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ABSTRAKT

MACHOVA Andrea: Vplyv ooplazmy na Struktiru jadierka u klonovanych
intergenerickych embryi. (Diplomova praca). Univerzita Konstantina Filozofa v Nitre.
Fakulta prirodnych vied. Skolitel: RNDr. Martin Morovi¢, PhD. Stupeii odbornej
kvalifikacie: Magister Studijného odboru 4. 2. 1 bioldgia. Nitra : FPV, 2012. 89 s.

Vyvoj zygoty je pod kontrolou ooplazmy, ale zatial’ nie je zname, ¢i je ooplazma
schopna interakcie s prenesenou somatickou bunkou ziného druhu, ¢o sa tyka
medzidruhového somatického nukledrneho transferu.

Embryd boli analyzované v roznom Case po aktivacii pre detailnu nukleoldrnu analyzu
a imunofluorescenciu na vizualizaciu jadierkovych proteinov stvisiacich s transkripciou
a procesingom. Prasacie intergenerické embrya boli porovnané s partenogenetickymi za
ucelom posudenia vplyvov ooplazmy na prenesenii somaticki bunku. Napriek absencii
Strukturdlnej prestavby chromatinu a jadrovej membrany zrekonStruované embrya
preukazali morfologiu jadrového a jadierkového prekurzora podobného hostitel'skej
ooplazme, ktord spolu so zistenou posttranslacnou aktivitou somatickej bunky zavedene;j
do ooplazmy naznacuje univerzalnu funkciu jej faktorov.

Vysledky poukazuji na mozny dovod, preco intergenerické SCNT embrya nikdy neziskaju

uplnt zrelost'.

KTIacové slova: Klonovanie. Embryo. Jadierko. Ooplazma.



ABSTRACT

MACHOVA Andrea: Impact of Ooplasm on the Structure of Nucleolar of Cloned
Intergeneric Embryos. (Diploma Thesis). Constantine the Philosopher University in Nitra.
Faculty of Natural Sciences. Supervisor: RNDr. Martin Morovi¢, PhD. Degree of
Qualification: Master of study program 4. 2. 1 biology. Nitra : FNS, 2012. 89 p.

Development of the zygote is under control of the oocyte ooplasm, but is not yet
known whether ooplazma capability to interact with transferred somatic cells from other
species in terms of interspecific somatic nuclear transfer.

Embryos were processed at different times after activation nukleolar for detailed analysis
and immunofluorescence to visualize nucleolar proteins associated with transcription and
processing. Porcine intergeneric embryos were compared with parthenogenetic to assess
the effects of introduced somatic cells. Despite the absence of morphological alterations
renewed nuclear morphology of the embryos showed a similar nucleolar precursor host
ooplazme, which together with known post-translational activity of somatic cells
introduced into ooplazmy suggests a universal function of its factors.

The results demonstrate a possible reason why intergeneric SCNT embryos never reached

full term.

Keywords: Cloning. Embryo. Nucleolus. Ooplasm.
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Uvod

Zakladnou podmienkou vzniku nového jedinca je pohlavné rozmnozovanie, pri

ktorom dochadza k oplodneniu, teda k splynutiu dvoch pohlavnych buniek, ktoré su
pohlavne rozlisené a vysledkom je vznik zarodku, ktory sa d’alej vyvija.
St vsak pripady, kedy z r6znych pricin k oplodneniu dojst’ neméze. Tato skutocnost’ viedla
K vytvoreniu novych metdd, ktoré zabezpecuju vznik nového jedinca. V stcasnosti sa
vyuziva viacero metdd, ktoré ovplyviiuju pohlavny cyklus a tak napomahaju k lieCeniu
poruch plodnosti. Ked’ pohlavné rozmnozovanie nefunguje, existuje moznost umelého
oplodnenia. Ak zlyha aj tento spdsob, uc¢innou metodou je somaticky nuklearny transfer,
teda klonovanie.

Cytoplazma oocytu, teda ooplazma, je dolezitd pre reprogramovanie haploidného
materndlneho a paternalneho gendmu po oplodneni ako aj diploidného gendému somaticke;j
bunky po somatickom nuklearnom transfere (Somatic Cell Nuclear Transfer - SCNT). Pre
vyvoj embryi vzniknutych somatickym nuklearnym transferom je nevyhnutné
reprogramovanie gendmu. Jadrovy obal sa rozpad4, pred€asne kondenzované chromozomy
a d’alSie jadrové struktary prechadzaju morfologickymi zmenami. Rozpad jadrového obalu
a predcasnd kondenzdcia chromatinu esSte neboli Studované u intergenerickych SCNT
embryi. Skimanie tychto vlastnosti modze prispiet k porozumeniu reprogramovania
gendmu a potencionalnych odchylok pocas embryogenézy. Reprogramovanie po¢as SCNT
vedie k potlaceniu transkripcie genému aje sprevadzané pritomnostou jadierkovych
prekurzorov. Hlavnym predpokladom pre tGspe$né reprogramoavanie gendmu somatickej
bunky je demontdZ spojenych fibrilogranularnych jadierok na inaktivne jadierkové
prekurzory. Je otazne do akej miery ooplazma moéze sluzit ako univerzalne
reprogramovacie médium a schopné pretvorit’ somatickti bunku réznych druhov. Cielom
sticasného stadia je zistit’ a preskumat’ prestavbu jadierka.

Z tohto dovodu je tato praca zamerand na problematiku somatického nukledrneho

transferu a poskytuje mnozstvo informacii tykajucich sa tejto témy.
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1 PREHLAD LITERATURY

1. 1 Oplodnenie in vivo

Oplodnenie — fertilizacia je proces, pri ktorom dochadza k splynutiu dvoch
haploidnych pohlavnych buniek - gamét, ktoré su pohlavne rozliSené. Samicia gaméta —
vajicko splyva so samcou gamétou — spermiou, pricom vznika jedna bunka — zygota, ktora
je diploidna.

V zivocisnej riSi pozndme dva spdsoby oplodnenia. Ak sa splynutie oboch gamét
uskutoc¢niuje mimo matky, ide 0 vonkajsie oplodnenie, ktoré je typické hlavne pre vodné
zivocichy. AK K splynutiu pohlavnych buniek dochddza v pohlavnych organoch samice,
hovorime o vnatornom oplodneni, ktoré sa uskutoc¢iiuje pomocou kopula¢nych organov,
teda spermie sa dostavaji do blizkosti vajicok pomocou penisu samca zavedeného do
vaginy samice. Pravdepodobnost’ oplodnenia vajicok spermiami je ovela vysSia ako pri
vonkajsom oplodneni, preto aj produkcia gamét je omnoho nizsia. Vnutorné oplodnenie sa
d’alej rozdel'uje na poSvové, kedy sa ejakulat pri pareni dostdva do poSvy (prezavavce)
a maternicové, kedy sa ejakulat dostane do maternice (osipané, kobyla). Rozmnozovanie je
zavislé bud priamo na vonkajSich faktoroch alebo je sprostredkované hormondlne
a prejavuje sa zvysenim pohlavného pudu (Kapeller a Pospisilova, 1991).

Proces oplodnenia ma Styri fazy. Prvou je féza priblizovania gamét (Obr. &. 1),
kedy sa spermie dostavaji do blizkosti vajicka a musia prekonat’ sériu bariér cumulus
oophorus azonu pellucidu, aby sa mohla uskuto¢nit’ fzia spermie s cytoplazmatickou

membranou oocytu.

Obrazok ¢. 1. Stretnutie vajicka so spermiami. (Dostupné na: http://www.osel.cz/, 2011)
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Prienik hlavicky spermie cez tieto bariéry je umozneny pomocou enzymov, ktoré su
uvolnované z akrozomu. Aby vSak mohlo ddjst’ k akrozémovej reakcii, musia spermie
prejst cez samici aparat, kde v dosledku sekrétov samic dochadza k tzv. kapacitacii
spermii, pri ktorej sa uc¢inkom niekol’ko hodinového posobenia sekrétov v pohlavnych
organoch samice odstrania ochranné proteiny z hlavicky spermie atym sa odhalia
receptory na povrchu spermie, ktoré sa neskor naviazu na zonu pellucidu, v dosledku ¢oho
sa zvyS$i metabolizmus a motilita spermii (Trojan et al., 2003).

Druhou fazou oplodnenia je faza penetracie. Po ovulacii dochadza k expanzii
cumulus oophorus, teda uvolfiovaniu kumularnych buniek, kedy uz nie st pevne spojené
a prerusuje sa aj ich spojenie s oocytom, ¢o zjednodusuje prechod spermie k zone pellucide
a vonkajsej akrozomovej membrany hlaviéky spermie a K vytvoreniu vezikulu naplneného
enzymami, ktoré rozpstaju latky stmel'ujuce kumularne bunky a spermie dosiahnu zonu
pellucidu, ktora obsahuje receptory, na ktoré sa spermia naviaze. Potom dochadza k fazii
membran vajicka a spermie a po preniknuti spermie do vaji¢ka sa medzi zonou pellucidou
a cytoplazmatickou membranou vajicka vytvori perivitelinny priestor (Langmeier et al.

2009).

Obrazok ¢. 2. Prienik spermie do vajicka. (Dostupné na: http://www.osel.cz/, 2011)

Tretou fazou oplodnenia je kortikdlna reakcia, ktora je -charakteristicka
formovanim kortikalnych grantil, vytvaranych Golgiho komplexom. Pri solitarnej formacii
kortikalnych granul sa granule rozosttpia tesne pod povrchom cytoplazmatickej membrany
oocytu . St naplnené velkym mnozstvom enzymov a slizia ako blok proti polyspermii,
teda po preniknuti prvej spermie do vaji¢ka sa granule spoja s membranou a ich obsah sa

vyleje do perivitelinného priestoru. Cytoplazma sa stiahne v mieste vniknutia spermie,
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vajicko sa zmensi a vyliate enzymy zabrania prieniku d’alSich spermii do vajicka (Kittnar
etal., 2011).

Poslednou fazou je vznik sam¢ieho a samicieho prvojadra. Po penetrécii spermie do
vajicka sa ukonc¢i druhé meiotické delenie, teda nastava aktivacia vajicka a vylaci sa druhé
polové teliesko a vznika samicie prvojadro. Zo spermie sa po penetracii oddeli bicik,
hlavicka dekondenzuje a vytvara sa samcie prvojadro. Prvojadrd migruji do centralnej
oblasti vajicka, kde prebieha ich splynutie — syngamia, pricom vznikne zygota (Obr. €. 3)
(Laurincik et al., 2008).

Obrazok ¢. 3. Zygota so sam¢im a sami¢im prvojadrom.

(Dostupné na: http://www.osel.cz/, 2011)

Biologicky vyznam oplodnenia spociva v prenasani dedi¢nych vlastnosti z rodi¢ov
na potomkov, zahfiia zvicSenie variability atym aj schopnosti druhu prispésobovat’ sa
zmenenym podmienkam prostredia v priebehu evolucie, d’alej zahtiia ontogeneticky vyvoj

nového jedinca a vel’ky vyznam ma tiez aktivacia vajicka (Trojan et al, 2003).
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1. 2 Aktivacia transkripcie po oplodneni

Pohlavné rozmnozovanie zahffia vytvorenie nového funkéného gendému z dvoch
roznych buniek, z paternalnej a maternalnej gaméty, ktoré sa vyvijaji samostatne a odlisne
az do okamihu oplodnenia. U mnohych zvierat su oocyty neaktivne k oplodneniu a vyvoj
je iniciovany pod kontrolou maternalnych faktorov pocas oogenézy. U drosofily, mRNA
uskladnend v oocytoch je stabilnd po oplodneni a reguluje vel'a aspektov embryonalneho
vyvoja. Naopak, u zvierat, oocytmi ziskand mRNA je degradovana kratko po oplodneni
a nemoze riadit’ viac ako niekol’ko prvych deleni buniek Preto aktivicia embryonalneho
genomu musi nastat’ vel'mi skoro v priebehu vyvoja cicavcov. Formovanie embryonalneho
genému a zalozenie jeho vlastnej kontroly nad vyvojovymi procesmi sa tyka aktivacie
transkripcie a koordinovanej expresie $pecifickych génov v definovanom chronologickom
poradi. Vysledkom aktivicie gendému je expresia nového génu, ktory stanovuje

totipotentny stav kazdej blastoméry v §tadiu brazdenia embrya (Elder a Dale, 2000).

1. 2. 1 Transkrip¢na aktivita oocytu

Rovnako ako sa folikul vyvija z primordidlneho folikulu do Stadia terciarneho
(antralneho) folikulu, tak aj oocyt sa dostdva do Stddia rastu a ziskava svoju
charakteristicku architektaru.

Pocas vyvoja oocyt vykazuje vysoky stupeni transkripcie a translacie vedici k tvorbe
réznych RNA a proteinov, ktoré st bud’ priamo vyuZivané oocytom alebo sii uschované
pre d’alSie vyuzitie pocas v€asného embryonalneho vyvoja.

Oocyty primordidlnych a primarnych folikulov nevykazuju transkripénti aktivitu.
Transkripéna aktivita je pozorovana v oocytoch sekunddrnych a v€asnych terciarnych
folikulov. U neskorsich terciarnych folikulov je transkripcia oocytov nachadzajtcich sa na

konci fazy rastu ukoncena (Laurincik et al, 2008).

1. 2. 2 Transkrip¢na aktivita véasnych embryi

Aktivacia embryonalneho genomu (Embryonic genome activation - EGA) je
charakteristicka troma fazami. Prvou je nadobudnutie transkripéného stavu pocas prvej
S fazy. Dalej nasleduje fiza minoritnej aktivicie genému, ktord mozno pozorovat

u niektorych druhov uz v 1-bunkovom embryu v stadiu zygoty, trva jeden alebo viac
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Stiepiacich cyklov a je charakteristicka nizkou hladinou transkripcie a tvorbou transkriptov,
ktoré st dblezité pre Zivot embrya podas prvych dni (Rezébek, 2008). Poslednou fizou je
majoritnd aktivacia genomu, ktord je u vSetkych druhov cicavcov zhodna s prechodom
Z maternalnej do embryonalnej kontroly vyvoja. Predstavuje kl'icovy krok vo vyvoji
embrya, pretoze sa pocas nej vytvaraju proteiny dolezité pre d’al$i vyvin embrya. Tie
embrya, u ktorych nebola majoritna transkripcia naStartovana sa obycajne uz dalej
nevyvijaju (Laurincik et al., 2008).

Maternalno-embryonalna tranzicia (maternal-embryonic transition - MET), teda
prechod z maternalnej na embryonalnu kontrolu vyvoja znamend, Ze maternalne
transkripty su nahradené transkriptami novoaktivovaného genému embrya (Pivko, 1995).
Podiato¢ny vyvin preimplantaéného embrya je riadeny transkriptami a polypeptidmi
maternalneho povodu. Su syntetizované a ulozené v oocyte a po oplodneni prechadzaji do
v¢asného embrya (Schultz, 1993). Avsak pocas prvych embryonalnych cyklov sa kontrola
vyvoja dostdva z maternalnej pod embryondlnu kontrolu, priCom st maternalne transkripty
a polypeptidy postupne degradované. Prechod z maternalnej kontroly vyvoja na
embryonalnu kontrolu je teda postupny proces (Thompson, 1996).

Aktivacia gendmu embrya ma najmenej tri funkcie, ktoré st nevyhnutné pre
pokracovanie vyvoja (Schultz, 2002). Prvou funkciou je odstranenie maternalnych
vajickovo-$pecifickych transkriptov, ktoré uz potom nie st vyjadrené. Destrukcia tejto
MRNA obmedzuje dobu, v ktorej tieto gény moézu fungovat. Druhou funkciou je
nahradenie maternalnych transkriptov, ktoré su spolocné pre oocyty a v€asné embryo, ako
su aktiny a histony. Ak tieto transkripty nie su nahradené, je zrejmé, Ze vyvoj sa ¢oskoro
zastavi kvoli neschopnosti embrya vykonavat svoje zdkladné bunkové funkcie. Ich
expresia je dolezita napriek tomu, ze nevedie k reprogramovaniu expresie génov. Tret'ou
funkciou tohto prechodu je podporit’ reprogramovanie vo vzore génovej expresie, ktord je
spojena s generaciou novych transkriptov, ktoré nie si vyjadrené v oocytoch, teda inicidcia
transkripcie génov, ktorych expresia v oocyte neprebiechala, ale si nevyhnutné pre
normdlny embryondlny vyvoj a diferencidciu buniek. Toto reprogramovanie génovej
expresie je pravdepodobne molekularnou podstatou transformacie a diferencidcie oocytov
na totipotentné blastoméry (Elder a Dale, 2000).

