podjednotka kalcineurinu B vytvaii komplex s kalcineurinem A skrze vazebnou
Sroubovici kalcineurinu B. Ctyfi Ca*, jsou navazany na EF-hand domény podjednotky
kalcineurinu B. Termina¢ni skupina NH, myristoylové skupiny kalcineurinu B se nachazi
V hydrofobni §térbin¢ mezi dvéma amfipatickymi Sroubovicemi, které jsou nedilnou soucasti
obou EF-hand. Na rozdil, rentgenové struktury nemyristoylovanych proteint ukazuji prvnich
pet zbytkii NH; konce kalcineurinu B jako chybové struktury, coz svéd¢i o zvySené mobilité
NH; koncii ve vztahu k acylovanym proteinim. A tak se myristoylovd skupina zda byt
ukotvena pomoci hydrofobnich kontakti a mutze ptispét k celkové strukturdlni stabilité
enzymu a muze také vysvétlit, pro¢ acylované proteiny zvysuji teplotni stabilitu ve srovnani

s nemodifikovanym enzymem (Rushak a Mertz, 2000).

3.2.2. 1zoformy

U savcu jsou z oddélenych gend exprimovany tii izoformy katalytické podjednotky
(Ao, AP a Ay) a dvé izoformy regula¢ni podjednotky (B1 a B2) (Hogan a Li, 2005; Liu et al.,
2010). U savct se nachazeji dve izoformy kalcineurinu B, CnB1, pivodné objeven ve spojeni
s kalcineurinem A o a B a CnB2, k jehoz expresi dochazi pouze ve varletech; pouze jedna
forma byla popsana u octomilek a kvasinek (Klee et al., 1998)

S vyjimkou variabilnich N- a C- terminacnich konct, jejichz funk¢nost neni
objasnéna, vykazuji tii enzymy 83 — 89% identity v dalSich 90% jejich sekvence.
Zachovanym prvkem B izoformy je N-terminacni polyprolinovy model, zatimco né&kolik
dalsich zakladnich rezidui na C-termina¢nim konci je zodpovédnych za vysoké pl (Klee et al.,

1998).

3.2.3. Rizeni a inhibice

Kalcineurin mtze byt v in vitro podminkach fosforylovan protein kinazou C, kasein
kinazou I a II. A i kdyZ je mozné fosforylaci blokovat pomoci Ca?*/kalmodulinu, kinetické
vlastnosti fosforylovaného a defosforylovaného kalcineurinu jsou stejné (Rusnak a Mertz,
2000).

Jeho rezistence vi¢i endogennimu inhibitoru fosfatdzy 1 a 2, dale vi¢i ucinnym

inhibitoriim protein fosfatdzy 1 a 2A, kyseliné¢ okadaové, kalyculinu a mikrocystinu, z n¢ho
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ud¢lala obtizn¢ zkoumatelny objekt az do doby, dokud nebyl oznacen jako cil imunosupresiv,
FK506 a cyklosporinu A (CsA) (Klee et al., 1998).

Klasickou cestou, jakou je kalcineurin in vivo regulovan jsou zmény nitrobunééné
koncentrace Ca?*. Tudiz v bufice ve fazi klidu, kde je Ca?* v nizké koncentraci, neni
kalcineurin schopny vézat kalmodulin a enzym setrvava Vv neaktivni formé€. V signalnich
drahach vedoucich k naristu nitrobunééné hladiny Ca®*, ma Ca®* vézajici na kalmodulin
disledky vedouci ke konforma¢nim zménam. Ty nasledn€é umoznuji navazani se na
kalcineurin a aktivovani fosfatdzové aktivity. Ca®*, které se vaze s kalcineurinem B
pravdépodobné¢ hraje téz urcitou roli (Rusnak a Mertz, 2000).

Cinnost kalcineurinu se zda byt ovlivnéna fosfolipidy a to bud’ aktivaci, nebo inhibici,
v zavislosti na fosfolipidu a substratu. Byl také objeven rekombinantni diktyostelinni
kalcineurin aktivovany kyselinou arachidonovou a nenasycenymi mastnymi kyselinami
S dlouhym fetézcem. Tyto ucinky mohou byt fyziologicky vyznamné s ohledem na to, ze
kalcineurin se nachazi béhem frakcionace v membranovém spojeni (Rusnak a Mertz, 2000).

Regulace kalcineurinu je moznd i pomoci redoxnich reakci aktivniho mista kovovych
iontd. Pfedchozi studie prokazaly, ze kalcineurin je citlivy vuci redoxnim regulacim v in vitro
podminkach pfi procesu, ktery se muze téz vyskytnout také v podminkach in vivo. Téz bylo
potvrzeno, Ze Cinnost kalcineurinu miZu byt ovlivnéna extracelularnimi oxidanty, zejména
pomoci H,O,. A tak mé expozice bun¢k vii¢i mikromoldrnim koncentracim H,0, za nasledek
inhibici NF-AT zprostiedkovanych procesi a zdd se byt zprostfedkovan kalcineurinem.
Mechanizmy regulace se mohou nachazet v aktivnim redoxnim mists Fe** aktivniho
binuklearniho aktivniho mista, ktery miZe piepinat mezi redukci (Fe?") a oxidaci (Fe**)

(Rusnak a Mertz, 2000).

3.2.4. Funkce v organizmu

Kalcineurin je soucasti fady biochemickych a fyziologickych procest v organizmu a
hraje klicovou roli v mnoha biologickych procesech. Jsou jimi napt. vyvoj kardiovaskuldrniho
a kosterniho svalstva, apoptdza bunck a také plni hlavni roli pii spojovani Ca?* signall a
bunééné odpovedi, V mozku ma svou roli pfi fungovani paméti, hormonalni kontrole, genové
regulaci a regulaci iontovych kanalt. V jatrech tidi fosforylaci proteinti a ochranu jater a fidi i
napi. motilitu spermii a interakci integrinu a fibronektinu. (Chan et al., 2005; Klee et al.,
1998).
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Nejstudovanéjsi roli kalcineurinu je jeho Gc€ast na imunitni reakci, kdy defosforyluje a
podporuje jadernou lokalizaci jaderného faktoru aktivovanych T bunék (NFAT - nuclear
factor of activated T cells) transkripénich faktord, které zvysuji transkripci aktiva¢nich gent
T-bunék (Chan et al., 2005; Rusnak a Mertz, 2000). Ovliviiuje také programovanou bunécnou
smrt B a T lymfocyti. Vin vitro modelech se vyuziva pii vyhledavani signalnich drah
zodpovédnych za ligaci bunék receptor T-bun¢k s CD3 komplexem, coz ma za nasledek
apoptozu u hybridomt T-bunék (Rusnak a Mertz, 2000).

Jeho biologické ucinky jsou rozmanité, zavisi pii nich na buné¢nych souvislostech. U
savcll prispivd napf. k regulaci enzymii a iontovych kanalli, chemotaxe, nakladani s
membranovymi vezikuly, vyvoj srdecnich chlopni a osteoklastii, a genetickym programim
aktivace lymfocytl a diferenciace kosterniho svalstva (Hogan a Li, 2005).

