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Souhrn

V soucasné dobé dochazi v chovu hospodarskych zvifat ke zna¢nému rozvoji re-
produk¢nich biotechnologii. U prasete je jejich efektivita zatim je$t€ pomérné nizka.
Vzhledem k tomu, Ze je prase vSak kromé svého hospodaiského vyuziti také vyznamnym
biomedicinskym modelem, je tieba efektivitu pouzivanych biotechnologii u tohoto druhu
zvysit. Pro zvySeni ucinnosti biotechnologii je tfeba dobfe porozumét v§em biologickym a
molekularnim mechanizmim, které se podili na fizeni oogeneze praseciho oocytu, prede-
v§im na fizeni meiotického zrani. Meiotické zrani je regulovano mnoha faktory, vCetné
cyklint, kinaz a fosfataz. Vyznamnou tlohu muze sehravat fosfataza 2B, kalcineurin. Kal-
cineurin se sklada z katalytické podjednotky A o molekulové hmotnosti 60 kDa a regula¢ni
podjednotky B 0 molekulové hmostnosti 18 kDa. Vyskyt kalcineurinu byl potvrzen
v mnoha sav¢ich tkanich, v prasecich oocytech vsak tato fosfatdza nebyla dosud detekova-
na.

Nase prace potvrdila vyskyt kalcineurinu v oocytu prasete a ukazala rovnéz, ze bé-
hem meiotického zrani dochazi ke zmé€nam v bunééné distribuci obou podjednotek protei-

nu kalcineurinu, které mohou souviset s jeho zapojenim do regulace meiotického zrani.

Kli¢ova slova: prase, oocyt, meiotické zrani, fosfataza 2B, kalcineurin



Summary

There is a rapid development of reproductive biotechnologies in livestock breeding
area, currently. In pigs the efficiency of reproductive biotechnologies is still extremely
low. However, except economic use, the pig is very important biomedical model. It is nec-
essary to improve the efficiency of biotechnologies in this animal model. To increase the
effectiveness of biotechnologies, we need to understand to all of the biological and mo-
lecular mechanisms, which are involved in the regulation of oogenesis of porcine oocytes,
and especially in the regulation of meiotic maturation. Meiotic maturation is regulated by
many factors, including cyclines, kinases and phosphatases. Calcineurin, phosphatase 2B,
can play also an important role in the meiotic maturation. Calcineurin consists of the cata-
Iytic subunit A of molecular weight of 60 kDa, and a regulatory subunit B of molecular
weight of 18kDa. Occurrence of calcineurin has been confirmed in a variety of mammalian

tissues. However, in pig oocytes, this phosphatase has not yet been detected till today.

Our work confirmed the presence of calcineurin in pig oocytes and also showed
that there are changes in cellular distribution of two calcineurin subunits during porcine
oocyte meiotic maturation. The changes of calcineurin distribution can cohere with the role

of calcineurin in regulation of meiotic maturation.

Key words: pig, oocytes, meiotic maturation, phosphatase 2B, calcineurin
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1 Uvod

V soucasné dob¢ doslo k prudkému rozvoji biotechnologii, ktery se projevil také v
chovu hospodaiskych zvitat. U prasete se biotechnologické postupy uplatiiuji jen velmi
pomalu, protoze narazeji na fadu problému, spojenych mimo jiné s nedostatkem kvalitnich
dozralych oocyti. Vyuziti oocytli pro biotechnologie komplikuje pfedev§im nase nedosta-
te¢nd znalost mechanizmu, které reguluji meiotické zrani oocyti. Na meioze se podili fada
faktoru, jako jsou cykliny, kinazy, fosfatazy, plyny typu oxidu dusnatého ¢i sirovodiku.

Velmi vyznamnou fosfatdzou mutze byt fosfataza 2B, také oznaCovana jako kal-
cineurin. Kalcineurin se podili na regulaci meiotického zrani u oocyttit mouchy roduDro-
sophila a zaby rodu Xenopus.Tato prace si kladla za cil zjistit ilohu kalcineurinu béhem

meiotického zrani oocytu prasete.



2 Cil prace

Cilem této prace je overeni hypotézy, podle které se kalcineurin, fosfatdza 2B, podili na
regulaci meiotického zrani oocytu prasete. Hypotéza byla ovéiena na zaklad¢ sledovani

exprese a zmén bunééné lokalizace dvou znamych podjednotek proteinu.



3 Literarni reSerse

3.1 Oogeneze a folikulogeneze

Oogeneze je vyvojovy proces, pi1 kterém vznikaji samic¢i pohlavni buiiky, oocyty.
Prenatalni vyvoj oocytl probihd od primordialnich zarode¢nych bunek, pies oogonie az po
oocytyl v zastavené¢ meidze. Postnatdlni vyvoj oocyti zahrnuje folikulogenezi,
pokracovani meiozy I a zacatek meidzy II. Postovulacni vyvoj oocytil je sSpojen s procesem
ukonéeni meidzy II, ktera nastava pti oplozeni ¢i partenogenetické aktivace. Pokud oocyty
nedokon¢i meidzu 11, zanikaji a k vyvoji oocytil nedochazi (Nussbaum a spol., 2004).

Vyvojovy proces folikulogeneze patii jiz do prenatalniho vyvoje a doprovazi faze
rustu a zrani oocytu. Je zalozen na proliferaci a cytodiferenciaci, kde soucasti vyvoje je
nejdiive vznik primordidlnich folikuldi, rist na preantralni folikuly a nasledny vyvoj

dominantniho folikulu (Graafova folikulu), ktery ovuluje (Wartenberg, 1990).

Oocyty pochazeji zmalého poctu kmenovych bunék - tzv. primordialnich
zarodecnych bunék (primordialgermcells — PGC), které maji extragonadalni ptvod.
Dochazi tak k formaci primordialnich zarodeénych bunék pies oogonie az na zraly oocyt
(Wassarman, 1988).

Primordialni zadrode¢né buniky se pasivné transportuji do endodermu a odtud podél
zadniho stfeva aktivné migruji a vstupuji do mezenteria, az Senakonec se usadi v genitalni
liste, ktera je zakladem ovarii (Chawengsaksophak et al., 2011). Po dosazeni epitelialniho
povrchu ovaria se zarodecné bunky stéhuji do jeji kiiry a spolu s podptrnymi epitelialnimi

bunikami davaji zéklad vnéjsi genitalni list¢ (Wassarman, 1988).

3.1.1 Faze mnozeni

Primordidlni zarodeéné bunky putuji K epitelidlnimu povrchu ovaria a jsou
preménény v oogonie(Wassarman, 1988). Mitotické déleni prasecich zarode¢nych bunék je

pozorovano od 13. dne embryondlniho Zivota aZz do asi 7. dnii po narozeni. Pocet
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zarode¢nych bunek se znaéné zvysi z 5000 ve 20. dnech po oplozeni az na 1100 000 v 50.
dnech po oplozeni. Poté se mitotické aktivita zastavi a nékteré zarodecné buiiky odumfou
(Hunter, 2000).

Oogonie maji charakteristickou morfologii, S pfitomnosti mezibunéénych mustka
spojujicich sousedni zarode¢né buiikky (Wassarman, 1988). Spojeni zarode¢nych bunék se
podoba spojeni gap junction a jednd se o piimou komunikaci mezi buiikami. Existence
téchto miustku je prechodnd a ukoncend cytokineze oogonii pierusi toto spojeni
zarode¢nych bunék (Shultz, 1985).Oogonie v interfazi jsou obvykle kulatého nebo
vejCitého tvaru. Jadro je v pravidelné a obsahuje v matrix ndhodné rozptyleny
fibrilogranularni materidl. Oogonie maji vyrazna jadérka majici podobu hrubé
nepravidelné sit€ granularniho materidlu. Oogonie, které prochdzeji mitézou, obsahuji
husté nepravidelnou hmotu chromozomalniho materialu (Baker, 1967).

Cytoplazma klidovych a d¢licich oogonii obsahuje velké vej¢ité mitochondrie,
obvykle s odpovidajicimi kristami (Baker, 1967). Tyto kristy jsou transverzalné

orientované a jsou v tzv. ortodoxni poloze (Wassarman, 1988).

V uréitém stadiu oogeneze vstupuji oogonie do stadia preleptotene profaze prvniho
meiotického déleni. V tomto obdobi se pripravuje redukéni déleni, oogonie se pieménuje
v oocyt (Wassarman, 1988). Mitochondrie v oocytech ve stadiu pre-leptotene a leptotene
jsou Casto tésné spojené s jadernym obalem. Toto spojeni je jeSté ¢astecné zachovano ve

stadiu zygotene a pachytene. (Baker, 1967).

Vlastni déleni je pak zahajeno vstupem do stadia leptotene kde chromozomy v jadie
zacinaji kondenzovat a jsou viditelna jako tenkd vldkna s centrdlnim osovym vladknem
bilkovinné povahy. Chromozomy se zacinaji upinat na obou koncich vldkna k jaderné
membrané. V misté¢ Gponu jepatrné ztluSténi zvané upinaci ploténka. Vyznamné funkce
této faze meidzy zastavaji konce chromozomu, zvané teloméry (Vacek, 2006; Sherthan,

2007).

V dal$im stadiu, zygotene pokracuje kondenzace chromozémi. Chromozémy se
zkacuji a zacind jejich homologické péarovani, konjugace chromozémi neboli synapse.
Dvojice téchto chromozomi se k sobé tésné prikladaji a oznacuji se jako bivalenta. Poté se

postupné vytvaii spojovaci struktura zebiickovité povahy zvana synapticky komplex
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(Heyting, 1996). U oocytii mezi sebou konjuguji oba chromosomy X po celé své délce
(Bachtrog a Charlesworth, 2001).

V dal§im obdobi meiotické profaze, pachytene se homologni chromozomy zkracuji,
vice kondenzuji a jsou zfetelné rozdéleny na dvé sesterské chromatidy, vznika tak ¢tvetice
spojenych chromatid — tetrdda (slozend ze dvou ksobé pfilozenych homolognich
chromozéml — bivalentil), dochézi k ptekiizeni chromatid (crossingover) a k vzajemné
vyméné casti nesesterskych chromatid mezi homolognimi chromozomy v bivalentech
(rekombinace). V nasledujicim diplotennim stadiu profaze se chromatidy diky rozpusténi
synaptického komplexu zacinaji od sebe oddé€lovat, jsou vSak jeSté k sobé poutany
v mistech, kde doslo k ptekiizeni a zapleteni nesesterskych chromatid, tzv. chiazmatech.
V pozdni diplotene, nazyvané taky diktyotene, se reduk¢ni déleni poprvé zastavuje
(Wassarman, 1988).

U prasat meioza zacind jiz 40. den a asi 35. dnli po narozeni jsou v§echna oogonia v

profazi prvniho meiotického déleni (Hunter, 2000).

Desetileti vyzkumu v reprodukéni biologii vedlo k obecné uznavanému dogmatu,
Ze u samic savell zdrodecné bunikky mohou pfezivat, aniz by se po zbytek Zivota tvoftily
nové. Tyto buiiky tak vstupovaly do meidzy na konci fetadlniho obdobi a podle této teorie
postnatalni ovaria poskytovala omezenou zasobu oocytl, ktera nemohla byt zasobena ¢i
regenerovana. Toto dogma, které¢ bylo nékolikrat vyvraceno, publikovalS. Zuckerman
vroce 1951. Pii této prileZitosti stali na jedné strané¢ “ovaridlni optimisté“(ti, ktefi se
snazili hledat pravdu jinde) a “ovaridlni pesimisté“(ti, ktefi stali pii tomto dogmatu).
Prvnim soucasnym argumentem piedlozenym proti dogmatu byla matematicka neshoda
Vv poctech folikuld u mysi. Podle pesimisti mély rostouci folikuly s vékem klesat a poté
zcela vymizet bez jakékoli dals§i tvorby béhem jejich zivota. Podle optimistd a jejich
vypoctl by mél byt folikuldrni rist stidle zachovan a postupné obnovovan. NejvéEtsi
pozornosti vzbudil americky biolog JohnathanTilly, ten v roce 2004 proved! kultivaci
z povrchového epitelu dospélych mySich vajenikti a zjistil mitoticky aktivni zarodecné
bunky, které jsou schopny se diferencovat v oocyty. V roce 2005 provedl dalsi pokus
procesem parabiozy u mysi. Propojil krevni obéh dvou mysi, z nichZ jedna nesla v buitkach
svého téla gen pro produkci zelené¢ fluoreskujiciho proteinu, a ve druhé byl po Case nalezen
oocyt s expresi tohoto zelené sviticiho proteinu. Buiky kostni diené tedy vycestovaly do

krevniho ob¢hu a propojenymi krevnimi obehy se dostaly do téla druhé mysi, kterd gen pro
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zeleng svitici protein postradala. Tam se buiiky zabudovaly do vajecniku a daly vzniknout
novym oocytim (Tilly et al, 2009). Tato nejnovéjsi prace ukdzala, ze zdrojem
zarode¢nych bunék mysi miize byt i extragonadalni tkan jako je kostni dfen a krevni buiiky

(Johnson et al., 2005).

3.1.2 Faze rustu

Funk¢ni jednotkou uvniti vajecniku je folikul, ktery se skladd z jednénebo vice
vrstev folikularnich bunék. Pro tuto fazi je charakteristické déleni somatickych bunck a
nasledna tvorba folikuldrnich vrstev, zvétSovani oocytu a tvorba dutiny naplnéné
folikularni tekutinou (Mehlmann, 2005).

