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Seznam zkratek
AKAP — protein ukotvujici protein kindzu A (protein kinase A anchoring protein)
APC/C — komplex podporujici anafazi (anaphase-promoting complex/cyclosome)
ATP — adenosintrifosfat
Ca— lo — kalcium ionofor A 23187
CaM — kalmodulin
CaMKII — kalcium/kalmodulin dependentni kinéaza II
CAMP — cyklicky adenosin monofosfat
cdc2 — cell division cycle 2 kinase
CGMP — cyklicky guanosin monofosfat
CK1 - casein kinase 1
CsA — cyklosporin A
CSF — cytostaticky faktor
DAG — diacylglycerol
DMSO - dimetylsulfoxid
DNA — deoxyribonukleova kyselina
eCG — equinni choriovy gonadotropin
eNOS - endotelova izoforma syntazy oxidu dusnatého
Emi 1 — inhibitor mit6zy 1(early mitotic inhibitor 1)
ER — endoplazmatické retikulum
ERK — kinaza regulovana extracelularnim signalem (extracellular signal-regulated kinase)
FITC — fluorescein-5- izothiokyanat
FSH — folikulostimula¢ni hormon
GAPDH - glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenaza
GV — zarodecny vacek (germinal vesicle)
GVBD - rozpad zarodecného vacku (germinal vesicle breakdown)

GSKa3 - gylocogen synthase kinase



hCG — humanni choriovy gonadotropin

IGF-1 - Insulin Like Growth Faktor 1

INOS — indukovatelna izoforma syntazy oxidu dusnatého

IP3 —inositol 1,4,5-trifosfat

IPsR — inositol 1,4,5-trifosfatovy receptor

LH — luteiniza¢ni hormon

MI — metafaze prvniho meiotického déleni

MII — metafdze druhého meiotického déleni

MAPK — mitogeny aktivovana protein kinaza (mitogen-activated protein kinase)
MPF — faktor podporujici metafazi (metaphase promoting factor)
MRNA — medidtorova ribonukleova kyselina

MTOC — mikrotubuly organizujici centrum

NFAT — jaderny faktor aktivovanych T-lymfocytt (nuclear factor of activated T-cells)
NNOS — neuronova izoforma syntazy oxidu dusnatého

NO — oxid dusnaty

NOS — syntdza oxidu dusnatého

PBS — fosfatovy pufr (phosphate buffered saline)

PDE — fosfodiesteraza

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

PKC — protein kinadza C

PLC — fosfolipaza C

PP2A, PP2B, PP2C, PP3 — kalcineurin

RNA — ribonukleova kyselina

RYR — ryanodinovy receptor

TNF-o — tumor necrosis factor- o
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1. Uvod

Rozvoj reprodukénich biotechnologii v poslednich letech je neustdle na vzestupu,
stavajici metody jsou zdokonalovany a zaroven jsou vytvafeny nové, efektivnéjsi, které jsou
aplikovatelné u hospodatskych zvitat, ale 1 v humanni mediciné. Tyto postupy vyznamné
prispivaji k zefektivnéni moznosti reprodukce a snizeni poctu stale Castéji se vyskytujicich
problémi s reprodukci spojenych. Postupy bézné pouzivané v praxi se prolinaji s metodami

zakladniho vyzkumu a na vyznamu tak nabyvaji techniky v in vitro podminkach.

Prase je z fyziologického hlediska velmi podobné ¢lovéku a jeho organy jsou uspésné
pouzivany pii xenostransplantacich v humanni medicing. Zaroven, délka meidzy prasecich a
lidskych oocytii je obdobnd a vysledky reprodukénich studii slouzi tedy jako model pro
lidskou reprodukci. Na rozdil od Casto pouzivaného mysiho modelu, umoznuje vyrazn¢ delsi
pribéh meidzy prasecich oocytl detailni pohled na déje probihajici béhem tohoto procesu a

¢ini tak prase idealnim kandidatem pro vyzkum oogeneze.

Oocyty predstavujici reprodukéni potencial kazdé samice, mohou byt vSak zdarné
vyuzity jen v ptipadé dostate¢ného mnozstvi kvalitnich oocytti schopnych Vv in vivo ¢i in vitro
podminkach zdarn€ projit a dokoncit meiotické zrani a byt UspéSné oplozeny. Kultivace
oocytl v in vitro podminkach umoznuje detailni studium pochodti oogeneze a embryogeneze,
¢imz lze zmapovat molekularni mechanismy, které do nich zasahuji. Regula¢nich faktord
podilejicich se na fizeni reprodukénich procesti je mnoho a kazdym rokem vzriistd pocet
studii popisujicich nové. Tyto faktory se vzajemné ovliviiuji a tvoii velmi sloZzité signalni
kaskady, které vyzaduji bezchybné zapojeni a nékdy i vyblokovani jednotlivych ¢lenti ve
spravnou dobu a spravnym zpiisobem. Za vyznamné regulatory oogeneze je povazovano také

Siroké spektrum kindz a fosfataz.

Jednim z faktorGi podilejicim se na regulaci vyvoje oocytu muze byt i protein
fosfataza 2B, kalcineurin, ktery byl identifikovan jiz v 70. letech minulého stoleni. V dalSich
letech byl nalezen v ruznych typech Zivocisnych i lidskych tkani, kde bylo prokazano jeho
zapojeni do celé fady fyziologickych a biochemickych procesti v organismu. V oocytech byla
pfitomnost kalcineurinu prozatim potvrzena pouze u bezobratlych a nizSich obratlovet, kde se
podili na regulaci meiotického zrani, aktivace i1 oplozeni oocyti. Vhledem k evolucni
konzervovanosti sekvenci kalcineurinu napii¢ zivo¢iSnymi druhy mitizeme piedpokladat, ze

podobnou ulohu by mohl sehravat i u savcii. Zda je vSak kalcineurin v sav€ich oocytech



pritomen a zda, a ptipadn¢ jak, se zapojuje do jejich meiotického zrani a procest spojenych

s aktivaci oocytl, vSak zlstavaji otdzkou.



2. Literarni prehled

Funkci vaje¢nikli je nejen produkce vyvazeného poméru hormont, ale i cyklicka
produkce samicich gamet — oocyti. V obou procesech hraji vyznamnou ulohu folikuly,
protoze po celou dobu svého vyvoje (folikulogeneze) vytvaieji optimalni prostredi také pro
oocyty. Oocyty se tak mohou postupné vyvijet v procesu oznacovaném jako oogeneze, z
neoplozenischopnych rostoucich oocyti v oocyty meioticky kompetentni s ukoncenym
rustem, pfipravené k ovulaci a naslednému oplozeni. Samotna oogeneze probihd ve tfech
fazich, ve kterych jsou na pocatku zmnozZeny zarodecné buiiky a poté nésleduje rist a zrani

samotnych oocytu.

2.1. MnoZeni zarodecnych bunék

U savell zacind vyvoj samiCich zarodeénych bunék (oocytl) jiz v ¢asném
embryonalnim vyvoji a ukoncen je az v dospélosti, po skonéeni pohlavni aktivity samice.
Zahrnuje sérii bunénych pfemén od primordidlnich zarode¢nych bunék (primordial germ
cells — PGCs) extragonadalniho puvodu pies oogonie az po finalni stadium samicich
pohlavnich bunék - oocyty (Wassarman et Albertini, 1994). Zafatek oogeneze je zahdjen
seskupenim PGCs v priibéhu casného fetadlniho vyvoje ve zloutkovém vacku endodermu
Vv zadni Casti stfeva embrya. Odtud nésledné migruji, zprvu pasivné, pozdéji améboidnim
pohybem podél dorsalniho mesenteria genitalni liSty na klenbé coelomu do mista budoucich
gondd. Zde postupné kolonizuji celou genitalni liStu. K procesu migrace pfispivaji
chemotaktické substance jako transformujici ristovy faktor B1 a dal$i intercelularni signalni
molekuly (Picton, 2001; Kanitz et al., 2001) a je ovlivnéna plisobenim extracelularni matrix,
kde dochazi ke zménam v distribuci kolagenu 1V, fibronektinu a lamininu (Vanderhyden,
2002). Migrace PGCs je u prasete zahdjena 18. den embryondlniho vyvoje a do genitalni liSty
vstupuji 26. den (Wassarman et Albertini, 1994).