Kalcineurin je pfitomen ve vSech zkoumanych eukaryotech, kromé vyssich rostlin. Je
hojné¢ distribuovan v tkanich a nejvyssi hladiny jsou nalezeny v mozku. Kromé toho,
podjednotky kalcineurinu A a B byly pozorovany napt. v osteoklastech kosti (Awumey et al.,
1999), srdci (Ding et al., 1999), zadnim mozku a miSe, ledvinach (Aperia et al., 1992), jatrech
(Farghali a Masek, 1998), placenté (Pallen et al., 1985), B a T lymfocytech (Chanter et al,
1985), v tukové tkani, bunikach nadledvin, krevnich destickach, sitnici, kosternich svalech,
hladké svaloving, plicich, slinivce bfi$ni, slezin€, varlatech a spermiich, brzliku a $titné¢ zlaze
(reviwed in Rusnak a Mertz, 2000). Kalcineurin mtze mit hlavni roli pfi nitrobunééné
signalizaci 1 pfi nizkych hladinéch, jak je potvrzeno u T-lymfocyti a kosternich svali. U
pucicich kvasinek ma kalcineurin roli v koordinaci pfizpiisobeni k zaté€zi Zivotniho prostiedi,
a to jak skrze kalcineurin-Crzlp transkripéni drahu, tak skrze posttranslaéni mechanizmy
(Hogan a Li, 2005).

Ukazalo se tedy, ze kalcineurin hraje dtlezitou roli v aktivaci T-bunék. Dtikaz o tom,
ze FK506 a CsA, navdzany na jejich vazebné proteiny, FKBP12 a cyklophilin A, jsou
specifickymi inhibitory kalcineurinu poskytujici nastroje potifebné k odhaleni mnoha dalSich
roli v transdukei signalu Ca®*. (Klee et al., 1998).

Hraje kli¢ovou roli v mnoha biologickych dé&jich véetné signalni transdukce T-bunék.
Kalcineurin je pfitomny v brzkych udalostech probihajicich pfi aktivaci T-bun¢k. U
lymfoidnich bunék, vede stimulace receptorti T-bunék k jaderné translokaci jaderného faktoru
aktivovanych T-bunék (NF-AT - nuclear factor of activated T-cell) prostfednictvim aktivace
kalcineurinu, coz aktivuje imunitni odpovéd’ gent, jako je interleukin-2. Bylo prokazano, ze
imunofiliny, cyklofilin a na FK506 se vazajici protein (FKBP — FK506 binding protein), které

funguji jako specifické receptory pro CsA a FK506, komunikuji s kalcineurinem a inhibuji
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jeho aktivitu, coz mé za nésledek inhibici jaderné translokace u NF-AT. Neddvno bylo
objeveno, ze signalni cesta Cn-NFAT se zapojuje v nelymfoidnich buikach a tkanich. To
naznacuje, ze signalni cesta Kkalcineurinu ma celou fadu roli jak v imunitnich, tak
neimunitnich systémech (Saneyoshi et al., 2000).

Saneyoshi et al. (2000) se ve své studii zabyva charakteristikou role Kkalcineurinu
béhem raného vyvoje. Naklonoval podjednotku CnA u rodu Xenopus (XCnA) exprimovanou
Vv jejich oocytech a zkoumal expresni vzor u rané se vyvijejicich se jedinct. Uvedl nasledujici
vysledky. Sekvence nukleotidi XCnA obsahuje predpokladany ATG start kodon, kterému
ptedchazela 373 bp (bp — base pair — pary baze) dlouha 5°‘-doprovodna sekvence, samotny
otevieny Cteci rdmec kodovany 508 aminokyselinami a 906 bp dlouhou 3‘-neptekladanou
sekvenci (Saneyoshi et al, 2000).

Vzhledem k tomu, Ze proteinové proteolyzy neodhalily stabilni proteinové domény
genu DSCR1, Chan et al (2005) se ve své studii zabyval otazkou strukturalni organizace
tohoto genu pro vyrobu proteinovych fragmentd, které by mohly byt dostatecné pro interakci
s kalcineurinem. Fragmenty odpovidajici regioniim kédovanymi riznymi exony genu DSCR1
byly exprimovany jako GST fuzni proteiny. Tyto proteiny byly imobilizovany pomoci
glutathion-sefar6zové pryskyfice a inkubovany s kalcineurinem. Po promyti od pryskyftice
byly navézané proteiny analyzovany SDS-PAGE. Kalcineurin byl rozruSen exonem DSCRI1,
ale nestalo se tomu tak v pfitomnosti pouze GST, coz naznacuje, ze ptitomnost GST partikuli
nezasahuje do interakci s kalcineurinem. Piekvapivé, fragmenty DSCRI1 postradaji
konzervovany model FLISPPXSPP exonu 6, zachovavajici schopnost vazat kalcineurin.
Kromé toho, exon 7 sam o sobé& je schopny se navazat na kalcineurin, vhledem k tomu, ze
chybgjici exon 7 u DSCRI1 fragmentl je neschopny se angaZovat pii vyfazeni kalcineurinu.
Tyto vysledky poukazuji na fakt, Ze usek, ktery je kodovan exonem 7 je nezbytny a

postacujici pro navazani kalcineurinu. (Chan et al, 2005)

Endogenni regulatory

Kromé syntetickych a pfirodnich inhibitord kalcineurinu existuje mnozstvi
endogennich bunécnych proteinli, které se ukézaly jako potencidlni inhibitory protein
fosfatazové aktivity kalcineurinu a tedy vhodné regulatory jeho in vivo funkci. Jako jeden
z prvnich byl objeven AKAP79 (79-kDa protein kinase A anchoring protein). Ten spojuje
regulacni podjednotku cAMP dependentni protein kindzy. Zajimavé je, ze AKAP79

obsahoval doménu homologni k FKBP, o které se vedla hypotéza, ze to mlize byt vazebna
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doména kalcineurinu. Synteticky peptid zaloZeny na této sekvenci byl nekompetitivnim
inhibitorem kalcineurinu. Dalsi studie naznacuje, ze AKAP79 spolupracuje s kalcineurinem
skrze misto odlisné od FKBP homologni oblasti (Rusnak a Mertz, 2000).

Dal$im moznym regula¢nim proteinem kalcineurinu je cain/cabin 1, 2220 - rezidualni
fosfoprotein izolovany pouzitim hybridnich kvasinek vyuzitim sekvenci hipokampii z cDNA
knihoven mysi a potkanti. Cain/cabin 1 se vaze na kalcineurin a inhibuje ho v nekompetitivni
form¢. Interakce mezi cain/cabin 1 a kalcineurinem zavisi na aktivaci protein kindzy C, a
nadmérna exprese inhibuje aktivaci transkripce genu pro interleukin 2 a zabranuje
defosforylaci transkripcniho faktoru NF-AT (Rusnak a Mertz, 2000).

Nicmén¢, klasickym mechanizmem regulace aktivity kalcineurinu je skrze
Ca?*/kalmodulin. Je zajimavé uvazovat, Ze tyto a pfipadné dalSi proteiny mohou interagovat
S kalcineurinem za Ucelem regulace subcelularniho cileni a/nebo ¢innosti se specifickymi

substraty novymi, zatim nedefinovanymi drahami (Rusnak a Mertz, 2000).