Populace oocytt je v diktyotennim stadiu profaze I ve vajeéniku zastavena a oocyty
se nachazi v klidovém staddiu meidzy. Toto obdobi je charakterizovano sitovym
usporddanim chromatinu a meioticky proces zahdji své pokracovani az v dobé ovulace.
Zablokovani zpusobuje inhibitor zrani oocytu (OMI — oocytematuration inhibitor),
nizkomolekularni peptid produkovany folikuldrnimi bunikami (Sadler, 2010) (viz kapitola
2.1.4 Faktory podilejici se na zrani oocytu). Oocyty jsou uvniti folikulu obklopené
n¢kolika dlazdicovymi folikularnimi buiikami a pfiblizné 50% téchto oocytl se ztrati
béhem prvnich 2 tydni po narozeni. Oocyt obklopen jednou vrstvou dlazdicovych bunék
byva nazyvan primarnim oocytem a ve stadiu pozdni diplotene setrvava az do obdobi pied

ovulaci(Wassarman, 1988).

Rostouci oocyt, ktery je obklopen vice nez jednou vrstvou granuldéznich bunék je
umistén v sekundarnim folikulu. Pro vyvoj primarnich a sekundéarnich folikul@i nemusi byt
pfitomné gonadotropiny, ale pro jejich optimalni riist jsou potiebné (Cortvrindt et al.,1997).
Nejvnitingj$i vrstva folikularnich bunék rostouciho folikulu ma cylindricky tvar a nazyva
se corona radiata. Tyto buiky tvofi specializované intracelularni spoje, nazyvané gap
junctions s oolemou. Cinnosti téchto bunék se vytvoii kolem oocytu dali obal — zona
pellucida, slozena ptevazné z glykoproteini. Kolem folikulu vzniknou pifeménénou
okolniho vazivového stromatu dva obaly. Vnitini obal sloZzeny z pfeménénych vazivovych
bunék se nazyva theca folliculi interna a vnéjsi, slozeny z husté uspofadaného vaziva s

prevahou kolagennich vlaken, zvany theca folliculi externa. Vné&jsi theca vrstva obalu je
12



vazivova s hojnymi cévami a vnitini theca je spiSe bohatd na bunky. Na mnozeni
thékalnich bunék puasobi folikularni hormon (FSH) a rastovy faktor (GDF-9). Theca
folliculi interna je od granuiéznich bunék oddélena bazalni membranou (Vacek 2006;
Wassarman, 1988).

Theca folliculi interna je schopna syntetizovat steroidni hormony. Tyto buiky
nemohou produkovat estrogen, ale produkuji androgeny v reakci na LH. Androgeny poté
prostupuji do granu6znich bun€k, kde jsou pak ptisobenim folikulostimulacniho hormonu
(FSH) pfeménény na estrogeny. Diky témto estrogeniim tak oocyt muze riist a spolecné s
granuloznimi bunikami vytvaret dutinu s folikularni tekutinou (Young, 2010). Tvorbou
dutiny, ktera se také nazyva antrum folliculise formuje antralni folikul nékdy také
oznacovany jako tercialni nebo Graafiiv folikul (Wassarman, 1988). Vyvoj az na antralni
folikuly je zcela zavisly na gonadotropinech (Cortvrindt et al., 1997). Granul6zni bunky
uvniti folikulu se koncentruji do oblasti kolem oocytu a vytvari zde tzv. vejconosny
hrbolek, cumulus oophorus. Bunky tésné sousedici S oocytem jsou oznaCovany jako
kumularni bunky. Vnéjsi buiiky spojenés okrajem antralniho folikulu nazyvame muralni
granulozni buiiky (Eppig, 2001).

Oolema je schopna transportovat aminokyseliny a obsahuje dva vyménné operacni
systémy Na dependentni ASC systém pro dopravu aminokyselin s kratkym linearnim
fetézcem Ci polarnich fetézct jako alanin, serin a cystein a Na independentni systém
podobny jako L systém pro dopravu aminokyselin s velkymi alifatickymi ¢i aromatickymi
fetézci jako je naptiklad leucin a GLY systém pro dopravu glycinu. Oocyty u nekterych

druhti vyslovné vyzaduji vazbu s granul6znimi bunikami (Buccione et al., 1990).

3.1.2.1 Strukturalni aspekty ve fazi ristu

Jednotlivé struktury se v oocytu objevuji a vyviji pfi jeho ristu. Jadro priméarniho
oocytu obsazené v primarnim folikulu se vyrazné zvétSuje a byva oznafovano jako
zarode¢ny vacek (germinal vesicle — GV). V duasledku rustu oocytu dochazi k vyrazné
zmeéné v pomeéru cytoplazmy a nukleoplazmy, ktera mlze piedstavovat zvySeni z 8:1 u

malych oocytli az na 64:1 u plné vzrostlych oocyti. Se zvétSovanim jadra prodélava
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charakteristickou zménu jadérko a mimo jadérkova téliska (Wassarman, 1988). T¢liska
prvniho typu (fibrogranularni) se skladaji se smiSené populace tésné uspotradanych fibril, 6
- 10 nm na Sitku a s roztrouSenymi granulemi asi s 15 nm v praméru. T¢liska druhého typu
(fibrilarni) se skladaji ze spleti volnych fibril 4 — 10 nm v praméru. Tyto téliska jsou také
charakterizovany pfitomnosti nepravidelnych tvarti, Siroce rozptylenych ostruvki s riznou
velikosti tvofeny hustymi fibrilemi. T¢liska tietiho typu (stocend) vypadaji, ze jsou vysoce
zkroucena vlakna s tloustkou 20 — 35 nm (Chouinard, 1973). V uréitych fazich vyvoje
oocytl jsou dulezitou produkeci ribozomti. U sav¢ich oocytii jsou téliska zesilena
materialu, v podstaté ribonukleoproteinti do ooplazmy, kde pak v rané fazi embryogeneze
muze byt vyuzit (Antoine, 1989).

Chromozomy zilistdvaji vysoce rozptyleny a jakmile je rast dokoncen kondenzuji
predevsim v okoli jadérka. Tato transformace na heterochromatin je u mySich oocyti
zahajena v dobé¢ tvoreni dutiny folikulu (antrum folliculi). U ostatnich savcu tato formace
zacina v pozdé&jsim stupni folikulogeneze (Wassarman, 1988). Heterochromatin je rigidni
¢ast jadra, obsahujici husté sbaleny, neaktivni chromatin, nepfistupny transkripénimu
aparatu. Heterochromatin se replikuje az na konci S-faze a obecné se nejcastéji vyskytuje v
telomerach a centromerach.

Jadro rostoucich oocytii obsahuje jedno dlouhé jadérko, ale ¢astéji dve az tfi mensi
jadérka. B&hem rlstové faze v jadérku probihd intenzivni rRNA syntéza. Jadérko
podstupuje  pfechod  zrozptylené  sitovité  struktury  slozené¢  predevSim
z fibrilogranularnisité¢do husté sjednocené hmoty, vyhradné fibrilarniho charakteru
(Wassarman, 1988). Ve stadiu diplotene se zvySuje pocet mitochondrii, ty mivaji kulovity
tvar a jejich kristy se stavaji sloupkovité, az nakonec jsou usporddané ve stfedovych
obloucich. Béhem této doby byvaji zce spojené s hladkym endoplasmatickym retikulem
(Wassarman, 1988). Velkd vétSina mitochondridlni DNA, ktera je zdédéna embryem je
maternalniho piivodu. To patrné neni pouhym disledkem nepoméru poctu mitochondrii
oocytu a spermie, ale predpokladd se aktivni proces, ktery po oplozeni zlikviduje
mitochondrie paterndlniho ptivodu. Tomu odpovida i typicky materndlni pfenos chorob
zpusobenych mutacemi mtDNA.

Endoplazmatické retikulum (ER) v primarnich oocytech tvoii asi 20% objemu

cytoplazmy, zatimco u vétSich oocyti se objem snizuje na 10%. ER proliferuje v kontaktu
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s vnéjSim jadernym obalem tvofici uzké ER cisterny. Mezi jadernym obalem a ER
cisternami jsou viditelné vacky s Sedym obsahem, kde jsou lipidové kapénky. Proliferujici
ER tvoii Cetné symetrické cisterny v okoli jadra. VétSina odd€lenych vnéjSich cisteren
potom tvoii poharkovité struktury, které prechdzi k periferii cytoplazmy. Jiné cisterny jsou
v oocytech u riznych druhti odklanény od jadra a jsou v izkém kontaktu s mitochondriemi.
Kolem Zloutkovych globuli a lipidovych kapének je pfitomen nepravidelny plast’ ER, ktery
byl popsan u oocytu kralika, skotu a malpy bélo¢elé (Osuchowska, 2006).

V malych mysich oocytech (20um) se objevuje Golgiho komplex jako zplostéle
probihajici lamely spojené s nékolika vakuolami nebo granuly. V pozdéjsich stadiich jsou
tyto lamely rozprostiené dal od sebe a poté jsou spojené s dalSimi obalenymi vacky a
lipidovymi vac¢ky. Tyto zmény jsou spojené s Ucasti Golgiho komplexu na zpracovani a
koncentraci sekre¢nich produktd (napft. glykoproteint zony pellucidy) a vzniku kortikalnich
granul. Pfi pfeméné pln€ vzrostlych oocytl na oplozené vejce dochézi ke zméné v poctech
rozpoznatelnych Golgiho lamel, které se snizuji a v po¢tu malych membranovych vacku,
které se zvySuji (Wassarman, 1988).

Oocyty vétsiny druhi savcl vykazuji velké mnozstvi cytoplazmatickych inkluzi, ke
kterym tadime lipidové kapénky a glykogen. Ve zralych praseCich oocytech najdeme
cytoplazmatické inkluze, které obsahuji velké kapénky tuku (az 4pum v praméru), byly
nazvany zloutkové globule. V blizkosti téchto globuli se vyskytuji malé skupinky
mitochondrii (Osuchowska, 2006).

Kortikalni granula (cortical granules - CG) jsou malé, kulovité, membranovité
organely, kterd najdeme v neoplozeném vejci a maji podobu lysosomti. V dob& oplozeni
vylévaji sviij obsah do perivitelnniho prostoru a brani tak polyspermii. Kortikalni granula
se poprvé objevuji béhem ristu oocytu, spojené s rozsifujicim Golgiho komplexem, ktery
se premist'uje do subkortikalni oblasti rostouciho oocytu (Wassarman, 1988).

Vsechny savéi oocyty maji relativné silny extracelularni obal zonu pellucidu. V
perivitelinnim prostoru se objevuje v pocatcich rastu oocytu. V ranych stadiich rastu
oocytu se zona pellucida objevuje jako mista jemnych filament mezi oocytem a
folikularnimi buitkami (Wasarman, 1988).

Tloustka se u rtiznych druht pohybuje v rozmezi (~1-25um) a obsahbilkovin je
(~1-30ng). Zona pellucida se sklada z dlouhych vzajemné propojenych fibril, ktera mohou

byt rozpusténa mirnou kyselinou, zasadou, teplem nebo redukénim cinidlem.
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Glykoproteiny zony pellucidy jsou drzeny vzajemné ve fibrilach nekovalentnimi
interakcemi. Tyto glykoproteiny jsou odpovédné za omezeni vazby spermii mezi
jednotlivymi druhy, navozuji spermii akrozomalni reakci a chrani oplozené vejce pied
navazanim spermie (Wassarman, 2008).

Béhem riistu oocytu se také zvySuji poCty polyribozému. Tento narust souvisi se
zvySenou syntézou proteinll. U oocytli Sukonfenym ristem a neoplozenych vaji¢ek
muzeme Vv cytoplazmé najit miizkovité struktury (lamely, fibrily). Funkce téchto
cytoplazmatickych slozek neni pfesné¢ znama, mohou slouzit jako zloutek nebo zdsobarna

ribozomu. Béhem ryhovani kompletné mizi (Wassarman, 1988).

3.1.2.2 Biochemické aspekty ve fazi ristu

Oocyty jsou zakladni pro folikularni formaci. Folikuldrni riist a oogeneze kromé
vysoce dynamickych zmén (morfogeneze, struktura chromatinu) popsané vyse, podstupuji
I dualezitou transkripci gent v pribéhu jejich rustu (Eppig, 2001). Dochazi zde ke
zvySovani obsahu RNA v oocytu. Oocyt v primarnim folikulu neni transkripéné aktivni,
protoze jeho jadérko tvofi granularni ¢ast a zatim v ném chybi fibrildrni slozka, oocyt tedy
nemuzZe syntetizovat ribozomy. Transkripce je zahajena az v oocytech sekundéarnich
folikuld, kde se jadérko stava fibrilogranuldrni. V tercialnich folikulech se s jejich ristem
transkripce 1 jaderné aktivita zvySuje. Vytvorené molekuly RNA a proteiny jsou vyuzity
pro rust nebo ulozeny do zasoby (Hyttel et al., 1999). Mezi vyznamné transkripéni geny
folikularniho usporadani patii gen Figla (nebo také Figa). Exprese tohoto genu zacina jiz
V raném embryonalnim vyvoji, u mysi to je ve 13 dni a jeho dileZitost se jevi v poc¢atecni

organizaci primordialnich folikultia tvorby proteint zony pellucidy (Eppig, 2001).

Ptechod z primarnichoocytii na sekundarni je ovlivnén ristovymi faktory jako je
GDF-9 a GDF-9B (také oznacovan jako BMP 15 - bone morphogenic protein - 15). BMP-
15 je ucingjsi v pokrocilejSich fazi zrani kde aktivuje KL expresi, ktera je dale zapojena do
rustu oocytu a proliferaci granuléznich bunék. Pozd¢ji tento faktor #idi FSH sekreci

(Zuccotti et al., 2011). Hodnoty KL mRNA jsou zvySena za nepfitomnosti GDF-9 in vivo.
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Nékteré studie ukazuji, ze pfi nedostatecné KL expresi nebo jeji mutaci dochazi u mysi

k neplodnosti kvuli vyvojovym abnormalitam (Thomas et al., 2005).