EGA nasleduje ako viacstupnova udalost. U cicavcov vratane Ccloveka, je
embryonalny gendm aktivovany podobnym spdsobom postupne na 2 - 4-bunkové Stadium,
4 - 8-bunkové Stadium alebo 8 — 16-bunkové Staddium. Gény prednostne prepisované su

spojené s vyvojovou schopnostou a zucastiiujii sa na regulacii transkripcie a translécie,
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posttranslacnej modifikacii proteinov, regulacii bunkového cyklu, folikulogenéze,
histobnovom zloZeni, syntéze prostaglandinov, rastovych faktorov a bunkovej signalizacii
(vratane receptorov), metabolizme a transportnom systéme (Rezabek, 2008). Dozrievanie
oocytov ukon¢i transkripciu pri zachovani chromatinu v Stadiu metafazy II. Spermie
prechddzaju v transkripénom stave cez balenie DNA v Specializovanych bazickych
proteinoch, vratane rdznych variantov protaminov a histonov. Fuzia transkripcne
potlacenych gamét pri oplodneni je sprevadzand obdobim transkripcnej neschopnosti,
ktorej trvanie zavisi od druhu. Transkripcia u mysi je zistena kratko po iniciécii replikacie
DNA a naznacuje, ze DNA replikacia moze byt spojend s iniciaciou transkripcie. V sulade
s tymto bolo zistené, ze inhibicia prvého kroku replikacie DNA sposobuje v 40% pokles
Vv transkripcii. Aj ked’ transkripcia je zistend uz v priebehu prvého bunkového cyklu po
oplodneni u niektorych druhov cicavcov, nie je zrejmé, ¢i tieto transkripty su efektivne
prelozené (Eppig et al., 2002). Biologicky vyznam separacie transkripcie od translacie
moze sluzit’ na ochranu skorého embrya pred zmieSanou expresiou génov, ktora by mohla
vzniknat ako désledok dramatickych udalosti prestavby chromatinu, ktoré nastanii kym
materndlne a paterndlne gendmy su vymodelované do Struktiry chromatinu pritomného
Vv nasledujucich bunkovych cykloch. Vytvorenie tejto zrelej Struktiry chromatinu moéze byt
zakladom pre podporu prislusného vzoru génovej expresie nevyhnutnej pre d’alsi vyvoj.
Dalsou moznostou je, Ze slizi na oznalenie prométorov, ktoré budi rychlo vyuzité
nasledujucimi  Stiepeniami. Nasledujuca minoritnd aktivdcia gendmu predstavuje
kompletni zmenu vo vzore syntézy proteinov, ktord nastane pocCas doby Stiepenia
srychlou degradaciou materndlnych transkriptov. Embryondlna transkripcia je potom
nevyhnutnd pre d’al§i vyvoj a mnozstvo novosyntetizovanych transkriptov sa zvysi 5 az 10-
nasobne v Case, ked’ sa objavi prva diferencidcia buniek v Stadiu blastocysty (Baharvand,
2009).

1. 2. 3 Regulacia aktivacie embryonilneho gendmu a maternalna regulacia vyvoja

v€éasnych embryi

Produkty maternalnych génov riadia vyvoj v€asnych embryi, ked’ je novovzniknuté
embryo transkripéne inaktivne. Pocas tohto obdobia, celkové mnozstvo cytoplazmy
V embryu zostava konStantné, pocet jadier a mnozstvo DNA sa zvySuje exponencidlne
a mMRNA a proteiny poskytnuté vajicku matkou riadia vyvoj. Napriek tomu je embryonélny

genoém transkripCne aktivovany len v neskorSom bunkovom cykle. EGA sa tak zhoduje
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s predlzovanim bunkového cyklu a degradaciou mnohych maternalnych RNA (Watson et
al., 1999). Materndlna mRNA a proteinové rezervy v oocytoch ubtidaju s casom, s vel'mi
obmedzenou moznostou pre posttranskripény proces a postupnou nahradou transkriptov
embrya a translaciou jeho produktov. PrisluSna ooplazma ma vsetky mRNA potrebné pre
embryonalny vyvoj k majoritnej aktivacii genému ateda pre uUspeSni prestavbu
materndlneho a paternalneho genému do transkripéne aktivneho gendému embrya
(Laurincik et al, 2008). V mnohych pripadoch aktivacia zavisi na oslobodeni mRNA od
komplexov, ktoré blokuju inicidciu translacie. Napriklad u mysi bolo preukazané, ze
mRNA je viazand komplexom potlacajucim translaciu zabranujuc ndboru iniciaéného
faktora translacie. Pocas maturdcie oocytov sa prvky potlacajiceho komplexu fosforyluju
auvolnuji mRNA pre translaciu (Baharvand, 2009). Zatial ¢o mRNA zygoty je
syntetizovand v priebehu embryogenézy, mnoh¢ mRNA matky su degradované.
Degradacia odstraiiuje génové produkty, ktoré moézu ovplyvnit neskor$i vyvoj. Tato
regulovana maternalna destabilizdcia mRNA je sprostredkovand sekvenciami
Vv 3'neprelozenej oblasti. Specialne proteiny a RNA sa spijaju do tychto sekvencii
a indukuja tlmenie cielovych mRNA, ktoré si potom néachylné k degradacii protedzou

(Eppig at al., 2002).
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1. 3 Jadierko

Jadierko (nucleolus) predstavuje jeden z markerov remodelovania somatickej
bunky pocas SCNT (Petrovicova, 2010). Je ultrastrukturdlne najvyraznejSou jadrovou
organelou (Obr. €. 4), ktora je viditelna v jadre buniek pomocou mikroskopu s fazovym
kontrastom (Hernandez-Verdun, 2006).

vonkajiia membring

vaitornd membaing

nukicoplama
Jadierko

Obrazok ¢. 4. Jadro s jadierkom a d’al$imi Struktirami.

(Dostupné na: http://sk.wikipedia.org/wiki/Jadierko, 2012).

Jadierko je jadrova organela, ktora obsahuje gény pre rRNA, ktord spolu
S proteinmi migruje do cytoplazmy vo forme podjednotiek ribozomov (Obr. €. 5), kde je
hlavnou zlozkou vlastného proteosyntetického aparatu, prostrednictvom ktorého je mozna

proteosyntéza, teda tvorba vsetkych bielkovin.

velka podjednotka

fetézec

RNA

Obrazok ¢. 5. Stavba ribozomu. (Dostupné na: http://www.sszdra-karvina.cz/, 2011)

U vysSich eukaryotov sa jadierko objavuje pri prechode mitézy do interfazy a je
lokalizované v blizkosti jadrovej membrany (Hernandez-Verdun, 2004; Bourgeios
a Hubert, 1988). Cicav¢ie jadra obsahuju jedno alebo viacero jadierok (Hernandez-Verdun,

2004). Velkost’ aj pocet jadierok sa pocas bunkového cyklu moéze menit, lebo moze
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dochadzat’ k ich fuzii, teda spojeniu po vstupe bunky do interfazy (Savino et al., 2001).
Velké jadierka alebo ich velky pocet je typicky pre bunky tvoriace velké mnozstvo
bielkovin, teda nezrelé, rastice a malo diferencované bunky apre bunky s vysokou
sekrecnou aktivitou, ¢ize bunky s velkou spotrebou rRNA (Bozner et al., 1986). Velkost
jadierok je vel'mi variabilnd. Napriklad u ¢loveka sa pohybuje od 0,5 mikrometrov
v lymfatickych uzlinach az po 3-9 mikrometrov v rakovinotvornych bunkach (Hernandez-
Verdun, 2006). Jadierko nie je trvalou Strukturou a za jeho vznik su zodpovedné gény pre
rRNA. V profaze sa jadierko straca a objavuje sa az na konci telofazy (King et al., 1988).
Pocet, velkost a tvar jadierok zavisi od zivocisSneho druhu a bunkového typu (Hadjiolov et

al., 1985).

1. 3. 1 Struktira jadierka

Po kazdej mitéze produkty viacerych génov aktivuju gény pre-rRNA a nastava

tvorba, Uprava a dozrievanie ribozémovych zloziek, teda urcité jadierkové Struktiry sa
tvoria ako dosledok rdznych aktivit v jednotlivych S$tadidch biogenézy ribozémov
(Hadjiolov et al., 1985).
Typ a Struktara jadierka zavisia od zivocisneho druhu, typu bunky a hlavne od jeho
funkéného stavu, teda od intenzity syntézy a processingu rRNA. Zmeny v transkripcii a
processingu rRNA sa viditelne odrazaju na ultraStruktiure jadierka (Schwarzwacher a
Wachtler, 1993).

Funkéné aktivne jadierko cicavCich embryi sa sklada ztroch strukturalnych
komponentov, ktorymi su fibrilarne centrum (FC), denzny fibrilarny komponent (DFC)
a granularny komponent (GC) (Wachtler a Stahl, 1993). Jadierko obsahujtice vSetky tieto

komponenty sa oznacuje ako fibrilogranularne (Obr. €. 6).

granular component

Obrazok ¢&. 6. Strukturalne komponenty jadierka.

(Dostupné na: http://users.path.ox.ac.uk/ a na: http://www.sciencephoto.com/, 2012)
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Komponenty fibrilogranularneho jadierka odzrkadl'uji jednotlivé kroky biosyntézy
ribozémov. FC a DFC obsahuju enzymaticky aparat potrebny pre transkripciu, v DFC sa
nachadza neupraveny transkript, kym GC obsahuje uz upraveny transkript s bielkovinami v
podobe preribozomalnych ¢astic av konecnej podobe aj vo forme ribozomalnych
podjednotiek. Transkripcia rDNA je lokalizovana na periférii FC, priCom rastica pre-
rRNA rychlo prenikd do DFC, kde zacina jej processing.

FC je tvorené sietou jemnych fibril, s priemerom 4-8 nm. Bunky s malou
proteosyntetickou aktivitou maju len jedno FC v jadierku, napr. Tudsky lymfocyt. U
buniek s vysokou proteosyntetickou aktivitou jadierko obsahuje velky pocet FC, napr. v
jadierku rastaceho fibroblastu sa nachadza az 100 FC (Jordan a McGovern, 1981). FC je v
uzkom kontakte s DFC, s chromatinovymi fibrilami a GC. V elektronovom mikroskope sa
FC javi ako svetlé bodky na tmavom pozadi jadierka (Obr. €. 7).

DFC je zlozeny z tesne priliehajucich jemnych fibril s priemerom 3-5 nm, ktoré
sposobuju pomerne vysoky kontrast v elektronovom mikroskope. DFC vytvara siet
pasikov s hrabkou 0,01-0,1um (tzv. nulkeolonéma). U vysoko proteosynteticky aktivnych
buniek vyplia takato siet’ celii centralnu oblast’ jadierka, prerusovana je len FC. V tomto
pripade ide o retikularny typ jadierka.

GC sa sklada z granularnych Struktur s priemerom 10-15 nm. Nachadza sa na
periférii jadierka a obklopuje DFC. Na ich rozhrani je tranzitna zona, niekedy ozna¢ovana
aj ako fibrilo-granularny komponent. Hlavnou zlozkou GC s preribozomalne
podjednotky, ktoré tu prechadzaji konec¢nou upravou pred exportom do cytoplazmy

(Schwarzwacher a Wachtler, 1993).

¥eo

L o iy : Bl oA o T ek JRBTE

Obrazok ¢. 7. Jadierko pod TEM. (Dostupné na: http://www.sciencephoto.com/, 2012)
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1. 3. 2 Funkcie jadierka

V jadierku sa syntetizuje aisty Cas uskladiiuje rRNA a na jadrovych ribozémoch
prebieha syntéza niektorych jadrovych proteinov. Z toho vyplyva, Ze jadierko je miestom
biogenézy ribozomov (Obr. ¢.8) (Hadjiolov, 1985). Biogenéza ribozomov sa uskutociiuje
prostrednictvom S$pecificke] transkripénej a processingovej masinérie a je sustredend v

oblasti ribozomalnych génov.

NUCLEUS

o, 5" CYTOPLASM

Obrazok ¢. 8. Biogenéza ribozémov.

(Dostupné na: http://www.molmedbiotech.com/, 2012)

Hlavnou funkciou jadierka je priprava rRNA a jej Ciasto¢na uprava na ribozomalne
podjednotky. Jadierko je jedinym miestom, v ktorom si z chromatinu exprimované gény

pre rRNA (rDNA). Syntéza prekurzorovej molekuly pre-rRNA z rDNA sa uskutociiuje
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pomocou RNA polymerazy |, ale na spravnu ¢innost’ jadierka st potrebné vsetky tri
eukaryotické RNA polymerdazy. RNA polymerdza II akumuluje mRNA pre syntézu
ribozomalnych proteinov a RNA polymeraza III syntetizuje 5S rRNA, ktora sa spolu s
5,8S a 28S spaja do velkej podjednotky ribozoému. Nasyntetizovana prekurzorova
molekula pre-rRNA je v jednotlivych komponentoch jadierka upravovana a modifikovana
na tri hlavné rRNA (5,8S; 18S a 28S rRNA), ktoré sa tu pred exportom do cytoplazmy
spajaju s niektorymi ribozomdlnymi proteinami. V cytoplazme sa dokoncuje tvorba
ribozomalnych podjednotiek a ribozémy sa zapajaju do procesov proteosyntézy (Hadjiolov
etal., 1985).

Okrem tejto hlavnej funkcie, je jadierko zapojené aj do mnozstva inych biologicky
vyznamnych funkcii. Jadierko ma vyznamna ualohu v processingu mRNA atRNA.
Dochadza tu k processingu a tvorbe k ribonukleoproteinu signal rozpoznavajicej Castice
potrebnej k proteosyntéze. V jadierku je lokalizovana aj RNA, ktora je funk¢nou stcastou
telomerazy. K d’al§im funkcidam jadierka patri aj regulacia bunkového cyklu, starnutia

bunky (Straight et al., 1999) a metabolizmu p53 (Zhang a Xiong, 1999).

1. 3. 3 Jadierkové proteiny

Existencia jadierkovych Struktur je priamo zévisld od transkripénej funkcie

jadierka. Jadierko sa objavuje v bunke v telofaze kazdého bunkového cyklu (Scheer et al.,
1993).
Zékladnou ulohou jadierkovych proteinov je kontrola transkripcie rRNA génov, Upravy
transkriptov, spdjania transkriptov s d’alSimi dolezitymi ribozomdalnymi proteinmi do
preribozomalnych podjednotiek aich transportu do cytoplazmy (Hyttel et al., 1998).
Jadierkové proteiny sa na zdklade ich hlavnej funkcie delia na proteiny transkripcnej
a processingovej masinérie (Wachtler a Stahl, 1993).

RNA pol | transkripéna masinéria je vel'mi dynamickym proteinovym komplexom.
Komponenty RNA pol | transkripcie su neustale a rychlo vymieniané medzi nukleoplazmou
a miestami transkripcie rDNA. Medzi hlavné zlozky RNA pol I transkripénej masinérie
patri RPI - RNA polymeraza I, UBF - upstream binding factor, SLI - promotor selectivity
factor, TPl — topoizomeraza 1.

RPI je hlavny enzym zodpovedny za syntézu pre-rRNA v jadierku (Dundr a Misteli,
2001). Na jeden aktivny gén je naviazanych 100-200 molekul RPI. Specifick4 podjednotka
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RNA polymerazy I je dolezita pre aktivaciu transkripcie pomocou transkripéného faktora
UBF (Panov et al., 2006).

UBF je jadierkovy protein, ktory bol prvym transkripénym faktorom RPI klonovany a
sekvenovany u l'udi (Jantzen et al., 1990), mysi, krys (O’Mahony a Rothblum, 1991) a
Xenopus (Bachvarov et al, 1991). Transkripény faktor UBF dokaze rozpoznat
Struktirované nukleové kyseliny (Copenhaver at al., 1994) a podiel'a sa na organizovani
chromatinu (Wright et al., 2006).

SL1 je multimérny protein, ktory je druhovo Specificky (Comai et al., 1992).

TPI je potrebna na dekondenzaciu superSpiralizovanej formy DNA (Miller et al., 1985).
Nie je Specifickd pre rDNA a nachadza sa v nukleoplazme a v jadierku (Raska et al.,
1989).

1. 3. 4 Proteiny a mechanizmus processingu pre-rRNA

Na processing pre-rRNA je potrebnych vySe 100 proteinov. K najvyznamnej$im
processingovym faktorom patria napr. fibrilarin, nukleolin (C23), nukleofozmin (B23,
numatrin), malé¢ jadierkové ribonukleové proteiny (SNORNP) amalé jadierkové
ribonukleové kyseliny (small nucleolar RNA — snoRNA), napr. U3, U8, Ul4 a iné.
Processingové komplexy sa delia aj podl'a doby pdsobenia na skoré, posobiace v prvych
processingovych krokoch, a neskoré, posobiace na konci processingovych tprav (Savino et
al., 1999).

Fibrilarin bol po prvykrat identifikovany pomocou l'udského autoiminneho séra
ziskaného od pacientov so sklerodermou. Je to maly jadierkovy ribonukleoprotein
asociovany s U3 malou jadierkovou RNA a s U8 a U13 snoRNA lokalizovanti v DFC a FC
(Ochs et al., 1985) a je zapojeny do v¢asného processingu rRNA. SnoRNA st zapojené do
processingu primarnych RNA transkriptov (Jansen et al., 1991).

Nukleolin (C23) je fosforylovany protein, ktory je pritomny vo velkom mnozZstve
v transkripéne aktivnych jadierkach (Lapeyere et al., 1987), kde je lokalizovany v DFC
a GC (Biggiogera et al., 2001). Zucastiiuje sa na rDNA transkripcii, kde je asociovany
s primarnymi rRNA transkriptami a podiel’a sa na processingu pre-rRNA, kde zodpoveda
za upravu sekundarnej Struktury rRNA, ktora je dolezita pri vytvarani pre-ribozomalnych
podjednotiek (Ghisolfi et al, 1990) a reguluje intenzitu produkcie pre-ribozémov.