3.2.5. Uloha kalcineurinu v oogenezi

Mochida a Hunt (2007), stejné tak jako Nishiyama et al. (2007) uvadg&ji, Ze kalcineurin
je nezbytny pro vystup z metafaze II u oocytu rodu Xenopus. Konkrétné je nutny pro
prolomeni bloku zpiisobeného Mos-MAP kinazové signdlni drahy. Kalcineurin je pfechodné
aktivovan po pridani Ca®* koocytim, zatimco inhibitory kalcineurinu, jako je napf.
cyklosporin A, pozdrzi destrukci cyklind, fosforylaci specifickych metafdznich fosfoproteind
a obnovu plné funk¢niho jaderného obalu. Studie prokazala, Ze se druhd vlna fosfatdzoveé
aktivity namifend na mitotické fosfoproteiny objevuje aZ po narlstu aktivity kalcineurinu.
Tato aktivita ustala, jakmile se vzorek dostal do metafaze a objevil se opét na konci déleni
(Mochida a Hunt, 2007; Nishiyama et al., 2007).

Pomoci experimentt bylo zjisténo, ze nadmérna exprese proteini MCIP (Modulatory
calcineurin-interacting protein) vede K inhibici aktivity kalcineurinu, avSak ¢innost v in vivo
organizmech neni upln¢ jasna. Takeo et al. (2006) ve své praci ukazal, ze je u Drosophily
MCIP sarah (sra) nezbytnym pro meiotickou progresi u oocytil. Oocyty z matek téchto musek
byly zastaveny v anafazi meiozy I a tato fenotypova ztrata se projevovala specificky u samici
linie. Sra se fyzicky poji s katalytickou podjednotkou kalcineurinu a jeho nadmérna exprese
potlacuje konstituéné aktivovany kalcineurin, coz se projevuje napt. ztratou kiidelnich zilek,

nebo hrubym okem. Hyperaktivace kalcineurinu se podepsala na meioticky blokovaném
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fenotypu, coz mohlo byt také zptisobeno vyssi expresi Sra. VSechny tyto vysledky podporuji
hypotézu, ze Sra reguluje samici meidzu fizenim aktivity kalcineurinu (Takeo et al, 2006).

Takeo et al. (2006) vyuzil se své praci prazdnou mutaci genu Sra. Zjistil, ze
homozygoté byly béhem larvarni faze semiletalni. Kromé toho, samice sra<© byly sterilni a
nastavalo u nich k abnormélnim ovulacim. Tim dokazal, Ze je sra zodpoveédny za abnormality
v sra“® populaci, konkrétng za defekty u obou pohlavi, hlavng ovulace a sterility u sami&iho
pohlavi. U sra© neexistuje zddna morfologickd zména na utvareni vajecniki a z jejich oocyti
nebyly schopné se vylihnout larvy. Oproti tomu, oocyty divokych linii Drosophil po 2
hodinach depozice dokoncily meidzu a podrobily se synchronnimu mitotickému jadernému
déleni (Takeo et al., 2006).

Sra patii u skupiny Drosophila mezi (MCIP), coz je, jak bylo jiz vySe zminéno,
skupina endogennich regulatort kalcineurinu. Genom Drosophily obsahuje 3 geny, kodujici
CnA podjednotku ( CanAl, Pp2B-14D a CanA-14F) a 2 geny, kodujici podjednotkou CnB
(CanB a CanB2). Piedpokladem prace Takea et al. (2006) bylo, ze sra pusobi u Drosophil
jako endogenni regulator. Analyzy exprese vSak ukazaly, ze vSechny CnA a CnB geny jsou
aktivni jak u larev, tak u dospé&lych jedincd, ale ptesto jenom Pp2B-14D, CanA-14F a CanB2
byly exprimovany u ranych embryi a ve vajecnicich. Sra vytvari komplex s CnA a CnB
podjednotkami. MCIP puasobi jako inhibitor kalcineurinu tim, Ze se vaze piimo na
podjednotku CnA. Bylo také prokdzano, Ze podjednotky kalcineurinu jsou stabilnéjsi

Vv piipad¢, ze vytvoii komplex (Takeo et al., 2006).
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4. Materialy a metody

4.1. Material
4.1.1. Ziskavani vajecniku a oocyti

Vajecniky byly odebirany z prasni¢ek v neznamé fazi estralniho cyklu porazenych na
jatkach. Do 1 hodiny od porazeni byly vaje¢niky dopraveny ve fyziologickém roztoku (0,9%
NaCl) pii 38°C do laboratofe. Z 2-5 mm velkych folikul byly aspiraci ziskavany plné
dorostlé oocyty (120 um). Pro dalsi studium byly vybrany pouze oocyty s neporusenym a

kompaktnim kumulem.

4.1.2. Kultiva¢ni média pro in vitro zrani prasecich oocytu

NCSU-37

Pro zrani prasecich oocyti v in vitro podminkach bylo pouzivano kultivaéni médium
NCSU-37. Skldda se ztady komponent, uvedenych v tabulce 1. Jednotlivé slozky byly
pridany do 100 ml redestilované H;O Vv daném poradi. Takto pfipraveny roztok je

skladovatelny 2 tydny pii teploté 4°C a jeho pH musi byt kolem hodnoty 8.

Tabulka 1 SloZeni zasobniho média NCSU-37

Sloucenina Molekularni ~ Koncentrace ~ g/100 ml
vaha (mM)
NaCl 58,45 108,73 0,63553
NaHCO3 84,00 25,07 0,21059
KCI 74,55 4,78 0,03563
KH,PO, 136,09 1,19 0,01619
MgSO, . 7TH,0 246,50 1,19 0,02933
CaCl, . 2H,0 147,00 1,70 0,02499
glukoza 180,20 5,55 0,10000
glutamin 146,10 1,00 0,01461
D-sorbitol 182,20 12,00 0,21864
penicilin G 0,00650
streptomycin 0,01250
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Pro in vitro zrani oocytt bylo 100 ml zasobniho roztoku NCSU-37 obohaceno o:
e 100 ml zasobniho roztoku NCSU-37
e 0,0069g cysteinu
e 100 pl B-merkaptoethanolu
e 10 pl insulinu

Tento roztok je mozné skladovat pouze po dobu 1 tydne pfi teploté 4°C.

K obohacenému kultivaénimu médiu NCSU-37 byla vden kultivace pfidana praseci
folikularni tekutina, dibutyryl cyklicky adenosin monofosfat (dbcAMP), eCG:hCG (PG 600,

Intervet Boxmeer, Holandsko).

Tabulka 2 SloZeni obohacujici NCSU-37

Sloucenina Koncentrace
folikularni tekutina 10% (v/v)
dbcAMP 1mM

eCG 13,4 1U/ml
hCG 6,6 1U/ml

Roztoky pro in vitro zrani prase¢ich oocyti

p-merkaptoetanol

35ul z komeréni nadoby B-merkaptoetanolu se rozpusti v 9,65ml destilované H-O.

Roztok se nadavkuje na 100ul davky a uchovava se pii -20°C (aZ po dobu nékolik mésicii).