3.1.2.3 Meioticka kompetence

Pojmem meiotickd kompetence oznacuje schopnost oocytu znovu zahgjit a
dokoncit meiotické zrani. Ziskadni meiotické kompetence se ziejm¢e uskuteciiuje ve dvou
krocich: rostouci oocyty nejprve podstoupi rozpad zarodeéného vacku (germinal vesicle
break down - GVBD) s vyvojem do metafaze I a poté nasleduje ziskani schopnosti vyvoje
z metafaze I do metafaze II (Wassarman, 1988). Rostouci oocyty mohou byt klasifikovany
jako nekompetentni nebo kompetentni k znovu zahajeni meidzy. Nekompetentni oocyty,
které nejsou schopné znovu zah4jit meidzu, zistanou ve stadiu profazemeidzy |, protoze
nemaji dostate¢né mnozstvi cyklinu B (Blanco et al., 2011). Kompetentni oocyty pak
mohou byt ¢astecné meioticky kompetentni nebo uplné. Projeveni ¢astecné meiotické
kompetence sice znamenad, Ze oocyt je schopny zahdjit zrani, ale tento proces nedokonci.
Teprve oocyty schopné dokoncit proces zrani jsou brany jako uplné meioticky kompetentni
(Motlik et al. 1984). Meiotickd kompetence té€sn¢ koreluje s velikosti oocytu, ktera
postupné koreluje s velikosti folikulu. Oocyty skotu ziskaji schopnost dokoncit GVBD a
meiodzu, jakmile antralni folikul dosahuje 2-3 mm v priméru. Meiotickd kompetence také
souvisi s prumérem oocytu, u oocytu skotu musi mit primér 110pm k dokonceni
nukledrniho zrani stddia metafaze II. Oocyty skotu mensi nez 95um v priméru nejsou
schopny znovu zahdjit meidzu (Blanco et al., 2011). U prasecich oocytli s primérem
100pm mohou oocyty pokracovat v meioze, ale dale nemohou postoupit za metafazi I
(Telfer, 1997). Oocyty prasete o velikosti 110 um z folikult o priméru 1-1,5 mm po
vyjmuti z folikulu spontanné vstupuji do meidzy, prochazeji rozpadem zarodecného vacku
a vétsina z nich dosahne stadia metafaze I. (Motlik et al. 1984). Ocyty s primérem 115um
mohou meiotické zrani dokoncit do metafaze II (Telfer, 1997). PIn¢ dorostlé praseci
oocyty o velikosti 120 um jsou zcela meioticky kompetentni a po 48 - hodinové kultivaci
dozravaji do stadia metafaze II (Motlik et al., 1984). Je-li oocyt odstranén z antralniho
folikulu, spontdnné se obnovi meidza a oocyt vstupuje do metafaze I1. Folikularni bunky
tedy drzi oocyty v profazi I meiotického d€leni. Meidza pokracuje az po nartstu
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preovulacniho luteiniza¢niho hormonu (LH). LH receptory se nenachazeji na kumularnich
buiikach oocytu, ale na buiikdch muralni granulézy, takze mechanismus stimulace zrani
oocytu je nepiimy. Murdlni granulozni bunky pielozi LH akci a dochazi ke zméné
signalnich molekul uvnitt oocytu s naslednou obnovou meidzy (Mahlmann, 2005).

Nezralé oocyty, které se nachazeji v profazi I meiotického déleni jsou stimulovany
folikulostimula¢nim hormonem (FSH), ktery navodi vyvoj malych antralnich folikuli do
preovulacniho stadia. Z tohoto stddia dojde k dominanci jednoho folikulu, ktery
prostiednictvim dalSiho hormonu luteiniza¢niho (LH) ovuluje a oocyt tak spada do procesu

zrani (Schatten et Sun, 2011).

3.1.3 Faze zrani

Tato faze zahrnuje aktivaci riznych signalnich cest, které sméfuji k aktivaci faktorti
zrani. Klicovym faktorem je zde MPF (metaphasepromotingfactor), ktery umoznuje vstup
do M-faze z meiozy 1 a meidzy Il (Schmitt et Nebreda, 2002) (viz kapitola 2.1.4 Faktory
podilejici se na zrani oocytu).

Charakteristickymi znaky meiotického zrani jsou u obratlovci: 1) znovuzahajeni
meidzy I, kterd zahrnuje rozpad zarodecného vacku (GVBD), kondenzaci chromozomd, a
formaci vieténka, 2) pfechod mezi meidzou I a meidzou II, vCetné inhibice S-faze a 3)
zastaveni v metafazi II, diky cytostatickému faktoru (CSF) aktivity (viz kapitola Faktory
podilejici se na zrdni oocytu). Meidza II je dokonCend po oplozeni zralého oocytu a
vydéleni 2. polového téliska (Schmitt et Nebreda, 2002).

Oocyt ve fazi zrani prodélava jaderné a cytoplazmatické zrani. Komplex udalosti,
ktery se odehrava béhem zrani oocytu, zavisi na spravné dynamice rozdéleni chromozému
béhem nuklearniho zréni, pak také na znovurozdéleni cytoplazmatickych organel a na

ulozeni mRNA, proteinti transkripénich faktord (Ferreira et al., 2009).
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3.1.3.1 Jaderné zrani

Jaderné zrani zahrnuje zmény chromatinu od procesu rozpadu zarodecného vacku
(GVBD) béhem metafaze I do metafaze II zrani oocytu. U obratlovcli, kompletni jaderné
zrani konci v metafazi 1. V tomto stadii je oocyt fyziologicky pfipraveny, aby dokoncil
druhé meiotické d€leni po oplozeni (Marteil et al., 2009). U mnoha bezobratlych k této
zastavé nedochazi a oocyt zraje jen do metafaze I, kde dochazi k oplozeni (Schmitt et
Nebreda, 2002).

V oocytu tésné pred GVBD je patrné jadérko a jadernd membrana. GV chromatinu
je rozdéleno do 4 stadii a to podle jeho kondenzace, zmény a pfitomnosti jadérka a
ubytkem jaderné membrany. Ve stadiu GV 0 je chromatin rozptylen po celé jaderné oblasti
a dochazi k nepatrnému vinéni jaderné membrany, které postupné ziskava na intenzité
(Lucas et al., 2002). U prasecichoocytii ve stadiu GV 0 malo kondenzovany chromatin
neohranicuje jadérko. V ostatnich stadii je chromatin kolem jadérka vice kondenzovany a
ma tvar prstenu nebo konské podkovy (Tan et al., 2009). V GV 4 stddiu se uz neda
rozpoznat jadérko, mizi po splynuti s cytoplazmou. Jadernd membrdna rovnéZz neni
zachovana, je rozptylend do membranovych fragmentd, jez jsou spojeny
s endoplazmatickym retikulem (Lucas et al.,, 2002). Béhem jaderného zrani se z
mikrotubuld tvofi meiotické vieténko, které je poté spojené s chromozomy. V cytoplazmé
jsou docasné piitomné dal$i mikrotubuly a mikrofilamenta se pfemistuji z cytoplazmy
oocytu do jeho kury a kolem chromatinu (Marteil et al., 2009).

GVBD je aktivovan z procesu cytoplazmatického zrani faktorem MPF. Signalni
cesty v procesu aktivace tohoto faktoru jsou popsany v kapitole Faktory podilejici se na

Zrani oocytu.

3.1.3.2 Cytoplazmatické zrani

Cytoplazmaticky proces zrani oocytu muze byt rozdélen do tii hlavnich udalosti:
prerozdéleni cytoplazmatickych organel a dynamika cytoskeletarnich filament a

molekularni zrani (Ferreira et al., 2009).
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Pierozdéleni cytoplazmatickych organel

Béhem cCinnosti mikrofilament a mikrotubuli dochazi k premistovani
cytoplazmatickych organel, které jsou zavislé na potiebach bunky béhem kazdého stupné
vyvoje. Mitochondrie se ptemistuji z perifernich ¢asti vSude do prostiedi cytoplazmy. Pii
dosazeni metafaze Il se mitochondrie, spole¢né s tukovymi kapickami dostavaji u oocytu
skotu do stiedni polohy, jak je patrné z obr.1A. Mitochondrie jsou zde ve vétSim poctu a to
je spojené se zvysujici se potfebou energie, ktera je podstatnd pro nasledujici pribéh
vyvoje (Ferreira et al., 2009).

Obsah ATP probiha v Sirokém rozsahu meiotického zrani a zméni se, az po
vydéleni prvniho poélového téliska (Marteil et al., 2009). Pfred embryondlni aktivaci
genomu maji mitochondrie stitedni hodnotu aktivity, kterd miize souviset s pfizpisobenim
ochrany proti volnym radikalim (reactive oxygen species - ROS) v dusledku
mitochondridlniho metabolismu. Tato ochrana je poskytnuta akceptory radikall jako je
gluthation a peroxiddza, které jsou produkovany béhem molekuldrniho zrani oocytu ¢i
béhem dvou bunééného stadia embrya. Pokud je mitochondridlni aktivita vysoka
Vv pocatcich vyvoje zarodku, embryo pravdépodobné neptezije, protoze nebude schopné
odstranit nadmérnou produkci ROS.

Ribozémy jsou syntetizovany transkripci ribozomalni RNA (rRNA). Béhem
metafaze I meidzy je syntéza proteini tfikrat vétSi neZ b&hem stadia rozpadu zarodecného
vacku (GVBD). To muze byt zplsobeno nepfitomnosti funkéniho jadérka, kterd vede
k nepfitomnosti rRNA transkripci nebo produkci ribozomu. Produkce ribozomu je vétsi ve
stadiu zarode¢ného vacku, kde je ptitomné jadérko.

Golgiho fragmenty jsou ve stadiu GV preménény do vackt béhem GVBD.
Organiza¢ni mechanismy Golgiho komplexu nejsou zavislé na centrozomu, ale spise pies
mista exportu ER (Ferreira et al., 2009). ER je hlavni zasobarnou intracelularnich Ca**
iontll a ma zasadni ulohu v aktivaci oocytu béhem oplozeni. Ve zralych oocytech se ER
hromadi na periferii oocytu, konkrétné v oblastech kortikalnich granul a ma jemnou
retikuldrni strukturu. U riiznych druhti se ER hromadi na opa¢ném konci nez je meiotické
vieténko (Marteil et al., 2009).

Kortikalni granula se u nezralych oocyti mySi nachédzi v celé cytoplazmé

(cytoplazma kury a vnitini cytoplazma), zatimco u zralych oocytt jsou distribuovany do

20



korové casti cytoplazmy a nelze je pozorovat kolem vieténka v metafazi II. U prasat a
skotu se kortikalni granula st¢huji také do korové casti cytoplazmy, nicméné tvori
souvislou vrstvu tésn¢ pod membranou oocytu, jak lze vidét na obr.1A (Marteil et al.,
2009). Kortikalni granula jsou organely obsahujici strukturdlni proteiny, enzymy a
glykosaminoglykany. Exocytézou kortikalnich granul (kortikalni reakce) pii proniknuti

spermie dojde k rychlé zméné extracelularni matrix oocytu, pii které dochazi k uvolnéni

Ca®"iontd z ER, viz obr.1B (Ferreira et al., 2009).

Obr.1 Schématicky piechled distribuce bunéénych organel: A- b&hem nezralé faze az ke

stadiu metafize Il a formaci zygoty, B- béhem oplozeni.

oplozeni . zarodecny vacek (GV)
s o GVBD
@ Mitochondrie
‘ kortikalni granula
ribozomy
& meiotické vieténko v metfazi
‘\ meiotické vieténko v telofazi
@ golgiho komplex
™= endoplazmatické retikulum
* prvojadra
H\;;_ spermie

(Ferreira et al., 2009)

Lipidové kapénky (lipid droplets-LP) piedstavuji v oocytech zasobu energie.
V oocytech prasete a kon¢ dochdzi k novému uspotadani béhem jejich zrani a oplozeni.
V oocytech koni byla zaznamendna homogenni distribuce v GV 0 fazi a ve zralych
oocytech, LD piispivaji k polarizaci oocytu v okoli MII vieténka. Oocyty s polarizovanou

distribuci LD vykazuji vy$s§i miru zrani, oproti jednotnému rozdéleni (Marteil et al., 2009).
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Dynamika cytoskeletdrnich filament

Cytoskelet vytvari tfi typy filament: mikrotubuly, mikrofilamenta a intermedialni
filamenta. Mikrotubuly a mikrofilamenta jsou slozené z globularnich podjednotek a to z
a — Btubulinu a z G- aktinu a jsou specificky zapojena do procesu zrani oocytu.
Mikrotubuly se podili na pierozdélovani organel, hlavné mitochondrii a segregaci
chromozom uvniti meiotického vieténka. Mikrofilamenta nebo také aktinova filamenta
fidi pferozdélovani kortikdlnich granul, endoplazmatického retikula a umisténi
chromozomti do spravné polohy. V oocytech prasete a skotu nejsou mikrotubuly
detekované v profazi I nezralych oocytti. Najdeme je az béhem GVBD, jako hvézdicovité
struktury vychézejici z centrozomu spojené s chromatinem, respektive s kinetochorem.
(Marteil et al., 2009). V oocytech se rizni terminologie na centrozom. VétSinou se
odkazuje na atypicky centrozom bez centriolll (acentriolarni centrozom). Jina terminologie
odkazuje na mysi oocytyacentrozomalniho vieténka, podle kterého je segregace
chromozém fizena vieténkem mikrotubull bez centrozomu (Schatten et. Sun, 2011). Toto
vieténko je ve zvySené mife shroméazdéno ve stiedu oocytu po GVBD a je slozené z 80
mikrotubul organizujictho centra (MOTCc). Je vytvofeno v profazi z cytoplazmatické
mikrotubularni sité a funkéné tak nahrazuje centrozom. MOTCc obsahuji pericentriolarni
material slozky y-tubulinu a pericentrinu (Schuh et Ellenberg, 2007). V metafazi I jsou
mikrotubuly polymerizovany tubulinem, vznika meiotické vieténko a chromozémy se tadi

do ekvatoridlni roviny; obr.2A.
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Obr.2 Dynamikacvytoskeletarnich filament v prub&hu zrani oocytu: A-detail meiotického

vieténka s centrosomem, B-detail meiotického vieténka s mikrotubuly mezi sadami

chromozomu
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(Ferreira et al., 2009)