Nukleofozmin (B23) je zapojeny do transportu ostatnych proteinov jadierka, ako

a je lokalizovany prevazne v GC. Ma RNA a DNA vizbové vlastnosti (Wang et al., 1994),
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ribonukleazova aktivitu (Herrera et al., 1995), viaze sa ssnoRNP a podiela sa na
transporte preribozomov do cytoplazmy. Spolu s nukleolinom maji dolezitd tlohu pri
formovani a zostaveni preribozomalnych castic.

U3 snoRNA patri medzi ShORNA s konzervativnou Struktirou a je potrebna pre
vytvorenie 18S rRNA. U3 snoRNA sa viaze s pre-rRNA na dvoch miestach a vymedzuje

tak vyStiepované useky prekurzora (Dumbar et al, 1989).

Nontranscribed spacer Transcription unit
A
i 4 N,

(a) Tandem array of DNA o4 o
transcription units b Transcribed G
spacer
(b) One DNA
transcription
unit
Transcription by
RNA polymerase |
() Pre-rRNA (455) | 185 5.8 28S |

RNA processing
(cleavage) Transcribed spacers
degraded

(d) Mature rRNA ) wg |

molecules
. 18S 5.85 28S
rRNA rRNA rBRNA

Obrazok €. 9. Processing pre-TRNA. (Dostupné na: http://jpkc.scu.edu.cn/, 2012)

Prvy krok processingu pre-rRNA (Obr. ¢. 9) predstavuje vystiepenie intronovych
oblasti, ako aj externych a internych transkribovanych spacerov Specifickymi exo- a
endonukleolytickymi Stiepeniami (Leary a Huang, 2001). Sekvencie pre 5,8S, 18S a 28S
rRNA sa nametyluja, ale intronové tseky nie. Introny sa oddelia hydrolyzou a uvolnia sa
prislusné rRNA (Hadjiolov et al., 1985). Paralelne s tymito procesmi prebichaji aj
modifikacie nukleotidov. Potom rRNA podlieha posttranskripénym Upravam, pri ktorych
ziskava kone¢ntl funkéntl sekundarnu a tercidrnu konformaciu. Tercidrna Struktira vznika
poskladanim ret'azca do unikatnej, nepravidelnej, ale stabilnej Struktary. Tychto procesov

sa zucCastiiuje viac ako 100 proteinov a priblizne rovnaké mnozstvo snoRNA .
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Stiepenia pre-rRNA v skorych fizach processingu neprebichaji na rovnakych
miestach s rovnakou postupnostou, ale mézu sa obmienat’ v zavislosti od vytazenosti

processingového systému (Leary a Huang, 2001).

1. 3. 5 Aktivacia transkripcie rDNA

Jadierko predstavuje miesto, kde su syntetizované ribozomalne podjednotky a
taktiez upravované pred exportom do cytoplazmy (Melese a Xue, 1995; Shaw a Jordan,
1995). Eukaryoticka rRNA je zlozena z majoritnej rRNA (18S-, 5,8S- a 28S-RNA) (Obr. €.
10) a 5S-rRNA. Gény majoritnych rRNA (rDNA) su u ¢loveka lokalizované na kratkych
ramenach piatich akrocentrickych chromozémov (13, 14, 15, 21, 22), ktoré vytvaraju
typické metafazové sekundarne konstrikcie. Tieto oblasti oznacujeme ako NOR (nucleolus
organizing region - oblast’ organizujuca jadierko, organizator jadierka) (Roussel et al.,
1996).

18S 5.8S 28S
Human, =13.7 kb [ | ] H L [
5 .
X. laevis (frog), =7.9kb [ ] [ 1]
D. melanogaster (fruit fly), =7.7 kb | [ l HL H
S. cerevisiae (yeast), =6.6 kb | l ] “[ “

:] Transcribed spacer
[: Region preserved in ribosomes

Obrézok ¢. 10. Ribozomalne transkripéné jednotky.
(Dostupné na: http://jpkc.scu.edu.cn/, 2012)

Mnohopocetné kopie 18S, 5,8S, 28S rRNA génov sa nachddzaji na niektorych
chromozomoch v mieste NOR (King at al., 1988). Su vidite'né v jadre v podobe malych
gul'6cok. Tesne pred rozpadom zarodocného vaciku sa nachvilu stratia a potom su
viditelné ako NOR. Gény pre 18S, 5,8S a 28S rRNA st vzdy usporiadané v jednom
opakovani DNA velkosti 44kb. Transkribovanych je vSak len 13 kb (transkripéna
jednotka) avznika 47S pre-rRNA transkript. 5S-rRNA gény sa v gendéme c¢loveka
nachadzaju asi v 90 kopiach blizko teloméry dlhého ramena chromozému 1, ostatné su na

chromozome 9 al6. V kazdom NOR sa nachddza mnoho tandemovo usporiadanych kopii
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génov majoritnej rRNA (rDNA). Kazdy geném obsahuje 300-400 takychto kopii (Kaplan
etal., 1992).

rDNA sa z ultrastruktirneho hladiska nachadza na rozhrani FC a DFC, kde je
intenzivne transkribovand pomocou RNA polymerdzy 1. Okrem nej sa na syntéze pre
rRNA podiel’a mnozstvo inych proteinov a regulaénych molekul.
Nevyhnutnou podmienkou pre zahdjenie transkripcie rRNA génov je rozpletenie stocenej
DNA, ¢o zabezpecuje topoizomeraza I (Wachtler a Stahl, 1993), ktora je lokalizovana
v DFC a FC.
komplexu, ktory obsahuje RPI, hlavné RNA polymeraza I asociované faktory a aspon dva
transkripcné faktory, druhovo Specificky SL1 a UBF. Tento komplex sa viaze na rDNA
a iniciuje transkripciu (Hyttel et al., 2005). Transkripcia rDNA je teda zavisla na aktivite
RPI, ktora sa vyskytuje hlavne v FC ale nachadza sa aj v DFC (Raska et al., 1989). UBF sa
(Schnapp et al.,, 1994) tak, ze ohne tUsek DNA, ¢im modzu vzajomne pdsobit’ dve
podjednotky SLI (Maeda et al., 1992) a spolu s SL1 vytvara komplex, na ktory sa moze
naviazat’ RPI a iniciovat’ transkripciu (Jordan et al., 1996). UBF aj SL1 su lokalizované
v FC alebo DFC, ale vac¢Sinou sa nachadzaji v obidvoch struktirach (Biggiogera et al.,

2001).

1. 3. 6 Somaticka nukleologenéza

U somatickych buniek prebieha nukleologenéza (vytvorenie jadierka) od prvého
bunkového cyklu v kazdej interfaze. Zac¢ina sa koncom telofazy a vytvori sa poSas Gl1,
S a G2 fazy. Na konci G2 fazy jadierko opusta rRNA processingovej masSinérie a za¢ina sa
distribuovat’ na povrch kondenzovanych chromozdémov (Gautier et al., 1992). Pri vstupe do
mitdzy sa jadierko straca. PocCas profazy dochddza k rozpadu jadierka, resp. rozptyleniu
jeho komponentov. U vyssich eukaryotov je vstup do mitdézy spojeny s inhibiciou
transkripcie. Hlavné molekularne zlozky rDNA transkripnej masinérie, RPI, UBF, SL1
a TP1 ostavaju spojené s rDNA v oblasti NOR, v ¢ase, ked’ sa interfazovy chromatin
kondenzuje na mitotické chromozémy (Scheer a Rose, 1984; Zatsepina et al., 2003).
Naopak, komponenty rRNA processingovej masinérie su distribuované z NOR na povrch
kondenzovanych chromozémov alebo st rozptylené v cytoplazme (Dundr et al., 1997). Po

mitdze nasleduje interfiaza s plne funkénym jadierkom, ktoré bolo opitovne vybudované
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z jadierkovych komponentov predos§lého bunkového cyklu (Hernandez-Verdun, 2006).
Obnova jadierka v skorych fazach G1 fazy sa méze definovat ako dvojkrokovy proces.
Prvym krokom je aktivacia transkripnej masinérie zavisla na poklese aktivity CDK1
cyklin B kinazy. Druhy krok predstavuje regrulaciu processingovej masinérie do jadierka
cez tvorbu PNB (prenucleolar bodies — prenukleolarne telieska). DNA transkripcia je
potlacena pri vstupe buniek do mitozy fosforylaciou komponentov transkripcnej masinérie,
ktora riadi CDK1 cyklin B kinaza (Sirri et al., 2000). Naslednou inaktivaciou CDK1 cyklin
B kinazy v telofaze je odblokovana mitoticka represia rDNA transkripcie. Reaktivacia
rDNA transkripcie vyzaduje reaktivaciu pre-RNA processingovej masinérie. V profaze
proteiny zahrnuté v pre-RNA processingu opustaju jadierko apocas mitdozy su
lokalizované na periférii chromozomov. Zatial ¢o processingové kompleXy opustaji
jadierko, RPI je v profaze mitozy stale aktivhna. Tato Ciastoéne procesovana rRNA
syntetizovana pocas profazy stabilne pretrvava pocCas mitdzy a podiela sa na opatovnom
vytvoreni jadierka (Dousset et al., 2000). V anafaze st proteiny processingu homogénne
distribuované okolo chromozémov. Polas telofazy a G fazy sa medzi perifériou
chromozémov a miestami transkripcie koncentruju proteiny processingovej masinérie
v miestach PNB (Hernandez-Verdun, 2006). Znovuvytvorenie jadierka zacina na konci
telofazy a zaCiatku G1 fazy a je spojené s tvorbou PNB, ktoré sa prvykrat objavuju ako
denzné fibrily a neskor hlavne ako granuldrne Struktiry (Verheggen et al., 2000). Tvorba
PNB je hlavnym javom, ktory sa objavuje pocas processingu jadierkovych proteinov pri
vystupe buniek z mitézy. Subezne s tvorbou PNB dochadza aj k uvol'neniu jadierkovych
komponentov z dekondezujuceho sa chromatinu a ich presunu do PNB (Dousset et al.,
2000). Na konci mitdzy sa za€inaju formovat’ jadierkové domény okolo aktivnych NOR
a vznika kompletné jadierko.

Eukaryotické jadro je opdtovne vytvorené po kazdej mitéze a meidze. Obnovuju sa
jeho funkcie aj jadrové Struktary, chromozoémy sa dekondenzuji a chromatin vytvara
diferencované oblasti. Jadrova masinéria zodpovedna za transkripciu ribozomalnych génov
je postupne importovana do jadierka, kde je aktivovana a dochadza k znovuvytvoreniu
jadierkovych prekurzorovych teliesok (nucleolar precursor body - NPB). Vystavba jadierka
v skorych postmitotickych Stadiach sa odohrava u vSetkych proliferujucich buniek.
Vyzaduje si vzajomnu spolupracu medzi transkripciou a processingom pre-rRNA. Tvorba
aktivneho jadierka je ddlezitd pre architektiru jadra, vytvorenie funkénych sucasti jadra,

ako aj pre kontrolu proliferacie buniek (Scheer et al., 1993).
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1. 3. 7 Embryonalna nukleologenéza

Jednou z organel, ktora najlep$ie odzrkadl'uje morfologické zmeny v metabolizme a
fyziologii bunky je jadierko. Systematické Studium nukleologenézy embryi odhaluje
postupny prechod z inaktivovaného do plne aktivovaného $tadia.

Nukleolarna formacia prebicha paralelne s majoritnou transkripénou aktivaciou, ¢o
nepriamo signalizuje aktivaciu a transkripciu rRNA génov (Camous et al., 1986; Tomanek
etal., 1989; Kopecny et al., 1989).

Prechod z maternalnej na embryonalnu kontrolu vyvoja je sprevadzany sériou
morfologickych a fyziologickych zmien a predstavuje fenomén, ktory vrcholi majoritnou
aktivaciou génovej expresie (Telford et al., 1990).

Zmeny V priebehu aktivacie embryonalneho gendmu nie st obmedzené na proteiny
aRNA, ale ovplyviluji aj bunkové organely. Znovurozdelenie mitochondrie
a endoplazmatického retikula bolo dokumentované v niekol’kych organizmoch. Vécsia
ultraStrukturdlna morfologickd zmena nastane v nukleoldrnych prekurzoroch, z ktorych
nasledne vznik4 plne funkéné jadierko (Laurincik et al, 2008).

V bunkovych cykloch majoritnej aktivacie embryonalneho gendmu sa nachadzaju

rozne jadrové utvary, ale ziadny z nich neobsahuje Strukturalne komponenty funkéného
jadierka (Hyttel et al., 2000; Laurincik et al., 2000; Laurincik et al., 2003).
Prvy ultraStrukturdlne rozpoznatel'ny komponent jadierkového aparatu, ktory sa objavuje
Vv prvojadrach po oplodneni je jadierkové prekurzorové teliesko NPB, ktory sa javi ako
elektron-denzna kompaktna sféra, ale aj denzne zbaleny fibrilarny material. Tieto Struktiry
st veI'mi podobné u hovadzieho dobytka, oSipanych a ¢loveka (Tesarik et al., 1987).

NPB predstavujii miesto pre vyvoj funkénych jadierok v embryu, v procese, ktory
sa oznaCuje ako nukleologenéza. Jadierko sa vyvija zmaternidlneho ade novo
syntetizovaného embryonadlneho materidlu, pricom na zdklade toho, ¢i prebiehaju tieto
procesy vo vnutri NPB alebo na ich povrchu rozliSujeme dva modely nukleologenézy,
interny a externy (Hyttel et al., 2000).

Internd nukleologenéza — bovinny typ je okrem hoviddzieho dobytka typicka pre kone,
kozy, psy, lisky a ¢loveka.

Externd nukleologenéza, je tzv. mysi alebo prasaci typ. Nukleologenéza prebiecha na
povrchu NPB (Flechén a Kopecny, 1998). Diferencidcia funkénych jadierkovych Strukar
na ultrastukturalnej trovni prebieha na rozdiel od hovidzieho dobytka len na periférii NPB

formovanim polmesiacovitych Struktar vyvijajacich sa FC a DFC s GC na povrchu a NPB
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nepodlichajii vakuolizacii. V jednom jadre sa vyskytuji jadierka, ktoré sa nachadzaji
Vv roznych vyvojovych stadidch (Hyttel et al., 2000). Denzné jadro NPB je stale pritomné aj
v aktivnom jadierku az do Stadia moruly.

NPB sa pri aktivacii gendmu embryi objavuji ako husto rozmiestnené gul'ovité organy.
V case EGA, NPB zacnu stracat’ svoju kompaktnt formu a transformovat’ sa do zvlastnych
komponentov funkéného jadierka, riadené¢ho pociatocnou aktivitou transkripcie génov
rRNA. Az do EGA sa homogénna hmota NPB transformuje na FC, DFC a GC.
V bunkovom cykle po EGA sa plne funkéné jadierka nachadzaj vo vSetkych blastomérach
vyvijajuceho embrya (Laurincik et al., 2008).

Aktivacia gendmu embrya sa odohrava pocas druhého (mys: Thompson, 1996), tretieho
(o8ipana: Tomanek et al., 1989) alebo $tvrtého (HD: Laurincik et al., 2000) embryonalneho
bunkového cyklu.

U hovidzieho dobytka sa objavuje transkripcia uz pocas prvych dvoch bunkovych
cyklov (Hyttel et al., 1996) pred majoritnou aktivaciou embryonalneho gendému, ktora
zacina pocas Stvrtého bunkového cyklu (Camous et al., 1986). Tato aktivacia rRNA génov
pocas prvych bunkovych cyklov sa oznacuje tiez ako minoritna a nebyva spajana
s formaciou jadierka a tym padom ani so syntézou ribozémov.

Nukleologenéza u embryi hovéddzieho dobytka (Obr. ¢. 11) zadina po majoritnej aktivacii

rRNA, teda v priebehu Stvrtého bunkového cyklu (Camous et al., 1986).

Obrazok ¢. 11. Embryonalna nukleologenéza u hoviadieho dobytka (Hyttel et al., 2000).

V prvych troch bunkovych cykloch s najvyraznejSou vnutrojadrovou Struktirou sférické

NPBs a fibrilo-granularne komplexy, ktoré obsahuju zhluky elektron-denznych grantl
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spojenych s fibrilarnym materidlom a kondenzovanym chromatinom (King et al., 1988;
Kopecny et al., 1989). NPB a fibrilo-granularne komplexy mézu byt navzajom priestorovo
spojené (Laurincik et al., 2003). NPB postupne podlichaju vakuolizacii, kedy sa vyvija
centralna priméarna vakuola a nasledne sa tvoria periférne sekundarne vakuoly (Hyttel et
al., 2000). Na zaciatku $tvrtého bunkového cyklu sa znovu objavuji NPB a v strede a na
konci $trvrtého bunkového cyklu sa na okrajoch NPB sa na periférii centralnej primarne;j
vakuoly zacinaju vytvarat’ FC, okolo ktorych je DFC a zaroven sa vac¢Sina hmoty NPBs
transformuje na GC. Tvorba FC a DFC signalizuje aktivaciu transkripcie ribozomalnych
génov a tvorba GC je spojena S aktivaciou processingu pre-RNA. Na zaciatku piateho
bunkového cyklu sa formuju fibrilo-granularne jadierka, z ¢oho vyplyva, ze meioticky
indukovana inaktivacia rRNA génov je zastavena. V 16. blastomérovom embryu sa fibrilo-
granularne jadierka vyvijaji do retikularnej formy (Laurincik et al., 2003) a
nukleologenéza sa nelisi od somatického modelu.