Insulin

Komeréni batika o velikosti 50mg se rozpusti v 990ul destilované H,O a 10 pul HCI

IN. Vytvofime 10ul davky a uchovavame v -20°C az do doby pouziti (aZ po n€kolik mésici).
Praseci folikularni tekutina

Praseci folikularni tekutina se ziskédva z vajeCnikli aspiraci povrchovych folikulii o
priméru 3-6 mm. Nasledné se centrifuguje roztok pii 3000 otackach za minutu a po dobu 30

minut pii 4°C. Odsaje se supernatant a dvakrat se piefiltruje. Poprvé je nutné odstranit
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epitelie, podruhé se filtruje skrze filtr o mensich rozmérech (0,22 pum). Vytvoii se 1 ml

zkumavky a uchovévaji se pii -20°C (az po n¢kolik mésicit).
Dibutyryl cyklicky AMP (dbcAMP)

100 mg davky se rozpusti ve 4 ml redestilované vody. Vytvoii se davky po 45 ul a

uchovéavaji se pii -20°C (opét mozné po n¢kolik mésicti.)

Tabulka 3 SloZeni a koncentrace jednotlivych slouc¢enin v médiu pro in vitro zrani

oocyti

Sloucenina Finalni koncentrace v médiu NCSU-37
cystein 0,57 mM

-merkaptoethanol 5uM

inzulin 5 mg/l

praseci folikularni tekutina ~ 10% (v/v)

dbcAMP 1mM
PMSG 10 Ul/ml
HCG 10 Ul/ml

4.1.3. Kultiva¢ni média pro in vitro fertilizaci prasecich oocyti
TALP

Pro zrani prasecich oocytii v in vitro podminkach bylo pouzivano kultiva¢ni médium
TALP. Sklada se z fady komponent, uvedenych v tabulce 5. Jednotlivé slozky byly ptidany
do 100 ml redestilované H,O v daném potadi. Takto piipraveny roztok je po prefiltrovani

(filtr 0,22um) skladovatelny 2 tydny pfi teploté 4°C a jeho pH musi byt kolem hodnoty 7,2.

Tabulka 4 SloZzeni média TALP

Sloucenina Molekularni Koncentrace  g/100 m|
vaha (mM)

NaCl 58,45 114,06 0,6660

KCI 74,55 3,20 0,0240

MgCl; . 6H,0 203,31 0,50 0,0100

laktat sodny 112,06 10,00 0,24 mi
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NaH,PO, * H,O 138,00 0,35 0,0048

glukéza 180,20 5,00 0,0900
NaHCO; 84,01 25,07 0,2100
kofein 194,20 2,00 0,0388
kalcium laktat . 5H,0 4°C 308,30 8,00 0,2466
PVA 1 mg/ml 0,1000
kanamycin) 582,60 0,17 0,0100
Cerveny fenol 334,38 0,003 0,0001

Pfed samotnou in vitro fertilizaci se médium obohati o pyruvat sodny a albumin. Alespon 3

hodiny pted pouzitim je nutna ekvilibrace v inkubatoru.

Pro in vitro fertilizaci oocyti bylo 100 ml zasobniho roztoku TALP obohaceno o:
e 100 ml roztoku NCSU-37
e 0,3gBSA
e 0,012 g pyruvatu sodného

Percoll

Tento roztok se v experimentu vyuzival pro selekci zivych spermii od mrtvych, pomoci

sloupcového gradientu.
Na 10 ml Percollu nutné pfipravit roztoky nasledujici molarity:

Tabulka 5 Roztoky pro pfipravu Percollu

Sloucenina Molarita Pomér vazeni
KCI 1M 0,7459 /10 ml
NaH,PO, 0,1M 0,138 g/ 10 ml
CaCl M 1,470 g/ 10 mi
MgCl, 0,1M 0,203 g/ 10 ml

Nasledovala piiprava zasobniho roztoku. Slou¢eniny uvedené v tabulce 6 se pii daném potadi
doplnily do 100 ml redestilované vody. Takto ptipraveny roztok je uchovatelny po dobu 1
mesice pii 4°C.
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Tabulka 6 Zasobni roztok pro pripravu Percollu

Slouc¢enina Mnozstvi
NaCl 46759
HEPES 2,380 9
roztok KCI 3,1mi
roztok NaH,PO4 2,9 ml
H,O 60,0 ml

Kone¢na piiprava 90% roztoku Percollu je uvedena v Tab. 7.

Tabulka 7 Roztoky pro pFipravu 90% Percollu

Sloucenina Mnozstvi
NaHCO3; 25 mg
roztok CaCl 1 M 50 pl
roztok MgCl,0,1 M 100 pl
laktat sodny 92 ul
Zasobni roztok 2,5ml
Percoll 22,5 ml
BTS

Pro ptipravu BTS je nutné do 100 ml redestilované vody piimichat nasledujici

komponenty:

Tabulka 8 SloZeni roztoku BTS

Sloucenina g /100 mi
glukoza 0,00002
Na;EDTA . 2H,0 0,336
NaHCO3 1,50
citrat sodny 2,00
KCI 0,50
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4.1.4. Priprava pracovnich roztoki pro imunolokalizaci

PBS (Phosphate Buffered Saline)

Pro ptipravu roztoku fosfatového pufru se rozpusti 1 tableta PBS (Sigma, Némecko)

ve 200 ml redestilované vody.

2,5% paraformaldehyd v PBS

2,5 g paraformaldehydu (Sigma, Némecko) rozmichdme v 50 ml redestilované vody a
pii michani zahfivaime. Teplota nesmi piesahnout 70°C, vznikne mirné zakaleny roztok, ve
kterém se rozpusti vétSina paraformaldehydu. Poté se nechd roztok vychladnout. DalSim
krokem je ptikapnuti 3 kapek 1 N NaOH za stdlého michani. Za n¢kolik minut se roztok
zacne Cefit. Nestane-li se tak, ptikapneme dal§i 2-3 kapky. Vysledkem je 5% roztok
paraformaldehydu, ktery po ochlazeni smichame v poméru 1:1 sPBS (5 ml 5%

paraformaldehydu s 5 ml PBS). Roztok je nutné pokazdé piipravovat Cerstvy.

5% roztok BSA

Ptiprava 5% roztoku BSA je nasledujici. 1 g BSA se rozpusti v 20 ml redestilované

H.0.

4.2. Metody

4.2.1. In vitro zrani oocytt prasete

Vybrané oocyty byly kultivovany v médiu NCSU 37 po dobu 20-22 hodin v
inkubdatoru pfti teploté 39 °C ve smési 5% CO; se vzduchem. Po nasledném oplachu byly
oocyty preneseny do Cerstvého média bez ptidavku dbcAMP a hormont a kultivovany dalSich
20-22 hodin do metafaze II.
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4.2.2. In vitro fertilizace prasecich oocytii