Meiotické vieténko v metafazi I je umérné vétsi nez v metafazi I, to miize mit
souvislost s haploidnim po¢tem chromozomu v MII. Vieténko ma sudovity tvar a jeho poly
jsou zplostelé. Oocyt se dostava do anafdze I, kde se od sebe chromozémy zacinaji
odd¢lovat, a velka ¢ast mikrotubull muze byt lokalizovana mezi dvéma oddé€lujicimi
sadami chromozomi; obr.2B. Vieténko se prodluzuje a velkd Cast aktinovych filament
muze byt pozorovana kolem chromozomu. V telofazi I jsou mikrotubuly mezi sadami
chromozoémt a vytvaii tak konickou strukturu. Sir§i ¢ast mikrotubulll je spojena s
chromozoémy, které jsou poté vypuzeny ven z bunky a formuji prvni pélové télisko (polar
body-PB). ZuZujici ¢ast mikrotubuli je spojena s druhou sadou chromozoémd, ktera zustava
v oocytu a vstupuje do meidzy II. Béhem piechodu z telofaze 1 do metafaze 11 neexistuje
zadna dalsi interfaze, pouze dochazi k rychlé kondenzaci chromatinu a mizeni
mikrofilament a mikrotubuli meiotického vieténka v procesu oznacovaném jako
interkinéze (Ferreira et al., 2009). V praseCich oocytech vychazeji mikrotubuly z kiry
oocytu do stfedu cytoplazmy a zmizi az na konci meiotického zrani (Marteil et al., 2009).
Béhem piechodu z GV faze k anaféazi I jsou aktinova filamenta distribuované v kortikalni

oblasti pod oolemou, bez ptipojeni k mikrotubultim; obr. 2. (Ferreira et al., 2009).
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Molekuldrni zrani

Molekularni zrani zahrnuje uskladnéni a zpracovani mRNA, kterd bude pomoci
ribozému prelozena do proteinti. Tyto proteiny jsou zapojené ve zrani oocytu, fertilizaci,
formaci prvojader a do ranné embryogeneze. mRNA je zpracovana do
ribonukleoproteinovych Castic, které jsou chranéné pted nukleotickou degradaci a jsou
aktivovany az v ptipad¢ potieby. Pti aktivaci se fosforyluje mnoho faktort (jako naptiklad
elF-4F), ktereré zah4ji translaci. Fosforyluje se S6 protein na 40S ribozomalni podjednotku
a defosforyluje se poly(A) - polymeraza (Ferreira et al., 2009). Picklad mRNA je ¢aste¢né
regulovany cytoplazmatickou polyadenylaci, to znamend, ze pfidanim adeninu k mRNA

vede k aktivaci prekladu proteinii a deadenylaci (Marteil et al., 2009).

Popsany vyvoj oocytu najdeme u prasete a vétSiny savci. Ovulace neprobiha u
vSech savcl v metafazi Il, naptiklad u psovitych Selem a kon¢ jsou oocyty ovulovany ve
stadiu zarode¢ného vacku a meiotické zrani pokracuje az ve vejcovodu. Oocyty psa ve
stddiu MII lze pozorovat mezi 48h a 72h po ovulaci a embryonélni vyvoj je tak mnohem
pomalej$i nez u jinych druhtt (Reynaud et al., 2005). Oocyt zustava zabrzdén ve stadiu MII
az do aktivace oplozujici spermii nebo partenogenetické aktivace. Po penetraci spermie ¢i
partenogenetické aktivaci oocyt znovu pokracuje v meiotickém déleni, dokon¢i jej a vydéli

druhé polové télisko (Sun et Nagai, 2003).

3.1.4 Faktory podilejici se nazrani oocytu

vvvvvv

Oocyt je fizen celym komplexem faktort. V této kapitole jsou popsany nejdulezitéjsi a

nejlépe prostudované faktory fidici, jak zastaveni, tak i znovuspusténi meiotického zrani.
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Cyklické nukleotidy

Mezi vyznamné regulatory meiotického zrani patii cyklické nukleotidy, predevsim-
cyklicky adenosin a guanosinmonofosfat (cAMP a ¢cGMP). Obsah CAMP v burikach vy-
plyva z CAMP produkce adenylatcyklazy (katalyzuje vznik cCAMP z ATP) a cCAMP degra-
dace fosfodiesterazou (PDE) (katalyzuje vznik AMP z cAMP) (Masui and Clarke 1979).
CAMP stimuluje aktivitu protein kindzy A (PKA). Tato stimulace zptsobi konformac-
nizménu, kterd uvolni aktivni enzym fosforylujici uré¢ité proteiny k zastaveni meidzy. Po-
kud je ale nizka hladina CAMP mohou byt piislusné fosfoproteiny v oocytu defosforylova-
ny a meiotické zrani mize byt zahajeno (Wassarman, 1988). Intracelularni CAMP reguluje
bunécny vyvojovy cyklus a k jeho vyraznému snizeni dojde uz z pfechodu G2 faze do
mitdzy a kolisa dal v hodnotach mezi dalsimi mitotickymi fazemi (Masui and Clarke 1979).
ZvySenim hladiny cAMP v oocytu mizZzeme déle inhibovat proces GVBD, a to také pro-
stiednictvim folikularnich bunek syntetizujici tento cyklicky nukleotid. Odpovédné foliku-
larni bunky a jejich rizna produkce CAMP, jsou pak odezvou na piedovulac¢ni LH vinu.
CAMP se do oocytu dostava ptes gap junction spoje z kumularnich bunek (Sela-
Abramovich et al., 2006). Vysoké hladiny cAMP uvnitt oocytu zamezuji zrani oocytu,
zatimco Vyssi hodnoty cCAMP ve folikulu maji naopak za nasledek jeho zrani. Rozdilna
regulace cAMP v oocytech a folikularnich vrstvach bunék ma tak protichidnou roli
(Thomas et al.,2002b). Hladina cAMP v oocytu miuize byt také zvysena fosfodiesterazovym
inhibitorem, kofeinem. Kofein piisobi u mysich oocyti blokaci meiotického zrani. U
prasecich oocytil, kofein podobné jako ostatni purinové derivaty, prodluZuje setrvani meio-
zy ve stadiu GV, pravdépodobné také vlivem zvysujici se hladiny cAMP a potlaceni aktivi-
ty Cdc2 kinazy a MAP kinazy (Kten, 2004). Pro znovuzahéjeni meiodzy je tedy kli¢ové
nejprve zvyseni intracelularni hladiny cAMP a pak teprve jeji pokles (Masui and Clarke
1979).

Cyklicky GMP je svou strukturou a svym mechanismem velmi podobny cyklické-
mu AMP. Enzymguanylatcyklaza, ktera je aktivovanaoxidemdusnatym (NO)stépinukleotid
GTP naproduktcyklického GMP, ktery pravdépodobné zvysuje aktivitu fosfodiesterazy a
tak snizuje hladinu cAMP v oocytu (Alberts et al., 1998).
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OMI (OocyteMaturation Inhibitor)

OMI je nizkomolekularni peptid produkovany folikularnimi bunkami (Sadler,
2010). Zabranuje meiotickému zrani v antralnich folikulech a udrzuje tak oocyty
Vv diktyotennim stadiu profaze I. Inhibi¢ni ucinek zfejmé plsobi preskumularni bunky a
vytvari signalve spojeni gap junction. OMI tak pravdépodobné neovlivituje oocyt pfimo.

Jeho aktivita se snizuje v dobé pfedovula¢niho zrani folikulu (Wassarman, 1988).

Protein kindaza C (PKC)

Protein kinaza C patfi do serin/threonin kindz, které katalyzuji fosforylaci pfidanim
fosfatové skupiny na serinové ¢i treoninové zbytky proteint (Alberts et al., 1998). Pro
maximalni aktivitu PKC je potfeba dvou kofaktorii, iontl véapniku a diacylglyceroli
(DAG).

Podle jeji struktury ji mizeme rozdélit do tii skupin: konvenéni PKCs (cPKCs)
zastoupené PKC-oa, -B,,-B, a -y izotopy, které mohou byt aktivovany volnymi ionty
vapniku a diacyglyceroly (DAG), nové PKCs (nPKCs) zastoupené PKC-9, -, -1, -p a -0
izotopy, které jsou nezavislé na iontech véapniku, ale mohou byt aktivoviny DAG a
atypické PKCs (aPKCs) zastoupené PKC-(, -\ a -t izotopy, které jsou nezavislé jak na
iontech vapniku, tak i na DAG (Petr et al.,, 2007). PKC funkce je zavisla na fazi
meiotického zrani. Pfima aktivace PKC v oocytu zadrZena v profazi I inhibuje spontanni
zahajeni meidzy, branici vstup do metafaze I. PouZiti analogu PKC kratce po GVBD se
zpomali proces vydé€leni polového téliska a naopak aktivace PKC v MII podporuje vstup
do interfaze v oocytech mysi, potkana a zaby, kde ale nemusidojit k obnoveni bunééného
cyklu. PKC tak miize mit v riznych fazich zrani jak stimulacni, tak inhibi¢ni G¢inky, zalezi
na nacasovani aktivace v cyklu a na izotopu, ktery se akce ucastni (Viveiros et al.,
2003)Nejvyznamnéjsi funkci PKC je periodické zvySovani Ca*" (Jones, 1998). Aktivace
PKC v prase¢ich oocytech obklopenych kumularnimi buiitkami brani aktivaci MAPK a

rozpadu zarode¢ného vacku (Fan et al., 2002).
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Vapnik
Ca* je intracelularni posel, ktery spousti fadu biologickych dgja (Alberts et al.,

1998). Zvyseni vapniku v bufice nastava prostiednictvim dvou hlavnich mechanismu:
uvolnéni ze zasob (predev§im zendoplazmatického retikula) pies ligand kanaly na

organelovych membranach a transport skrz iontovymi kanaly v plazmatické membrané.

Transport Ca *" 7 extracelularniho prostiedi je fizen hormonaln¢ nebo napétim. Nékdy tyto
mechanismy putsobi v synergickém vztahu. Pfechod tohoto vapniku do cytosolu je

umoznén pomoci dvou signalnich drah - draha, kterd vyuziva inositol 1,4,5-trifosfatové (IP
3) receptory (IP:R) a draha vyuzivajici ryanodinové receptory (RyR). ZvySené mnozstvi
koncentrace Ca*"y cytosolu hraje rozhodujici roli v opétovném zahajeni meidzy z bloku
profaze | (Tosti, 2006). Prostiednictvim inositolfosfolipidové drahy, kterd zacina

pusobenim fosfolipazy C, dochéazi ke vzrlstu hladiny Ca " uvnitt oocytu a to tak, ze

aktivovana fosfolipdza C adenylatcyklazou hydrolyzuje membranovy inositolfosfolipid na
dvé rizné mediatorové molekuly diacyglycerol (DAG) a inositol 1,4,5-trifosfat (IP3).
DAG zlstava v plazmatické membrané a spole¢né s Ca # pomaha aktivovat enzym protein
kinazu C (PKC). IP3difunduje cytosolem a uvoliuje Ca 2z endoplazmatického retikula
(ER) tak, Ze se navaze na Ca = -kanaly v membran¢ ER a otevie je. Velky gradient
elektrochemického potencialu Ca * zpisobi vytok Ca *do cytosolu (Alberts et al., 1998).

Za vyliti Ca * do cytoplazmy jsou také zodpovédné ryanodinové receptory (RyR).
Byly pojmenovany podle alkaloidu ryanodin, na ktery vykazuji vysokou afinitu. Na
aktivaci téchto receptori se podili cyklickd ADP-rib6za. RyR kandly jsou aktivovany

nizkou koncentraci Ca” a inhibovany vysokou koncentraci Ca # (Fill et Copello, 2011).
RyR kandly zprosttedkovavaji uvolnéni Ca * do cytosolu a jejich tloha byla prokazana
Vv oocytech skotu, ¢lovéka a prasete (Petr et al., 2002). Ve zralych oocytech skotu jsou RyR

rovnomérne lokalizovany v kortikalni vrstvé a jejich objeveni je tésn€ regulovano béhem

zrani a fertilizaci. Stimulace RyR ma za nasledek formaci prvojader a bunééné ryhovani
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v davkach srovnatelné s IP3R stimulaci. V oocytech skotu RyR hraje diilezitou roli v jeji

aktivaci (Yue et al., 1998).

Kalmodulin (CaM) byl prvni peptid nalezeny ke spolecnému ptisobeni jednotlivych
RyR kanala v lipidové dvojvrstvé (Fill et Copello, 2011). Kalmodulin je multifunkéni
protein, ktery obsahuje Ctyfi vazebnd mista pro vapnik. Po jeho navazani méni svoji
konfiguraci, ktera mu umozni se navazat k cilovym proteintim a nasledné tak zménit jejich
aktivitu. Aktivuje predev§im CaM - kindzy, kalcineurin (protein fosfatazu 2B), adenylat

cyklazu a NO syntézu ( Valeyev et al., 2008). Pro vyvoj oocyti je vyznamna hlavné CaMK

I1, ktera se uplatituje ve zpétné vazbé na IP; drahu.

Pro spontdnni zrani mysich a prase€ich oocytl se pozaduje intracelularni vapenaté
kolisani. U jinych druhii se zvySuji vapenaté koncentrace v dobé GVBD a potvrzuji tak
vztah mezi timto zvySenim a zranim oocytu. U mySich oocytli je v dobé GVBD vapnik
nezavisly (Tosti, 2006). V praseCich oocytech uvolnéni vapenatych iontli ma za nasledek
znovuzahajeni meidzy. Kolisani intraceluldrni hladiny vépniku miize navodit spermie pfi
oplozeni oocytu. Podobné ucinky mohou mit i jiné faktory, které zvysi hladinu Ca * a

navodi tak aktivaci oocytu, partenogeneticky vyvoj bez penetrace spermie (Petr et al.,

2002).