Po dosazeni povrchu epitelu vajecnikli se PGCs ptesouvaji do jejich kiiry a spolecné
S epitelialnimi buiitkami davaji vzniknout kortikdlnim gonadalnim provazctim. Poté, co PGCs
doputuji do mista budoucich vajecnikti, ztraceji pohyblivost a zacinaji se intenzivné mitoticky
délit. Od této doby je nazyvame oogoniemi (Wassarman et Albertini, 1994). Oogonie se
vyznacuji relativné velkym objemem a sférickym jadrem s jednim nebo dvéma jadérky,
popfiipadé nékolika mensimi mikronukleoly (Bielanska-Osuchowska, 2006). Doba, po kterou

se oogonie mitoticky déli je druhove specifickd, u prasete pokracuje az do 7. dne po narozeni



a pocet zarodecnych bunék se tedy velmi rychle zvysuje (Hunter, 2000). Embrya prasat maji
ve 20. dni vyvoje v budoucich gonadach pfiblizné¢ 5000 zarodecnych bunék, pificemz
nejvyssiho poctu je dosazeno cca 50. den jejich vyvoje. Po narozeni se toto mnozstvi snizuje o
vice nez 50% apoptozou, piipadné nekrozou (Kanitz et al., 2001). Dlouhou dobu byl
povazovan za jediny zdroj oocytii v dospélosti zasoba nerostoucich oocytli z prenatalniho
obdobi samice. Toto dogma vsak bylo vyvraceno védeckym tymem vedenym Johnsonem et
al. (2004), ktefi jako prvni prokazali, ze mitoticky aktivni buniky jsou ve vajecnicich
juvenilnich 1 dospé€lych mysi a prokazal tedy vznik samicich zarode¢nych bunék i1 postnatalngé.
Stejny tym (Johnson et al., 2005) nasledné potvrdil, Ze zasobarnou budoucich oocytii mize
byt také extragonadalni tkan jako kostni dfeit samice. Tato teorie vSak nebyla dosud potvrzena
zadnym dal$im védeckym tymem (Eggan et al., 2006). V nedavné dobé byla zvefejnéna
studie z humanni oblasti popisujici vznik mitoticky aktivnich bunék izolovanych z vajeéniku

zen v reprodukénim véku (White, 2012).

V pribéhu prenatdlniho obdobi je u zarodecnych bunck zahajeno také meiotické
déleni, pti kterém dochazi postupné k redukei poctu chromozomiti. Oogonie vstupuji do stadia
preleptotene, interfaze po poslednim mitotickém déleni oogonii. V buiice je dokoncovana
replikace DNA, oogonie se oddéluji zprovazce, obklopuji se vrstvou plochych
pregranuldznich bungk a tenkou bazalni membranou (lamina basalis). Oocyty jsou pfipraveny

zahdjit meiotické déleni vstupem do profaze I. (Wassarman et Albertini, 1994).

Profaze prvniho meiotického déleni je c¢lenéna do 5 fazi (leptotene, zygotene,
pachytene, diplotene a diakineze). V leptotene dochazi ke spiralizaci chromozomu, jejich
kondenzaci v jadie a chromozomy jsou viditelné jako $tihla vlakna. Zaroven zanikaji jaderné
pory, chromatin se méni Vv heterochromaticky obsahujici denzni granula, jejichz pocet se
postupné zvysuje (Sladecek, 1986, Wassarmann, 1988). Faze zygotene je charakteristicka
pfikladanim homolognich chromozomti a vznikem bivalentd. V nasledujicim stadiu,
pachytene, dochazi ke zkracovani bivalentnich chromozomi a jejich podélnému rozstépeni na
2 chromatidy. Néslednym piekiizeni odpovidajicich tsekli homolognich chromozomu
(crossing — over) je zajisténo rekombinaci nesesterskych chromatid. Poté, v diplotennim
stadiu, se od sebe chromatidy zacinaji oddalovat, nicméné ziistavaji Spojeny v chiazmatech,
kde je dokonCovana vyména genetického materialu. V poslednim stadiu - diakinezi, téz
oznaCovaném jako diktyotenni stadium, se rekombinované chromozomy zcela oddaluji a
dochazi k zastaveni meidzy — 1. meiotickému bloku. Tato syntetickd aktivita charakterizuje

zménu oogonie v oocyt (Wassarmann, 1988), mluvime o tzv. primarnim oocytu. V tomto
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obdobi primarni oocyt pietrvava rizné dlouhou dobu a jeho jadro je oznafovano jako
zarodecny vacek — germinal vesicle, GV (Sladecek, 1986, Wassarmann, 1988, Wassarman et

Albertini 1994).

Vznik primarnich oocytli za¢ind u prasat od 35. dne embryonalniho vyvoje (Hunter,
2000), vétsinou vsak kolem 40. dne (Black et Erickson, 1968, Wassarman et Albertini, 1994),
kdy jsou vSechny oogonie ve stadiu profaze 1. meiotického déleni a zastavuji se v L

meiotickém bloku.

2.2 Folikulogeneze a jeji regulace

Béhem folikulogeneze doriistd folikul do velikosti ovula¢niho, prochdzi zménami,
které mu umoznuji endokrinni aktivitu a tvofi prostfedi pro oocyt, ktery roste spole¢né
s folikulem a prochazi sérii definovanych fazi, ve kterych se formuje az do svého kone¢ného

stadia rustu (Bielanska-Osuchowska, 2006).

Soucasné se zahajenim meiotického déleni zacind byt primarni oocyt obklopovéan
jednou vrstvou plochych pregranuloznich bunék a cely komplex tvofi primordidlni folikul
(Romanovsky et al., 1988; Wassarman et Albertini, 1994), oznaCovany téZ jako nerostouci
(Wassarman et Albertini, 1994) a je tak odstartovan proces folikulogeneze. Somatické bunky
primordidlniho  folikulu nejsou endokrinné aktivni a neobsahuji receptory pro
folikulostimulacni hormon (Oktay et al., 1997). U prasnice je mnozstvi téchto folikuld pii
narozeni ptiblizn¢ 500 000 (Black et Erickson, 1968) a do puberty se jejich mnozstvi snizi na
cca 210 000 az 420 000. Vice nez 99% téchto folikuld vzniklych v asném embryondlnim

vyvoji je pritom preduréena k zaniku atrézii (Kanitz et al., 2001).

Pozdé&ji podstupuje ¢ast primordialnich folikull intenzivni proliferaci, pfi které jsou
ploché (pre)granulozni bunky preménovany na kubické a oznacuji se jako granuldzni (Eppig,
2001). Znerostoucich primordidlnich folikuli se stdvaji rostouci primarni folikuly,
granulozni buniky se zacinaji d€lit a oocyt zahajuje sviij rist ve folikulu (Wassarman et

Albertini, 1994; Sladecek, 1986).

VétsSina primdrnich folikulG zistavda dlouhou dobu v klidovém stavu vyvoje.
Postupnym zvySovanim poctu vrstev granuldznich bunck obklopujicich rostouci oocyt vznika
membrana granulosa a folikul je oznacovan jako sekundarni, preantralni (Epigg, 2001).