Pro in vitro fertilizaci byly pouzivany chlazené insemina¢ni davky kanc¢iho semene z
insemina¢ni stanice (PROAGRO Nymburk a.s., Nova Ves). Do laboratofe byly insemina¢ni
davky prepraveny v chlazeném boxu a chranéné pied svétlem. Byla provedena kontrola
motility spermii pod mikroskopem pii zvétSeni 100x-400x. Tato kontrola se pii IVF technice
provadi 3x. Thned po obdrzeni inseminacni davky, poté po ptidani média TALP a naposledy
po samotném provedeni IVF. Pro selekci zivych spermii od mrtvych byl pouzivan sloupcovy
gradient Percoll (Sigma-Aldrich, Némecko). Do zkumavky se nalije 2ml 90% Percollu, na néj
se pomalu po stén¢ zkumavky navrstvi 2 ml 45% Percollu a opét po sténé se nakonec navrstvi
0,5 ml semene. Takto pfipravena zkumavka se vlozi do centrifugy a necha se po dobu 30
minut centrifugovat pii 2100 otackach za minutu bez brzdy. Poté se plastovou pasterkou
odsaje supernatant a pfidad se 5 ml média TALP. Tentokrat se médium ptidava nikoliv pro
separaci, ale kvali promyti spermii od Percollu a pro navozeni kapacitace. Opét se
centrifuguje, ale po dobu 10 minut pii 2100 otackach za minutu a s brzdou na konci.
Nasleduje hemocytometricky vypocet koncentrace spermii. Do melanZéru se nasaje semeno
po znacku 1 pro fedéni 100:1 (pfip. 0,5 — pii fedéni 200:1) a dale se melanzér doplni
Hayemem po znacku 101. Poté je nutné melanzér po dobu 1 minuty protfepat a nasledné se
suspenze umisti pod kryci sklicko Biirkerovy komtrky. V komtrce se Spocitaji spermie v 10
polich, pocet se vyndsobi poctem 1600 (pii fedéni 200:1 se nasobi Cislem 3200) a ziska se
koncentrace spermii v1 ml. Konetna koncentrace pro IVF byla upravena na 1x10°
spermii/ml.

Pro in vitro fertilizaci byly pouzivany oocyty nachézejici se v metafdzi 2. meiotického
déleni. Po 40 — 44 hodinach in vitro kultivace byly zralé oocyty mechanicky zbaveny
kumularnich bunék a oplachnuty ve fertilizaénim meédiu TALP. Poté byly inkubovany
spolecné se spermiemi ve fertilizacnim médiu TALP po dobu 15-20 minut. Objem pouzitého
média odpovida hodnoté 500 pl na 50 inkubovanych oocytt.

IVF probihala v kultivaéni misce NUNC se 4 jamkami. Po uplynuti inkubacni doby
byly oocyty oplachnuty od ptebytecnych spermii, které nebyly navdzany na ZP. A dale
kultivovany po dobu 18-20 hodin do stadia prvojader.
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4.2.3. Partenogeneticka aktivace oocytii prasete

Z in vitro zralych oocytl byly mechanicky pomoci tenkosténné kapilary odstranény
kumularni bunky. Nasledné byly oSetieny 25 puM 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 a 2 hodiny kultivovany in vitro s inhibitorem protein
kinaz, 6-dimethylaminopurinem (6-DMAP; Sigma-Aldrich, Némecko), o koncentraci 2 pM.

Nasledovalo oplachnuti v ¢istém médiu a 22 hodinova kultivace do stadia prvojader.

4.2.4. Imunolokalizace kalcineurinu

Ziskané oocyty ¢i zygoty bez kumularnich bun€k byly zbaveny v prostiedi 0,1%
pronazy v PBS zony pellucidy a oplachnuty ve tfech kapkach 0,1% BSA v PBS. Nasleduje
fixace oocyti bez ZP v 2,5% paraformaldehydu v PBS po dobu 30 minut, kdy je nutné roztok
vyménit, a dalSich 30 minut, opét pii laboratorni teploté. Fixované oocyty byly
permeabilizovany 0,5% (v/v) Tritonem X-100 v PBS. Permeabilizace oolemy trva minimalné
2 hodiny pfi laboratorni teploté a je vhodné béhem této doby dvakrat vymeénit roztok. Poprvé
po 5 minutach, podruhé po hodiné€ prani. Poté byly oocyty kratkodobé oplachnuty v 0,1%
(v/v) Tweenu 20 v PBS. Nasledné byly oocyty inkubovany v inkuba¢nim médiu (0,1% (w/v)
BSA a 0,01% (v/v) Tween 20 v PBS) s primarni protilatkou mysi anti-kalcineurin (Sigma-
Aldrich, Némecko), fedénou v poméru 1:100 a inkubovany ptes noc v délcel4 - 16 hodin pfii
teploté 4°C a ve vlhkém prostfedi. Pro odstranéni nadbytecné nenavédzané protilatly byly
oocyty promyty v roztoku 0,1% (v/v) Tweenu 20 v PBS. Toto prani se provadi 3x, a to vzdy
po 10 minutach. Nasledovala druha inkubace, ktera byla provedena v (0,1% (w/v) BSA s anti-
mysi 1gG konjugovanou s fluorescein-5-izothiokyanatem (FITC; Sigma-Aldrich, Némecko)
pfi fedéni 1:100. Tato inkubace trva 1 hodinu a je provadéna pfi laboratorni teploté a ve tmé.
Dalsim krokem je opét prani oocyti, a to v 0,1% (v/v) Tweenu 20 v PBS, kter¢ se opakuje 3x,
vzdy po dobu 10 minut. Pfi nasledujicim pranim se oocyty nechaji v roztoku 0,1% (w/v) BSA
v PBS po dobu 10 minut. Pro vizualizaci chromatinu bylo pouzito barvivo 4,6- diamino-2-
fenylindol (DAPI), a montovani oocyti na podlozni sklicka. Byl pouzivan Slowfade Kit
(Invitrogen/Molecular Probes). Oocyty se oplachnou ve 3 kapkach ekvilibraéniho pufru.
Oocyty byly na podlozni sklicko montovany v kapce glycerolu v PBS a piikryty krycim

sklickem. Nasledovalo hodnocenni pod konfokalnim mikroskopem. Vzorky byly snimany
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pomoci laserového konfokalniho mikroskopu (Leica SPE, Némecko) — FITC pfi vinové délce
(emisni) 520nm. DNA (DAPI) byla stanovovéna pii vinové délce 410 nm. Oocyty v kontrolni
skupiné byly oSetfeny stejné¢ jako ve skupiné experimentalni, pouze s tim rozdilem, ze pfi

prvni inkubaci nebyla v inkuba¢nim médiu rozpusténa primarni protilatka.

4.2.5. Vyhodnoceni experimentii

Analyza obrazu

Fotografie ziskané z konfokalniho mikroskopu byly hodnoceny pomoci analyzy obrazu
(NIS Elements 2003, Laboratory Imaging, Ceska rebublika). V oblasti prvojadra, korové
oblasti a v oblasti cytoplazmy oocytu byla stanovena primérna intenzita signalu fluorescence
FITC Pro rozliSeni intenzity signalu byl pouzivan 2 stupiiovy klasifikator. V oocytech ve
stddiu metafaze II byla intenzita fluorescence méfena v oblasti meiotické¢ho vieténka misto
prvojadra. Data z jednotlivych oblasti oocytu byla porovnavana vzhledem k celkové intenzité
fluorescence FITC voocytu a byla tak stanovena relativni intenzita fluorescence
Vv jednotlivych oblastech oocytu (prvojadro, korova oblast, cytoplazma) a byla zpracovana

v programu Microsoft Excel.

