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ABSTRACT

Cyclin dependent kinase 5 (CDKJY5) is a member of the cyclin dependent kinase family.
Despite of its close sequence homology to CDKI1, CDKS5 is not involved in cell cycle
regulation. Its function is linked primarily to development and function of nervous system.
Unlike other members of the CDK family, CDKS5 is active only when complexed with p35
and/or p39 proteins instead of standard cyclin. We and others observed high expression of
CDKS5 in mouse ovaries. To address this expression in more detail, spatiotemporal
distribution of CDKS5 in developing ovarian folicles, growing and meiotically maturing
oocytes, and in early embryos was determined. In growing oocytes the level of CDKS5
continuously increases until reaching its maximum in fully grown GV stage oocytes. After
resumption of meiotic maturation the level of CDKS5 slightly decreases and then stays
constant until the first mitotic division. Significantly lower level of CDK5 compared to
oocytes and 2-cell embryos was observed in blastocysts. Dramatic changes were observed in
localization of CDKS5. While CDKS is localized to the nucleus of primary oocyte and to the
granulosa cells in preantral follicles, granulosa cells of antral folicles are completely CDKS5
negative. After resumption of meiotic maturation CDKS5 becomes localized to metaphase
spindles, in both metaphase I and II. After fertilization CDKS is detected in male and female

pronuclei. This nuclear localisation is lost in 2-cell embryos.

ABSTRAKT

Cyklin dependentni kinaza 5 (CDKS5) patfi do rodiny cyklin dependentnich kinaz. Ptes
vysokou sekvencni homologii s CDK 1 se nepodili na regulaci bunééného cyklu. Jeji funkce
je spjata predevSim s vyvojem a funkcemi nervového systému. Narozdil od dalSich ¢lenti

rodiny CDK aktivovanych cyklinem, je CDKS5 aktivni v komplexu s proteinem p35 a/nebo



p39. V nasi i jinych laboratofich byla pozorovana vysoka exprese CDK5 v mySim ovariu. Pro
detailnéj$i charakterizaci této exprese jsme analyzovali ¢asovou a prostorovou distribuci
CDKS5 béhem vyvoje ovaridlniho folikulu, v rostoucich a meioticky maturujicich oocytech a
béhem casné embryogeneze. V rostoucich oocytech hladina CDKS5 kontinudlné vzrista, az
dosahne svého maxima v zcela dorostlych oocytech ve stadiu zarodecného vacku. Jeji hladina
roste s béhem ristu oocytu, nejvyssi hodnoty dosahne v zcela dorostlych GV oocytech. Se
znovuzahajenim meiodzy mirné klesa a zlstava konstantni az do prvniho mitotického d€leni.
Vyrazné nizsi hladina CDKS5 v porovnani s oocyty a dvoubunéénymi embryi byla pozorovana
v blastocystach. Vyrazn¢jsi zmény byly zaznamendny v lokalizaci CDKS. Zatimco
v preantralnich folikulech byla CDKS5 lokalizovana v jadie primarnitho oocytu i
v granul6znich buiikach folikulu,ve zralém antralnim folikulu byly granul6zni buiiky CDKS5
negativni. Po znovuzahajeni meidzy je mozné pozorovat kumulaci CDK 5 kolem metafdzniho
vieténka v metafazi I i metafazi I1.Po fertilizaci je CDK 5 detekovana v sam¢im a sami¢im

prvojadre. Jadernd lokalizace CDKS5 v dvoubunéénych embryich chybi.

UvVoD

Sam¢i 1 sami¢i pohlavni builkky (gamety) jsou narozdil od somatickych bunék
haploidni. Redukce genetického materialu probiha béhem jedinecného typu bunécného cyklu-
meiozy.
Od mitotického bunécéného d€leni s fazemi G1-S-G2-M se meidza lisi tim, ze po interfazi
nasleduji dvé M faze bez syntetické faze.