Vazivova vrstva obalujici granuldézni bunky, epitelidlni buiiky a bunky v blizkosti bazalni
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membrany se diferencuji v theca foliculi interna a externa (Eppig, 2001; Kanitz, 2001).
Bunky theca foliculi interna jsou endokrinné aktivni a produkuji pod vlivem luteiniza¢niho
hormonu (LH) androgeny, které jsou granuldéznimi buiikami pfeménovany na estrogeny
(Vanderhyden, 2002). V tésné blizkosti oocytu jsou granuldzni buniky vy$si, cylindrické a tvofi
vrstvu nazyvanou corona radiata (Eppig, 2001). Jednou z dilezitych zmén v ristové fazi
sekundarniho oocytu je vytvofeni glykoproteinové vrstvy — zona pellucida, ktera tvofi bariéru
mezi oocytem a vrstvou bunék corona radiata a hraje vyznamnou roli pfi oplozeni (Kanitz,
2001). U prasat dosahuji tyto folikuly velikosti okolo 2 mm a mohou se objevit jiz zdhy po

narozeni samice (Oxender et al., 1979; Kanitz, 2001).

S postupujici folikulogenezi se mezi folikuldrnimi buiikami objevuji Stérbiny, které se
pod vlivem gonadotropint plni folikularni tekutinou — liquor foliculi. Postupné se §térbiny
zaCinaji slévat a ve folikulu se utvati dutina — antrum foliculi, ktera se nasledné zvétsuje a
vznika terciarni (antralni) folikul (Romanovsky et al., 1985). V antralnim folikulu se
granulozni bunky déli dle umisténi na kumuldrni bunky, které jsou spojeny s oocytem
a jejichz soucasti je corona radiata a muralni granuldzni bunky lemujici folikularni sténu.
Muralni granuldézni buiiky nejblize antru se nazyvaji periantralni granulozni bunky (Eppig,
2001). Uvniti folikulu se nachézi oocyt obaleny vrstvou kumularnich bungk, ktery se
v dtsledku zvétSovani folikulu presouva ze své ptivodni centralni pozice excentricky, k okraji
folikulu a tvofti vejconosny hrbolek — cumulus oophorus. Béhem nékolika nasledujicich dni se
folikularni buniky zacnou rychle délit, jejich pocet se zvétsi az na 50 000 a v této fazi
hovofime o Graafové folikulu, ktery se vlivem zvySujici se produkce folikularni tekutiny
vyklenuje nad povrch vaje¢niku a je pfipraven k ovulaci a tvotfi tedy posledni vyvojové
stadium folikulu (Wassarman et Albertini 1994; Romanovsky et al. 1985; Picton et al. 2008).
U prasete dosahuji velikosti 8 - 10 mm (Hunter, 2000).

Celkova délka vyvoje folikulu z primordialniho stadia az do zformovani antra je
druhové specifickd. Zatimco u hlodavci (mys, potkan) se jednd o tydny, u velkych
hospodaiskych zvifat jsou potfeba 4 mésice (Wassarman et Albertini, 1994) i déle (5-6
meésict, Hunter, 2000). Stejn¢ tak i doba zahdjeni rtistu primordidlnich folikull je druhové
odli$nd. U hlodavci, zajicii a Selem zacind aZ postnatalng, zatimco u ¢lovéka a domdcich
zvitat, vCetné prasete, zacind jiz v prenatadlnim obdobi (Picton, 2001). U prasat se primarni
folikuly objevuji pfiblizn€ od 70. dne biezosti, sekundarni od narozeni a antralni folikuly asi
od 60. dne véku (Oxender et al., 1979). Prvni antralni folikul u prasnice se objevuje piiblizné

od 70. dne po narozeni (Hunter, 2000; Oxender et al., 1979) a 3, primordialnich folikula
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projde atrezii pifed dosazenim pohlavni zralosti a navic z tohoto mnozstvi dosdhne ovulace
pouze zlomek (Telfer et al. 2000). Oocyty v téchto folikulech zustavaji ve stejné fazi
meiotického zrani az do pohlavni dospélosti, dokud neobdrzi impuls ke znovuzahéjeni meidzy
pied ovulaci. V piipadé, Ze nedojde k ovulaci, oocyt i cely folikul zanikaji procesem

ozna¢ovanym jako atrézie (\Wassarman et Albertini, 1994).

Faktory podilejici se na regulaci oogeneze a folikulogeneze se liSi v obdobi pied a po
narozeni samice. Obecné lze fici, oogeneze/folikulogeneze je v prenatdlnim obdobi fizena
intraovaridlnimi faktory (Hunter et Paradis, 2009) a postnatilni vyvoj je ovliviiovan
neurohumoréln¢, fidici centra jsou reprezentovdna jednotlivymi ¢astmi mozku (klra
koncového mozku, hypotalamus, hypofyza), ovérii a také délohou. Tento fidici systém lze
povazovat za uzavieny kruh, ve kterém funk¢né nadfazené organy ovliviuji funkce nize
polozenych struktur a naopak. Celé fizeni je zaloZeno na principu zpétnych vazeb, které
mohou byt pozitivni nebo negativni. Negativni zpétnou vazbou jsou kontrolovany témét
veskeré biologické dé&je souvisejici s reprodukci, nicméné méné bézna pozitivni vazba zde

hraje také svoji nezastupitelnou roli (Noakes et al., 1996).

Vznik ovaridlnich folikuli a oocytl probihd zejména v prenatdlnim obdobi, kdy

dochazi k vytvoteni vajec¢niku jeho fizeni Hunter et Paradis (2009) d¢€li na 3 obdobi:

1) fizeni iniciace folikularniho riistu a preantralni vyvoj ovarialnich struktur
2) fizeni antralniho vyvoje folikult
3) fizeni periovulaéni periody.

Ptfesny mechanismus fizeni folikulogeneze, iniciace a vybéru primordidlnich folikult
uréenych k riistu a nepodléhajici regresi, neni stale zcela objasnén. Nekteré regulaéni faktory
produkované oocytem maji vliv na pribéh folikulogeneze. Za klicové intraovarialni faktory
podilejicimi se na fizeni migrace PGC a ovliviiujici ¢asny folikularni vyvoj u prasete jsou
povazovany ligand c-kit/Kit, superrodina TGF- B (transformujici rustovy faktor ) a anti
MullerGv hormon (Hunter et Paradis, 2009). Rist a vyvoj folikuld je zavisly také na pifisunu
metabolickych faktordi a zivin krvi, jak je patrné z rozmisténi rostoucich folikulti v ¢astech

ovarii bohatych na cévy (Picton, 2001).

Vyvoj antralnich folikuli za¢ina formaci dutiny, k ¢emuz dochazi u prasat zhruba 70
dni po narozeni (Oxender et al., 1979) a v této dob& zacne byt folikul zavisly na

gonadotropinech (Morbeck et al., 1992). Cela kaskada je spusSténa proteiny Kkisspeptiny



(Gottsch et al., 2009) a nasledné je uvolnén z hypothalamu polypeptid ze skupiny releasing
hormonti — GNRH (Gonadotropin Releasing Hormon). Portalnim cévnim systémem se dostava
do adenohypofyzy a pod jeho vlivem jsou uvoliiovany gonadotropni hormony - LH a FSH
(luteinizacni a folikulostimula¢ni hormon). FSH se v pribéhu cyklu uvoliuje pulznim
zpusobem a antralni folikuly u prasat podstupuji stejné rustové faze (recruitment a selekce)
jako je tomu u jinych hospodaiskych zvirat (Knox, 2005). FSH pisobi pii naboru "spicich"
folikuld do skupiny rostoucich folikuli a reguluje tak jejich pocet pro dalsi vyvoj (Knox,
2005). Vlivem negativniho pisobeni inhibinu produkovaného folikuly a sou¢asném zvyseni
hladiny estradiolu dochazi ke snizeni produkce FSH a naopak navyseni produkce LH, ¢imZ
dochazi k inhibici naboru novych folikuli a podpofe dalsiho folikularni vyvoje - selekci
(Lucy et al, 2001; Wheaton et al., 1998). Dal§im nezbytnym ristovym faktorem pii casném
vyvoji antralnich folikuld je IGF-1 (Insulin Like Growth Faktor 1), ktery zvySuje pocet FSH
receptort na folikulu (Guthrie, 2004).