Statisticka analyza

Statickd analyza byla provadéna v programu STATISTICA, verze 9.0. Pouzita byla
metoda jednofaktorova ANOVA, Sheffeho test. Nulova hypotéza (Hp) byla zamitana na

hladiné vyznamnosti a = 0,05.
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4.2.6. Experimentalni schéma

V tomto experimentu byla lokalizovana protein fosfatdza 2B neboli kalcineurin béhem

aktivace oocytli. Oocyty byly rozdéleny do 3 experimentalnich skupin:

1) Oocyty ve fazi metafaze II (MII)
2) Oocyty aktivované spermii béhem in vitro fertilizace (IVF)

3) Oocyty partenogeneticky aktivované (PA)

V kazdé skupiné byla lokalizovana podjednotka kalcineurinu A 1 B. Primérny pocet

oocyt ve skuping€ byl 15 oocytli, minimalni pocet byl 4 oocyty.
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5. Vysledky

Buné¢na lokalizace kalcineurinu béhem aktivace prasecich oocytu

Cilem této prace byla bunécna lokalizace proteinové fosfatazy, kalcineurinu, béhem
aktivace prase¢iho oocytu. Imunolokaliza¢ni hodnoceni prokazalo piitomnost obou

podjednotek kalcineurinu A a B, ve zralych i aktivovanych oocytech.

Kalcineurin A

U oocytd vmetafdzi II byl kalcineurin A lokalizovan v cytoplazmé, v okoli
meiotického vieténka a zejména v korové oblasti (Obr. 5). Zralé oocyty vykazovaly nejvyssi
intenzitu fluorescence v korové oblasti. Naopak nejniz$i intenzita signalu kalcineurinu byla
zaznamenana v perichromozomalni oblasti.

Oocyty in vitro aktivované spermii vykazovaly pfitomnost kalcineurinu jak
Vv prvojadfe, tak v korové oblasti a cytoplazmé. Intenzita fluorescence kalcineurinu v této
skupiné byla nejvyssi v korové oblasti, nejmensi naméfena primérna hodnota byla v oblasti
prvojader, i kdyz v cytoplazmé v tésné blizkosti prvojadra byl znatelny nartst intenzity (Obr.
6). Ve srovnani se skupinou MII bylo naméteno statisticky vyznamné snizeni fluorescence
Vv cytoplazmé celého oocytu.

Partenogeneticky aktivované oocyty mély nejvyssi hodnotu fluorescence naméfenou

cvwr

lokalizovany jak v prvojadfe, tak v korové oblasti a cytoplazmé nikoliv vSak v oblasti jadérka
(Obr. 7).

Vsechny hodnocené skupiny kalcineurinu A vykazovaly pfitomnost kalcineurinu ve
vSech zkoumanych oblastech. Co se tyce perichromozomalni oblasti/prvojadra, nejvyssi
hodnoty fluorescen¢niho signalu byly naméfeny u partenogeneticky aktivovanych oocytu,
fluorescence v cytoplazmé byly pozorovany u MII oocytll a nejniz§i u partenogeneticky
aktivovanych oocytii. Korova oblast vykazovala nejvyssi intenzitu u oocytli ve skupiné IVF,

cv v

hodnoty naméfené u oocytt partenogeneticky aktivovanych (Tab. 9).
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Tabulka 9 Relativni intenzita fluorescence kalcineurinu A ve zralych a aktivovanych
oocytech prasete

Skupina N perichr.obl./prvojadro korova oblast cytoplazma
x+SD x+SD x+SD
MII 10 0,78 0,12 1,13+£0,12% 1,09 £ 0,10 %
IVE 19 0,82 +0,13*% 1,23+0,16 % 0,96 + 0,08 °©
PA 4 1,22 +£0,14 A 0,87 +0,07 "B 0,91 +0,08 "B

MII — oocyty ve stadiu metafize I, IVF — oocyty po in vitro fertilizaci, PA — partenogeneticky
aktivované oocyty, N — pocet oocytit ve skupiné, x — prumer, SD — smérodatna odchylka.
Signifikantni rozdily na hladiné P < 0,05 mezi jednotlivymi skupinami (sloupce) jsou
oznaceny superskripty & Y 4 mezi kompartmenty oocytu (jadro, korova oblast, cytoplazma) v

Jjednotlivych vyvojovych stadiich oocytu (Fadky) jsou oznaceny superskripty ABC
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Obrazek 5 Bunécna lokalizace kalcineurinu A v oocytu v metafazi I1

Kalcineurin A byl lokalizovan pomoci nepiimé imunofluorescence pouzitim protilatky anti-
kalcineurin o ve zralych oocytech. Zelené je znacen protein pomoci FITC, modre chromatin

pomoci DAPIL. Oocyt byl sniman v roviné metafazni figury. Zveétseni 400x.
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Obrazek 6 Bunécna lokalizace kalcineurinu A v oocytu aktivovaném béhem in vitro

fertilizace

Kalcineurin A byl lokalizovan pomoci neprimé imunofluorescence pouzitim protilatky anti-
kalcineurin o ve zralych oocytech. Zelené je znacen protein pomoci FITC, modre chromatin

pomoci DAPI. Oocyt byl sniman v roviné prvojadra. Zvétseni 400x.
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Obriazek 7 Bunééna lokalizace kalcineurinu A v partenogeneticky aktivovaném oocytu

Kalcineurin A byl lokalizovan pomoci neprimé imunofluorescence pouzitim protilatky anti-
kalcineurin o ve zralych oocytech. Zelené je znacen protein pomoci FITC, modie chromatin

pomoci DAPI. Oocyt byl snimadn v roviné prvojadra. Zvétseni 400x.
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Kalcineurin B

U zkoumanych oocyti vmetafazi II byl kalcineurin opét lokalizovan
V perichromozomalni a v korové oblasti a také v cytoplazmé (Obr. 8). Nejvyssi namétené

Oocyty ve skupin¢ IVF vykazovaly intenzitu fluorescence jak v prvojadie, tak
v korové oblasti a cytoplazmé, nikoliv vSak v jadérku. Nejvyssi hodnota intenzity byla
i pokles vici perichromozomalni oblasti MII oocyti (Obr. 9, Tab. 10).

Partenogeneticky aktivované oocyty mély kalcineurin lokalizovan opét v prvojadte,
korové oblasti a cytoplazmé. Nejvyssi hodnota intenzity byla naméfena v oblasti korové
zkoumanych oocytl. Kalcineurin nebyl opét lokalizovan v oblasti jadérka (Obr. 10).

Vsechny hodnocené skupiny kalcineurinu B vykazovaly ptfitomnost kalcineurinu ve
vSech zkoumanych oblastech oocytu. Co se tyce perichromozomalni oblasti/prvojadra,
nejvyssi hodnoty byly naméfeny u oocytli V metafazi II, zatimco nejniz$i hodnoty se
vyskytovaly u IVF oocyti. Korova oblast vykazovala nejvys$si intenzitu u oocytd ve
skupiné IVF, naproti tomu nejnizs§i byly hodnoty naméfené u oocyti v metafazi II, prakticky
vSak ve vSech tfech skupindch nebyly rozdily statisticky vyznamné. Nejvy$s§i hodnoty
intenzity v cytoplazmé byly pozorovany u IVF oocytl a nejnizsi u oocytti v metafazi II (Tab.
10).