U obratlovetl se sami¢i gamety vyviji zprimordidlnich zarode¢nych bunck.
Ve vyvijejicich se ovariich dochazi k mitotické proliferaci oogonii a jejich diferenciaci na
primarni oocyty, které vstupuji do meiotického déleni. Jako primarni oocyt se oznacuje
tetraploidni bunka, jejiz vyvoj je zastaven v diplotene profdze prvniho meiotického déleni.
Primarni oocyt roste a stava se tzv. meioticky kompetentni, tj. schopny uspésné dokoncit
meiotické déleni. Primarni oocyt obsahuje relativné velké jadro, tzv. zarodecny vacek
(germinal vesicle, GV), proto je také oznaCovan jako oocyt ve stadiu GV. Dokoncenim
prvniho meiotického déleni vznikaji dvé diploidni bunky- sekunddrni oocyt a prvni polarni
télisko. Sekundarni oocyt ihned vstupuje do druhého meiotického déleni a jeho vyvoj je
zastaven v metafazi druhého meiotického déleni. AZ fertilizace, nebo partenogeneticka
aktivace zahdji dokonceni meiozy, tedy vstup do anafaze a vylouceni druhého polarniho

téliska. Cely tento slozity d¢j je velmi pfesné a koordinované fizen siti signalnich molekul,



predevsim kinaz, pficemz kliCcovou roli v ném hraje tzv. MPF (M-phase promoting faktor)
sestavajici z komplexu cyklin dependentni kindzy 1 (CDK 1) a cyklinu B.

Vyvoj oocytu je velmi uzce spjat s dalSim typem bunck ovarii. Jde o somatické
folikularni bunky obklopujici oocyt, s kterym vytvaii tzv. folikul. Nejjednodussim typem je
primordialni folikul ( folikularni buniky jsou dlazdicovité, vytvaii kolem oocytu jednu vrstvu),
z n¢hoz se vyviji jednovrstevny primarni folikul (folikularni buiiky jsou kubické). Folikularni
bunky se dale déli a vytvaii kolem oocytu tzv.stratum granulosum, jde o primarni
mnohovrstevny folikul. Po rozestoupeni folikularnich bunék, vytvofeni dutiny (antrum)
vyplnéné folikularni tekutinou, vznika konec¢ny typ-Graaftiv folikul.

Cyklin dependentni kindza 5 (CDK 5) je enzym patfici do rodiny cyklin
dependentnich kindz. Na rozdil od vétsSiny CDK se CDK 5 neuplatiiuje pii regulaci priachodu
buiikky bunéénym cyklem. Dosud prostudované funkce CDK 5 souvisi s vyvojem a funkci
nervového systému. CDK 5 se podili na diferenciaci neuronti, migraci, apoptoze. CDK 5 byla
dale identifikovana jako regulator exocytozy ( Fletcher et al., 1999) a endocytozy ( Tan et al.,
2003). Kromé nervové soustavy byla CDK 5 identifikovana jako regulator svalové
diferenciace u drapatky (Philpott et al., 1997)

CDK 5 nemé narozdil od ostatnich CDK aktivujiciho regulacniho partnera
cyklinového typu. Hlavnimi aktiva¢nimi partnery CDK 5 jsou p35 a p39. Béhem apoptozy
dochézi
k proteolytickému S$tépeni p35 kalpainem na aktivnéjsi p25 (Patrick et. al., 1999). CDK 5 se
muze vazat i s cyklinem D (Guidato et al., 1998) a cyklinem E (Miyajima et al., 1995), ale

tyto komplexy nevykazuji kindzovou aktivitu.

METODIKA

V experimentech byl pouzit biologicky material izolovany ze samic F1 generace, které
byly ziskany kiizenim samcti kmene BALB/c a samic kmene C57BL/6J.

Zvitata byla usmrcena cervikalni dislokaci.

Rostouci oocyty byly ziskany z ovarii mysi starych 13, 15 a 19 dni. Ovaria byla
vyjmuta do media a pomoci injekéni jehly roztrhdna. Sklenénou pipetou byly sklizeny oocyty
s dobie viditelnym zarodecnym vackem.

Z 24 dennich mysi, 46-48h po hormonélni stimulaci PMSG, byla vypreparovana
ovaria do 35 mm petriho misky s MEM/BSA mediem. Poté byla injek¢nimi jehlami roztrhdna

a pomoci sklenéné pipety byly vybrany komplexy zralych GV oocyti s granul6znimi



bunkami corona radiata. Automatickou pipetou byly komplexy opakované nasavany a
vypoustény, dokud se z oocytu neuvolnily granuldzni buiiky. Takto ziskané GV oocyty byly
bud’to sklizeny, nebo ponechany v mediu a kultivovany v 5% atmosféte CO, pii 37°C.
Oocyty vstoupily do meiotické maturace a po 7h byly sklizeny oocyty v metafdzi prvniho
meiotického déleni (MI). Oocyty v metafazi druhého meiotického déleni (MII) jsme ziskali
z vejcovodl my$i nastimulovanych nejprve PMSG a po 46-48h byly mysi nastimulovany
hCG. Po 15h byly z vejcovodi izolovany kumuly MII oocytl s expandovanymi granuldéznimi
bunkami. Pisobenim hyaluroniddzy (100 pg/ml, 5 min) doslo k uvolnéni MII oocyt.