Diky zvysujicim se koncentracim estradiolu se za¢ne uvoliiovat LH, nastoupi tzv. LH
vilna, ¢imz je podpotena tvorba velkych antralnich folikul. Protoze tyto folikuly obsahuji
dostatek LH receptorti, zacnou tvofit velké mnozstvi estradiolu, zatimco malé folikuly, u
kterych se nevyvinuly receptory pro LH, jsou zavislé na FSH, podléhaji atresii a v rlstu
pokracuji pouze velké folikuly s dostate¢nym mnozstvim LH receptorii (Soede et al., 2011).
Vznik velkych antralnich folikuldi vede ke zvySeni produkce estradiolu, ktera stimuluje LH
vlnu (Obrazek 1). Dosazeni maximalnich hladin estradiolu nasledné inhibuje produkci obou
vySe zminénych gonadotropinti. Tim je zahdjeno finalni zrani folikuld za soucasného poklesu
hladiny estradiolu (Noguchi et al., 2010). Bé€hem 2-3 dnt pied ovulaci (periovulaéni perioda)
dosahuje produkce estradiolu preovulaénim folikulem maximum. Tyto zvySené koncentrace
zpisobi navozeni preovulacni viny LH mechanismem pozitivni zpétné vazby, coz zapficini
okamzity pokles perifernich koncentraci estradiolu (Noguchi et al., 2010). Samotny oocyt
nNema receptory pro gonadotropiny, jeho uspésné zrani je proto zavislé na predani LH signalu
prostiednictvim okolnich granuldéznich a folikularnich bunék. K vzijemné komunikaci

dochazi prostiednictvim mezibunécnych spoji gap junctions (Eppig et al., 1991).

Interval mezi preovula¢nim peakem LH a peakem estradiolu je u prasat pomérné staly
(10,6 - 12,6 hodin) a stejné tak je tomu i u preovula¢niho peaku LH, ktery u prasete nastava
36-40 hod. pted ovulaci (Hunter, 2000). Preovula¢ni vina LH také iniciuje folikularni zmény
vedouci k ovulaci a luteinizaci folikularni stény, coz spousti sekreci progesteronu (Soede et

al., 2011). Proces ovulace u vsech folikuli trva 1 - 3 hod. u spontanné ovulovanych prasnic a
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az 6 hodin u prasnic se synchronizovanym folikularnim rustem (Soede et al., 1998). ZvySena
koncentrace estradiolu ve folikularni tekuting se projevuje také na trovni oocytl a je jednim
z faktorti, kterym jsou primdrni oocyty udrzovany ve stadiu zarodecného vacku (germinal
vesicle — GV), tedy v I. meiotickém bloku. Nasledny pokles periferni koncentrace estradiolu
zpusobeny preovulacni vinou LH, umozni ve spolupraci s dalSimi faktory, znovuzahdjeni
meidzy oocytl, tedy prolomeni tohoto bloku (Hunter, 2000). V in vitro podminkach jsou
oocyty schopny zahdjit meidzu spontanné po aspiraci z folikuld a jejich nasledné kultivaci za
vhodnych kultiva¢nich podminek (Telfer et al., 2000; Kanitz, 2001; Romanovsky et al. 1985;
Gilbert, 2000).

Obrazek ¢ 1 Schéma hormonalniho profilu estralniho cyklu prasnice
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2. 3. Riist oocytu

V pribéhu folikulogeneze dochazi Kk nékolikanasobnému zvétSeni oocytu, fadé
morfologickych zmén, intenzivni transkripci, translaci a syntéze novych organel a redistribuci
téch stavajicich (Kanitz, 2001; Picton, 1998; Wassarman et Albertini, 1994). Oocyty prasete
rostou z ptivodnich 30 pm (bez zona pellucida) do praméru pln¢€ dorostlych oocyti, 120 - 125
um (Hyttel et al., 1997, Wassarman et Albertini 1994). Syntéza a absorpce vyzivnych a
informacnich molekul v ristové fazi oocytu jsou nezbytné jak pro rast, vyvoj a dokonceni

meiodzy, tak i pro oplozeni samotného oocytu a ¢asny embryonalni vyvoj (Picton et al., 1998).

Piestoze po celé obdobi ristu jsou primarni oocyty blokovany ve stadiu profaze I,
jejich jadro (GV) se zvétSuje a dochdzi ke zménam v jeho stavbé, resp. distribuci a postupné
kondenzaci chromatinu (Garagna et al., 2004). GV rostoucich oocytti obsahuje jedno velké
jadérko, ale Castéji jedno ¢i dvé mald, které se béhem ristu zvétSuje. Jeho zvétSovani je
doprovazeno zménami ve struktuie, kterd se postupné méni z difuzni v kompaktni
(Wassarman, 1988). Tyto zmény svéd¢i o intenzivni syntéze RNA béhem ristu oocytu a
vysoké mifte transkripce rRNA (Moore, 1978). Mnozstvi RNA v oocytu se béhem rlstu zvysi
asi 300krat. V moment¢, kdy oocyt dosahne tfi ¢tvrtin své konecné velikosti je mnozstvi RNA
témet stejné jako v pln€ dorostlém oocytu, ktery obsahuje pfiblizn€ 60-65 % rRNA, 20-25 %
tRNA a 10-15 % mRNA (Bachvarova, 1985; Wassarman, 1988). Nicméné syntéza RNA
pokracuje 1 v pln€ dorostlych oocytech, ackoliv ve zmenSené mife a klesa v dob& zahajeni
meiotického zrani. Zda rostouci oocyt sam syntetizuje vSechny proteiny, neni zcela jasné.
Obecné lze fici, Ze v prubchu riistu oocytu je Skéala potrebnych syntetizovanych proteinil
obdobnda, v jednotlivych fazich vyvoje oocytu se vSak mnozstvi syntetizované RNA

(Wassarman, 1988).

Béhem ristu oocytu se zvySuje také mnozstvi endoplazmatického retikula
koncentrovaného kolem jadra primarniho oocytu a nésledné distribuovaného v cytoplazmé.
V oocytu v terciarnim folikulu se jeho mnozstvi snizuje (Fair et al., 1997). V pribéhu ristu
oocytu dochdzi také k prudkému narlistu poc¢tu mitochondrii i Golgiho aparatu a ke zménam
V jejich tvaru i ultrastrukture (Wassarman, 1988). V prasecich oocytech s dokon¢enym riistem
dosahuji mitochondrie velikosti 0,8 pm a maji kulovity ¢i ovalny tvar (Norberg, 1972). U
rostoucich oocytl je Golgiho komplex lokalizovan na okraji oocytu v blizkosti gap junctions,
kde vznikaji kortikalni granula (Rozinek et al., 1991). Tato lokalizace souvisi s ulohou
Golgiho komplexu pii vzniku kortikalnich granul (Wassarman, 1988). U oocytii s ukonéenym

rastem dochazi k jeho redistribuci do oblasti zarode¢ného vacku (Rozinek et al., 1991).
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Kortikalni granula jsou malé organely ohranicené membranou, které se nachazeji
Vv kortikalni oblasti oocytu. Po penetraci spermie do oocytu dochazi k fuzi kortikalnich granul
s oolemou a vyliti jejich obsahu do perivitelinniho prostoru oocytu. Timto mechanismem je
zabranéno na zakladé zmén funk¢nich vlastnosti zona pellucida polyspermickému oplozeni
(Wassarman, 1988). Glykoproteinovy obal zona pellucida obklopuje oocyty vSech savci
(Wassarman, 1988) a vytvaii se okolo sekundarniho oocytu. Béhem rlstu oocytu se zvétsuje a
u prasete dosahuje tloustky 8,6 um (Norberg, 1972). Postupné se zona pellucida oddéluje od
folikularnich bun¢k, nicméné je zachovano spojeni mezi oocytem a nejvnitingjsi vrstvou
folikularnich bung¢k, corona radiata, protiednictvim vyb&zku, které provrtavaji zona pellucida
(Wassarman, 1988).