MPF (Metaphase Promoting Factor)

Tento faktor byl jeden z prvnich, ktery byl zjistén pii aktivaci oocytu v dobé GVBD
a byl studovan na zabych oocytech a kvasinkach. MPF je slozeny z katalické podjednotky
CDKI1 (cyklin dependentni kinadza; také nazyvana p34 CdC2) a zregulacni podjednotky
cyklinu B (Marteil et al., 2009). Vazba cyklinu na CDK je nutnou podminkou pro jeji
aktivaci (Murray, 2004). Pre-MPF je drZzeny v necinné form¢ v profazi I siti kindz a
fosfataz, jejichz rovnovaha je fizena sériemi zpétnych vazeb mezi nimi (Marteil et al.,
2009). Aktivace MPF je obvykle vyvolana defosforylaci tyrozinu (Tyr 15) nebo treoninu
(Thr 14) p34 *** nebo syntézou cyklinu B (Sun et Nagai, 2003). Aktivita cyklini je
ovlivnéna jejich lokalizaci. Cyklin B se nachézi v cytoplazmé, kde se zacina syntetizovat
na konci S-faze a jeho maximalni koncentrace je na konci metafaze (Murray, 2004). CDK1

se vyznamné podili na kondenzaci chromatinu v profazi a fosforyluje lamin, ¢imz navozuje
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rozpad jaderné membrany (Peter et al., 1990). MPF je dulezity pro vstup z G2 faze do M-
faze (Marteil et al., 2009).

Béhem zrani v oocytu se MPF objevuje tésn¢ pred GVBD a klesa na konci prvniho
meiotického déleni. Potom se znovu objevi na zacatku druhého meiotického dé€leni a
zustava vysoky az do oplozeni kvali MPF stabilizaci pod vlivem cytostatického
faktoruCSF. V nezralych oocytech je MPF pfitomenv necinné formé pre-MPF s CDK1.
Odstranéni inhibitoru fosforylace fosfatazou Cdc25 vede k MPF aktivaci. Aktivace Cdc25
zavisi na stavu jeji fosforylace a je dosazena skrz CDK1. MAPK je také ptimo zapojena do
aktivace Cdc25 béhem piechodu z G2 faze do M-faze. Inhibitor defosforylace Cdc25 je
uskute¢iiovan fosfatazou 2A. U pln& vzrostlych oocytii tvofi cyklin B a p34 “** komplex
(' Sun et Nagai, 2003).

Zastava meidzy se déje pomoci cytostatického faktoru CSF, ktery inhibuje
proteinovy komplex APC/C. Tento komplex po aktivaci degraduje cyklin B, inaktivuje
MPF a tim dochazi k vystupu z metafaze a pokra¢ovani meiotického déleni, obr.3 (Jessus

and Haccard, 2007).

Obr. 3 Degradace cyklinu B

C:Jd\ ‘APC/C .
C 4 > Vyvoj oocytu
/éyclin B ) X
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X
MPF i

degradace cyklinu B

(Jessus and Haccard, 2007).

Aktivita MPF ptisobi rozpad jaderné laminy, kondenzaci chromozomi a formovani
déliciho vieténka, proto MPF hraje klicovou roli v prub&hu meiotického zrani (Peter et al.,
1990).
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MAPK (Mitogen-Activated protein kinase)

MAP kinaza patii do serin/treonin kinaz a hraje dtlezitou roli v regulaci buné¢ného
cyklu (Fan et Sun, 2004).V sav¢ich bunikach byla charakterizovana trojice z rodiny MAPK:
a to klasicka MAPK (také znama jako ERK), extracelularné regulovana kinaza ovlivnéna
extracelularnimi faktory, dale pak C — jun N — terminalni kinaza/stresem aktivovana
protein kindza (JNK/SAPK) a p38 kindza. Kazda kaskada se stava nejméné ze tii enzymn,
které jsou aktivovany v sérii: MAPK kindza kinaza (MAPKKK), MAPK kindza (MAPKK)
a MAP kinaza (MAPK). V soucasné dob¢ bylo identifikovano pfinejmensim 14 MAPKKK,
7 MAPKK a 12 MAPK v sav¢i bunice (Zhang et Liu, 2002). MAP kinaza je aktivovana
jako odpovéd na fadu rastovych faktori (cytokint) a dalSich signalnich molekul (UV
zateni). K plné aktivaci MAP kinazy je nutna fosforylace threoninovych a tyrosinovych
zbytkt (Fan et Sun, 2004). MAP kinaza vykazuje vysokou aktivitu béhem zrani sav¢ich
oocytu, kde byvaji nejcastéji pritomné tyto dvé izoformyERK1(p44) a ERK2(p42) (Fan et
al., 2002).MAP kindza je aktivovana prostfednictvim MAP kindzy kin4zy, nazyvané také
MEK, ktera fosforyluje katalytick¢é domény MAP kindzy na threoninovych a tyrozinovych
zbytcich. MEK je aktivovana také fosforylaci ¢lenem z rodiny MAPK kinaz kinaz,
produktem protoonkogenu c-mos, nazyvanym Mos (Fan et Sun, 2004). Na konci této
kaskady stoji kinaza p90Rsk (ribozomalni protein S6-kinaza) (Fan et Sun, 2004).

V rostoucim oocytu je MAP kindza lokalizovana ptedev§im v cytoplazmé a na
pocatku faze zrani se pfesunuje do zdrodecného vacku, kde miize idukovat zacatek zrani
z cytoplazmy do jadra (Inoue et al., 1998). Po GVBD je MAPK zapojena do regulace
Vv organizaci mikrotubulii a meiotického vieténka. U praseCich oocyti je MAP kinaza
fosforylovana v pribé¢hu GVBD, pfi které udrZzuje kondenzaci chromozémi. Po GVBD
fosforyluje cytoskeletarni proteiny a proteiny jaderné laminy, kterym zabranuje v jejich
pied¢asném spojeni (Peter et al., 1990). Aktivace této kinazy je zakladni pro udrzeni
zastavy v metafazi Il a naopak jeji inaktivace je podminkou pro formaci prvojader po
oplozeni ¢i partenogenetické aktivace. MAPK vzédjemné plisobi s proteinovymi kindzami
(MPF, PKA, PKC, CaM)a stejné¢ tak i s proteinovymi fosfatazami (Fan et Sun, 2004).MAP
kinaza na rozdil od MPF vykazuje vysokou aktivitu v prib&hu celé faze zrani a klesa po
oplozeni nebo partenogenetické aktivaci (Sun et al., 2001).U prasete se nadzory na dobu

aktivace MAPK lisi. Bylo popsano, Ze dochézi k soucasné aktivaci MPF a MAP kindzy
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(Goudet et al., 1998). V dalsi studii ovS§em bylo popséano, ze dochazi nejdiive k aktivaci
MPF a poté k aktivaci MAPK (Inoue et al., 1998). Nejvice autorti zastdva nazor, zZe
nejdiive dochéazi k aktivaci MAPK a pot¢é MPF (Inoue et al., 1998).MAP kinaza je

spole¢né s Mos kinazou soucasti cytostatického faktoru (CSF), viz obr. 4.

Obr.4 Draha vedouci k meiotickému bloku

CSF

—] — meioticky blok

(Jessus and Haccard, 2007).

CSF (Cytostatic factor)

Cytoplazmaticky faktor udrzuje vysokou aktivitu MPF a zastavuje zrani oocytt
v metafazi II. Aktivita CSF se objevuje po metafazi I, postupné se zvySuje a zistava
vysoka béhem zrani oocytu. V oocytu se pot¢é CSF kumuluje a funguje jako inhibitor
buné¢ného rozdéleni. Po oplozeni se aktivita CSF nahle snizi a na rozdil od MPF se uzv
zygoté neobjevuje (Masui, 2001).Zastaveni meidézy pomoci CSF se dé&je skrz aktivitu
enzymu Mos, ktery je pfitomny jen béhem meidzy a pti ptisobeni MEK, MAPK a p90Rsk.
Enzym p90Rsk fosforyluje Erpl, ktery nasledné blokuje meidzu tim, ze nedojde k aktivaci
proteinového komplexu APC/C, obr.4 (Jessus and Haccard, 2007).Pokud je komplex
APC/C aktivovan, dojde k inaktivaci MPF a nésledné degradaci proteinu Mos calpainem a
proteazami zavislymi na vapniku. Mos protein se ztraci z cytosolu oocytu a k celé kaskade
aktivity CSF nedochazi (Masui, 1991).
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NO (oxid dusnaty)

Oxid dusnaty je dvouatomova molekula, ktera vznikne katalyckou pifeménou L-
argininu na L-citrulin s pomoci enzymu NO-syntazy (Blaire et al., 2005). NO-syntaza
(NOS) byla izolovana v nékolika formach, které se mezi sebou lisi subcelularni lokalizaci,
kinetikou, zpuisobem aktivace, a tedy i funkci. Konstitutivni izoformy (stale pfitomné —
cNOS ), sem fadime endotelialni eNOS a nervovou nNOS se nachazi hlavné v bunkach
endotelu a v neuronech. Aktivuji se vazbou vapenatych ionta na kalmodulin. Induktivni
izoforma (INOS) je obsazena v makrofazich, hepatocytech, srde¢nich myocytech a dalSich
bunkach. Aktivuje se jen po stimulaci téchto bunék. Vsechny izoenzymy NOS obsahuji
hemové Zzelezo (protoporfyrin 1X), flavinmononukleotid (FMN), flavinadenindinukleotid
(FAD), jako kofaktor potiebuji nikotinamidadenindinukleotidfosfat (NADPH) a
tetrahydrobiopterin. Katalyticky ucinné jsou jen ve form¢ dimerd a jsou stereospecifické.
NO-syntazy se tedy mohou klasifikovat podle svého zdroje na endotelovou (eNOS),
neuronovou (nNOS) a makrofagovou nebo-li indukovatelnou NO-syntazu (iNOS)
(Kupkova a Benes, 2004).

Oxid dusnaty ma silny vliv na reprodukéni systém, ovlivituje napiiklad sexualni
chovani, biosyntézu steroidnich hormont, folikularni rst, ovulaci, oplodnéni a dokonce i
embryonalni implantaci. Pokud jde o imunolokalizaci NOS v sav¢ich vaje¢nicich, je zde
pfitomna pouze izoforma eNOS a iNOS. Izoforma nNOS ve vajecnicich nebyla nalezena.
V prasecich vajecnicich je ¢astéjsi izoforma eNOS nez iNOS. Pfitomnost eNOS je spojena
s vyvojem folikulu a oocytu, rozvojem Zlutého téliska a nasledné regrese, zatimco iNOS je
funkéni az ve druhé fazi vyvoje folikulu, ovulace a rozvoje CL (Tao et al., 2004).

NO byva regulatorem signélni kaskady, jez kontroluje pifechod mezi metafdzemi
prvniho a druhého meiotického déleni a zaroven se podili na udrzeni oocytu v MIl. NO-
dependentni signalni kaskada se miize také vyznamné podilet na regulaci komunikace
V burice pomoci vapniku pii aktivaci oocytu (Davis et al., 2001).

Pti pouziti oxidu dusnatého (NO) nejsou zadné udaje o roli PKC izotopii behem
aktivace prasecich oocytli. NO je na PKC nezavisly (Petr et al., 2007).

Na NO-dependentni aktivaci oocytd prasete se mohou dale podilet i mechanismy

z fad molekul pomoci nitrosylace. K témto molekuldm patii ryanodinové receptory, jejichz
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stimulace vyvolavd u dozrdlych oocyti prasete aktivaci. NO aktivuje nitrosylaci Ras
protein, ktery je souc¢asti MAP-signalni kaskady v oocytech (Schmidt and Nebrada, 2002).
NO donory maji schopnost aktivovat v in vitro podminkach prase¢i oocyty, dokazi navodit
partenogenetickou aktivaci a to prostfednictvim eNOS a kalmodulinu. Samotny
kalmodulin aktivaci oocytu nevyvola. Aktivace je navozend tim, ze se jednak blokuje
pomoci inhibitoru specifickym vii¢i vSem tfem izoformam NOS — L-NMMA, ale také L-
NAME, ktery méa nejvyssi specifitu viici eNOS izoformée (Petr et al., 2007).

H, S (Sirovodik)

Sirovodik (nebo-li sulfan) je bezbarvy plyn, jehoZ molekula je tvofena jednim
atomem siry a dvéma atomy vodiku. Je endogenniho pivodu vytvoreny z cysteinu tfemi
enzymy. Enzym 3-merkaptopyruvat je sulfotransferaza uc¢innd, jak v mitochondriich, tak i
v cytosolu. Dalsi dva enzymy cystathion beta-syntdza (CBS) a cystathion gamma-lyaza
(CBE) jsou t¢inné jen v cytosolu. (Kamoun, 2004).

CBS hraje dilezitou roli v sami¢im reprodukénim cyklu. Je pfitomny ve vaje¢niku
s nejsilngjsi expresi ve folikuldrnich bunkach ve vSech stadii. Exprese enzymu CBS
v oocytu dosud nebylo prokazano. CBS zvysuje rast folikuld, ovliviiuje plodnost a ma vliv
na pravidelnost a délku estralniho cyklu. CBS v granul6znich bunikach hraje dilezitou roli
ve zrani oocytu a ukazuje se, Ze genovym knockoutem CBS v téchto buiikach mé za
nasledek ihibici zrani oocytu (Zhu et al., 2011).

Sirovodik je zndm pfedevSim svou toxicitou a spolu s oxidem dusnatym a oxidem

uhelnatym patii k tzv. gasotransmiterim.