U oS$ipanych sa objavuje majoritnd aktivacia pocas treticho bunkového cyklu
(Tomanek et al., 1989), ale doteraz nebolo pozorované, ¢i podobne ako u hovidzieho
dobytka tejto aktivacii predchddza minoritnd aktivacia. Pocas obdobia aktivacie
embryonalneho gendmu musi byt' v presnom slede novo exprimovanych viac ako 10 000
génov, aby sa zabezpecCil bezproblémovy embryondlny aj fetdlny vyvoj (Niemann a
Wrenzycki, 2000).

Fibrilo-granularne jadierko v embryach oSipanych (Obr. ¢. 12) sa vyvija pocas tretieho
bunkového cyklu (Tomanek et al., 1989), teda o jeden cyklus skor ako u hovidzieho
dobytka.

Obrazok ¢. 12. Embryonalna nukleologenéza v embryach oSipanej (Hyttel et al., 2000).
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Pocas prvych dvoch bunkovych cyklov je najdolezitejSou stcastou objavenou v prvojadre
a jadre NPB, ktora je ovel'a va¢sia ako u embryi hoviddzieho dobytka. Heterochromatinové
oblasti slabo kondenzovaného chromatinu st rozptylené v celom jadre. V tretom
bunkovom cykle sa NPB zacinaju spajat’ s vlaknami kondenzovaného chromatinu, ktory je
prepojeny s ostatnymi heterochromatinovymi oblastami. S postupom bunkového cyklu sa
v jadre zaCina objavovat’ transkripéna aktivita. Na ultraStrukturnej irovni su pozorovatel'né
rozdielne stadia formovania jadierka, ktoré zacinaji od NPB az po tvorbu funkcéného
fibrilogranularneho jadierka (Hyttel et al., 2000). Pocas Strvrtého bunkového cyklu
zacinaju byt fibrilo-granularne Casti jadierka viac retikularne. V piatom bunkovom cykle
Struktara vyvoja jadierok naznacuje, ze meioticky indukovana inaktivacia rRNA génov je
zastavena a opiat sa vyskytuju fibrilogranularne jadierka spolu s inaktivnymi NPB. V
nasledujtcich bunkovych cykloch je proces nukleologenézy zhodny so somatickym
modelom.

V prvom bunkovom cykle embryi o$ipanych sa z nukleolarnych proteinov
vyskytuje len nukleofozmin, ktory je koncentrovany vo velkych okruhlych telieskach.
Pocas druhého bunkového cyklu a na zaciatku tretieho cyklu sa v jadre nenachadzaju
ziadne jadierkové proteiny, ¢o poukazuje na to, ze nukleofozmin v prvom bunkovom cykle
by mohol byt’ maternalneho povodu. Na konci tretieho bunkového cyklu sa pri rDNA na
povrchu NPBs objavuju malé loziska RPI.. Pocas $tvrtého bunkového cyklu sa RPI, TPI,
UBEF a fibrilarin lokalizované vo fibrilarnych komponentoch a nukleolin a nukleofozmin v
granularnom komponente vyvijajaceho sa jadierka. Podobna situdcia sa objavuje aj pocas
5. bunkového cyklu (Hyttel et al., 2000).

V embryach hovidzieho dobytka pocas prvého bunkového cyklu st TPI, RNA pol
I, UBF, fibrilarin, nukleolin a nukleofozmin lokalizované v réznych ohniskach
rozptylenych v nukleoplazme. Pocas druhého bunkového cyklu bola zistend
predchadzajtica lokalizacia len u UBF a fibrilarinu, pricom u ostatnych proteinov nebola
zistend ich pritomnost’ v jadre, ¢o sved¢i o ich moZnom maternalnom pdvode. Pocas
tretieho bunkového cyklu UBF a fibrilarin maji rovnaky typ znacenia ako Vv
predchadzajicom cykle a nukleolin a nukleofozmin sa objavuju v ohniskach alebo
sférickych telieskach s vyraznou vakuolou. Pocas Stvrtého bunkového cyklu sa fibrilarin
lokalizuje v telieskach vytvarajucich centralnu vakuolu a znacenie sa postupne stava viacej
komplexnym. UBF je najskor viditeI'ny vo forme malych ohnisk, ktoré neskor vytvaraji
zhluky a ku koncu cyklu sa znacenie UBF podoba znaceniu pre fibrilarin. Nukleolin a

nukleofozmin majii na zaciatku podobné znacenie ako UBF a neskor sa ich znaCenie
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zvyraznuje a formuje do tvaru musle obklopujicej primarnu vakuolu. TPI sa prvykrat
objavuje az v strede Stvrtého bunkového cyklu v podobe oddelenych ohnisk, ktoré sa ku
koncu cyklu spajaju do zhlukov. RNA pol I sa objavuje az na konci Stvrtého bunkového

cyklu a ma tvar solitérnych ohnisk (Viuff et al., 1998; Viuff et al., 2000).
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1. 4 Oplodnenie in vitro

Na oplodneni in vitro (in vitro fertilizacia — IVF) sa podiela dozrievanie cytoplazmy
oocytov, teda ooplazmy, kvalita spermii a metodika umelého oplodnenia (Elder a Dale,
2000).

Pre oplodnenie in vitro (Obr. ¢. 13) sa pouzivaji bud’ oocyty z antralnych
neovulacnych folikulov, alebo oocyty z preovulaénych folikulov. Oocyt ziskany z
antralneho neovula¢ného folikulu sa kultivuje v podmienkach in vitro, priCom sa rozpadne
jadrova membrana, ¢o sa nazyva jadrové zrenie, ktoré prebieha az do metafazy II, kedy sa
zastavi a pokracuje az po vniknuti spermie do oocytu. Okrem jadrového zrenia pozname aj
cytoplazmatické zrenie, teda kvalitativne dozrievanie cytoplazmy, ktoré sa prejavuje po
penetracii spermie do oocytu. Spermie su ziskavané v Case odberu vajicok. Oplodnenie

prebieha v $pecialnych kultivaénych médiach. Spermia sa dostava do vajicka, vznikaju
prvojadra a chromozémy sa $tiepia na chromatidy. Vysledkom je jedna samdia a jedna

samicCia chromatida, ktoré sa spoja a vznika embryo (Laurincik et al., 2008).

Mimoteloveé oplodnenie (IVF)
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Obrazok ¢. 13. Postup in vitro fertilizacie. (Dostupné na: http://www.fertility.sk/, 2012)

Medzi v sucasnosti pouzivané metddy umelého oplodnenia patri: IVF

s kapacitovanymi spermiami, subzondlna injektdZz spermii do perivitelinného priestoru
(SUZI) a intracytoplazmaticka injektaz spermie do ooplazmy oocytu (ICSI).

Pri kapacitacii spermii in vitro sa napodobnuje proces kapacitacie in vivo, ¢o
spo¢iva v odmyti semennej plazmy a V aktivacii akrozémovej reakcie. Potrebny ¢as na

spolukultivaciu s oocytmi je asi 17 hodin. Potom su spermie odmyté a zhruba 10 % vaji¢ok
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je fixovanych a farbenych na stanovenie percenta penetracie, resp. polyspermie (Gordon,
2004).

Metoda ICSI (intercytoplasmatic sperm injection) predstavuje priame vlozenie
spermie do cytoplazmy vaji¢ka (Obr. ¢. 14) (Griffiths et al., 2000).

Obrazok ¢. 14. Oplodnenie vajicka metédou ICSI.
(Dostupné na: http://www.ivf.at/, 2012)

Metdda IVF s kapacitovanymi spermiami a metdéda ICSI su v podstate rovnakeé.
Lisia sa iba v technike, ktorou sa vajicko oplodiuje. IVF s kapacitovanymi spermiami je
zalozena na spontannom oplodneni, pri¢om spermie sa umiestnia spolo¢ne s vajickami. Pri
ICSI embryolog vlozi spermiu priamo do oocytu (Elder a Dale, 2000).

Metoda SUZI (subzonal insertion of sperm) (Obr. ¢. 15) je predchodcom ICSI, ale
nie je taka uspesna, pretoze sa tu vel'mi Casto vyskytuje polyspermia. Touto technikou sa
zavadza niekol’ko spermii do perivitelinného priestoru, pricom jedna z nich oplodni oocyt

(Mann, 1988).

Obrazok ¢. 15. Oplodnenie vajicka metodou SUZI.
(Dostupné na: http://www.sciencephoto.com/, 2012)

Dalsi vyvoj embryi po in vitro oplodneni sa uskutoéiiuje bud’ v medzihostitelovi
snaslednym prenosom do hostitela alebo sa embrya kultivuju in vitro az do Stadia

vhodného na prenos do finalneho hostitel’a (Gordon, 2004).
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Po oplodneni by mali byt’ za normalnych okolnosti pritomné dve prvojadra. Mnoho

krat sa stava, hlavne pri in vitro oplodneni oSipanych, ze dochadza k polyspermii, teda do

oocytu naraz prejde dve a viac spermii a 00Cyt je oplodneny viacerymi spermiami naraz,

teda vo wvnutri ooc sa vyvija tri a viac prvojadier, ¢o je nezlucitené so
yv p .

zivotaschopnostou embrya a takato zygota zastavuje svoj vyvoj. Pri in vitro oplodneni sa

stretavame aj s mnohymi inymi anomaliami (Hunter, 1996).

Oplodnenie in vitro ma vyznam a vyuzitie vo viacerych oblastiach. Umoznuje

zachovanie ohrozenych druhov, hospodarske vyuzitie geneticky cennych zvierat, pouziva

sa na experimentalne ucely a pri asistovanej reprodukcii (Laurincik et al., 2008).

Tabul’ka ¢. 1. Porovnanie podmienok in vivo a in vitro. (Laurincik et al., 2008).

In vivo

In vitro

Konstantna teplota

Vykyvy tepldt pri prenose oocytov (embryi) do
novych médii

Uplna tma Pri manipulacii st oocyty (embryd) vystavené
dennému svetlu resp. svetlu z mikroskopu
Koncentracia 02 aCO2 st pod | Koncentracia O2 a CO2 v inkubatore mierne

tkanivovou kontrolou

kolise

Objem tekutiny okolo oocytu resp.
embrya je presne dany

Objem  tekutiny okolo oocytu Vv tychto
podmienkach je vacsi

Neustala
a metabolitov
tkanivom

vymena substratov
medzi embyom a

Vymena substratov, ktoré sa pridavaji do média
vo zvySenej koncentracii, je preruSovana
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1. 5 Nuklearny transfer

Klonovanie, nuklearny transfer, je technika na vytvorenie geneticky identickych
organizmov. Ide v podstate o nepohlavné rozmnozovanie, pri ktorom vznika novy jedinec
oddelenim casti materského organizmu alebo zo skupiny buniek. Vo vSetkych pripadoch
ide o0 bunky somatické. U stavovcov sa tento sposob rozmnozovania vyskytuje zriedkavo.
Typickym prikladom je vznik jednovajeénych — monozygotickych dvojéiat, tzv.
polyembryonia, kedy dochadza k rozdeleniu embrya na dva identické jedince — klony
(Petrovicova, 2010). Klon je dokonala kopia zijliceho organizmu so zhodnou DNA. Klon
nemusi byt identicky s donorom genetického materidlu z viacerych dovodov. Jednym z
dovodov je, ze DNA je lokalizovana nielen v jadre bunky, ale aj v mitochondriach a tym sa
prenasa prostrednictvom oocytu. Dalsim dovodom je, e DNA dospelej bunky sa moze
odlisovat’ od zarodo¢nej DNA, a to poskodenim napr. mutaciou. Jednovaje¢né dvojicky su
identické iba po genetickej stranke, ale ich fenotypovy prejav modze byt vplyvom
prostredia rozdielny (Laurincik et al., 2008). Klonovanie mozno rozdelit' na prirodzené
(jednovajecné dvojcata, pasavec), spontanne (obojzivelniky) a riadené.

Somaticky nuklearny transfer (Somatic Cell Nuclear Transfer- SCNT) predstavuje
prenos jadra somatickej bunky do oocytu. Z oocytu sa odstrani geneticky material, ¢im
ziskame vajicko bez jadra. Jadro vyberieme aj zo somatickej bunky a prenesieme ho do
oocytu, ktory potom vlozime do maternice alebo sa pouzije na ziskavanie kmenovych

buniek (Obr. &. 16).

Egg Natural Embryo
= 2
Sperm

SCNT Embryo

Eg© @:

Somatic cell

Obrazok ¢. 16 . Vznik embrya in vivo a vznik SCNT embrya.

(Dostupné na: http://www.genea.com.au/, 2011)

38



SCNT je teda biotechnologickd metdda, ktorej princip je zaloZeny na odstrdneni
genetickej informdcie z oocytu a jej nahradeni jadrom zo somatickej bunky (Petrovicova,
2010). Predstavuje metodu vhodna na testovanie genetického potencidlu diferencovanych
dospelych buniek. KI'ai¢ovy komponent v procese klonovania predstavuje oocyt. Princip je
zalozeny na odstraneni jadrovej DNA (chromatinu) z dozretého oocytu v Stadiu metafazy
Il anahradeni jadrom z diferencovanej somatickej bunky. Ked'Ze somaticka bunka je
diferencovana, jadro, ktoré je nositel'om genetickej informacie musi byt reprogramované,

teda vratené na zaciatok vyvinu ekvivalentného so zygotou (Kaika, 1999).

1. 5. 1 Historia klonovania

Klonovanie bolo prvykrat popisané v roku 1928 Hansom Spemannom (Obr. ¢. 17),
ktory sa zaoberal totipotenciou buniek a je nositelom Nobelovej ceny. Opisal experiment
o transfere jadier diferencovanych §tadii embryi obojzivelnikov do cytoplazmy
enukleovanych oocytov. Predpokladal, Ze v ranych Stadidch embryi, v ktorych st jadra
totipotentné, bude po prenose vyvoj rekapitulovany a v Case, ked’ budu jadra diferencované
sa vyvoj zastavi. Spemannove experimenty sa vSak do jeho smrti nedokoncili (Tagarelli et

al., 2004).

Obrazok ¢. 17. Hans Spemann. (Dostupné na: http://www.nobelprize.org/, 2011)

Briggs a King v roku 1952 ukéazali, Ze normalne vyliahnuté Zubrienky je mozné
ziskat’ po prenose jadra z bunky blastuly do enukleovaného vajicka obojZivelnikov Rana
pipiens. Klonovanim embryonalnych buniek vzniklo normalne potomstvo, ale vyvoj sa stal
viac obmedzenym, ked’ boli pouzité viac diferencované bunky (Briggs a King, 1952).

Gurdon v roku 1962 skiimal reprogramovanie a remodelovanie jadier somatickych

buniek po transfere do oocytu ziab Xenopus laevis. Bol to prvy experiment u zivocichov,
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ktory dokazal, ze jadro diferencovanej somatickej bunky je totipotentné, ¢ize schopné
vytvorit’ zaklad pre vyvoj vSetkych typov buniek organizmu.

U cicavcov sa upesné klonovanie podarilo az ovela neskor, hlavne kvoli malej
velkosti vajicka cicavcov (Campbell, 2002). Klonovanie cicavcov bolo mozné, ked
zariadeniami dostupnymi koncom 60-tych a zaciatkom 70-tych rokov bola umoznena
mikromanipulacia s malymi cicavéimi vajickami, ktoré tvoria len jednu desatinu priemeru
vaji¢ka obojzivelnikov (McGrath a Solter, 1983).

V roku 1981 Karl Illmenses prvy krat uskuto¢nil tGspe$ny nuklearny transfer
cicavcov, ktory bol zrealizovany u mysi. Tieto experimenty sa nepodarilo zopakovat’ a na
zaklade toho niektori vedci usudili, Ze reprogramovanie jadier cicavcov je biologicky
neuskutocnitelny proces. Nésledne bolo preukdzané, Ze vyvoj k blastocyste moze byt
dosiahnuty, len keby jadro zygoty alebo 2-bunkového embrya bolo prenesené¢ do
enukleovanej zygoty (McGrath a Solter, 1983) a ked boli pouzité bunkové jadra darcu
z neskorsich vyvojovych $tadii, nebol dosiahnuty ziadny vyvoj (McGrath a Solter, 1984).
McGrath a Solter v roku 1984 ustdili, ze klonovanie cicavcov jednoduchym nuklearnym
transferom bolo biologicky nemozné, hlavne pri prudke;j strate totipotencie embryonélnych
buniek. Tento usudok hlboko ovplyvnil vyskum v tomto odbore.

Steen Willadsen v roku 1984 klonoval prva ovcu a v roku 1986 uspesne klonoval
kravu, z jadra, ktoré bolo ziskané z tyzden starého embrya, ¢im dokazal, ze v procese
diferenciacie nedochadza k redukcii genetického materialu v bunke (Campbell, 2007).
Predviedol pouzivanie blastomér z deliaceho Stadia cicav€ich embryi (ovce) pre prenos do
ennukleovanych oocytov. Toto tvorilo zdklad pre uUspeSné embryonalne klonovanie
u krélikov (Stice a Robl, 1988), prasiat (Prather et al., 1989), mysi (Cheong et. Al., 1993),
krav (Sims a First, 1994) a opic (Meng et. al., 1997).

lan Wilmut a Keith Campbell v roku 1996 klonovali 2 jahnata, Megan a Morag,
z embryonalnych buniek kultivovanych v in vitro podmienkach niekol'ko tyzdnov. Tieto
bunky boli zablokované v pokojovom stave v sére hladovania pred ich faziou

s enukleovanymi ov¢imi oocytmi (Campbell et al., 1996; Wilmut et al., 1997).
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V roku 1997 bol naklonovany prvy cicavec zo somatickej bunky — ovca Dolly (Obr.
¢. 18). Somatické bunky odobraté z prsnej zl'azy 6-rocnej ovce (plemeno Finn Dorest), boli
vloZené do oocytu a po pestovani vo vyzivnom médiu boli prenesené¢ do ndhradnej matky.