Embrya byla ziskana in vitro fertilizaci (IVF). Kumuly MII oocytl s expandovanymi
granul6znimi bunkami byly pfeneseny do MEM media s 5% FCS. Poté byly promyty
v MEM/BSA mediu a pieneseny do media s kapacitovanymi spermiemi. Byla sklizena tato
stadia : 6h po IVF jednobunécnd embrya s rozliSitelnymi prvojadry, 24h po IVF dvoubunééna
embrya a 72h po IVF blastocysty. VSechny oocyty a embrya byla kultivovana v MEM/BSA
mediu v 5% atmosfére CO, pii 37°C. Pouze pro riist embrya do stadia blastocysty byla
dvoubunécna embrya prenesena do KSOM media, kde byla dale kultivovana v 5% atmosféie
CO, pti 37°C.

Analyza ptitomnosti a mnozstvi CDK 5 byla provedena western blot analyzou. Buiky
byly promyty v PBS, lyzovany 2x Leammli pufrem do kone¢ného objemu 14 pl a 5 min
povareny. Kazdy vzorek obsahoval 15 oocytl, respektive embryi. Proteiny byly separovany
na 10% polyakrylamidovém gelu v pfitomnosti SDS (SDS-PAGE) 70-80 min pii 150V.
Proteiny byly z gelu pfeneseny na PVDF membréanu (elektroblotting, 1h, 100V). Membrana
byla blokovana lh v 5% odtuénéném mléce, inkubovana pies noc pii 4°C s primarni
protilatkou (polyklondlni krali¢i Ab, sc-173) tfedénou 1:1000 v mléce. Membrana byla
promyta 4x10min v TBST, inkubovdna se sekundarni protilatkou tedénou 1:5000
konjugovanou s kifenovou peroxidazou (anti kralici, PNIM 0831) 1h pii pokojové teploté a
4x10min promyta v TBST. Po ptfidani ECL substratu probéhla chemiluminiscen¢ni reakce,
proteiny byly zviditelnény na filmu.

Pro imunohistochemickou analyzu byly pouzity fezy ovarii. Ovaria byla fixovéna ve
4% paraformaldehydu pies noc pti 4°C. Po oplachnuti v PBS byla odvodnéna vzestupnou
etanolovou fadou (65%, 80%, 95%, 3x100% EtOH, po 1h pti 4°C). Déle byla inkubovana v
rozpusténém polyesterovém vosku pies noc. Ovaria byla zalita voskem do blockt, které byly
po zatuhnuti vosku nafezany na mikrotomu. Rezy byly umistény na podlozni sklo. Pro

odstranéni vosku byly 3x10min promyty ve 100% EtOH. Rehydratace tezii probéhla v



sestupné etanolové fadé (95%, 80%, 70% EtOH po 5 min). Dal§im krokem byla inkubace v
blokovacim roztoku (PBS+1%BSA~+ 0,05% Tween+ 0,01% NaN3) 1h pii pokojové teploté. V
primarni protilatce (sc-173) fedéné 1:200 byly fezy ponechany ptes noc pii 4°C. Po promyti
3x15 min v PBS+0,05%Tween byly fezy inkubovany se sekundérni protilatkou konjugovanou
s FITC (sc-xxxx) fedénou 1:200. DNA je barvena propidium jodidem 5 min. Po oplachnuti v
PBS+0,05% Tween byly fezy zality mowiolem a pfikryty krycim sklem. Protilatky byly
fedény blokovacim roztokem.

Pro imunocytochemickou analyzu byly oocyty a embrya zbaveny zona pellucida
inkubaci s protedzou (1mg/ml). Bunky byly oplachnuty v PBS+PVP a fixovany ve 4%
paraformaldehydu (pfes noc, 4°C). Po oplachnuti v PBS+PVP byly bunky dofixovany v
roztoku 95% etanolu + 1% kyseliny octové (30min, 4°C) a sestupnou etanolovou fadou (90%,
75%, 50% etanol) ptevedeny do PBS+PVP. V blokovacim roztoku (1% BSA, 0,1% Triton-X
v PBS, pH 7,4) doslo k permeabilizaci plazmatické membrany (1h pii pokojové teploté).
Buniky byly inkubovany s primarni protilatkou anti-CDK 5 (polyklondlni krali¢i, sc-173)
fedénou 1:300 v roztoku PBS+ 3%NGS+ 0,05%BSA+ 0,01%NaN; + 0,05%TWEEN (4°C,
pfes noc). Nasledujici den byly builkky promyty 4x15min v PBS+PVP a inkubovany v
sekundarni protilatce konjugované s FITC (Alexa fluor 488) fedéné 1:300 v PBS+PVP (1h,
pii pokojové teploté). Po promyti 4x15min v PBS+PVP byly buiiky pievedeny do mowiolu,
poté preneseny na podlozni sklo, zakdpnuty mowiolem a 1pl propidium jodidu a pfikryty

krycim sklickem.