3.2 Kalcineurin

Kalcineurin je zndm jako bilkovinna fosfatiza 2B (PP2B), také nazyvana jako Ca’' -
kalmodulin aktivovana protein fosfataza, ktera hraje vyznamnou roli béhem regulace

meidzy a piedevsim je nezbytna pro oplozeni a aktivaci oocytu (Hogan and Li, 2005).
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Oznaceni ,,kalcineurin” je spojené s jeho nejrozsifenéj$im vyskytem v sav¢i nervové tkani

a s jeho vazbou pro vapenaté ionty (Klee et al., 1979).

3.2.1 Struktura kalcineurinu a jeho izoformy

Kalcineurin je heterodimer, ktery se skldda z katalycké podjednotky A o velikosti
58-64 kDa vézajici kalmodulin a regula¢ni podjednotky B o velikosti 19 kDa,vazajici Ca*" .
Tyto dvé podjednotky si zachovavaji svojistrukturu, sekvenci aminokyselin, od kvasinek
az po organismus Cloveka (Klee et al., 1998).Kalcineurin je pfitomen ve vSech eukaryot,
kromé& vysSich rostlin.U savcu jsou pifitomny tfi izomery kalcineurinu A (Aa, AB, Ay) a
dva izomery kalcineurinu B (B1, B2). VSechny tyto izoformy jsou produkty samostatnych
gent (Hogan and Li, 2005). Izoformy kalcineurinu Aa, AR a Bl se vytvaii téméf ve vsech
tkanich, zatimco zbylé izoformy Ay a B2 jsou omezené na tkan mozku a varlete
(Molkentin, 2004). Kalcineurin B ma strukturu stypickym motivem (EF-hand)
polypeptidového fetézce, ktery vaze Ca®". Proteiny obsahujici EF-hand doménu maji
vazebna mista pro vapnik a v ptipadé kalcineurinu B ma tento protein 4 vazebna mista pro
Ca’", jedno misto s vysokou afinitou k vapnikua zbylé tfi maji afinitu nizkou (Klee et al.,
1998).

3.2.2 Aktivace kalcineurinu

Aktivita kalcineurinu je zavisld na iontech vapniku, kterou fidi dvé strukturalng
podobné, ale funkéné odlisné latky, kalmodulin a kalcineurin B. Kalcineurin ma Ctyfi
vazebna mista pro vapnik a jedno vazebné misto pro kalmodulin. Na kalcineurin B se
navazi vapenaté ionty a na kalcineurin A kalmodulin Po obsazeni vSech téchto vazebnych
mist se uvolni autoinhibi¢ni doména a dojde k aktivaci enzymu. (Sobotkova a Bartinkova,
2008). Koncentrace Ca *" potiebna pro aktivaci se snizuje se zvysujici se koncentraci
kalmodulinu a kalmodulinové koncentrace potiebna pro aktivaci se snizuje se zvysujici Ca

**koncentraci (Klee et al., 1998).Kalmodulin byva pevné spojeny s kalcineurinem jen v
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piitomnosti fyziologické hodnoty zvyseni Ca?", diky které dal dochazi k defosforylizaci
vybranych substrati (Hogan and Li, 2005). Méné& nez 10 ' M véapniku zplsobi, Ze v misté
vysoké afinity kalcineurin B zlistdvd navazany na kalcineurin A, ale enzym je inaktivni.

Obsazeni slabych mist afinity vapnikem (k, mezi 0,5 — 1 uM) ma za nasledek malou

aktivaci (Klee et al., 1998).

Kalcineurin ptednostné defosforyluje proteiny s basickymi aminokyselinami na N-
konci a bez acidickych aminokyselin na C-konci polypeptidického fetézce substratu(Klee
et al., 1998).Procesem defosforylace, tedy ztratou fosfatové skupiny z proteinu ¢i
nukleotidu, Kkalcineurin reguluje a aktivuje dal$i proteiny (Jessus and Haccard, 2007).

Kalcineurin muze také piimo defosforylovat Cleny proteinové rodiny NFAT
(nuclear factor of activated T-cells), které fidi genovou expresi a jsou fazeny mezi
transkrip¢i faktory (Molkentin, 2004). Kalcineurin se prostfednictvim dvou vazebnych
mist vaze na proteiny NFAT 1-4 a specificky defosforyluje serinové zbytky v motivech
SRR (serine-rich region) a SP (serine-proline) (Neal a Clipstone, 2001). Po nasledné
defosforylaci kalcineurinem dochéazi k translokaci NFAT do jadra (Sobotkova a
Bartinkova, 2008). Hlavnim vazebnym mistem pro kalcineurin jsou mista se shodnou
sekvenci PXIXIT zachovanou napii¢ proteiny NFAT1-4. Druhé vazebné misto se shodnou
sekvenci LxVP nevykazuje tak silnou sekvencéni podobnost mezi jednotlivymi
kalcineurinem regulovanymi proteiny NFAT a slouzi pravdépodobné k selektivni interakci
urcitych proteinlt NFAT s kalcineurinem (Martinez-Martinez et al., 2006).Kalcineurin ma
relativné uzkou specifitu G¢inku. Pro svou aktivitu vyzaduje ionty zeleza a zinku (Klee et

al., 1998). Aktivni misto obsahuje Fe*", Zn* kovové ionty a nasledna oxidace Fe > na Fe

* mize enzym inaktivovat (Aramburu et al., 2004).

3.2.3 Kalcineurin a jeho inhibitory

Nejvyznamnéj$im inhibitorem Kkalcineurinu je imunosupresivum cyklosporin A
(CsA), cyklicky polypeptid sloZzeny z 11 aminokyselin, ktery se bézné¢ vyskytuje jako
sekundarni metabolit vldknitych hub. Siroké uplatnéni ma v transplantaéni medicing a v

terapii autoimunitnich onemocnéni (atopickéd dermatitida, psoridza atd.) (Sobotkova a Bar-
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tankova, 2008). Vazba CsA v T lymfocytech na cyklofilin (Cyp-A) vytvoii komplex, ktery
inhibuje kalcineurin (Hogan and Li, 2005). Dal§im inhibitorem kalcineurinu je imuno-
supresivum oznacované jako takrolimus nebo také FK506 (Sobotkova a Bartunkova,
2008).Vazba FK506 na protein FKBP12 vytvati v T lymfocytech znovu komplex, ktery
inhibuje kalcineurin (Hogan and Li, 2005). Dal§im kalcineurinovym inhibitorem je pime-
krolismus tvortici komplex s FKBP12.Vlivem téchto imunosupresiv dochazi v buce k za-
blokovani pfechodu z faze GO do faze G1. Tyto ihibitory maji podobné nezadouci Gcinky
spojené s nefrotoxicitou, hepatotoxicitou, neurotoxicitou a rozvojem hypertenze (Sobotko-
va a Bartiinkova, 2008).

3.2.4 Funkce a exprese kalcineurinu

Krom¢ jiz zminéné regulace a signalizace prostiednictvim vapenatych iontt se kal-
cineurin ucastni fady biochemickych dé&ju. Aktivace kalcineurinu je nezbytna zejména pro
transkripci gent pro cytokiny, ale aktivovany kalcineurin také reguluje transport proteind a
iontd, moduluje enzymatickouaktivitu a hraje Glohu i v apoptoze. Nejvyznamngj$im tran-
skripénim faktorem, ktery je Kalcineurinem regulovan, je NFAT. Touto cestou je regulova-
na exprese genu pro interleukiny (IL-2, IL-3, IL-4, IL-13) a dalsi faktory (INF-y, GM-CSF,
TNF-a) (Sobotkova a Bartanikova, 2008).Kalcineurin tedy hraje roli, jak v programované
bunééné smrti T a B lymfocytt, tak i v jejich aktivaci.Kalcineurin a NFAT jsou zodpovéd-
né za vyvoj kardiovaskularni tkané a kosterni svaloviny. Vyskyt kalcineurinu v sav¢i tkani
je Siroce rozsiteny, najdeme ho dale v tukové tkéani, nadledvinkach, miSe, ledvinach, jater,
plicich, dfeni, slinivce, placenté, krevnich desticek, sitnici, hladké svaloving, slezing,
spermiich, $titné zlaze a brzliku (Rusnak and Mertz, 2000).

U prasete byl kalcineurin poprvé prokézan na plazmatické membrané lymfocytt
(Chantler, 1985). U prasecich sam¢ich pohlavnich bunék - spermii byly objeveny taktéz
dv¢ izoformy kalcineurinu (Tash et al., 1988)

V zabych oocytechMochida and Hunt (2007) prokazali, ze po aktivaci protein kina-

zy C, ktera hydrolyzuje na diacylglycerol a inositol-1,4,5-trisfosfat (IP,) se z endoplazma-

tického retikula uvolni prostfednictvim navazaného (IP, ) vapnik, ktery po aktivaci kal-
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cineurinu defosforylujeproteinovy komplex APC/C. Tento proteinovy komplex degraduje
cyklin B a pfimo tak ovliviiuje aktivitu MPF. Kalcineurin je pak zapojen do ranného em-
bryonalniho vyvoje, kde se podili na dekondenzaci chromatinu a na zménach v cytoskeletu,
které pak v dalsim vyvoji mohou navodit migraci prvojader, viz obr. 5 (Jessus and Haccard,
2007).

Obr.5 Aktivace kalcineurinu po oplozeni

oplozeni

l

pulzy vapniku

N
Gm) &c--.id
\ » 4

Vyvoj oocytu dalsi udalosti

N

vyvoj embrya
(Jessus and Haccard, 2007).

Kalcineurin je vyznamné zapojen do regulace meidzy v zabych oocytech rodu Xe-
nopus (Nishiyama et al., 2007, Mochida and Hunt, 2007).

V reprodukénich organech mouchy rodu Drosophila, byl kalcineurin také nalezen a
predpoklada se, ze stejné tak, jak v oocytech zaby rodu Xenopus, tak i v oocytech mouchy
ovliviiujé roli béhem meidzy a je nezbytny pro oplozeni a aktivaci oocytu (Takeo et al.,
2006).

V sav¢ich oocytech nebyl kalcineurin dosud identifikovan. Jeho piitomnost, ale v
prasecich oocytech pfedpokladame, a diky stanové hypotéze v této préci, by bylo zajimavé

tuto jeho roli objasnit.
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4 Material a metody

4.1 Ziskavani vajeCnikti

Vajecniky prasat byly odebirany na jatkdch z porazenych prasnic. Po jejich ziskani
vruzné fazi pohlavniho cyklu byly transportovany ve vytemperovanych termolahvich

s fyziologickym roztokem (0,9% chlorid sodny) do laboratote pti 39 °C.

4.2 Ziskavani oocytl s ukon¢enym ristem

Oocyty s ukoncenym rastem, ve stadiu zadrodecného vacku byly ziskany aspiraci
folikuli o velikosti 2 — 5 mm pomoci jehly 20G (Sterican, Braun Melsungen, Némecko).
Ze ziskané folikularni tekutiny byly oocyty pod stereomikroskopem (Nikon SMZ 645, Ja-
ponsko) odsany pipetou a preneseny do kapek média M199 (Sigma — Aldrich, Némecko)
obohaceného o dalsi slozky, viz tab. 4.1. Pro dalsi experimenty byly vybirany jenom oocy-

ty s neporusenou cytoplazmou a kompaktnim obalem kumularnich bunék.

Tab. 4.1 Slozeni modifikovaného média M 199

gentamycin 0,0025 mi/100 ml
laktat 0,06 ml/100 ml
pyruvat 0,025 ml1/100 ml
rustovy protein 0,1 g/100 mi
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4.3 Kultivace oocytl s ukon¢enym riistem

Oocyty byly kultivovany v Petriho miskach v médiu M199 pfi teploté 39 °C ve

smési 5 % CO2 se vzduchem do ti1 stadii meiotického zrani:

1. Stadium zarode¢ného vacku (0 hodin kultivace in vitro),
2. stadium meiotické metafaze I (24 hodin kultivace in vitro),
3. stadium meiotické metafaze 11 (48 hodin kultivace in vitro).

4.4 Ptiprava vzorka pro stanoveni kalcineurinu metodou Western

blot

Oocyty byly nejdiive zbaveny kumularnich bunék prostfednictvim tenké sklenéné
pipety. Kazdy vzorek obsahoval 50 oocytd. Ziskané kumularni buniky ze v§ech 50 oocytt v
daném stadiu tvofily samostatné vzorky. VSechny vzorky byly oddélené promyty v pufru
PBS obsahujici stl kyseliny fosforeéné (slozeni viz tab. 4.2).Po promyti v pufru PBShyly
oocyty a kumularni bunky dany do mikrozkumavek s 50ul lyzaéniho pufru, viz tab. 4.3,
ktery obsahuje ihibitory protedz (Roche, Applied Science, Francie). Aby u oocyti byla
porusena zona pellucidaa nasledné pak doslo k jejich popraskani, musely byt oocyty opa-
kované nasavany a vysavany skrz pipetu, ktera méla mensi pramér nez oocyty. Vzorky
byly inkubovany na ledu po dobu 10 minut, nasledné precipitovany 5ul 100% kyselinou
trichloroctovou (TCA, 5 pul na 50 pl lyzaéniho pufru) a ponechany dal$ich 10 minut na
ledu. Poté se vzorky nechaly 5 minut centrifugovat pii 10 000 g a teploté 4°C. Po centrifu-
gaci byl ze vzorku odsat supernatant a byly promyty v 50ul acetonu s 10% HCI. Vzorek
prosel dalsi centrifugaci a znovu byl odsat jeho supernatant s naslednym promytim sedi-
mentu v 50ul acetonu. Po dalsi centrifugaci byl odsat a odpafen aceton a vzorky tak byly

pro stanoveni exprese kalcineurinu uchovany pfi teploté -20°C
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Tab. 4.2 pufr PBS

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

H,O do 1 000ml

Tab. 4.3 Lyza¢ni pufr

10% Triton X 0,15 ml
10% SDS 0,05 ml
PBS 4,3 ml
10% inhibitory proteaz v PBS 0,5ml

4.5 Stanoveni kalcineurinu metodou Western blotting

4.5.1 Elektroforéza

Elektroforéza patii mezi elektromigracni separacni metody. Principem této metody
je vyuziti rozdilné pohyblivosti nabitych ¢astic ve stejnosmérném elektrickém poli s jejich
naslednou separaci. Velikost nabitych ¢asti mize byt riznéd a jsou-li na zacatku separace
Castice v jednom miste, pak béhem separace se dostavaji dopfedu ty nabité Castice, které
maji vetsi pohyblivost (jsou mensi), a opozd'uji se Castice S mensi pohyblivosti. Tim do-
chézi k jejich oddéleni.Gelova SDS elektroforéza v polyakrylamidu se pouZziva ke kvalita-

tivni charakterizaci bilkovin, ke kontrole Cistoty a ke kvantitativnimu stanoveni. Pouziti
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SDS (dodecylsulfat sodny) v kombinaci se zahiivanim se bilkoviny $tépi pted jejich apli-
kaci na gel. Denaturované polypeptidy vazi SDS, stavaji se zaporn¢ nabitymi a migruji v

polyakrylamidovym gelem s pohyblivosti zavislou na velikosti polypeptidu.