Dolly spustila celosvetovu prudku eticku debatu.

Obrazok ¢. 18. Ovca Dolly. (Dostupné na: http://zivot.lesk.cas.sk/, 2012)

Viac ako 10 rokov neskor sa tato technoldgia stala platnou a akceptovanou ako
dolezity prostriedok pre vyskum (Wadman, 2007). Spociatku bol vedecky pokrok pomaly,
ale rychlost’ vyvoja Vv poslednych rokoch stipla a technologia za¢ina byt pouzivana pri
dolezitych polnohospodarskych druhoch vratane hovidzieho dobytka, oSipanych (Obr. €.
19) a koni. Ov¢ia ooplazma riadi pociatocné zostavovanie jadierka u embryi klonovanych

z buniek oviec, hovédzieho dobytka a osipanych (Hamilton et al., 2004).
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Obrazok ¢. 19. Klony prasiatok. (Dostupné na: http://www.aktuality.sk/, 2012)

Somaticky nuklearny transfer bol uspeSny pri 16 druhoch zahriiujicich ovce
(Wilmut et al., 1997), hovddzi dobytok (Kato et al., 1998), mysi (Wakayama et al., 1998),
kozy (Baguisi et al., 1999), oSipané (Polejaeva et al., 2000; Onishi et al., 2000), macky
(Shin et al., 2002), kraliky (Chesne et al., 2002), mulice (Woods et al., 2003), kone (Galli
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et al., 2003), potkany (Zhou et al., 2003), psy (Lee et al., 2005), fretky (Li et al., 2006),
jelene (Berg et al., 2007), byvoly (Shi et al., 2007), sivé vlky (Oh et al., 2008) a tavy
(Wani et al., 2010).

Celosvetovy vyskum sa usiloval odhalit zakladné mechanizmy pre uspesny
somaticky nuklearny transfer. Spociatku existovala len jedna hypotéza pre obmedzeny
somaticky nuklearny transfer, podl'a ktorej klony vznikaju len zo subpopulacie dospelych
kmenovych buniek (Hochedlinger a Jaenisch, 2002). AvSak presvedCivé dokazy v
sucasnosti ukazali, ze diferencované somatické bunky mézu byt’ tispesne pouzité¢ v SCNT.
NajdramatickejSie epigenetické reprogramovanie sa odohrava pri SCNT, ked expresia
diferencovanych buniek je odstrdnena aje zavedena embryo-Specifickd expresia, ktora
riadi embryonalny aplodovy vyvoj (Niemann et al., 2008). Toto epigenetické
reprogramovanie zahffia vymazanie programu génovej expresie jednotlivych buniek darcu
a znovunastolenie dobre zorganizovanej sekvencie expresie priblizne 10 000 — 12 000
génov, ktoré reguluji embryondlny a fetdlny vyvoj (Kues et al.,, 2008). Somaticky
nukledrny transfer je velmi slubny pre zaklad biologického vyskumu a pre rozne

pol'nohospodarske a biomedicinske aplikacie.

Tabul’ka ¢. 2. Prehl'ad klonovanych zivocichov (Meisner a Jaenisch, 2006).

Prehlad viacerych druhov klonovanych Zivo¢ichov
Rok Druh Vek donora Zdroj
1996 ovca embryo Campell et al., 1996
1997 ovca fetal Wilmut et al., 1997
ovca (Dolly) dospely
1997 opica embryo Meng et al., 1997
1998 HD fetal Cibelli et al., 1998
HD dospely Kato et al., 1998
mys dospely | Wakayama et al., 1998
1999 mys embryo Wakayama et al., 1999
koza fetal Baguisi et al., 1999
2000 prasa dospely Polejaeva et al., 2000
tur dospely Lanza et al., 2000
2001 muflon dospely Loi etal., 2001
2002 macka dospely Shin et al., 2002
kralik dospely Chesne et al., 2002
ryba embryo Lee et al., 2002
2003 potkan fetal Zhou et al., 2003
mul fetal Woods et al., 2003
kon dspely Galli et al., 2003
2005 pes dospely Lee et al., 2005
2006 fretka dospely Li et al., 2006
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1.5.2 Techniky SCNT

Existuji 4 metddy, ktoré sa pouzivaju na klonovanie. Prvou je bi- atrisekcia
embryi, ktord predstavuje najjednoduchsiu techniku klonovania. Pod pojmom bisekcia sa
rozumie rozdelenie embrya v stadiu moruly alebo blastocysty pomocou mikromanipulatora
(Obr. ¢. 20) na dve polovice, ktoré sa prenesu do recipientky, resp. ndhradnej matky.
Vysledkom je vznik geneticky identickych jedincov - klonov, ktorych geneticka vybava
pochéadza od obidvoch rodicov. Tymto spdsobom boli vyprodukované klonované jedince

mysi, kralikov, oviec a hovéddzieho dobytka (Chrenek, 2002).

Obrazok ¢. 20. Mikromanipulator. (Dostupné na: http://www.babyonline.cz/, 2012)

Druhéa metdda je nukleotransfér embryonalnych buniek do oocytu. Ide 0 prenos
jadra v¢asnych embryi, resp. blastomér do enukleovaného oocytu, ktory bol mechanicky
zbaveny genetického materidlu.

Tretou metddou je nukleotransfér somatickej bunky, ktory predstavuje prenos jadra
somatickej bunky do enukleovaného oocytu (Chrenek, 2002).

Stvrtou metodou je technika HMC (handmade cloning), pri ktorej sa nepouziva
mikromanipulator (Vajta et al., 2003). Tato technika spociva v odstraneni zona pellucida,
¢im sa zjednodusi manipulacia s oocytom. Oocyt sa manualne rozdeli na dve polovice
pomocou Specidlnej ¢epele, nasledne sa spoja fytohemaglutininom (PHA) a prebieha fuzia
s bunkou donora. Nakoniec sa musi uskutocnit’ aktivacia fuzovaného jadra.. Tato metdda
modze znacne zvysit produkciu blastocyst, je jednoduchsSia a naklady na pristrojové
vybavenie st niz§ie v porovnani s technikou vyuzivajicou mikromanipulator (Galli et al.,

2003). Vyhodou techniky HMC je jej jednoduchost’ a nevyhodou je strata vicSej Casti
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cytoplazmy z oocytu, ¢o modze spdsobit’ redukciu mnozstva proteinov potrebnych pre

reprogramovanie embrya a jeho pociato¢ny vyvin.

1. 5. 3 Technické aspekty somatického nuklearneho transferu

Prvym krokom celého procesu je zhromazdenie a enukleacia oocytov recipienta.
U mnohych domestifikovanych druhov mézu byt oocyty lahko ziskané z vajecnikov.
Alternativne oocyty mozu byt zhromazdované zo zivych zvierat ultrazvukom
sprevadzanym laparoskopiou (Oropeza et al., 2007). Tieto nezrelé oocyty su zvycajne
v §tadiu zarodo¢ného vacku a potrebujii dozriet” v in vitro podmienkach a predstavuji
prakticky neobmedzené zdroje materialu pre experimenty klonovania. Trvanie in vitro
dozrievania oocytov recipienta ovplyviluje vyvoj blastocysty klonovanych embryi
osipanych (Holker et al., 2005). U hovadzieho dobytka a oSipanych in vitro dozrievanie (in
vitro maturation - IVM) postapilo do takej miery, ze moze byt pouzité v somatickom
klonovani bez velkych strat na efektivite a st porovnatelné zich in vivo zrelymi
dvojnikmi. Pocas periédy in vitro dozrievania oocyty podstupia komplexnu sériu
Strukturalnych a biochemickych zmien kulminujicich v $tddiu metafazy II meidzy,
v ktorom ziskali potencial byt Uspesne oplodnené a podstipit embryonalny a fetalny
vyvoj. PresvedCivé dokazy signalizuju, Ze oocyty v S§tddiu metafazy II skor nez
v akejkol'vek inej vyvojove] faze st najvhodnejSim recipientom pre produkciu
zivotaschopnych klonovanych cicav¢ich embryi (Miyoshi et al., 2003). In vitro aj in vivo
vyvoj klonovanych embryi hoviddzieho dobytka sa mdze zlepSit’ nukleoplazminom alebo
kyselinou polyglutamovou (Betthauser et al., 2006). Vyrazne vyssia uspesnost’ klonovania
dobytka bola dosiahnutd autolognym SCNT, v ktorom somatické jadro darkyne bolo
prenesené do jej vlastného enukleovaného oocytu, ktory bol obnoveny ultrazvukom (Yang
et al., 2006). Tato vysSia UspeSnost’ bola vysvetlena niz§imi epigenetickymi abnormalitami
V porovnani s alogénnym SCNT. Bolo teda preukdzané, Ze zygoty dobytka a mysi mozu
byt pouzité ako recipient buniek pre produkciu Zivotaschopného klonovaného potomstva

(Schurmann et al., 2006; Egli et al., 2007).

44



Oocyty st enukleované nasavanim ich chromozémov s mikrokapildrami alebo su vytla¢ané
malé Casti cytoplazmy oocytov, kde si chromozoémy zvyc€ajne lokalizované.

Enukleacia oocytu (Obr. €. 21A) je proces, pri ktorom sa neodstranuje celé jadro, ale iba
metafazova platnicka a polové teliesko, pricom sa vyuZziva viacero technik vizualizacie ako
je farbenie chromatinu fluorescenénymi farbivami aexpozicia pod UV lampou.
Nevyhodou je, Ze tieto dva procesy mozu sposobit’ nenavratné poskodenie oocytu. Dal§im
sposobom je aspiracia Casti jadra v blizkosti vyluceného polového telieska. Nevyhodou
tejto metddy je schopnost’ polového telieska migrovat’ v perivitelinnom priestore, takze pri
aspiracii nemusi dojst’ k odstraneniu chromatinu. Dal§im problémom je odstranenie vicej
Casti cytoplazmy oocytu, v dosledku ¢oho sa méze zredukovat’ jej kapacita nevyhnutna pre
epigenetické reprogramovanie prendSané¢ho jadra atym aj nasledny vyvoj
rekonstruovaného embrya (Cambpell et al., 2007). Napriek tomu vSak tito metdda patri
medzi najCastejSie pouzivané sposoby enukledcie.

Cloning by Somatic Cell Nuclear Transfer

\= HNucleus DNA [chromosome]

Denated Egg 1/c:nmat:lc: Cell, ie Skin Cell

®*®\/@%©

Femowe Mucleus Tnsert Somatic Cell Eemowe Mucleus

IMucleus into the Egg

= Lilitochondria DA

A

Cloned Zygaote

Ce]l Divison

Cloned Embryo

Obrazok €. 21. SCNT — A — enukleécia oocytu, B — odstranenie jadra zo somatickej bunky,
C — vlozenie jadra somatickej bunky do oocytu a vznik SCNT embrya.
(Dostupné na: http://www.marymeetsdolly.com/, 2012).
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Dalsim krokom je selekcia, priprava a subzonalny prenos donorovych buniek (Obr.
¢. 21B), kedy celd neporusena bunka donora, teda jadro aj cytoplazma, izolovana
Z bunkovej kultary oSetrenej trypsinom je pomocou vhodnej mikropipety vlozena pod zonu
pellucidu v tesnom kontakte s cytoplazmatickou membranou oocytu.

Pre produkciu klonovanych zvierat bolo pouzité¢ vel'ké mnozstvo diferencovanych typov
somatickych buniek, vratane prsnych epitelidlnych buniek, kumularnych buniek, buniek
vajcovodu, leukocytov, hepatocytov, granuloznych buniek, epitelidlnych buniek,
myocytov, nervovych buniek, lymfocytov, imunologicky relevantnych buniek, Sertoliho
buniek, zarodo¢nych buniek a najcastejSie fibroblastov (Obrazok ¢. 22) (Brem a

Kuhholzer, 2002; Hochedlinger a Jaenisch, 2002; Miyoshi et al., 2003; Eggan et al., 2004;
Oback a Wells, 2007).

Obrazok ¢. 22. Fibroblasty. (Dostupné na: http://www.cosmetic.pl/, 2012)

Nie je jasné, ktory typ buniek je najlepsi pre nuklearny transfer do oocytov, pretoze neboli
najdené Ziadne rozdiely v uspesSnosti pri pouziti réznych typov somatickych buniek, ¢i uz
dospelych, novorodeneckych, fetalnych, pripadne pohlavne odlisnych donorov (Kato et al.,
2000). Avsak niektoré diferencované vysoko Specializované bunky ako st kardiomyocyty
nemézu byt reprogramované s vysokou uUcinnostou pomocou sucasnych klonovacich
metod, hoci génové expresia u tychto buniek bola inhibovand okamzite po fuzii a aktivécii
(Schwarzer et al., 2006). Aj ked” prvé sktsenosti naznacovali, Ze klonovanie s dospelymi
somatickymi bunkami bolo spesné jedine ked’ bunky boli zo samicieho reprodukéného
traktu, vratane prsného epitelu, kumularnych, granul6znych alebo vajcovodovych buniek,
samce mysi boli nakoniec klonované z buniek distilnej casti chvosta (Wakayama
a Yanagimachi, 1999) anasledne podobné vyvojové stupne boli pozorované u embryi
klonovanych bud’ zo samcieho alebo samicieho jadra u hoviddzieho dobytka a mysi (Kato
et al., 2000; Wakayama a Yanagimachi, 2001). Bunky zo skorych §tadii st najCastejSie
vybraté pre somatické klonovanie (Kubota et al., 2000). Bunky plodu, Specializované
fibroblasty su najcastejSie pouzivané v experimentoch somatického klonovania u vacsiny

polnohospodarskych druhov, pretoze maji menSie genetické poskodenia a vysSiu
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proliferaénii kapacitu ako dospelé somatické bunky (Kues et al., 2008). Uspech klonovania
mysi z diferencovanych buniek ako st B- a T-lymfocyty alebo neurény jednoznacne
preukazali, ze Uplne diferencované jadro méze byt vratené do geneticky totipotentnej fazy
(Hochedlinger a Jaenisch, 2002; Eggan et al., 2004). Avsak je stale nejasné, ¢i troven
diferenciacie bunky donora je kl'icova pre uspesné somatické klonovanie. Porovnéavacie
udaje su k dispozicii pre mysi. Pri testovani buniek mysi v réznych fazach diferencicie
bolo zistené, ze ucinnost’ klonovania sa skuto¢ne zvysila s diferenciaciou , ¢o v kone¢nom
dosledku zvysilo celkovy pocet zivonarodenych jedincov (Sung et al., 2006). Klonovanie
mysi je zalozené skor na produkcii embryonalnych kmenovych buniek z klonovanej
blastocysty ako na produkcii zivého potomstva. Menej diferencované bunky boli viac
ucinné pri klonovani mysi ako diferencované bunky pri merani produkcie kmenovych
buniek z klonovanych blastocyst (Hochedlinger a Jaenisch, 2007). U¢innost’ klonovania,
definovana ako potencial na ziskanie pluripotentnych embryonalnych kmenovych buniek
z klonovanej blastocysty, bola nizsia ako 10% s diferencovanymi bunkami donora, vratane
lymfocytov aneuronov (Hochedlinger a Jaenisch, 2002). Podobne bunky svalov
hovidzieho dobytka s odliSnou diferencidciou mikrotubulov, prekurzorovych buniek
a svalovych fibroblastov v koneénom dosledku neposkytli odlisné trovne tspechu v in
vitro vyvoji k blastocyste alebo vo vyvoji in vivo po prenose klonovanych embryi do
nahradnej matky (Green et al., 2007). V experimentoch s mySami mohlo byt jadro
zroznych nadorovych buniek, vratane leukémie, lymfému akarcindbmu prsnika
reprogramované nuklearnym transferom a prinieslo zrejme normalne blastocysty, avSak
embryonalne kmenové bunky nemoézu byt ziskané z tychto blastocyst. Embryondlne
kmeniové bunky moézu byt ziskané z blastocysty klonovanej z buniek melanému a tieto
embryonalne kmenové bunky boli schopné diferenciacie na rézne typy buniek. Chiméry
ziskané z tychto embryonalnych kmenovych buniek preukazali vysoky vyskyt nddorovych
formadcii, ¢o naznacuje, Ze nadorovy potencial darcovskych buniek nebol Uplne vymazany
procesom reprogramovania (Hochedlinger et al., 2004). Ci bunky donora potrebuju byt
nutené k pokojovému stavu bud’ sérom hladovania alebo pomocou inhibitorov bunkového
cyklu je stale vecou diskusie. V mnohych experimentoch si bunky donora indukované na
ukoncenie bunkového cyklu sérom hladovania, ktoré udrzuje bunky v GO/G1 faze
bunkového cyklu (Campbell et al., 1996). Specifické inhibitory cyklin zavislej kinazy ako
roscovitin zvysuju U¢innost’ procesu klonovania, ale konecné dokazy vo formovani
zdravého potomstva chybaju (Miyoshi et al., 2003). Napriek tomu nezosynchronizované

somatické bunky donora mo6zu byt uspeSne pouzité na klonovanie potomstva u mysi
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a dobytka (Cibelle et al., 1998; Wakayama et al., 1999). Stadium bunkového cyklu donora
ma vplyv na morfolégiu chromatinu a jadra transplantovanych krali¢ich embryi (Collas et
al.,, 1992). Pokusy na zlepSenie somatického klonovania boli vykonané zmenenim
epigenetického stavu buniek donora oSetrenim chemikaliami, ktoré ovplyviiuja jeho DNA
metylaciu a histéonova acetylaciu. Upravou donorovych buniek hovidzieho dobytka
trichostatinom A a inhibitorom DNA metylacie sa zlepsil in vitro vyvoj k blastocyste, ale
in vivo vyvoj testovany nebol (Wee et al., 2007). Uginnost klonovania bola vyrazne
zlepsena u vysoko inbridnych kmenov miniatirnych oSipanych po uprave donorovych
fibroblastov pomocou Specifického inhibitora histon deacetylazy. AvSak toto zlepSenie
mdze byt Specifické pre toto inbridne miniaturne prasacie plemeno, ktoré by inak nemohlo
byt’ uspesne klonované (Zhao et al., 2009). Zostava odhalit’, ¢i Uprava buniek donora bud’
DNA metylaciou alebo inhibitorom histon deacetyldzy nakoniec zvySuje vynosy normalne
zijuceho klonovaného potomstva. Sti¢asné dokazy naznacuju, ze hlavne zdroje donorovych
buniek maji najvacsi vplyv na uspesnost’ klonovania. Po prenose embryi klonovanych zo 6
roznych darcovskych zvierat moézu byt ziskané Zzivotaschopné telata len z 2 darcov
(Powell et al.,, 2004). Je eSte potrebné vyvinut spolahlivé metody pre vyber alebo
modifikaciu buniek donora na zvySenie u€innosti somatického nuklearneho transferu.