Tabulka 10 Relativni intenzita fluorescence kalcineurinu B ve zralych a aktivovanych

oocytech prasete

Skupina N perichr.obl./prvojadro korova oblast cytoplazma
x+SD x+SD x+SD

MII 23 0,93 +0,28*" 1,36+ 0,22 ° 0,71 +0,15%

IVF 21 0,74 + 0,09 *A 1,43+0,17° 0,83 +0,10 "

PA 13 0,79 £ 0,04 A 1,39+ 0,05 ® 0,80 + 0,04 A

MII — oocyty ve stadiu metafaze I, IVF — oocyty po in vitro fertilizaci, PA — partenogeneticky
aktivované oocyty, N — pocet oocytii ve skupiné, x — prumer, SD — smeérodatna odchylka.
Signifikantni rozdily na hladine P < 0,05 mezi jednotlivymi skupinami (sloupce) jsou
oznaceny superskripty ® Y 4 mezi kompartmenty oocytu (jadro, korova oblast, cytoplazma) v

Jjednotlivich vyvojovych stadiich oocytu (Fadky) jsou oznaceny superskripty ™ & €.
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Obrazek 8 Bunécna lokalizace kalcineurinu B v oocytu v metafazi I1

Kalcineurin B byl lokalizovan pomoci nepiimé imunofluorescence pouzitim protilatky anti-
kalcineurin g ve zralych oocytech. Zelené je znacen protein pomoci FITC, modre chromatin

pomoci DAPI. Oocyt byl sniman v roviné metafazni figury. Zvétseni 400x.
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Obrazek 9 Bunécéna lokalizace kalcineurinu B v oocytu aktivovaném béhem in vitro

fertilizace

Kalcineurin B byl lokalizovan pomoci neprimé imunofluorescence pouzitim protilatky anti-
kalcineurin S ve zralych oocytech. Zelené je znacen protein pomoci FITC, modre chromatin

pomoci DAPI. Oocyt byl snimadn v roviné prvojadra. Zvétseni 400x.
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Obrazek 10 Bunééna lokalizace kalcineurinu B v partenogeneticky aktivovaném oocytu

Kalcineurin B byl lokalizovan pomoci neprimé imunofluorescence pouzitim protilatky anti-
kalcineurin S ve zralych oocytech. Zelené je znacen protein pomoci FITC, modre chromatin

pomoci DAPI. Oocyt byl sniman v roviné prvojadra. Zvétseni 400x.

Obriazek 11 Oocyty z kontrolnich skupin pro prikaz kalcineurinu A a B

a) b) C)

U oocytit v metafazi Il (a), v partenogeneticky aktivovanych oocytech (b) a v oocytech
fertilizovanych in vitro (c) z kontrolni skupiny nebyla pouZita primarni protilatka anti-
kalcineurin pri prvni inkubaci. PouZita sekundarni protilatka byla konjugovand s FITC
(zelené) a chromatin byl barven pomoci DAPI (modrie). Oocyt byl sniman v rodiné metafazni

figury nebo prvojadra. Zvétseni 400x
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6. Diskuze

Aktivace sav¢iho oocytu je sledem slozitych biochemickych a morfologickych
procest zahrnujici zvySeni hladiny intracelularniho vapniku, exocytézu kortikéalnich granul a
vystup z druhého meiotického bloku. Tyto procesy jsou regulovany prostfednictvim fady
regulacnich faktorii, mezi které patii i oxid dusnaty, kinazy, cykliny a také fosfatazy. Vyskyt
jedné z nich, fosfatdzy 2B, kalcineurinu, vSak nebyl dosud v sav¢ich oocytech potvrzen.
Prozatim se podafilo prokazat vyskyt kalcineurinu pouze v oocytech mouchy rodu Drosophila
(Takeo et al., 2006) a zaby rodu drapatka (Xenopus) (Mochida a Hunt, 2007; Nishiyama et al.,
2007). U savct byl kalcineurin detekovan v mozkové tkani (Wang a Desai, 1976), a také
vV kan¢ich spermiich (Tash et al., 1988). Kalcineurin je klicovym ¢lenem mnoha
fyziologickych procest, které ovliviiuji bunéénou odpoveéd’ prostiednictvim Ca®* dependentni
signalizace, regulace iontovych kanali a zmén v transkripci geni v somatickych bunkach
(Rusnak a Mertz, 2000) i v oocytech Drosophily a Xenopa (Takeo et al., 2006; Mochida a
Hunt, 2007; Nishiyama et al., 2007). Lze tedy ptedpokladat, Ze tato fosfataza je také zapojena
do regulace procesti béhem aktivace sav¢ich oocyta.

V této praci se podafilo prokézat pfitomnost kalcineurinu v oocytech prasete. Pomoci
imunocytochemické metody byly lokalizovany obé podjednotky kalcineurinu (CnA, CnB)
v oocytech nachazejicich se v metafazi druhého meiotického déleni a v oocytech
aktivovanych partenogeneticky nebo pomoci spermie béhem in vitro fertilizace. Mochida et
al. (2007) prokazali vyznamnou tlohu kalcineurinu pfi regulaci meiotického zrani oocytt
zaby rodu Xenopus laevis. Je pravdépodobné, Ze by kalcineurin mohl hrat roli také v regulaci
oogeneze u savcl. Ve zralych oocytech prasete byl kalcineurin lokalizovan
Vv perichromozomalni oblasti, v cytoplazmé a zejména v korové oblasti oocytu. V korové
oblasti oocytu se nachazi membranou ohrani¢ené organely, kortikalni granula (CG) (Thibault
et al., 1987; Wassarman, 1988). Kortikalni granula pod oolemou jsou uchycena pomoci vrstvy
aktinovych filament (Longo a Chen, 1985). Exocyt6za CG je kalcium dependentni proces, do
kterého je zapojena i regulacni molekula kalmodulin (Ducibella, 1996). Také kalcineurin
serin/treonin protein fosfataza 2B, ktera je aktivovana vapenatymi ionty a kalmodulinem
(Klee et al., 1988). Inhibice kalcineurinu v oocytech drapatky zabranila degradaci cyklinu a
defosforylaci proteinli specifickych pro M-fazi a tim prolomeni 2. meiotického bloku
(Mochida a Hunt, 2007).

Vystup oocytu z druhého meiotického bloku zéavisi na aktivacnim stimulu, ktery vyvola