VYSLEDKY A DISKUZE

Jelikoz v myS§im ovariu bylo detekovano velké mnozstvi CDK 5, chtéli jsme tento jev
charakterizovat blize. Ovarium obsahuje vice typt bunc¢k. Kromé rostoucich a zralych GV
oocytl tu jsou 1 bunky somatické a to buiiky tvofici folikuly a buiiky stromalni.

Nejdiive jsme se zaméfili na stav CDK 5 v oocytech. Western blot analyzou jsme
detekovali CDK 5 béhem ristu, tedy béhem ziskdvani meiotické kompetence oocytu. Pro
tento experiment jsme pouzili GV oocyty izolované z mysi 13, 15 a 19 dni starych. Pro
porovnani jsme do analyzy zahrnuli 1 GV oocyty plné dorostlé, tj. oocyty z 24 dennich mysi.

Z obr.1 je ztejmé, ze mnozstvi CDK 5 roste kontinualné se zvétSujicim se objemem oocytu.



Obr.1 MnozZstvi CDK 5 v rostoucich

oocytech.
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Déle jsme detekovali mnozstvi CDK 5 béhem meiotick¢é maturace (obr.2). Sklidili
jsme oocyty ve stadiu GV a oocyty v metafazi prvniho (MI) a druhého (MII) meiotického
dé€leni. Zaroven jsme sledovali i hladinu CDK 5 po fertilizaci oocytu a po prvnim mitotickém
déleni. Po vstupu oocytu do MI faze hladina CDK 5 mirné klesé a zlstava konstantni béhem

MII féazei po fertilizaci a po prvnim mitotickém déleni.

Obr.2 Mnozstvi CDK 5 béhem
meiotické maturace oocyt.

Byla analyzovéana tato stadia
oocytl: rostouci oocyty izolované z
vajecnikd 13 denni mysi, oocyty ve
stadiu GV, oocyty v prvni metafazi
meiotického déleni (Ml), oocyty v
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respektive embryi.

Béhem casného embryondlniho vyvoje byla sledovana hladina CDK 5
v dvoubunécnych embryich a blastocystach (obr 3.). Pro porovnani byl zafazen i vzorek MII
oocytl. Jak jiz bylo feceno, po oplozeni a prvni mitéze se mnozstvi CDK 5 neméni, az ve

stadiu blastocysty dochazi k dramatickému poklesu CDK 5. Je vSak mozné, Ze tento ubytek je

z ICM blastocyst, vykazuji vysoky obsah CDK 5. Je proto mozné, ze k celkové hladin¢ CDK

5 blastocyst pfispiva jen urcité procento bunck.



Obr.3 Mnozstvi CDK 5 béhem ¢asné

embryogeneze.
CDKS —» m- Byly analyzovany vzorky oocytl v
druhé metafazi meiotického déleni
(MIl), 2-bunécna embrya sklizena
24h po IVF a blastocysty sklizené
72h po IVF. Kazdy vzorek obsahoval
25 oocytu, respektive embryi.
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Pokusili jsme se detekovat CDK 5 v granuldznich bunkéch corony radiaty. V lyzatu

z tohoto typu bun¢k jsme CDK 5 nedetekovali (obr.4).

. Obr.4 Detekce CDK 5 v granul6znich
burikach.

Granuldézni buriky corony radiaty byly
ziskany z ovarii 24 denni mySi usmrcené
46-48h po hormonalni stimulaci PMSG.
Pro srovnani byl zahrnut vzorek GV
oocyty.
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Dalsim krokem byla prostorova lokalizace CDK 5 v oocytech. Fixované oocyty byly
imunofluorescenéné znaceny a analyzovany pomoci konfokalniho mikroskopu. V kazdém
experimentu byly pouzity jako negativni kontrola oocyty neznacené primarni protilatkou.