Dalsi krok predstavuje fzia enukleovaného oocytu a donorovej bunky (Obr. &.
21C). Tieto dva komponenty typicky splyvaju pomocou kratkych pulzov s vysokym
napitim cez kontaktny bod medzi dvoma bunkami. Tento pulz otvori péry v membrane
a mensSia donorova bunka je zaclenend do cytoplazmy oocytu recipienta (Obr. €. 23.).
U myS$i moZe byt namiesto elektrofuzie pouzity piezoelekticky mikroinjekény nastroj.
Membrana donorovej bunky je naruSend a separovand od jadra nasatim do sklenenej
mikropipety a jadro je potom injektované do cytoplazmy oocytu (Wakayama et al., 1998).
Splynuty oocyt obsahujuci bunku alebo jadro donora sa nazyva rekonstruovany komlex.

FElectrodes

Obrazok ¢. 23. Elektricka stimulécia enukleovaného oocytu s DNA donora.

(Dostupné na: http://www.cogforlife.org/, 2012)
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Nasledujucim krokom je aktivacia rekonStruovaného komplexu. Pri prirodzenom
oplodneni prenikanie spermie aktivuje vajicko, ¢im sa vajicko stdva pripravenym na
udrzanie embryonalneho a fetalneho vyvoja. Aktivacia je komplexny Strukturdlny
a biochemicky proces, ktory zahffia zmenu pH a presun vezikuldrnych granul na okraj
oocytu, aby sa zabranilo polyspermii. Aktivacia komplexov nuklearneho transferu sa
pokusa napodobnit’ tieto procesy a je dosiahnutad bud’ kratkymi elektrickymi impulzmi
alebo pri kratkom pdsobeni chemickych latok ako je ionomycin alebo dimetylaminopurin
(DMAP). Obidve metody spustaju privod vapnika a zacatie bunkového cyklu. Vysledkom
aktivacie je zacatie vyvinu rekonstruovaného embrya (Obr. €. 24.), ktory bol zastaveny

u oocytu v stadiu metafazy II.

0NR®

Obrazok ¢. 24. Vyvoj embrya od 1-bunkového po blastocystové stadium.

(Dostupné na: http://www.cogforlife.org/, 2012)

Uspesna produkcia klonovanych embryi pomocou SCNT zavisi na interakcii donorského
jadra srecipientnym cytoplastom a aktivacii cytoplastu. Existuje mnozstvo umelych
osetreni napodobiujucich aktivaciu, ku ktorej dochadza v procese oplodnenia vajicka
spermiou napr. elektrickd stimuldcia (elektroporacia) alebo chemicka stimulécia
(ionomycinom, stronciom, kalciovou ionoforézou), ktoré vedl k dokonceniu meiotického
zrenia (Petrovicova, 2010). U cicavcov je aktivacia vaji¢ka pri oplodneni indukovana
sériou opakovanych zmien v koncentracii intraceluldrneho Ca2+ poc€as uvolnenia
z endoplazmatického retikula (Miyazaki et al., 1993). Tieto oscilacie Ca2+ s nevyhnutné
pre vyvoj embrya a za¢inaju niekol'’ko minut po fuzii gamét, pricom sa objavuju v roznej
frekvencii a pretrvavaji az do vzniku prvojadier (t.j. asi 4-6 hodin po oplodneni (T6th et
al., 2006). Chronologicky sled udalosti po¢as nuklearneho transferu je nevyhnutny pre
nasledujuci uspesny vyvin klonovaného embrya. Existuju tri spdsoby aktivacie z hl'adiska
nacasovania tohto procesu. Prvym je preaktivacia, teda aktivacia prebieha pred vlastnou
faziou jadra a cytoplastom. Druhym sposobom je bezprostredna aktivacia, ktora prebieha
bud’ v Case fuzie alebo tesne po fuzii. Poslednym sposobom je oneskorend aktivacia, ktora
prebieha v presne uréenom Sase po fuzii. V pripade jadier embryonalnych buniek je

najoptimalne;jsi Cas aktivacie pred alebo pocas fuzie (Akagi et al., 2003), zatial’ o u jadier
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somatickych buniek sa ukazuje ako najvhodnejSia moznost’ aktivacie niekol'ko hodin po
transfere, Cize oneskorend aktivacia v zavislosti od pouzitého kindzového inhibitora
(Onishi et al., 2000). V podmienkach oneskorenej aktivacie prebieha remodelacia a vyvoj
jadra prenesenych prasacich oocytov (Yin et al., 2006). NajcastejSim spdsobom aktivacie
je kombindcia ionomycinu alebo kalciovej ionoforézy s 6-dimetylaminopurinom (6DMAP)
alebo cykloheximidom (CHX). Ionomycin prednostne mobilizuje intracelularne zasoby
Ca2+, pricom vyvolava iba jednoduché uvolnenie Ca2+ skor nez dojde k prirodzenému
opakovanému uvolneniu. Vapnik inaktivuje CSF supresorova aktivitu MPF (maturation
promoting factor) faktora a naslednou aplikaciou latok ako 6-DAMP (inhibitor serinove;j
protedzy) alebo CHX (inhibitor syntézy proteinov), potlaca alebo zabraiuje reformacii
aktivity maturaného faktora MPF. Osetrenie 6-DMAP moZe zabranit extruzii
chromozémov (Galli et al., 2003). Casto sa pouZiva tiez cytochalazin, ktory potlada
usporiadanie mikrofilamentov tym, Ze pokryje jeden zjeho koncov. Dalsim &initefom
mdze byt nokodazol, ktory vplyva na stavbu mikrofilamentov. Pri aktivacii oocytov
pouzitim stroncia za pritomnosti cytochalazinu maju zygoty dve alebo tri pseudo-
prvojadra. AvSak pri aplikacii nokodazolu je v rekonstruovanych zygotdch viacero
prvojadier. Miera schopnosti vyvinu je rovnakd pri oboch typoch cytokinetickych
inhibitorov, z ¢oho vyplyva, Ze nemaju skodlivy efekt na d’al$i vyvin rekonstruovanych
embryi (Wakayama, 2007).

Dalsim krokom je do¢asna in vitro kultivacia rekonstruovaného embrya. Klonované
embrya moézu byt kultivované in vitro do $tadia blastocysty (5-7 dni) na posudenie
zaCiato¢nej vyvojovej schopnosti pred prenosom do nahradnej matky. Kultirové systémy
pre mysie embryd aembryd prezuvavcov su celkom pokrocilé aumoziuju beznu
produkciu 30-40% blastocyst z in vitro oplodnenych oocytov izolovanych z bitinkovych
vajeCnikov (Niemann et al., 2002). Kultivaénym médidm chybaju dve obvyklé zlozky,
EDTA a glutamin, zlepSujuce in vitro vyvoj klonovanych mysich embryi (Dai et al., 2009).
Doplnenie kultivaéného média s antioxidantom vitaminom E pocas in vitro dozrievania
oocytov a buniek donora zlepSilo formovanie blastocyst a zmensilo sa poSkodenie DNA
embryi hovidzieho dobytka (Wongsrikeao et al., 2007). Uspe$né pokusy boli tiez
vykonané na zvySenie vyvojového potencidlu klonovanych embryi zmenenim ich
epigenetického stavu. Doplnenie kultivaéného média s inhibitorom diacetylazy,
trichostatinom (TSA), na zvySenie histonovej acetylacie malo tiez nejaky uspech.
Doplnenie kultivatnho média s 50nM TSA zlepsilo in vitro ain vivo vyvoj prasacich

embryi, kym d’alSie TSA davky nezlepsili vyvoj (Zhao et al., 2010). TSA oSetrenie zvysilo
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acetylaciu len na Specifickych histonovych miestach u prasacich embryi klonovanych
z fibroblastov a zlepsenie vyvoja bolo Specifické pre typ donorovej bunky. S fibroblastom
pochéadzajucim z prasacich embryi sa ukazuje lepsi vyvoj ako zembryi klonovanych
z buniek kostnej drene (Martinez-Diay et al., 2010). Doplnenie média s inhibitorom histon
deacetylazy kyseliny valproovej zlepsilo vyvoj klonovanych embryi miniatirnych prasiat
a zachovalo ich schopnost k vyjadreniu OCT4 gén, ktory je kritickym transkripénym
faktorom kontrolujicim indukciu a udrzanie pluripotencie (Miyoshi et al., 2010). Tieto
vysledky ukazuju, Ze exogénna modifikdcia epigenetického stavu kultivovanych
klonovanych embryi mozno zlepSuje vyvoj pre urcité typy donorovych buniek.

Posledny krok predstavuje prenos do nahradnej matky alebo skladovanie v tekutom
dusiku (-196). Klonované mySie embrya su zvycajne chirurgicky prenasané do vajcovodov
alebo maternice ndhradnej matky. Podobne u prasiat su aktivaéné komplexy nukledrneho
transferu okamzite prenesené do vaje¢nika recipientného zvierata. Uspech klonovania
osipanych bol vyznamne zlepSeny selekciou mladych recipientov a poskytnutim 24
hodinovej asynchronie medzi preovulaénymi vajcovodmi recipientov a rekonsStruovanymi
embryami Pravdepodobne toto dalo embryam viac ¢asu na dosiahnutie potrebnej urovne
jadrového reprogramovania a viedlo k tehotenstvu priblizne na 80% a len mierne zniZenej
velkosti pri vrthu (Petersen et al., 2008). Embrya hovddzieho dobytka v §tadiu moruly
alebo blastocysty moézu byt prenesené nechirurgicky do rohov maternice
synchronizovanych recipientiek prostrednictvom zavedenych postupov prenosu embrya
alebo mozu byt zmrazené kryoprezervaciou (kryokonzervaciou) povodne vyvinutej pre in
vitro produkované embrya. Somatické bunky moézu byt l'ahko uchovavané zmrazené
Vv tekutom dusiku (-196°C) a po rozmrazeni moézu byt pouZzité ako donor buniek v SCNT
na ziskanie Zivého potomstva. Zivé mysi boli dokonca klonované z buniek zmrazenych na
-80 alebo -20°C pre predizenie ¢asového intervalu bez kryoprotektantu (Li a Mombaerts,
2008; Wakayama et al., 2008).
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1. 5. 4 Praktické vyuZitie a vyznam tvorby klonovanych jedincov

V stcasnosti sa tvorba klonovanych jedincov zameriava na viaceré oblasti vedy
a vyskumu.

Reprodukéné klonovanie (Obr. €. 26) sa vyuziva na zachranu ohrozenych druhov a
zachovanie genetickych zdrojov (Chrenek, 2008). Klonovanie je ddlezité v zivociSnej
vyrobe apri zachovani biodiverzity a populacie ohrozenych druhov Zivoc¢ichov. Jeho
ciclom je klonovat' hospodarsky vyznamné zvierata s vysokou plemennou a uzitkovou
hodnotou (Petrovicova, 2010). Reprodukéné klonovanie predstavuje moznost' lieenia
muzskej neplodnosti. Bolo klonované 'udské 4-bunkové embryo (Zavos a Illmense, 2006).

Medzi oblasti vyuZitia SCNT dalej patri tvorba transgénnych zvierat, resp.
geneticky modifikovanych jedincov. Na zvySenie uspeSnosti tvorby geneticky
modifikovanych jedincov sa vo vicéSine experimentov vyuziva kombinacia viacerych
biotechnologickych metéd napr. in vitro dozrievanie oocytov, transgenéza, klonovanie
a metdda tvorby chimér. Synchronizovanim tychto metdd je mozné vytvorit’ chimerického
klonovaného transgénneho jedinca (Obr. ¢. 25), ktory tvori zaklad pre zaloZenie novej

geneticky upravenej linie (Chrenek, 2008).

Obrazok ¢. 25. Klonovany chimericky kralik.
(Dostupné na: http://www.agroporadenstvo.sk/, 2012)

SCNT je vhodny na produkciu transgénnych hospodarskych zvierat a nahradil DNA
mikroinjekciu cudzej DNA do prvojadra pre tento ucel. ZlepSena transgenéza ma osobitny
vyznam Vv oblasti reprodukéného klonovania vd’aka mnoZstvu vyznamnych vyhod oproti
predtym pouzivanych technoldgii mikroinjekcie (Kues a Niemann, 2004; Niemann a Kues,
2007). Velkou vyhodou tejto metddy je, Ze somatické bunky darcu mo6zu byt prenesené
s roznymi génovymi konStrukciami a tieto bunky s najvhodnejSou expresiou vzoru mozu
byt’ vybrané in vitro ako donor buniek. Dokonca cielené genetické modifikacie, také ako
napriklad génovy knock-out homologickej rekombinacie, su zluciteIné s primarnymi
bunkovymi kultarami. Transgénna expresia vzoru poskytuje ovela viac kontrol ako bolo

mozné s mikroinjekciou (Kues a Niemann, 2004).
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Terapeutické klonovanie (Obr. ¢. 26) slizi na ziskavanie kmenovych buniek, resp.
na produkciu klonovanych buniek, ktoré mézu nahradit’ poskodené tkaniva alebo organy,
teda vyuzivaju sa pri liecbe roznych chordb. Jej cielom je vylieCenie ochoreni bunkami
vyprodukovanymi vlastnym telom (Petrovi¢ova, 2010). Terapeutické klonovanie sa zatial’
uspesne otestovalo len na mysiach, ale vedci s presvedceni, ze ho bude mozné pouzit’ aj
pri lie¢eni I'udi (Chrenek, 2008).

Somatic body cell with desired genes

@ . Nucleus fused with denucleated egg cell

> 0
(@
/' Clone
': Q
v
Egg cell O
Nucleus removed
CC
REPRODUCTIVE CLONING oc%o —  » Surrogate Mother
CC <
THERAPEUTIC CLONING (s —» @ CO —» gfls[“"
CC) CRC) are

Obrazok ¢. 26. Reprodukené a terapeutické klonovanie.

(Dostupné na: http://scienceprogress.org/, 2012)

Kmetiové bunky st nediferencované pluripotentné somatické bunky, z ktorych
Vv pripade potreby modze vzniknit hocijakd bunka. Su roztrisené po celom tele a maji
schopnost’ migracie (Laurincik, 2008). Maju obrovsky potencidl, pretoze teoreticky by
mohli byt vyuZité na lieCenie mnohych chordb ako je Alzheimerova alebo Parkinsonova
choroba, cukrovka, rakovina, leukémia, neurodegenerativne ochorenia, invazivne Urazy
a d’alsie. Kmeniové bunky nemaji znaky buniek Ziadneho konkrétneho organu. Dokazu
delenim obnovovat’ samé seba a menit’ sa na bunky réznych tkaniv. Pri lieCbe pacienta
jeho vlastnymi kmenovymi bunkami nehrozi, ze by ich telo odmietlo tak, ako sa to moze
stat’ pri transplanticii cudzich organov (Chrenek, 2008). Embryonalne kmetiové bunky boli
vytvorené aj nukledrnym transferom l'udského somatického jadra do krali¢ich oocytov
(Chen et al., 2003). Z dospelych somatickych buniek boli klonovani ohrozeni vici (Kim et
al., 2007). Zo somatickych kmenovych buniek plodu boli vyprodukované Zivotaschopné
osipané (Hornen et al., 2007).