degradaci nebo inaktivaci molekul odpovédnych za udrzovani meiotického bloku. Tento
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aktivacni stimul vnasi do oocytu v prubéhu fertilizace spermie (Yanagimachi, 1988). Spermie
obsahuje specifickou izoformu zeta fosfolipdzy C (PLC(), kterd stimuluje produkci
diacylglycerolu (DAG) a inositol 1,4,5-trifosfatu (IP3) z fosfatidylinositolu 4,5-bifosfatu
(PIP,) (Berridge a Irvine, 1984). Cinnost IP3 na IP3 receptorech (IP3R) vyvola béhem aktivace
savéiho oocytu zvySeni hladiny intracelularniho vapniku (Miyazaki et al., 1992; Machaty et
al., 1997). Oscilace vapniku vyvolaji degradaci cyklinu B, pokles hladiny MPF a inaktivuji
cytostaticky faktor, coz umozni oocytu vstoupit do anafaze Il (Lorca et al., 1993). Jednou
z u¢innych molekul zavislych na vapniku je kalcineurin. Kalcineurin je nezbytny pro
degradaci cyklinu B a pro vystup oocytu Xenopa z metafdze Il po oplozeni nebo aktivaci
(Mochida a Hunt, 2007; Nishiyama et al., 2007). V této praci se podafilo prokazat pfitomnost
kalcineurinu v oocytech oplozenych in vitro i Vv partenogeneticky aktivovanych oocytech
prasete. V zygotach byly obé podjednotky kalcineurinu, A 1 B, lokalizovany v prvojadrech,
V cytoplazmé a zejména v korové oblasti. V oblasti jadérka nebyl protein zaznamenan.
V partenogeneticky aktivovanych oocytech byla zaznamendna nejvyssi intenzita kalcineurinu
A Vv oblasti prvojadra. V mnoha somatickych bunikdch je kalcineurin zapojen do kontroly
transkripce (Crabtree, 2001) a mohl by tedy hrat roli v transkripci gent v zygoté po aktivaci
oocytu. Navic, kalcineurin reguluje funkci IP3R pomoci defosforylace (Cameron et al.,
1995), tudiz by mohl byt zapojen do regulace oscilaci vapniku v pribéhu aktivace oocytu. Po
in vitro fertilizaci i po partenogenetické aktivaci byla zaznamenédna silngj$i intenzita
fluorescence v okoli prvojader, a to zejména kalcineurinu A. V okoli prvojader se nachazi sit’
mikrotubuld, ktera je dulezita pro migraci prvojader do stfedu vajicka (Schatten, 1994). Po
inhibici kalcineurinu v nervové tkani doslo ke zvySeni fosforylace aktinu a tubulinu, coz
naznacuje, ze ma kalcineurin silny vliv na fosforylaci slozek cytoskeletu butiky (Silverman-
Gavrila a Charlton, 2009). TudiZ by mohl byt kalcineurin zapojen také do organizovani
mikrotubuld, které je nezbytné pro vytvofeni sit¢ mikrotubult v okoli prvojader.

Oscilace intracelularniho vapniku vyvolané proniknutim spermie do oocytu zplsobi fiizi
kortikalnich granul s oolemou (Bleil et al., 1981; Miyazaki et al., 1992; Ducibella, 1996).
Enzymy uvolnéné z kortikalnich granul do perivitelinniho prostoru modifikuji strukturu zony
pellucidy, a tim zabrani navazani dalsi spermie na ZP a polyspermickému oplozeni (Bleil et
al., 1981). Jelikoz nebyla v korové oblasti oocytu prasete zaznamenana zména ve fluorescenci
kalcineurinu po aktivaci spermii ¢i partenogenetickou aktivaci oproti zralym oocytim, lze
predpokladat, ze kalcineurin neni obsazen v kortikalnich granulich, ale nachazi se v jejich
okoli pod oolemou. Béhem exocytdzy kortikalnich granul dochazi k jejich pfesunu smérem

k oolem¢ pomoci zkracovani a depolymerizace aktinovych filament (Ducibella, 1996),
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pticemz do defosforylace aktinu je zapojen pravdépodobné i kalcineurin (Silverman-Gavrila a
Charlton, 2009). Tyto vysledky naznacuji moznou ulohu kalcineurinu v exocytoze CG pies
regulaci fosforylacniho stavu aktinovych vlaken.

Je ziejmé, ze protein fosfatdza 2B je pritomna v oocytech prasete a je pravdépodobné
zapojena do procesu aktivace oocytu u savci. Pro lepsi pochopeni ulohy kalcineurinu

Vv jednotlivych dé¢jich aktivace je nezbytné pokracovat v dalSich experimentech.
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7. Zavér

Cilem této prace bylo potvrzeni hypotézy, zda je kalcineurin, neboli fosfatdza 2B,
pfitomen v meioticky zralych a v aktivovanych prase¢ich oocytech a je-li zapojen do procesu
jejich aktivace doprovazené exocytdézou kortikdlnich granul. Hypotéza byla ovétovana
pomoci sledovani lokalizace kalcineurinu ve zralych, v partenogeneticky aktivovanych, ¢i v
oocytech aktivovanych spermii.

V této praci se podafilo prokazat pfitomnost kalcineurinu v oocytech prasete. Pomoci
imunocytochemické metody byly lokalizovany obé¢ podjednotky kalcineurinu (CnA, CnB)
v oocytech nachazejicich se v metafazi druhého meiotického déleni a v oocytech
aktivovanych partenogeneticky nebo pomoci spermie béhem in vitro fertilizace. Ve zralych
prasecich oocytech byl kalcineurin lokalizovan hlavné v korové oblasti. Béhem aktivace
oocytu byla zaznamenana zména v redistribuci katalytické podjednotky kalcineurinu a to
zejména v okoli prvojader. V jadérku aktivovanych oocytli nebyl protein pozorovan. Nejvyssi
intenzita fluorescencniho signalu na periferii oocytu pfetrvavala i po jeho aktivaci a to
v ptipad¢ kalcineurinu A i kalcineurinu B.

Na zakladé vysledki lze uvazovat o zapojeni kalcineurinu v regulaci procest spojenych
s aktivaci sav¢iho oocytu. Jeho ptfitomnost v okoli prvojader by mohla vypovidat o zapojeni
Vv organizovani mikrotubuli dileZitych pro migraci prvojader, jelikoZ ma kalcineurin silny
vliv na defosforylaci slozek cytoskeletu burky.

K Gplnému objasnéni role kalcineurinu v aktivaci oocytu prasete je vSak tieba dalSich

experimentd.
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Prilohy
Seznam zkratek a symboli

6-DMAP - 6-dimethylaminopurin

AKAP79 - 79-kDa protein kinase A anchoring protein

APC — anafazi podporujici komplex (anaphase promoting complex)

bp — pary bazi (base pair)

BSA — bovinni sérovy albumin

CAMP — cyklicky adenosin monofosfat

CG — kortikalni granula (cortical granules)

CGE — exocytoza kortikalnich granul (cortical granule exocytosis)

Cn — kalcineurin

CsA — cyklosporin A

CSF — cytostaticky faktor (cytostatic factor)

DAPI - 4,6- diamino-2-fenylindol

dbcAMP — dibutyryl cyklicky adenosin monofosfat

DNA — deoxyribonukleova kyselina

eCG — ekvinni choriovy gonadotropin (equine chorionic gonadotropin)

ER — endoplazmatické retikulum

FKBP — FK506 vazajici protein (FK506 binding protein)

FSH — folikulostimula¢ni hormon

GH — gonadotropni hormon

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

hCG — humanni choriovy gonadotropin (human chorionic gonadotropin)

ICSI — intracytoplazmaticka injekce spermie (intracytoplazmatic sperm injection)

IP3 — inositol trifosfat

IVF — in vitro fertilizace

LH — luteiniza¢ni hormon

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

MCIP — modulujici protein interagujici s kalcineurinem (Modulatory calcineurin-interacting
protein)

MII — metafaze II
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MPF — faktor podporujici metafazi (metaphase promoting factor)
NAADP — nikotin adenin dinukleotid fosfat

NF-AT — jaderny faktor aktivovanych T-buné¢k (nuclear factor of activated T-cell)
p34cdc2 — katalyticka podjednotka MPF

PA — partenogeneticka aktivace

PDE — fosfodiesterazovy

PGC — primordialni zarode¢né bunky (primordial germ cells)
PKA — protein kindza A

PLCC — fosfolipazaC

PP2B — protein fosfataza 2B

RNA — ribonukleova kyselina

Ryr — ryanodinovy receptor

ZP —zona pellucida
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