Proteiny oocytl a kumularnich bunék byly nejprve rozdéleny pomoci elektroforézy
na 15% polyakrylamidovém gelu s SDS ( SDS-PAGE). Pro separaci proteinti byla pouzita

zonova, mini vertikalni elektroforéza (Hoefer Pharmacia Biotech, Némecko).

Pro piipravu polyakrylamidového gelu byl pouzit gelovy sendvi¢ a spacery o
tloustce 1 mm. Ve zkumavce byl nejprve namichan pufr o pH 8,8 (slozeni pufru viz tab.
4.4) a poté byl ptipraven 12,5% separacni gel (slozeni gelu viz tab. 4.5). Roztoky pufru a
gelu byly pipetou promichany a ihned pomoci pipety aplikovany do sendvi¢e podél space-
ru tak, aby nevznikaly zadné vzduchové bubliny. Separa¢ni roztok byl nanesen do vysky
1,5 cm pod okraj skel, poté protahnut 25G jehlou a opatrné pielit 0,5 az 1 cm vrstvou desti-

lované vody pro udrzeni rovného povrchu gelu.

Po 60 minutach byla destilovana voda odlita a na zpolymerizovany separa¢ni gel
byl pomoci pipety nalit gel zaostiovaci. Na pfipravu tohoto gelu byl ve zkumavce smichan
0,67 ml 30% akrylamidovy roztok, 1 ml pufr o pH 6,8 (sloZeni pufru viz tab. 4.6), 2,3 ml
destilovana H,0, 30 ul persulfat amonny a 5 ul TEMED (N,N,N",N" - tetramethylendia-

min).

Polymerace akrylamidu je iniciovana tak, Ze TEMED katalyzuje rozlozZeni persulfa-
tu na volny radikal. Poté byl zaostfovaci gel napipetovan aZ po okraj skel a nasledné byl
do n&j vloZen hiebinek, ktery vytvofil vzorkové jamky. Po 45 minutach byl hiebinek vysu-
nut z gelu a gel byl umistén do elektroforézové vany, kde byl nalit elektroforézovy pufr

(sloZeni viz tab. 4.7).

Proteiny vzorkli oocytd a kumuldrnich bunek byly ptfed separaci rozpustény ve
vzorkovém pufru (Laemmli, 1970; 20 ul; slozeni pufru viz tab. 4.8). Pufr obsahuje ptida-
vek tenzidu SDS, ktery se pevné K proteintim vaze a méni jejich konformaci. K této zméné
dochazi po rozpusténi disulfidickych mustkti v molekule proteinu. Na neutralizaci pH bylo
pouzito 5 ul 0,1 NaOH.

Do kazdé vytvofené jamky bylo naneseno pomoci pipety 25 pl vzorku ve vzorko-

vém pufru a 5 pl standardu molekulové hmotnosti (Prestained SDS-PAGE Standard, Bio-
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Rad Lab., Kanada), pro sledovani spravného dé€leni proteinti pfi elektroforéze a pro
kontrolu spravného pieneseni proteinti na membranu. V jamkach kde se nenachéaze-
ly vzorky, bylo dale napipetovano 25 pl vzorkového pufru. Soucasti tohoto vzorku
byla bromfenolova modt, diky které byla sledovana délka elektroforézy. Bromfelo-
va modf se pohybuje Vv Cele délenych proteinl a na konci elektroforézy by méla byt
piiblizn€ 0,5 cm od konce gelu. Nasledné byla sestavend aparatura, kterou jsme za-
pojili ke zdroji elektrického proudu a postupné nastavovali parametry napéti a Cas -
90 V, 90 mA, 20 W po dobu 30 minut a 180 V, 100 mA, 20 W po dobu 1 hodiny a 20 mi-

nut.

Tab. 4.4 Pufr do separac¢niho gelu

2M Tris-HCI (pH 8,8) 7,5 ml
10 %SDS 0,4 ml
H,O 2,1 ml

Tab. 4.5 12,5 % separacéni gel (15ml)

30 % akrylamid 7,5 ml
pufr (pH 8,8) 3,7ml
destilovana H,O 3,8 ml
persulfat amonny 75 pl
TEMED (N, N, N, N - tetramethylen — | 5 |
ethylendiamin
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Tab. 4.6 Pufr do zaostifovaciho gelu

1M Tris — HCI (pH 6,8) 5ml
10 % SDS 0,4 mi
H,O 4,6 ml

Tab. 4.7 Elektroforeticky pufr

25 mM Tris 39

192 mM glycin 144 ¢
10% SDS 10 ml
H,O do 1 000 ml

Tab. 4.8 Vzorkovy pufr

1 M Tris — HCI (pH 6,8) 0,6 ml
50 % glycerol 5ml
10 % SDS 2 ml
1 % bromfenolova mod¥ 0,5ml
H,O 0,9 ml
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4.5.2 Pienos proteinti na nitrocelulézovou membranu

Pro pfenos proteini na specialni membranu se vyuziva blotovaci metoda, Western
blotting.Mezi jeho vyhody patii zvySena dostupnost bilkovin po pfenosu na membranu.
S gelem se hiife manipuluje a toho se pak dale vyuziva predev$im u imudodetekce. Dalsi
vyhodou je zahus§téni bilkovin na membrané, coz ma za nasledek zvysSenou citlivost detek-
ce. Proteiny jsou na membrané imobilizovany a nedochazi tak k jejich difazi. Mezi pied-

nosti blottingu patii rovnéz jednodussi manipulace a ndsledné uchovani membrany.

Po ukonceni elektroforézy byla od sebe oddélena skla a sejmuty gel byl na 10 minut
namocen do vychlazeného blotovaciho pufru - Towbinova pufru (sloZeni pufru viz tab.4.9).
Poté do vychlazené destilovanévodybyla namocena nitrocelul6zova membrana (Hybond
ECL, Amersham Pharmacia Biotech, Velka Britanie), ktera pak byla nasledné vlozenado
vychlazeného blotovaciho pufru na 10 minut. Nitrocelul6zova membrana musela byt tedy
methanolem zvlhcena, jelikozZ je pfili§ hydrofobni. Do blotovaciho pufru byly namoceny tfi
houby, které byly poté vlozeny do blotovaciho modulu. Na houby byly vlozeny filtra¢ni
papiry opét namocené v blotovacim pufru. Na filtracni papir byl opatrné pienesen gel, na
ktery byla pfilozena nitrocelul6zovd membrana. Potom byl na membranu opét umistén
filtra¢ni papir nasakly blotovacim pufrem. Plastovou zkumavkou byly jemné ptevalcova-
nim vytla¢eny vzduchové bubliny. Na konec byly znovu na filtrani papir poloZeny tfi
houby namocené v blotovacim pufru a blotovaci modul byl uzavien. Blotovaci modul byl
naplnén blotovacim pufrem a premistén do elektroforézové vany, do které byla nalita vy-
chlazend destilovand voda doplnénd ledem. Sestavena komora byla pfipojena
k elektrickému zdroji, na kterém byly nastaveny parametry - 25 V, 400 mA, 20 W na 1
hodinu a 30 minut. Pomoci elektroblottingu dochazi k ptenosu proteint z gelu na membra-

nu s vyuzitim sily elektrického pole.
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Tab. 4.9 Blotovaci pufr — Towbinuv

25 mM Tris 39

192 mM glycin 144 ¢

10 % SDS 1ml
methanol (pred pouZitim) 100 ml
H,O do 1 000 ml

4.5.3 Blokovani

Po pfenosu proteinli na membranu je nezbytné zablokovat vazebnd mista, nebot
povrch membrany vaze jak antigen, tak i nasledné pfidané protilatky. K blokovani se nej-
Castéji pouZivaji roztoky inertnich proteinli, v naSem piipadé¢ byla membrana ptes noc
umisténa ve 2 % odtu¢néném mléce (Amersham Pharmacia Biotech, Velka Britanie). Pro-
teiny mlé¢ného kaseinu se navadzaly na vSechna mista, kam se dosud nenavézaly proteinu
pii pienosu. Molekuly imunoglobulinti se uz po pfidani protilatek nemohou nespecificky
vazat na prazdny povrch membrany, ale musi specificky najit sviij epitop na pieblotova-
nych antigenech. Blokovani vyrazné snizuje Sum pozadi a odstrafiuje faleSné pozitivy.

Membrana byla poté promyta 1 X 15 minuta 2 x 5 minut v PBST (slozeni viz tab. 4.10).
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Tab.4.10 PBST

Na, HPO, 299
NaH,PO,.2H,0 2,96 g
NaCl (100 mM) 58449
Tween 20 1ml
H,O do 100 ml

4.5.4 Imunodetekce

Imunodetekce patii mezi specifické detekéni metody, které pouzivame po blottingu
proteind. V této detekci se vyuziva vazba protilatky na proteiny. Po inkubaci specifickou
primarni protilatkou je membrana vymyta protildtkou sekundarni, kterd je vuc¢i primarni
protilatce rovnéZz specifickd. Pro identifikaci kalcineurinu a jeho zviditelnéni musi byt
sekundarni protilatka néjak znacena, v naSem ptipad¢ bylo pouzito enzymatické znaceni
peroxidazou.

Po blokovani byla nitrocelul6zova membrana inkubovéana 2 hodiny pfi laboratorni
teploté s mysi polyklondlni protilatkou anti - kalcineurin fedénou 2 % netuénym mlékem
podle doporuceni vyrobce - primarni alfa 1:10 000, primarni beta 1:3000 (Sigma-Aldrich,

Némecko). Po inkubaci byla membrana promyta 1 x 15 minuta 2 x 5 minut v PBST.

Po promyti primarni protilatky byla na membranu aplikovana sekundérni protilatka
anti — mysi IgG konjugovany s kienovou protilatkou (Sigma — Aldrich, Némecko) natredé-
ny v poméru 1:40 000 v roztoku 2 % mléka v PBST po dobu 2 hodin pii laboratorni teplotg.
Potom byla membrana opét promyta za stalého michani 1 X 15 minuta 2 x 5 minut v PBST.
Pro detekci kalcineurinu byl pouzit detekéni kit pro Western blotting (ECL Advance wes-

tern blotting detection kit, Amersham Biosciences, Velka Britanie). Tento kit osahoval
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detek¢ni chemiluminiscenéni roztoky A a B v poméru 1:1 (1,5 ml:1,5 ml na membranu).
Pomoci filtracniho papiru byla membrana osusena a inkubovana s detekénim roztokem po
dobu 5 minut pfi laboratorni teploté. Poté byla membréana znovu osusena a premisténa do
kazety a exponovana na autoradiograficky film (Hyperfilm ECL, Amersham Biosciences,
Velka Britanie) po dobu 10 sekund, 1 minutu, 10 minut a 30 minut. Na vyvolani byla pou-
zita vyvojka FOMA LP — T a ustalova¢ FOMAFIX pro zpracovani RTG snimkii (FOMA
Bohemia spol., Ceska republika).