Dalsou oblastou mozného vyuzitia SCNT st xenotransplantacie, ktoré predstavuju

transplantaciu cudzieho orgdnu medzi réznymi Zivo¢iSnymi druhmi. MnoZstvo pacientov
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zomiera pre nedostatok organov (srdce, peceni, oblicky ainé), ktoré st vhodné na
transplantaciu. Mozné rieSenie je vo vyuZziti organov o$ipanej, pretoze ma vel'mi podobné
usporiadanie vnutornych organov ako clovek. OSipand samozrejme musi byt geneticky
upravena z hladiska imunity a pritomnosti patogénov (Chrenek, 2008). Medzidruhova
transplantdcia a nukledrny transfér umoznujii zachovanie ohrozenych druhov cicavcov
(Amstislavskij, 2006). Ohrozené¢ mackovit¢é Selmy boli klonované pomocou
heterospecifickych oocytov donora a medzidruhového embryotransferu (Gomez et al.,
2009).

Klonovanie ma vyznam avyuzitie aj voblasti polnohospodarstva.
V pol'nohospodarstve sa klonovanie vyuziva na produkciu jedincov s genetickym
vybavenim najlepSieho jedinca. Produkcia klonovanych jedincov prenosom somatickej
bunky eliminuje jedného zrodi¢ov, ¢im by sa vyrazne zvySila ekonomika chovu. Na
druhej strane je riziko, ze pri nekontrolovanom pareni moze dojst’ k vysokému stupnu
pribuznosti, ¢o mdze sposobit’ vyskyt poruch, degeneracii a defektov.

Klonované jedince sa pouzivajii aj na experimentdlne ucely, kde sa geneticky
identické jedince vyuzivaji v roznych experimentoch na sledovanie vplyvu prostredia
(Chrenek, 2008).

Vynikajice oblasti aplikdcie SCNT =zahffiaju produkciu rekombinantnych
farmaceuticky vyznamnych proteinov V prsnej zl'aze transgénnych hospodarskych zvierat
(pharming) a generaciu transgénnych prasiat pre xenotransplantaény vyskum. Gén
»pharming* predstavuje produkciu rekombinantnych farmaceuticky aktivnych l'udskych
proteinov u transgénnych zvierat. Tato technoldgia prekonava obmedzenia konvecnych
mikrobiadlnych vyrobnych systémov alebo vyrobnych systémov zaloZenych na bunkovej
kultire s rekombinantnou DNA a postupila do Stadia komercnej aplikécie. Prsna zl'aza je
prednostnym miestom produkcie hlavne preto, Ze mnoZstvo proteinov, ktoré mozu byt
produkované v tomto organe pomocou Specifickych promotérovych Casti prsnej Zl'azy.
Produkty prsnej Zl'azy transgénnych ko6z a oviec boli podrobené roznym klinickym Studidm
aboli schvalené regulaénymi organmi (Kind a Schnieke, 2008). Antitrombin III (ATIII)
produkovany v prsnej Zlaze transgénnych ko6z bol schvaleny pre liecbu pacientov
rezistentnych na heparin podstupujicich srdcovoplicne procedury. Enzym a-glukozidaza
(Pharming BV) z mlieka transgénnych kralikov bol uspesne pouzivany na liecbu chorob.
Ocakava sa, ze aj rekombinantny C1 inhibitor (Pharming BV) produkovany v mlieku

transgénnych kralikov bude v blizkej buducnosti schvaleny pre pouzivanie v humdannej
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medicine. Odhaduje sa, Ze viac ako 12 rekombinantnych proteinov je aktualne v odlisnych
fazach klinického testovania (Kind a Schnieke, 2008).

Na uzavretie rasticeho rozdielu medzi dopytom a dostupnostou vhodnych organov,
transplantacni chirurgovia teraz zvazuju pouzivanie xenoimplantatov z domestifikovanych
prasiat. Prekonavanie imunologickej prekazky pre nestthlasného darcu druhov ako je prasa,
vyzaduje prevenciu hyperakitneho odmietnutia (HAR) a akttneho cievneho odmietnutia

(AVR) (Petersen at al., 2009; Oropeza et al., 2009).

1. 5. 5 Miera tspesnosti somatického klonovania a otazka normalnosti klonovaného

potomstva

Uspesnost somatického nuklearneho transferu cicavcov je nizka a pohybuje sa
v rozmedzi 1-3% transferovanych embryi. O véc¢Sine druhov nie je vela informécii a ¢o
bolo zverejnené je z velkej Casi zalozené na prvych priekopnickych pokusoch. Pre hovéadzi
dobytok a oSipané boli zostavené vicSie datové subory a jasne ukazuji, Ze ucinnost
klonovania sa neustéle zlepSuje s va¢simi technickymi zru¢nost’ami a rastiicimi znalost’ami
zakladnych mechanizmov. Klonovanie hoviddzieho dobytka teraz dosahuje tspesnost’ 20-
25% zivo narodeného potomstva (Panarace et al., 2007; Kues et al., 2008). Uspech
klonovania oSipanych je 80%, hoci velkost vrhu je mierne zniZend v porovnani
s konveénymi komerc¢nymi poctami chovu (6 prasiatok vs. 9-10 prasiatok). Zisk Zivo
narodenych na prenesenych embryach je 3-5% (Petersen et al., 2008). Prezivajice embrya
mozu vykazovat rozne ultrastrukturalne abnormality ako sekundarne lyzozomy a vakuoly,
menej mitochondrii, polyribozomov, pevnych uzlov a filamentovych Struktar v porovnani
sich in vitro vyprodukovanymi kolegami (Alexopoulos et al., 2008). Na zaklade toho

mozno usudit’, Ze prirodzena umrtnost’ embryi je 35-50% u prasiat a hovéidzieho dobytka.
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Tabul'ka ¢. 3. Efektivita tvorby klonovanych jedincov prenosom jadra somatickej bunky.

(Dostupné na: http://www.agroporadenstvo.sk/zv/ostatne/klonovanie.htm, 2012)

Uspesnost’ tvorby Uspesnorst Zivotaschopnost Efektivita
, narodenych ;e e .

Druh klonovanych , klonovanych jedincov | klonovania

embryi (%) !(lo_novanych (%) (%)
jedincov (%)

kralik 64 10 66 0,3
osipana 9,5 20 80 0,5
koza 27 20 85 5,2
ovca 25 20 36 3,0
HD 29 29 64 1,5

Pre- apostnatilny vyvoj modze byt ohrozeny ardzny podiel potomstva
u hovidzieho dobytka, oviec a mysi ukdzali aberantné (nenormaélne) vyvojové modely
a vzrastla perinatdlna Gmrtnost. Tieto abnormality zahriiuju Siroku Skalu symptémov,
vratane predizeného obdobia gravidity, nadmernej velkosti potomstva, aberantnej
placenty, kardiovaskuldrnych problémov, respiraénych portch, imunologickych
nedostatkov, problémov so $achami, obezity, poruch obli¢iek a pecene a vyssej citlivosti
na novorodenecké choroby. Tieto su zhrnuté pod spolocnym nézvom rozsiahly syndrém
potomstva (Large Offspring Syndrome — LOS) a prevazne boli najdené u preziivavcov
(ovce, dobytok) a umysi (Renard et al., 1999; Tamashiro et al., 2000; Ogonuki et al.,
2002; Perry a Wakayama, 2002; Rhind et al., 2003; Panarace et al., 2007). Vyskyt tychto
portch je ndhodny a nebol spojeny s aberantnou expresiou Ziadnych samostatnych génov
alebo Specifickou patofyzioldgiou. S d’alSim triedenim podla vysledku takého tehotenstva
bol neskor navrhnuty novy termin abnormélny syndrom potomstva (Abnormal Offspring
Syndrome - AOS) pre lepSie vyjadrenie Sirokého spektra tohto patologického fenoménu
(Farin et al., 2006). Hlavny predpoklad je, ze zakladnou priCinou tejto patologie je
nedostatocné alebo chybné reprogramovanie prenasaného jadra somatickej bunky, ktoré
primarne ovplyviiuje rast a funkcie placenty (Bauersahs et al., 2009). Mnohé ¢asti genému
dolezité pre metabolizmus a imunitnu funkciu su podstatne zmenené v tehotenstve
u klonov hoviddzieho dobytka v porovani s komeréne chovanymi zvieratami (Mansouri-
Attia et al., 2009).

Napriek tymto patologickym zmenam, prehlad zverejnenej literatury o klonovani
poukazuje na to, ze najviac klonovanych zvierat je zdravych a vyvijaji sa normalne
(Cibelli et al., 2002). Toto je v stlade s pozorovanim, Ze vyvoj cicavcov je pomerne

tolerantny na menSie epigenetické odchylky v gendme. Nepatrné abnormality v génove;j
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expresii sa nezdaju byt’ v rozpore z prezitim klonovanych zvierat (Humphreys et al., 2001).
Je jasné, Ze akonahle klonované potomstvo prezilo neonatalnu periodu a dosiahlo 6
mesiacov veku (dobytok, ovce), nie je odlisSné s ohl'adom na mnohé biochemické
parametre krvi a mo¢u (Chavatte-Palmer et al., 2002), imunitného stavu, telesného stavu
(Lanza et al., 2001), reprodukénych parametrov (Enright et al., 2002) a zisk a zlozenie
mlieka (Pace et al., 2002). Neboli najdené ziadne rozdiely v mise aV zlozeni mlieka
klonov hovédzieho dobytka v porovnai s ich rovnako starymi jedincami, vSetky parametre
boli v normalnom rozmedzi (Tian et al., 2005; Yang et al., 2007). Podobné vysledky boli
zaznamenané aj v pripade klonovanych osipanych (Archer et al., 2003). Podl'a odbornych
komisii to nie je dostatoény vedecky dokaz pri rieSeni otdzky bezpecnosti jedla
pochadzajuceho z klonovanych zvierat (Rudenko et al., 2007; Fox, 2008). Ocakéva sa, Ze
produkty z klonovanych zvierat aich potomstva vstipia na trh v najblizS§ich rokoch
odrazajic regiondlne politické predpisy. Vzhl'adom k obmedzenym skusenostiam so
somatickym klonovanim, ktoré bolo vo vSeobecnosti pouzivané len od roku 1997
arelativne dlhych generaénych intervaloch u domdcich zvierat, Specifické efekty
klonovania na dlhovekosti astarnuti eSte neboli plne hodnotené. Predbezné udaje
nenaznacuju patologické zmeny v druhej adalSich generaciach klonovanych mysi

a dobytka (Wakayama et al., 2000; Kubota et al., 2004).
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2 CIELE PRACE

Cielom tejto prace je zozbierat’ a poskytnut’ ¢o najviac informécii tykajucich sa
somatického nuklearneho transferu, d’alej skimanie vyvoja klonovanych intergenerickych
embryi, preskimanie schopnosti a vlastnosti ooplazmy v procese reprogramovania
somatického jadra, posudenie vplyvu ooplazmy na Strukturu jadierka, Strukturdlna analyza
jadierka pomocou TEM, vizualizdcia a lokalizacia jadierkovych proteinov, posudenie

vplyvov cytoplazmy oocytu na nukleologenézu.
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3 MATERIAL A METODIKA

3. 1 Ziskavanie oocytov a in vitro maturacia

Kumulo-ocytarne komplexy (cumulus-oocyte complexes - COCs) hovédzieho
dobytka boli izolované rozrezanim (slicing) vajecnikov z porazené¢ho dobytka rdzneho
povodu. Vybrané COCs boli maturované in vitro v tkanivovom kultivatnom médiu TCM
199, ktory obsahoval a-glutamin, 25mM HEPES (Sigma, St. Louis, MO, USA) doplneny
022 pg/mL pyruvat, 2,2 pg/mL NaHCO3, 50 pg/mL gentamicin, 10 IU/mL eCG a5
IU/mL hCG (Suigonan, Intervet, Tonisvorst, Germany). Maturaéné médium bolo doplnené
0 0,1%-ny hovadzi sérovy albumin bez mastnych kyselin (BSA) (frakcia V, A9647,
Sigma). Oocyty boli in vitro maturované v 100 pl kvapéckach matura¢ného média (15-20
oocytov na kvapdcku) pod hladinou silikonového oleja 19 hodin pri 39°C a 5% CO2 vo
vlhkom prostredi. Po maturacii, kumuldrne bunky boli kompletne odstranené
vortexovanim s 0,1% hyaluroniddzou vo fosfatovom pufri. Oocyty s jasne viditeInymi
extrudovanymi poldrnymi telieskami (MII oocyty) boli vybrané pre d’alSie experimenty
(Eckert a Niemann, 1995).

Ovaria (vajecniky) z predpubertalnych prasni¢iek boli ziskané z miestnych bitankov.
Oocyty saspon tromi kompletnymi vrstvami kumularnych buniek boli zozbierané
a maturované in vitro po dobu 40 hodin (Holker et al., 2005). Nasledne boli dozreté oocyty
prenesené do TL-HEPES s obsahom 0,1% hyaluronidazy a inkubované 5 min. Kumularne
bunky boli odstrdnené opakovanym pipetovanim. ObnaZené oocyty boli prenesené do
kvapiek TL-HEPES pokryté mineralnym olejom (silikonova kvapalina DC200, Serva,

Biochemica, Heidelberg).

3.2 SCNT a partenogeneticka aktivacia

Prevazne dospelé samicie fibroblastypouzivané pre SCNT u obidvoch druhov boli
ziskané zo vzoriek koze usi ziskanych z bitinkov. Tkanivo bolo rozrezané a rozptylené
v 0,1% trypsine. Explantaty boli udrziavané v DMEM-F12 a trypsinizované. Zozbierané
bunky boli zriedené na koncentraciu jedného miliéona buniek/mL a potom bud’ zmrazené

v 10% DMSO alebo vratené do kultary. Fibroblasty boli uvedené do obdobia pokoja (GO)
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sérom hladovania pocas 3 dni (0,5% fetalneho telacicho séra-FCS) (Holker et al., 2005;
Niemann et al., 2002). Hned’ pred transferom do enukleovaného oocytu bola suspenzia
donorovych buniek pripravend Standardnou trypsinizaciou. Bunky boli oSetrené,
premieSané a udrziavané v TCM-air médiu.

Pre produkciu embryi nukledrnym transférom, MII oocyty boli umiestnené¢ v TCM-
air médiu obsahujucom 5 pg/ml Hoechst 33342 a 7,5 pg/ml cytochalzinu B pocas 8 min.
Oocyty boli enukleované odsatim prvého polarneho telieska a MII platnicky. Samostatny
oddeleny fibroblast bol preneseny do perivitelinného priestoru enukleovaného oocytu
recipienta pomocou 30-um pipety. Oocytarno-fibroblastové bunkové komplexy boli
elektricky fuzované 1-2 impulzami 0,7 kV pocas 30 psek (hovddzie oocyty) alebo jednym
1 kV impulzom pocas 99 psek (prasacie oocyty) v 0,285 M manitolovom médiu
obsahujicom 0,1 mM MgSO04 a 0,05% BSA s Eppendorfovym Multiporatorovym strojom
(Hamburg, Germany). Fuzované bunkové hybridy (SCNT) a neporusené oocyty
(partenogeneticky aktivované) boli chemicky aktivované v roztoku5 pM ionomycinu
(Sigma) poCas 5 minit s naslednou 3-4 hodinovou inkubaciou v2 mM 6-
dimetylaminopurinu (6-DMAP; Sigma). Po aktivéacii boli embrya premyté a kultivované
v 30-uL kvapkach SOFaa média doplnené¢ho s 0,4% BSA 39°C v 5% CO2 a90% N2
v modularnych inkubatorovych komorach (Hornen et al., 2007; Niemann et al., 2002).

Embry4 boli ziskané 2, 4, 8 a 12 hodin po aktivacii (hpa) pre d’alSie pouZitie.

3. 3 Kravské tetraploidné embrya

Tetraploidné embryd boli produkované podla protokolu pre SCNT embrya
splynutim diploidného Zenského fibroblastu soocytom MII bez predchadzajicej
enukleacie. Polarne telieska boli odstranené z perivitelinného priestoru bez ovplyvnenia

oolémy.
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3. 4 Priprava na autoradiografiu pre svetelnu a transmisnu elektronovia

mikroskopiu

Styri az Sest’ embryi na skupinu bolo hodnotenych pre nukleolarnu ultrastruktiru.
Embrya boli fixované v 3% glutaraldehyde v 0,1 M Na-fosfatovom pufri (pH 7,2),
nasledne premyté v 0,1 M Na fosfatovom pufri a fixované V 1% OsO4 v 0,1 M Na-
fosfatovom pufri, vlozené do Eponu a postupne nakrajané na polotenké rezy (2 um). Tieto
rezy boli zafarbené so zakladnou toluidinovou modrou a vyhodnotené pod svetelnym
mikroskopom. Vybrané polotenké rezy boli znovu zaliate do Eponu (Hyttel a Madsen,
1987) a spracované pre ultratenké rezanie (70nm). Ultratenké rezy boli kontrastované
Suranyl acetditom a citrdtom olova a vyhodnotené pod transmisnym elektronovym

mikroskopom Philips CM100.

3. 5 Imunodetekcia jadierkovych proteinov

Na imunodetekciu boli pouzité I'udsky antifibrilarin (1:500) (Ochs et al., 1985)
a mysi monoklondlny antiupstream vizbovy faktor (UBF; 1:50). U tychto protilatok bolo
preukazané na Specificky oznacenych komponentoch jadierka u embryi mysi (Svarcova et
al., 2009), hovddzieho dobytka (Laurincik et al., 2000; Svarcova et al., 2007, 2008)
a osipanych (Hyttel et al., 2000a).