Vyvoj a rust folikulu jsou tedy tzce propojeny a zavisi na vzajemné komunikaci
oocytu, kumularnich bung€k, bun€k granuldézy a théky prostiednictvim gap junctions. Tyto
bunééné kanaly obsahujici hexamer proteind, connexin, a umoziuji pfenos latek s malou
molekulovou hmotnosti (méné nez 1kDa), jako ATP, metabolity, aminokyseliny, ionty ¢i
cAMP. Oocyt tak dostavd biologicky aktivni molekuly, substrat pro energeticky
metabolismus a specifické bunécné signaly koordinujici jeho rist a zrani. Oocyt rovnéz
vyuziva téchto spojii pro aktivni kontrolu proliferace, morfogeneze a diferenciace
granuldznich bunék. Rist oocytu i jeho rychlost zavisi mj. také na poctu granuléznich bunék,
které jsou s oocytem spojené prostiednictvim téchto spoji (Wassarman et Albertini 1994;
Kanitz, 2001). Cely proces je zaroven regulovan pomoci parakrinnich signalli granul6znich
bunék (Hunter, 2000) a endokrinng, hypofyzarnimi gonadotropiny (Picton et al. 2008; Eppig,
2001; Krisher, 2004; Susiarjo, 2007). Granuldzni a kumularni butiky jsou tedy pro rust oocytu

nezbytné a oocyty zbavené téchto bunék nejsou schopné dokoncit riistovou fazi oogeneze.

2. 4. Zisk meiotické kompetence
Meiotickd kompetence je schopnost oocytu dokoncit meidézu. V pribéhu tohoto

procesu se z oocytll neschopnych znovu zahdjit meidzu stavaji oocyty pln€ kompetentni,
schopné projit G2 fazi bunééného cyklu a dokoncit meiotické déleni do metafaze 11 (MII).
Tuto schopnost oocyt ziskava postupné béhem své ristové faze pii vyvoji z preantralniho
folikulu v antralni (Hunter, 2000; Wassarman, 1988, Wassarman et Albertini, 1994; Matzuk
et al.,, 2002). Zisk meiotické kompetence probiha ve dvou fazich. Oocyty jsou nejdiive

schopné zahdjit meiotické déleni, prochazi rozpadem zarodecného vacku (germinal vesicle
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breakdown — GVBD) a kondenzace chromozomu a nasledného dosazeni metafaze 1 (MI).
Poté oocyt ziskava schopnost dokoncit sviij vyvoj z metafaze 1 az do stadia metafaze II

(Wassarman, 1988, Motlik et al., 1984).

Zisk meiotické kompetence zavisi na velikosti oocytu i celého folikulu, které jsou
druhové specifické. Pouze meioticky kompetentni oocyty jsou schopné projit 1. a IL
meiotickym blokem v profazi I a metafazi I1. Na pocatku svého vyvoje nejsou oocyty schopny
meiotické zrani zahajit a jsou tedy zcela meioticky nekompetentni. Tyto oocyty neprojdou
GVBD, nejsou schopné prolomit meioticky blok a zlstavaji v profazi 1. Meioticky
nekompetentni oocyty dosahuji u skotu velikosti 95 um a u prasete velikosti 100 um (Telfer,
2000). Pozdgji, v prubéhu ristu, ziskavaji oocyty ¢aste¢nou meiotickou kompetenci, tzn. jsou
schopné meiotické zrani zahijit, projit GVBD a vstoupit do MI, nejsou vSak schopné
meiotické zrani dokoncit. Pouze oocyty sukonfenym rastem se nasledné stavaji plné
meioticky kompetentni, schopné dokoncit meiotické zrani dosazenim MII, kde nastava II.
meioticky blok. Tyto oocyty pochazeji z antrdlnich folikulti jejichz velikost je druhové
specificka (Motlik et al., 1984; Romanovsky et al. 1985; Wassarman et Albertini 1994; Telfer
et al. 2000).

U prasete oocyty mensi nez 100 um vyjmuté z folikuli velikosti 0,4 — 0,8 mm nemaji
zadnou nebo jen omezenou meiotickou kompetenci (Motlik et al., 1984, Motlik et Kubelka,
1990). Oocyty o velikosti 110 um, které pochéazeji z folikult vétSich nez 1 mm jsou schopné
projit rozpadem zarode¢ného vacku, ale vétSina z nich zastavi meidzu ve stadiu MI, jsou tedy
pouze Castecné meioticky kompetentni (Telfer et al., 2000). PIn¢ meioticky kompetentni
oocyty s ukon¢enym riistem o velikosti 120 um, pochazeji z antralnich folikult vétsich nez 2
mm v praméru a po 48 hodinové kultivaci in vitro jsou schopné dosahnout stadia MII (Motlik

et al., 1984; Hunter, 2000; Kanitz, 2001, Telfer et al. 2000) (viz. Obrazek ¢. 2)
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Obrazek ¢. 2. Schéma korelace mezi ristem folikulu a oocytu u prasat

84 dni 14 dni 19 dni

Primordialni Formovani >3 mm Preovulaéni
folikul antra folikul

Oocyty meioticky Nékteré kompetentni Vétsina oocytl kompetentni

nekompetentni oocyty 120 ym 120 pm
Pramér oocytu 30 ym 100 ym 115 pm 120 pm LH
vina

o
Prameér folikulu/  Preantralni 0.7 mm 1.8 mm 5 mm 8-10 mm 8-10 mm
Vyvoj Preovulaéni Ovulaéni

Ptevzato z: Hunter (2000)

2. 5. Znovuzahijeni meiozy a meiotické zrani oocytu

Obnoveni meidzy zastavené ve stadiu diktyotene a jeji nasledné zastaveni v metafazi I1
je oznacovano jako zrani oocytu. Pouze oocyty, které proSly meiotickym zranim, jsou
pripraveny na oplozeni a nasledny embryonalni vyvoj. U savet dokoncuji oocyty prvni
meiotické déleni v Graafovych folikulech jesté pied ovulaci. In vivo je meiotické zrani znovu
zahajeno vlivem hormonalnich stimuld gonadotropind FSH a LH. V podminkach in vitro je
impulzem pro znovuzahdjeni meidzy vyjmuti oocytu z folikulu a kultivace ve vhodném
kultiva¢nim médiu (Wassarman, 1988; Sirard et al., 1993). Vétsina savéich oocyti ovuluje v
metafazi druhého meiotického dé€leni a v této fazi zlstavaji do oplozeni ¢i partenogenetické

aktivace (Swann, 1993; Lawrence et al., 1997).