4.6 Imunohistochemicka detekce kalcineurinu

Pomoci tenké sklenéné pipety byly z oocytil opét odstranény kumularni buiiky a s
pomoci manipulaéniho média doplnéného o 0,1 % pronazu odstranéna i zona pellucida.
Poté byly oocyty proplachnuty v kapkach 0,1 % BSA (bovinni sérovy albumin, Sigma —
Aldrich, Némecko) a fixovany v 2,5 % paraformaldehydu v PBS pfi laboratorni teploté.
Fixac¢ni roztok (etanol + 100 % kyselina octova, 1:3) byl poté za 30 minut vyménén a za
dalsich 30 minut byla vyména zopakovana. Fixované oocyty byly osetfeny 0,5 % Tritonem
X-100 v PBS pii laboratorni teploté a po 2 hodinach proplachnuty v 0,1 % Tweenu 20
v PBS.Potom byly oocyty inkubovany pii teploté + 4°C pies noc v inkuba¢nim médiu
s primarni protilatkou anti-kalcineurin A a anti-kalcineurin B 1:100 (Sigma-Aldrich, Né-
mecko). Oocyty byly 3x po 10 minutach promyty v 0,1 % Tweenu 20 v PBS, aby byly
odstranény nenavazané protilatky. Poté se oocyty inkubovaly jednu hodinu ve tmé se
sekundarni protilatkou anti-mysi IgG, konjugovana s fluroscenéné znacenym isothiokyana-
tem (FITC) 1:30 000 (Jackson Immuno Research Laboratories, USA) a soudasné byl
V oocytu obarven chromatin pomoci Hoechst 33258 (Sigma — Aldrich, Némecko). V ekvi-
libraénim pufru byly oocyty promyty a poté preneseny na podlozni sklicko v kapce glyce-
rolu v PBS. Fluorescen¢ni znaceni bylo snimano na pomoci fluorescen¢niho mikroskopu
(Nikon Eclipse E600, Japonsko) a laserovému konfokalnimu mikroskopu (Leica SPE, N¢-
mecko). Pro kontrolu nespecifické vazby protilatky byly oocyty kultivovany pouze se

sekundarni protilatkou v kontrolni skupiné.
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Pouzité chemikalie:

2,5 % paraformaldehyd v PBS 2,5 g paraformaldehydu + 50 ml redestilo-
vané H, O

5 % roztok BSA 1 g BSA + 20 ml redestilované |H, O

PBS + BSA 1 ml PBS + 20 ul 5 % BSA

PBS + X-100 + BSA 1 ml PBS + 50 pl Triton X-100 + 20 ul 5 %
BSA

PBS + Tween 20 1 ml PBS + 10 ul 10 % Tween 20

Inkubacni médium 1 ml PBS 110 pul 10 % Tween 20 + 20 pl
5% BSA

5 Vysledky

5.1 Stanoveni experese kalcineurinu metodou Western blotting

Metodou western blotting jsme prokdzali pfitomnost kalcineurinu jak v ooyctech,
tak 1 jejich kumularnich buiikach. Kalcineurin jsme detekovali v oocytech ve vSech sledo-
vanych stadiich meiotického zrani, stddiu zdrodecného vacku, prvni i druhé meiotické me-
tafaze. Detekovali jsme signal, jak pro kalcineurin A o molekulové hmotnosti 60 kDa, tak
také signal pro regulac¢ni podjednotku kalcineurinu, podjenotku B, o molekulové hmotnosti

18 kDa. Signal pro kalcineurin B byl oproti signédlu kalcineurinu A slabsi.
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Obr. 5.1 Detekce kalcineurinu A (a) a B (b) pomoci metody Western blott

a) anti-kalcineurinA

Oocyty Kumularni bunky

v

b) anti-kalcineurinB

Oocyty Kumularni buriky

GV

20 kDa  somm—

15 kDa  mmm—

Obr. 5.1 CP-¢isty protein kalcineurin z hovéziho mozku 5 ng. MAR — molekulovy standard
(Kaleidoscope, BIO-RAD). GV — oocyty kultivované 0 hodin. MII — oocyty kultivované
24 hodin. MII — oocyty kultivované 48 hodin. Kumularni buniky GV — kumularni bunky
ziskané z oocytd ve stadiu GV. Kumularni bunky MI — kumularni buniky odstranéné
z oocytl ve stadiu MI. Kumuldrni buniky MII — kumulédrni buniky odstranéné z oocytl ve

stadiu MII.

5.2 Imunohistochemicka lokalizace kalcineurinu
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Pomoci imunolokalizace byly sledovany zmény v bunééné distribuci proteinu kalcineurinu

A a B béhem meiotického zrani oocytu prasete.

Byla prokazana pifitomnost obou podjednotek kalcineurinu, kalcineurinu A ikalcineurinu B.
Bunécnou lokalizaci podjednotek kalcineurinu béhem meiotického zrani, je mozné sledo-

vat na obrazku 5.2

Kalcineurin A byl v oocytech piitomen ve vSech sledovanych stadiich meiotického zrani,

viz obrazek 5.2 (a-c).

Kalcineurin A byl v oocytech rovnomérné rozptylen v jadre, korové oblasti i cytoplazmé,
jak v oocytech ve stadiu zarode¢ného vacku, tak také v ooyctech ve stadiu prvni meiotické
metafaze viz tabulka 5.2. K vyznamné zmén¢ v bunécéné lokalizaci proteinu kalcineurinu A
doslo pti ptechodu oocytil ze stadia prvni do druhé meiotické metafaze. Zvysila se intenzi-
ta fluorescence pro kalcineurin, nejpatrnéjsi narust intenzity fluorescence byl v korové ob-

lasti oocytu.

Podobna byla situace pti sledovani bunécné lokalizace podjednotky kalcineurinu B, viz
obrazek 5.2 (a-c). Oocyty ve stadiu zarode¢ného vacku a prvni meiotické metafaze mély
témet identicky obsah kalcineurinu B vyjadfeny intenzitou fluorescence v jadie, korové
oblasti a cytoplazmé, viz tabulka 5.3. Pfi pfechodu oocytti z prvni do druhé meiotické me-
tafaze, doSlo podobné jako v ptipadé€ kalcineurinu A, k nérustu intenzity fluorescence a to

jak v korové oblasti, tak také v oblasti bunééného jadra.

Tab. 5.2 Relativni intenzita fluorescence kalcineurinu A Vv oocytech prasete béhem meio-

tického zrani
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jadro korova oblast | cytoplazma
N (X£SEM) (X£SEM) (X£SEM)
GV 16 0,26 + 0,06** 0,43 + 0,07 B 0,31 + 0,03%
MI 15 0,31 +0,05°" 0,39 + 0,06°® 0,30 £ 0,04
MII 17 0,67 +0,26 A 1,18+0,38 B 0,75 + 0,23 PA

N — pocty oocyti ve skuping, x — primeér, SEM — smérodatna odchylka. MI — oocyt ve sta-
diu prvni meiotické metafaze, MII — oocyt ve stadiu druhé meiotické metafaze. Vyznamné
rozdily na hladin¢€ p < 0,05 mezi ¢astmi oocytu (jadro, korova oblast, cytoplazma) v jed-

notlivych sledovanych kategoriich oocytli (fadky) jsou oznaceny superskripty A, B, C. Ve

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

Tab. 5.3 Relativni intenzita fluorescence kalcineurinu B v oocytech prasete béhem meio-

tického zrani

jadro korova oblast | cytoplazma
N (Xx£SEM) (X£SEM) (X£SEM)
GV 19 0,27 + 0,05** 0,42 +0,08 % 0,32 + 0,038
MI 16 0,28 + 0,03 0,41 +£0,04 % 0,31 +0,02%
MII 19 1,04 £0,02°" | 1,16+0,04" 0,80 + 0,07%¢

N — pocty oocytl ve skuping, x — prumér, SEM — smérodatna odchylka. MI — oocyt ve sta-
diu prvni meiotické metafaze, MII — oocyt ve stadiu druhé meiotické metafaze. Vyznamné
rozdily na hladin¢ p < 0,05 mezi ¢astmi oocytu (jadro, korova oblast, cytoplazma) v jed-

notlivych sledovanych kategoriich oocytt (fadky) jsou oznaceny superskripty A, B, C. Ve

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

Obr. 5.2 Lokalizace kalcineurinu v prubéhu zrani oocytu prasete
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Kalcineurin A

Kalcineurin B

Detekce kalcineurinu v oocytech ve stadiu zarode¢ného vacku (GV) (a), ve stadiu prvni (b)
a druhé meiotické metafaze (C) pomoci imunolokalizace s pouzitim protilatky anti-
kalcineurinu. Zelenou fluorescenci je znacen protein pomoci FITC a modie chromatin

pomoci barviva DAPI. Vzorky byly 400x zvétSeny.

6 Diskuse

Nase experimenty prokazaly pfitomnost proteinu kalcineurinu v prasecich oocytech

a jejich kumuléarnich buiikéch v priibéhu meiotického zrani.
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V oocytech ve stadiu zdrodecného vacku a prvni a druhé meiotické metafaze jsme
metodou Western blott detekovali pfitomnost katalytické podjednotky A kalcineurinu o
molekulové hmotnosti 60 kDa a také regulacni podjednotky B o molekulové hmostnosti 18
kDa. Denzita bandu pro regula¢ni podjednotku kalcineurinu, kalcineurinu B, byla v oocy-
tech vSech sledovanych stadii meiotického zrani pomérné slaba. Pfi elektroforéze byl do
kazdé jamky nanesen lyzat z 50 oocytd v daném stadiu zrani, v ptipadé regulaéni podjed-
notky, kalcineurinu B, je pravdépodobné, Ze detekéni limit nami pouzité metody, Western
blottingu, je pro kalcineurin vyssi a bylo by vhodnéjsi do vzorku pouzit vétsi pocet oocytl,
v idedlnim piipadé minimalné¢ 100 kust, ¢i by bylo pro dalsi experimenty vhodné vyuzit
ECL chemiluminiscen¢ni kit s niz§im detekénim limitem ¢i néjaky enhancer chemilumi-
niscenéni reakce. Moznym vysvétlenim je to, Ze se v oocytech nevyskytuje podjednotka B
v obou izoformach, B1 a B2, ale pouze jedna izoforma, tudiz je mensi mnozstvi detekova-
ného proteinu. Coz potvrdily i nase dal$i (zde nepublikované) experimenty, ve kterych
jsme prokazali v oocytech a jejich obklopujicich bunkach pouze pfitomnost mRNA pro
izoformu B2 podjednotky kalcineurinu B. Western blotting nam bohuzel neumoznil sledo-
vat expresi izoforem (v pfipadé¢ kalcineurinu A izoforem a, B, y a v pfipadé¢ kalcineurinu B
izoforem B1 a B2), na trhu jsou k dostani pouze protilatky specifické proti podjednotkam,
nikoliv izoformam. Dikaz o pfitomnosti kalcineurinu v prase¢ich oocytech, nebyl piekva-
pivy. Tento protein byl uz diive nalezen i v jinych bunkach v téle prasete. Jeho ptitomnost
byla zjisténa na plazmatické membrané lymfocytt (Chantler et al., 1985) ¢i v kancich po-
hlavnich bunkach, spermiich, kde byly detekovany obé podjednotky kalcineurinu (Tash et
al., 1988).

Proces zrani oocytd je podminén aktivitou MPF, ktera je tvorena cyklin dependent-
ni kindzou 1 (CDK 1) a cyklinem B1. Vystup z prvniho meiotického bloku je umoznén az
CasteCnou inaktivaci MPF, ke kter¢ muize dojit po degradaci cyklinu B pomoci
APC/proteazému nebo navazanim na separazu (Yu et al., 2002). Tyto procesy jsou regulo-
vany puisobenim riznych kindz a fosfatdz a da se predpokladat, ze se béhem zrani tudiz
méni lokalizace jedné z fosfataz, kalcineurinu. Tuto domnénku potvrdily naSe experimenty,
ve kterych jsme sledovali relativni intenzitu fluorescenc¢niho signalu podjednotek kalcineu-

rinu A a B v pribéhu meiotického zrani v oblasti jadra, kiry a cytoplazmy oocytu prasete.

V oocytech ve stadiu GV a MI byl kalcineurin A ve sledovanych tfech oblastech rovno-

mérné rozptylen. K vyznamné zméné€ v bunécné lokalizaci proteinu kalcineurinu A doslo
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az pii prechodu oocytl ze stddia prvni do druhé meiotické metafaze, kdy byl ziejmy pie-
devSim nartst intenzity fluorescen¢niho signalu v korové oblasti oocytli. Podobna byla
situace v piipadé sledovani zmén v bunééné distribuci kalcineurinu B, obsah kalcineurinu
B rostl pii piechodu oocytl z prni do druhé meiotické metafaze. Nartst v intenzité flu-
orescence byl stejn¢ jako v piipad¢ podjednotky A patrny v korové oblasti oocytu, dalsi
vyznamny naruast byl sledovan vsak také v oblasti meiotického vieténka. Zmény v bunécné
lokalizaci a mnozstvi proteinu mohou souviset s potiebou kalcineurinu v oocytu béhem
jeho zrani. V somatickych burikach je kalcineurin spojovan s proteiny cytoskeletu (Goto et
al., 1985). Nami zaznamenany vyskyt obou podjednotek kalcineurinu v celé cytoplazmé
oocytl ve vSech fazich meiotického zrani naznacuje také moznou asociaci kalcineurinu s
témito proteiny.

Mochida a Hunt (2007) zjistili, Ze u Zaby rodu Xenopus se kalcineurin podili na
uvolnéni Zzabich vaji¢ek z druhého meiotického bloku. Tento blok je udrzovan pomoci kas-
kady zahrnujici Mos a MAPK. Klicovy regulator této signalni drahy APC/Fizzy je u zab
drépatek cilovym substratem kalcineurinu. MAPK se na pocatku faze zrani pfesunuje do
zarodecného vacku (Stojkovic et al., 1999) a vykazuje vysokou aktivitu v prib&hu celé
faze zrani (Sun et al., 2001) kde se podili na zastaveni meidzy v druhé meiotické metafazi
(Villa-Diaz et Miyano, 2004). Vzhledem k expresi kalcineurinu v oocytu prasete na konci
meiotického zrani se Ize domnivat, Ze zména v aktivité a lokalizaci kalcineurinu miuize také

souviset s regulaci vySe popsané drahy.

Nase experimenty potvrdily expresi obou podjednotek kalcineurinu, katalytické
podjednotky A i regulacni podjednotky B. Zatim neni zndmo, jaka je ptesna tiloha obou
podjednotek a také, zda kalcineurin v prasecich oocytech ptisobi podobné jako v oocytech
drapatky, pies drahu MAPK. K tomu bude tfeba provést dalsi experimenty, naptiklad kina-

zové eseje, které dokazi zmapovat aktivitu vyznamnych enzymi jako je MAPK ¢i MPF.

Kromé vyznamu kalcineurinu pro meiotické zrani se nabizi otazka, jakou hraje ten-
to protein ulohu v diivejsi fazi oogeneze, ristu a také to, zda a jak se podili na regulaci

procesu oplozeni, aktivaci oocytu, pfipadné starnuti a apoptozy.
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Nase experimenty prokdzaly vyskyt proteinu kalcineurinu v oocytu prasete béhem
meiotického zrani. V oocytech v pritbéhu zrani jsme detekovali katalytickou podjednotku
A 1regulacni podjednotku B kalcineurinu. Imunohistochemické sledovani potvrdilo zmény
v lokalizaci obou podjednotek béhem meiotického zrani. Vyznamné byly predevSim zmé-
ny v narustu proteinu pii pfechodu oocytli z prvni do druhé meiotické metafaze. Zmény v
mnozstvi a bunécné lokalizaci podjednotek kalcineurinu mohou souviset s jeho tlohou v

fizeni meiotického zrani oocytu prasete.
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