Pre nucely nepriamej imunofluorescencie bolo zozbieranych 8-15 embryi v kazdej
skupine 4 a12 hpa. Zona pellucida embryi bola odstranena oSetrenim 1% pronazou.
Nasledne boli embrya fixované v 4% paraformaldehyde po dobu 40minut pri izbovej
teplote, premyvané v 1% Tritone X-100 v PBS, blokované v 2% hovéddzom sérovom
albumine BSA v PBS 30 mintt a inkubované 1 hodinu s priméarnou protilatkou pri izbove;j
teplote. Nadbytok primarnej protilatky bol odstraneny rozsiahlym umyvanim tesne pred
inkubaciou s Alexa 488 (fibrilarin) a s Alexa 594 (UBF), zriedenej v PBS obsahujtcej 2%
BSA pocas 1 hodiny pri izbovej teplote. Nakoniec boli embrya umiestnené na podlozné
sklicka pomocou Antifade pripeviiovacieho média a zakryté krycim sklickom. Embryé boli
pozorované na konfokalnom laserovom skenovacom mikroskope (Zeis). Kontrola
imunofarbenim bola vykonand vynechanim primarnej protilatky, ¢o viedlo vo vSetkych

pripadoch ku strate znacenia.
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3. 6 Vyvojova schopnost’ embryi

Intergenerické embrya piSCNT boli schopné vyvinu do S$tadia 16-bunkového
embrya abiSCNT embrya do 4-bunkového S$tadia, ¢o zodpoveda vyvojovému bloku
definovaného hostitel'skou ooplazmou. Prasacie a hovidzie partenogenetické embrya sa

vyvinuli do Stadia blastocysty s uspesnostou medzi 40-50%.

3.7 Etika

Zaobchadzanie so zvieratami bolo vykonavané v stlade s Priruckou pre
starostlivost’ a vyuzivanie polnohospodarskych zvierat v pol'nohospodarskom vyskume

a vyucbe.
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4 VYSLEDKY

4.1 Aktivacia transkripcie

Ziadne z hodnotenych embryi neprejavilo autoradiografické farbenie, ¢o je v stlade

s predpokladom, Ze v tejto faze je nedostatok transkripénej aktivity.

4. 2 Intranuklearne Struktury prasacich oocytov

4. 2. 1 Prasacie partenogeneticky aktivované (pPA) embrya

Po celu dobu pozorovania boli v jadrach pPA embryi lokalizované rozsiahle NPBs
zlozené z denzného fibrilarneho materidlu typického pre zygoty oSipanych a zaCiato¢né
stadium Stiepenia embryi. 2 a 4 hpa bol chromatin pripojeny k niektorym NPBs. 8 hpa boli
gulovité zhluky rozsiahlych elektronovo-denznych granil podobajuce sa zrnieckam

vnutorného chromatinu lokalizované spolu s NPBs.

4. 2. 2 Kravské intergenerické SCNT(biSCNT) embrya

Po celt dobu pozorovania boli v jadrdch biSCNT embryi lokalizované typické
prasacie NPBs. 2 a 12 hpa bol s NPBs spojeny slaby chromatin. 8 hpa boli v pripojeni

s NPBs zazamenané gul'ovité zhluky velkych elektron-denznych grantl.

4. 3 Intranuklearne Struktury kravskych oocytov

4. 3. 1 Kravské partenogeneticky aktivované (bPA) embrya

V bPA embryach boli prvé Struktary suvisiace s jadierkom pozorované v troch zo
Styroch vzoriek 4 hpa vo forme malych kravskych NPBs zloZenych z denzného materidlu
(Obr. ¢. 27a). K tymto Struktaram boli pripojené slabé zhluky heterochromatinu. Podobne
to bolo aj 8 hpa. 12 hpa spolu s NPBs existovali gulovit¢ zhluky malych elektron-
denznych granul (Obr. ¢.28d).
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4. 3. 2 Prasacie intergenerické SCNT(piSCNT) embrya

2 hpa jadra piSCNT embryi obsahovali zhluky -elektron-denzného zrnitého
materialu. Od 4 do 12 hpa jadra preukazovali vakuolové zhluky elektron-denzného
zrnitého materidlu, ktoré boli spojené so zhlukmi heterochromatinu (Obr. ¢. 27b). Na
periférii denznych centier boli pozorované volne balené agregaty malych granul, na
ktorych periférii boli najdené nestvislo rozlozené velké granule, ktorych mnoZzstvo réstlo

az do 12 hpa (Obr. €. 28e).

4. 3. 3 Kravské tetraploidné embrya

Intranuklearna (vnutrojadrovd) Struktura popisovana nizS§ie bola pritomnd len
v pronuklearnych jadrach. Podobné $truktiry boli najdené v obidvoch typoch prvojadier;
teda nebolo mozné rozpoznat' maternalny a somaticky pdvod jadra. 4 hpa, ked’ boli
zaznamenané prvé intranukledrne Struktiry, dve zo Styroch embryi preukazovali
pritomnost’ denzne balené¢ho fibrildrneho materidlu spojeného so skupinami malych
a velkych elektron-denznych grantl a heterochromatinom (Obr. ¢. 27c¢). 8 a 12 hpa boli
pozorované typické malé kravské NPBs, ktoré v mnohych pripadoch obsahovali velké
vakuoly a boli spojené so skupinami elektron-denznych granul a heterochromatinom (Obr.
¢. 281).

Imunocytochemicka lokalizacia fibrilarinu a UBF (upstream binding factor) - suhrn
vysledkov vid’. Tab. ¢. 4.

WSlLEr

Obrazok ¢. 27. Intranuklearne Struktary v bPA, piSCNT a TP 4 hpa.
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Tabulka ¢. 4. Lokalizacia fibrilarinu a UBF Vv partenogenetickych, intergenerickych

a tetraploidnych embryach.

Fibrilarin UBF

hpa | distinct | absencia | distinct | absencia N

4 14 0 0 14 14

orasacia PPA "2 14 0 11 3 14
ooplazma 4 7 0 0 7 7
bISCNT 12 7 0 0 7 7

4 10 0 0 10 10

bPA 12 8 0 8 0 8

Kravska | . 4 10 1 0 11 11
ooplazma PISCNT 12 13 0 0 13 13
4 17/17 0/0 5/5 12/12 | 17+17
™ 12 | 10/10 1/1 9/8 2/3 11+11

PPA — 4 hpa bola n4jdend odliSné lokalizacia fibrilarinu vo forme prstencov, zatial’
¢o UBF farbenie chybalo (Obr. ¢. 29A1). 12 hpa bol fibrilarin opét’ lokalizovany vo forme
prstencovitych vnutrojadrovych Struktur, pricom v 11 zo 14 vzoriek bol lokalizovany spolu
s UBF ohniskami (Obr. ¢. 29A2).

biSCNT embrya — 4 a 12 hpa bola pozorovana odlisna lokalizacia fibrilarinu vo
forme prstencov. UBF zafarbenie chybalo v obidvoch ¢asovych bodoch (Obr. ¢. 29A1,
A2).

bPA PISCNT TP

i 2 Yile 2 s o 2 8 B e

Obrazok ¢. 28. Intranuklearne Struktary v bPA, piSCNT a TP 12 hpa.

65



bPA embryd — 4 hpa bol fibrilarin lokalizovany v malych gulovitych
vnutrojadrovych ohniskéach, zatial' ¢o UBF znacdenie chybalo (Obr. ¢. 29C1). 12 hpa bol
fibrilarin lokalizovany vo forme prstencov, ktoré boli lokalizované spolu s UBF (Obr. €.
29C2).

piSCNT embrya — 4 hpa bol fibrilarin lokalizovany v malych gulovitych
vnutrojadrovych ohniskach, kym farbenie UBF nebolo pozorované (Obr. ¢. 29D1). 12 hpa
bol fibrilarin lokalizovany ako mald kompaktna gulovita Struktira no nebolo zistené
ziadne oznacenie UBF (Obr. ¢. 29D2).

Kravské TP — 4 hpa obidve jadrad preukazovali Specificku lokalizaciu fibrilarinu
v malych gulovitych intranukledrnych Strukturach. Ohniskd UBF zafarbenia boli
lokalizované spolu s tymito §truktirami typicky iba v jednom z dvoch az troch jadier (Obr.
¢. 29E1). 12 hpa bol fibrilarin lokalizovany vo forme prstencovitych vnutrojadrovych
Struktar vacSiny jadier a UBF zafarbenie tvorilo vonkaj$i obal okolo fibrilarinového

znacenia (Obr. ¢. 29E2).

biISCNT piISCNT

— POICINE OOplasm Bovine ooplasm

4 hpa

12 hpa

Obrazok ¢. 29. Lokalizacia UBF (Cerven¢) a fibrilarinu (zelené) 4 hpa a 12 hpa u embryi

rézneho povodu.
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5 DISKUSIA

Medzidruhovy a medzirodovy SCNT sa povazuje za dblezity nastroj pre Studium
jadrovo-cytoplazmatickych interakcii (Dominko et al., 1999b; Illmense et al., 2006), lieCbu
neplodnosti (Zavos and Illmense, 2006), produkciu kmenovych buniek (Chen et al., 2003)
a klonovanie ohrozenych zvierat, ktorych oocyty sa naro¢ne ziskavaji (Amstislavskij,
2006; Li et al., 2007; Thongphakdee et al., 2006; Williams et al., 2006; Zhao et al., 2006).
Avsak, produkcia zivého potomstva zintergenerikych embryi nebola zistena
a embryonalny vyvoj okrem fazy majoritnej aktivacie embryonalneho genému je vyrazne
brzdeny.

Remodelovanie a reprogramovanie prenesené¢ho genomu je nevyhnutné pre aspesny
vyvoj embrya nasledujuci po SCNT. Tento proces je sprevadzany PCC a NEBD (Collas et
al., 1992; Tani et al., 2001).

Nepritomnost’ Uiplného NEBD u medzidruhovych embryi nie je nevyhnutne limitujicim
faktorom pre interakcie medzi ooplazmou a zavedenym somatickym jadrom. Neuplné
jadrové obaly pozorované u vacSiny embryi v priebehu celého pozorovania vyjadruju
potencial pre prenos materialu ooplazmy do zavedenych jadier (Sung et al., 2007).

Uspesné prijatie somatického materialu ooplazmou je indikované forméciou ooplazmy
druhovo-specifickych jadrovych subjektov vnutri somatickych jadier uz 2 hpa.

Jednobunkové S§tadid pochadzajice =z prasacich oocytov (pPA, biSCNT)
preukazovali rozsiahle NPBs typické pre zygoty oSipanych a zaciatok fazy Stiepenia
embryii (Tomanek et al., 1989). Jednobunkové $tadia pochadzajiice z kravskych oocytov
(bPA, piSCNT) na druhej strane preukazovali zhluky grantl a malé NPBs casto
s vakuolami typickymi pre kravské zygoty a zaciatok Stadia Stiepenia embryi (Kopecny et
al., 1989, 2000; Laurincik et al., 1996, 1998). Podobné zistenia potvrdzujuce regulaciu
ooplazmy jadierkového vyvoja boli zistené v intergenerickych embryach, ked ovcie
ooplasty prijali prasacie somatické jadra (Hamilton et al., 2004).

Vysledky prace jasne ukazuju, Ze faktory ooplazmy st schopné vstapit do somatického
jadra aregulovat procesy suvisiace so zaiatoénymi krokmi jadierkovej formacie
Vv intergenerickych embryach dokonca aj ked’ NEBD nenastane.

Embrya rekonstruované z kravskej ooplazmy (bPA, piSCNT, TP) preukazovali

variabilni dynamiku ich jadrovych Struktir pocas prvého bunkového cyklu. Kravské

partenogenetické embrya obsahovali neporusené jadierkové Struktiry v priebehu celého
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bunkového cyklu. Intergenerické piSCNT embrya a jedno z dvoch az troch jadier v TP
embryach obsahovali jadierkové Struktiry srdéznym mnoZzstvom pripojenych malych
a vel’kych grantl. PocCet velkych grantl sa zvysil ku koncu bunkového cyklu, zatial’ co
mnozstvo malych granul sa znizilo. Kvoli nepritomnosti transkripcnej aktivity v tejto faze
(Kopecny, 1989; Ostrup et al., 2009) je mozné, ze RNA procesing lokalizovany v jadierku
bol aktivovany. Aktivaéné faktory alebo pripadné substraty, teda pravdepodobne
nepochadzaji z maternalnej ooplazmy, pretoze aktivacia nenastala v partenogenetickych
embryach atieto si zavedené somatickym jadrom. Podobna situdcia bola pozorovana
v oplodnenych kravskych embryach, kde penetracia spermii predstavovala somaticky
faktor (Kopecny, 1989; Kopecny et al., 1989, 2000; Laurincik et al., 1996, 1998). Do akej
miery je tato aktivita potrebnd pre d’al$i vyvoj je zatial nezname. Na zdklade nésho
ultraStrukturdlneho pozorovania predpokladame, Ze zavedeny prasaci somaticky fibroblast
vlastnik komponenty nevyhnutné pre aktivaciu dynamiky jadierkovych Struktiar kravskej
ooplazmy.

Z molekularneho hladiska, vSetky hodnotené jadierkové Struktiry v tomto Studiu
obsahujuce fibrilarin uz od 4 hpa potvrdzujt, Ze protein rRNA processingu je zdkladom pre
formaciu jadierkovych Struktar. Avsak, vzhladom na neSpecifickost protilatky sme
nemohli definovat’ somaticky alebo maternalny povod tohto proteinu. Na druhej strane sme
boli schopni vyvodit povod UBF. V partenogenetickych embryach bol UBF najskor
lokalizovany spolu s fibrilarinom 12 hpa bez zobrazenia odliSného vzoru typického pre
aktivne jadierka. V intergenerickych embryach UBF nemohol byt nikdy detekovany. V TP
kravskych embryach bol UBF lokalizovany v jednom z jadier zygoty 4 hpa a v oboch
jadrach 12 hpa. MéZeme predpokladat’, Ze maternalne zdedeny UBF (bPA, pPA, jedno
z jadier v TP embryach) sa dostava k fibrilarinu obsahujuci jadierkové Struktury priblizne
12 hpa zodpovedajuce neskorej S alebo G2 faze prvého bunkového cyklu (prasa: Laurinéik
et al., 1995; HD: Comizzoli et al., 2000; Laurincik et al., 1998). Presumptivny somaticky
UBF v TP embryach je zretelne lokalizovany v jadierkovych Struktirach az do 4 hpa, ¢o
je vsulade s predchadzjucimi §tidiami vo vnuatrodruhovych SCNT embryach (Ostrup et
al., 2009). Somaticky UBF v intergenerickych embryach (piSCNT, biSCNT) je odstraneny
z jadier uz pred 4 hpa anie je nahradeny ooplazmickym UBF. Porucha v odvode
ooplazmatického UBF k jadierkovym $truktiram moéze teda predstavovat’ hypotézu limitov
ooplazmy v molekularnych interakciach so somatickymi ciel'mi.

UBF je dolezity pre aktivaciu ribozomalnej RNA transkripcie a patri k rodine

proteinov obsahujucich druhovo-$pecifické nukleové kyseliny viazuce domény a je
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schopny viazat DNA (Brown a Szyf, 2008; Panov et al., 2006; Wright et al., 2006; Young
et al., 2007) rovnako ako RNA (Copenhaver et al., 1994). UBF je odvedeny k aktivnemu
jadierku, kde sa viaze s rRNA génovymi sekvenciami cez kyselinovy koniec (Maeda et al.,
1992). V skorych zygotach sa UBF mdze najprv spajat’ s dekondenzovanym chromatinom
priblizne v S-faze ako u partenogenetickych embryi. AvSak u intergenerickych embryi
ooplazmicky UBF napriek jeho vysoko zachovanej proteinovej Struktire (Bolivar et al.,
1999), zlyhava viazanie chromatinu pocas S-fazy indikujice aberantni DNA-proteinova
interakciu. Vo vSeobecnosti moze byt niekol’ko ooplazmickych faktorov zapojenych do
DNA/RNA proteinovych interakcii, ktoré zoslabuju interakciu s introdukovanym
chromatinom a tak brzdia remodelovanie a reprogramovanie v intergenerickych embryach.

Na potvrdenie alebo popretie tohto fenoménu su potrebné d’alSie stadie.
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6 ZAVER

Praca jednoznacne preukdzala, Zze ooplazma cicavcov je schopnd interakcie
S jadrom somatickej bunky rézneho druhu a do urcitej miery kontroluje intranuklearne
molekularne procesy. Introdukované somatické bunky preukazovali podobni morfolégiu
nuklearnych a nukleolarnych Struktur ako hostitel'ska ooplazma.

Napriek tomu transkripény faktor UBF nebol lokalizovany v jadierkach
Vv pseudoprvojadrach intergenerickych embryi, ¢o naznacuje mozni obmedzenti ulohu
druhovo-$pecifickych interakcii. NaSe udaje moézu prispiet K vysvetleniu, preco
intergenerické SCNT embrya nikdy nedosiahnu Gplnu zrelost’.

Tento poznatok vyrazne napomdze, pri hl'adani d’alSich moznych molekularnych
faktorov ovplyvnujucich spravny vyvin embryi ziskanych metédou SCNT, pomocou

ktorych bude mozné optimalizovat’ r6zne matura¢né a kultivaéné média.
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