Z pivodniho obrovského poctu primordidlnich oocyth pouze zlomek podstoupi
prolomeni II. meiotického bloku, coz je nezbytnou soucésti uspe€Sného vyvoje oocytl
schopnych oplozeni (Gilbert, 2000). Pro uspésny prub¢h zrani oocytu i schopnosti fertilizace
musi tento proces zahrnovat jak syntézu komponentli cytoplazmy, tak ptreskupeni a redukci
poctu chromozomii. Oba tyto procesy probihaji soubézné a vzijemné se ovliviiuji a jejich
pfesné nacasovani je nezbytné proto, aby oocyt dosdhl jaderného a cytoplazmatického zrani

soucasn¢ (Hunter, 2000).
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Meiotické zrani je charakterizovano rozpadem zarodecného vacku, kondenzaci
chromozoml v bivalenty, oddélenim homolognich chromozomi, vydélenim prvniho
polového téliska a zastavenim meidzy ve fazi sefazeni chromozomu ve druhé metafazni
figuie. V prib¢hu zrani se snizuje pocet mitochondrii, které jsou zaroven lokalizovany vice
perinuklearné. Kortikalni granula, pochazejici z Golgiho aparatu, se pfemistuji na periferii
oocytu. Spolecné se zménami v uspofadani jadra (napf. kondenzace chromatinu, GVBD,
formace déliciho vfeténka) je meiotické zrani doprovazeno zna¢nou fosforylaci a
defosforylaci cytoplazmatickych proteinti — zejména kinazy cdc2 (v MPF) a MAPK (Kanitz,
2001; Wassarman et Albertini, 1994). K dokonéeni meidzy a vydéleni druhého polového

téliska dochazi po fertilizaci ovulovaného oocytu (Wassarman et Albertini, 1994).

Jaderné zrani je zahajeno rozpadem zarodecného vacku, kondenzaci chromozomu do
bivalentli, rozchodem homolognich chromozomi, vydélenim pélového téliska a zastavenim
meiozy ve stadiu metafaze 11, oznacovaném jako II. meioticky blok (Motlik et Kubelka, 1990;
Hafez et Hafez, 2000). Pied zahajenim zrani se oocyt nachazi ve stadiu zarodeéného vacku
S chromatinem ve formé¢ jemnych vlaken a jasné ohrani¢enou jadernou membranou (Thibault
et al., 1987; Hafez et Hafez, 2000). Nasledn¢, pod vlivem preovula¢ni viny LH nebo
atretickou degeneraci folikulu in vivo dochazi k rozpadu zarode¢ného vacku. Béhem GVBD
se vyrazné méni morfologicka struktura zarode¢ného vacku. Chromatin kondenzuje a
chromozomy se stavaji barvitelné. Poté se postupné kompletné rozpousti jadernd membrana
na membranové dublety, které se pfipojuji k endoplazmatickému retikulu, a jadérko zanika
kratce po kontaktu s cytoplazmou. Soucasné dochazi k tvorbé de€liciho vieténka. U prase€ich

oocytil tento proces trva v in vitro podminkach az 18 hodin (Wassarman, 1988).

V nasledujici metafazi I chromozémy ztrati kontakty s fragmenty jaderného obalu a
sefadi se v ekvatoridlni rovin¢ u formujiciho se déliciho vieténka metafaze 1. na Které se
piichyti pary chromozomu doposud spojené s bivalenty (Hafez et Hafez, 2000). U prasete je
tohot stadia meodzy dosazeno po 24 hodinach kultivace in vitro. Tato faze trva u prasete 24
hodin. Mikrotubuly s napojenymi kinetochory a ostatnimi volnymi mikrotubuly se organizuji
v mikrotubuly organizujicich centrech (microtubule organizing centers — MTOCsS).
Mikrotubuly vybihaji ztéchto center aprochdzeji mezi fragmenty jaderné membrany
do nukleoplazmy (Thibault et al., 1987), kde jsou pfipojeny na Kinetochory kazdé chromatidy
vSech chromozémalnich homologt (Hafez et Hafez, 2000). Spolu s polarnimi mikrotubuly
probihajicimi od p6lu k polu tvoii prvni meiotické délici vieténko (Calarco, 1972). V anafazi

| (Al) se bivalenty pohybuji smérem k opaénym konctum vieténka a vieténko se otaci o 90°,
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coz souvisi s mikrofilamety tvofenymi pfedevS§im aktinem (Thibault et al., 1987). Po
rozchodu homolognich chromozomt k opacnym koncim vieténka prob&hne asymetrické
rozd€leni cytoplazmy oocytu, pficemz ob¢ jeji Casti obsahuji polovinu chromozémalniho
kompletu (Hafez et Hafez, 2000). V anafazi, na rozdil od mitotického déleni, putuji k polim
déliciho vieténka dvouchromatidové chromozomy z bivalentti. Tim je dosazeno redukce
vychoziho diploidniho po¢tu chromozomil na hlaploidni (Wassarman, 1988; Romanovsky et
al., 1988; Eppig, 1991). V telofazi I (TI), posledni fazi prvniho meiotického dé€leni, se tvofi
tzv. ,,midbody*“ (membranou obklopeny vakuolarni bazofilni kruh kolem stfedni cCasti
telofazniho vieténka) a vyd€luje se prvni polové télisko (Wassarman et Albertini 1994).
Rovnéz se objevuje perivitelinni prostor a dochazi ke snizeni objemu oocytu (Thibault et al.,
1987, Wassarman et Albertini 1994; Alberts et al. 1998; Hafez et Hafez, 2000). Nasledujici 1.
redukéni déleni je téméf shodné s mitézou, ale zacastituje se ho pouze haploidni sada
dvouchromatidovych chromozomu (Motlik et Kubelka, 1990). V oblasti oocytu bez organel
bohaté na mikrofilamentarni aktin, vznika dé¢lici aparat metafaze 11 (Hafez et Hafez, 2000).
MTOCs nejsou spojeny s délicim vieténkem a nachazeji se v cytoplazmé v korové c&asti
oocytu (Hafez et Hafez, 2000). K vyvoji po metafazi II, kdy dojde k oddéleni chromatid a
vydéleni 2. polového téliska dochazi az po oplozeni nebo partenogenetické aktivaci oocytu.
Poté druhé polové télisko rovnéz degeneruje. U prasete se oocyt dostane za 44 hodin od
pocatku meiotického zrani. Pokud nedojde k oplozeni nebo k partenogenetické aktivaci, oocyt

zanika (Wassarman, 1988).

Cytoplasmatické zrani zahrnuje udalosti, pii kterém se uskuteciuje cela fada
biochemickych a morfologickych zmén, které umozni oocytu dokoncit jaderné zrani, oplozeni
a nasledny embryonalni a fetalni vyvoj (Gosden, 2002, Wassarman et Albertini 1994). Kvalita
cytoplazmatického zrani patfi mezi nepiimé ukazatele posouzeni schopnosti zralého oocytu
podstoupit normalni oplozeni, ryhovani a tvorbu blastocysty. Cytoplazmatické zrani probiha 1
v dobé meiotického bloku, kdy je oocyt zavisly na produkci, zméné a redistribuci novych
geni a organel (Stojkovic et al, 2001). Kromé dynamickych zmén cytoskeletu a
endoplasmatického  retikula v souvislosti s jadernym  zranim  dochazi  b&hem
cytoplazmatického zrani ke zvySovani poctu lipidovych a glykogenovych slozek oocytu a
zaroven jsou syntetizovana kortikalni granula, kterd migruji v oolemé oocytu. Rovnéz se méni
pocet mitochondrii, jejich aktivita i distribuce v oocytu (Hyttel et al., 1997; Picton et al,
1998). Kolem zarode¢ného vacku se v dobé jeho rozpadu zacinaji mitochondrie seskupovat

do tvaru prstence. Po vydéleni polového téliska se doCasné rozptyli, ale v dobé II.
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meiotického bloku se opét shlukuji. Tato redistribuce mitochondrii je umoZnéna
prostfednictvim cytoskeletarnich mikrotubulii a mikrofilament (Ferreira et al., 2009). Pokud
vsak nedojde k vytvotfeni mitochondrialnich shlukt, meiotické zrani je z davodu nedostatku

potiebné energie zastaveno v metafazi I. (Thibault et al., 1987).