Jak v rostoucich, (obr.5A) tak ve zralych GV oocytech (obr.5B) byla CDK 5
lokalizovéna v jadfe builkky. Po vstupu do MI faze, tedy po rozpadu jaderné membrany,
kondenzaci chromozomu a tvorbé mikrotubularniho vieténka, se CDK 5 kumuluje kolem

vieténka (obr.5B). Stejny jev je mozné pozorovat i v oocytech zastavenych v MII fazi

(obr.5C).



Obr.5 Lokalizace CDK 5 béhem rustu
a maturace oocytu.

CDK 5 je vrostoucich (A) a plné
dorostlych (B) GV oocytech
lokalizovana do jadra bunky. V Ml (C)
a MIl (D) oocytech je CDK 5
soustfedéna v misté  meiotického
vieténka.

Byla pouzita sekundarni protilatka
konjugovana s FITC (zeleny signal).
DNA byla obarvena propidium jodidem
(Cerveny signal).

Po fertilizaci oocytu je CDK 5 soustfedéna v sam¢im i sami¢im prvojadie zygoty

(obr.6A). Po prvnim mitotickém déleni dochéazi k vymizeni signdlu pro CDK 5 v jadie a

CDK 5 je mozné identifikovat v cytoplazmé ( obr.6B).
-

Distribuci CDK 5 v ovariich jsme provedli imunohistochemicky na fezech. Byla

Obr.6 Lokalizace CDK 5 v jednobunécéné
zygoté a dvoubunééném embryu.

Byla analyzovana jednobunécna embrya
6h po IVF (A) a dvoubunécna embrya
24h po IVF (B).

Lokalizace CDK 5 predstavuje zeleny
signadl. DNA je obarvena propidium
jodidem-&erveny signal.

analyzovéana ovaria ziskand z 1, 13, 22 dennich a 5 mési¢nich mySi. Ovaria 1 dennich mysi
obsahuji pouze primordialni folikuly. Vice nez 90% vsech téchto folikuld vykazovalo
pozitivni signal na CDK 5 jak v oocytech, tak ve folikularnich bunikach obklopujicich oocyt
(obr.7A). V ovariich 11 dennich mys$i se jiz vyskytuje vice typti preantralnich folikula
(obr.7B, C). Jak jednovrstevné, tak vicevrstevné preantralni folikuly obsahuji CDK 5
v jadrech rostoucich oocytt i v granuldznich buiikach folikulti. Ovaria 22 dennich mysi jsou

sloZena jiz ze vSech typi folikulil , tedy z preantralnich i1 antralnich. Narozdil od preantralnich



folikulti (obr.7D), granulézni buniky antralnich folikuli nevykazuji pfitomnost CDK 5
(obr.7E). Tuto skute¢nost jsme jiz diive prokazali western blot analyzou (obr.4). V ovariich 5

meésicni mysi byla distribuce CDK 5 ve zminénych typech folikulii obdobna.

Tato prace je zaméfena na popis CDK 5 v oocytech a folikulech. Védomosti o kvantité

Obr.7 Lokalizace CDK 5 ve
folikulech.

Na obr. A je fez primordialnim
folikulem ovaria 1 denni mysi.
Jednovrstevny primarni (B) a
dvouvrstevny sekundarni (C) folikul
pochazi z ovaria 11 denni mysi.
Prafezy mnohovrstevnym
sekundarnim (D) a Graafovym (E)
folikulem pochazi z ovaria 22 denni
mysi.

Zeleny signal pfedstavuje vyskyt
CDK 5. Cervené je obarven
chromatin propidium jodidem.

a lokalizaci ndm miizou napovédet néco o funkci této molekuly ve sledovanych buiikach,
nicméné¢ pro urceni piesné funkce je tfeba provést dalsi experimenty. DalSim krokem je
identifikace vazebnych partnert CDK 5 imunoprecipitaci, méfeni kindzové aktivity CDK 5,

sledovani zmén ve vyvoji oocytu, respektive embrya pii zvySené ¢i snizené expresi CDK 5.

ZAVER

Detekovali jsme CDK 5 v prubéhu celého vyvoje oocytu a v rannych embryich.
Imunofluorescencné byla CDK 5 identifikovana i v granuléznich bunkach preantralnich
folikulti. Relativné velkd mnozstvi 1 zmény lokalizace CDK 5 ve folikulech, oocytech i
embryich ukazuji na to, ze CDK 5 mulze hrdt vyznamnou roli v oogenezi ¢i Casné

embryogenezi. Pro analyzu jeji fukce je nutné provést dalsi experimenty .
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