Do samotného prib¢hu i1 regulace meiotického zrani vyznamné zasahuji také
kumularni buniky. Podileji na udrzeni oocytu v meiotickém bloku, ale i na opétovném zahajeni
meidzy a podpofe nasledného cytoplazmatického zrani oocytu (Tanghe, 2002). Jedna se o
skupinu tésné spojenych granuléznich bunék obklopujicich oocyt a v antralnim folikulu tvori
tzv. cumulus oophorus lokalizovany na periferii folikulu. Jako odpovéd na LH peak z
adenohypofyzy se zacne vyznamné ménit morfologie téchto bun€k a syntetizovat kyselina
hyaluronova, coz ma za nasledek rozvolnéni doposud tésné¢ spojenych kumularnich bunék,
zvétSeni prostoru mezi nimi a obaleni glykosaminoglykanovou matrix. Prostor mezi
kumularnimi bunikami je vyplnén hmotou mucinozni povahy, proto je tento proces nazyvan
téz mucifikaci, ¢i expanzi (Wassarman et Albertini, 1994; Li et al. 2004; Gilbert, 2000).
Expanzi kumularnich bunék doprovazi a ovliviiuje zrani savcich oocytd, v in vivo i in vitro
podminkach. Expanze kumuldrnich bun¢k je vyznamna nejen z hlediska meiotického zrani,
ale usnadnuje také oplozeni a zodpovida za optimalni vyplaveni celého kumulooocytarniho
komplexu z folikulu pfi ovulaci. Expandované buriky zlstavaji v komplexu s oocytem az do
doby oplozeni (Gilbert, 2000; Susiarjo, 2007; Vanderhyden, 2002; Wassarman et Albertini,
1994; Li et al., 2004).

2. 6. Vybrané faktory ovliviiujici znovuzahajeni meiozy a meiotické zrani
Vyvoj oocytll je, podobné jako ostatni bunééné procesy, ovliviiovan fadou faktort,

které reguluji znovuzahdjeni meiotického zrani oocytl, stejn€ jako zabranuji spuSténi meidzy
vV nevhodnou dobu. Tyto procesy vyzaduji souhru mezi oocytem, extracelularnimi
membranami a prostiedim a jsou ovlivnény fadou metabolickych drah. Jejich bezchybny sled
je nutnym piedpokladem pro dokonceni meiotického zrani a néaslednou aktivaci ¢i oplozeni
oocytl. Opétovné zahdjeni meidzy spociva ve dvou odlisSnych mechanismech — pozitivni

stimulaci a odstranéni inhibi¢nich faktora ¢i signala (Tosti et Boni, 2004).

Hlavnimi regula¢nimi systémy fidici pritbéh meiotického zrani jsou MPF a MAPK, ale

I cytostaticky faktor, cyklické nukleotidy, protein kinazy, plynné molekuly ¢i ionty jako
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naptiklad véapnik. Klicovym mechanismem, kterymi tyto faktory pribéh meiotického zrani

ovliviiuji jsou fosforylace a defosforylace proteint.

MPF (Maturation Promoting Factor)

MPF je povazovan za univerzalni regulator mitotického 1 meiotického cyklu (Nurse,
1990), ktery reguluje enzymatickou aktivitu ptechodu z G2 faze bunééného cyklu do M faze.
Je nezbytny pro opétovné zahajeni meidzy, které je doprovdzeno a regulovdno zvySenim
aktivity kindz (Christmann et al., 1994). MPF je heterodimericky komplex slozeny ze dvou
podjednotek s odlisnou funkci — katalyticka podjednotka serin/threonin protein kinaza p34°92
Z rodiny cyklin dependentnich kindz, oznacovana také jako CDK 1 (cyklin dependentni

kinadza) a regula¢ni podjednotka cyklin B1 (Gautier et Maller 1988, Jones, 2004).

Zisk meiotické kompetence oocytu je spojen se zvySenim syntézy cyklinu B a aktivaci
CDK1. Po spojeni obou podjednotek MPF vznikne neaktivni komplex p34%“jcyklin B, tzv.
pre-MPF, ktery se po vytvofeni folikularniho antra jiz nehromadi, ale rozviji se schopnost
tento komplex aktivovat (Gautier et al., 1991, Kanayama et al., 2002; Alberts et al., 1998;
Wassarman et Albertini, 1994; Johnson et al., 2005). Aktivace celého komplexu je spojena

4% (Gautier et al., 1991), které se udastni

také se specifickou fosforylaci a defosforylaci p3
fada kinaz a fosfataz (Stojkovic et al., 1999). Mnozstvi CDK 1 a cyklinu B je v nezralém
oocytu a v oocytu s ukoncenou rastovou fazi podobné. Aktivace MPF je umoznéna u oocytu
s ukondenym ristem az po defosforylaci p34°®? na reziduich threoninu 14 a tyrozinu 15
pomoci cdc25 fosfatazy. V dobé zastaveni meiotického zrani je cdc25 kindza udrzovana
Vv inaktivnim stavu inhibi¢ni fosforylaci a defosforylaci katalyzovanou riznymi kindzami a
fosfatdzami, vcetn¢ kalmodulin dependentni protein kinazy II (CaMKII), protein kindzou A
(PKA) a protein fosfatazou 2 (PP2A). Pozitivni zpétnou vazbou cdc25c je MPF aktivovan,
coz vede k hyperfosforylaci cdc25c. Tento sled udalosti vede ke zvySeni MPF a inhibici
protein fosfatazy PP2A (Zhao et al, 2008; Yamamoto et a., 2011). Aktivita cdc25 fosfatazy je
regulovana a aktivovana také polo-like kindzou 1 (Plkl), kterd umoziuje ptechod cyklinu B
z cytoplazmy do jadra (Stojkovic et al., 1999, Anger et al, 2003) a/nebo Mytl kinazou
(Mueller et al., 1995). Na aktivaci MPF se podili také pfisun cAMP prostfednictvim gap
junctions - dokud pfisun cAMP trva, jeho hladina v oocytu brani aktivaci MPF (Dekel et al.,
1988). V nedavné dob¢ byla popsana dalsi slozka MPF, Greatwall kinaza (Gwl), ktera
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inhibici anti-mitotickych fosfataz reguluje vstup oocytu a jeho udrzeni v M-fazi bunécného

cyklu i znovuzahajeni meidzy (Hara et al., 2012).

Vznikly komplex MPF fosforyluje a reguluje fadu substratii véetné jadernych lamint,
histonu H1, transkripcnich faktorti, kinesinovych motorii a regulatori cytoskeletu (Nigg,
2001). MPF se také podili na fosforylaci dalSich klicovych enzymu, jako je Mos a skupina
MAP kinaz (Fan et al., 2002b). ZvySenim MPF dochéazi k rozpadu jaderné membrany,
kondenzaci chromozomi a vytvoreni déliciho vieténka (Gautier et Maller, 1988, Dunphy et
al., 1988). Aktivace tohoto komplexu je pro znovuzahijeni meidzy nezbytna u vSech

zivo€isnych druht.

Vedle vySe zminénych regulacnich faktorti je aktivita MPF regulovana zejména
pomoci zmén hladin cyklinu B v pribéhu bunééného cyklu (Jones, 2004). Zatimco hladina
CDK 1 je v bunice konstantni po celou dobu cyklu, cyklin B je prib&ézné syntetizovan a
degradovan a jeho mnozstvi tedy kolisd (Pines, 1999), ¢imz je regulovana aktivita CDK 1
(Alberts et al., 1998). Fosforylace cyklinu B béhem aktivace MPF probihd na serinovych
zbytcich Ser-94 a Ser-96. K nartistu MPF dochézi kratce pred rozpadem zarode¢ného vacku a
kondenzaci chromozomi a prudce se zvySuje v metafazi I. Inhibice MPF blokuje rozpad
zéarode¢ného vacku (Wu et al.,, 2002). Nasledna piechodnd inaktivace MPF zplsobena
rozpadem cyklinu B umoznuje ptechod z metafaze 1 do anafaze 1. K opétovné reaktivaci
aktivity MPF dochazi vlivem CSF (cytostatic factor) pfitomného v cytoplazmé u oocytl
zastavenych v metafézi II., kdy hladina MPF dosahuje nejvyssich hodnot (Motlik et Kubelka,
1990; Hashimoto et Kishimoto, 1988; Stojkovic et al., 1999; Kikuchi et al., 1999). Po
oplozeni €1 partenogenetické aktivaci oocytu aktivita MPF klesa a II. meiotickeé dé€leni je

dokonceno (Kikuchi et al., 1999).

Na regulaci aktivity MPF se podili také komplex podporujici anafazi - APC (Anaphase
Promoting Complex), ktery je zodpovédny za snizeni hladiny MPF v anafazi. Pomoci APC
dochazi k navdzani ubikvitinu na cyklin B a degradaci proteazomem. Timto zplisobem je

regulovana segregace chromozomu (King et al., 1996).

MAPK (Mitogen Activated Protein Kinase)

MAP kinaza patii do rodiny serin/threonin protein kindz, které se piimo ucastni

pienosu extracelularnich signélii v buiice a jsou proto oznacovany také jako extracelularné
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regulované kinazy (ERK) (Ferrell, 1996). V sav¢ich oocytech byly nalezeny dvé formy ERK
— ERK 1 (p44) a ERK 2 (p42) a v literatufe jsou ¢asto popisovany jako tzv. klasické MAPK
(Stojkovic et al., 1999, Ferrell, 1996). U savéich oocyti je MAPK aktivovana a regulovana
kinazovou kaskadou zahrnujici MAP kinazy - Erk kinazy, oznaCované jako MEK, které
fosforyluji specifické serinové a threoninové zbytky (Ferrell, 1996, Payne et al., 1991). Na
aktivaci MAPK se podili také ¢len rodiny MEK — protoonkogen mos (Gotoh et al., 1995,
Mansour et al., 1994).

MAPK je aktivovana v dob¢ rozpadu zarode¢ného vacku (GVBD). Ve vztahu MAPK
a MPF v casnych fazich meiotického zrani jsou rozdily mezi jednotlivymi zivo¢isnymi druhy
1 ve vysledcich jednotlivych studii. U bovinnich oocytl je aktivace MPF a MAPK zah4jen ve
stejnou dobu pii GVBD (Motlik et al., 1998, Wehrend et Meinecke, 2001), zatimco napf.
MAPK oocytt kozy je aktivovana po aktivaci MPF a GVBD. U mysi se MAPK aktivuje az
po aktivaci MPF (Stojkovic et al., 1999).

Také na Casovou souslednost faze meiotického zrani a dobu aktivace MAPK existuje
v odborné literatuie n¢kolik odlisnych pohledi. Inoue et al. (1995) se domnivaji, ze MAPK je
u prasecich oocytli aktivovana po GVBD, zatimco vysledky pozdé&jSich studii ukazuji na
aktivaci MAPK jiz v pribéhu GVBD (Motlik et al., 1998, Lee et al., 2000). Rada autord studii
vSak zastdva nazor, Ze k aktivacit MAPK u prasecich oocytli dochazi jiz pted GVBD ¢i
aktivaci MPF (Inoue et al., 1998, Wehrend et Meinecke, 2001, Sugiura et al., 2002). Tyto
odlisnosti mohou byt dany vyraznou heterogenitou populace prasecich oocytd. Ye et al.
(2003) proto pouzili pro experimenty cykloheximid, nespecificky inhibitor syntézy proteind,
ktery mlzZe reverzibiln¢ inhibovat znovuzahajeni meiozy u prasecich oocytl (Fulka et al.,
1986) a dospéli k zavéru, podobné jako Lee et al., (2000) a Sun et al., (2001), Ze MAPK je
aktivovana simultanné s aktivaci MPF a GVBD. Céste¢na aktivace MAPK je dostadujici pro
vyvolani GVBD (Inoue et al., 1998), dokonce i kdyz je aktivace MPF inhibovana (Kubelka et
al., 1996, Motlik et al., 1998). Na druhou stranu, aktivace MAPK neni nezbytna pro aktivaci
MPF ani znovuzahajeni 1. meiotického déleni u oocytl prasat (Ye et al. 2003), podobné jako u
mysi (Sun et al., 1999, Yamashita et al., 2000), viz Obrazek ¢. 3. Studie, ve kterych byly
pouzity specifické inhibitory cdc25 kindzy naznacuji, ze MPF muze vyvolat aktivaci MAPK
(Kubelka et al, 2002).

U nezralych prasecich oocytli je MAPK neaktivni, lokalizovand vyluéné v cytoplazmé.

Pied zahdjenim GVBD se ¢ast MAPK piesune do zarodecného vacku (Stojkovic et al., 1999),

19



kde je aktivovana. Aktivace MAPK v zarodeéném vacku vyrazné urychluje GVBD a

pravdépodobné tak prenasi signaly, které navozuji znovuzahajeni meidzy (Inoue et al., 1998).

Na rozdil od MPF, kde dochazi k piechodnému poklesu aktivity béhem anafaze I a
telofaze I, zGstava aktivita MAPK vysoka po celou dobu meiotického zrani az do stadia
metafaze Il v dobé vydéleni II. polového téliska (Hunter, 2000). Timto mechanismem je
zabranéno piechodu oocytu do interfaze (Dekel et al., 1995). K poklesu aktivity dochazi az pii
vzniku prvojader po partenogenetické aktivaci ¢i oplozeni (Sun et al., 2001, Zhang et al.,

2012).

MAP kinéazy reguluji tvorbu a dynamiku organizace mikrotubulti, udrzuji kondenzaci
chromatinu (Dekel et al., 1995, Li et al., 2002, Verlhac et al., 1994, Stojkovic et al., 1999).
Fosforylaci proteinti cytoskeletu a jaderné laminy zabranuji jejich pfed¢asnému spojeni a
tvorbé jaderné membrany (Peter et al., 1990, Murray et Hunt, 1993, Wehrend et Meinecke,
2001). MAP kinazy se podileji také na tvorbé déliciho vieténka (Sun et Nagai, 2003) a
vylou€eni prvniho polového téliska (Choi et al., 1996), stejné¢ jako na zastaveni meidzy v

metafazi II (Villa-Diaz et Miyano, 2004).

MAPK hraje spolu s MPF, dileZitou tlohu v cytoplazmatickém zrani oocytl prasete,
protoze se podili na regulaci exprese kli¢ovych materndlnich genii a ¢aste¢né¢ i zménou

v polyadenylaci/deadenylaci mRNA (Zhang et al., 2012).
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Obrazek ¢. 3. Aktivita MPF a MAPK béhem meiotického zrani prasecich oocyti.
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Pievzato z Ye et al. (2003).

Vyvoj aktivity MAPK a MPF v jednotlivych fazich meiotického zrani oocytit byl zjistovan pomoci ,, double-kinase

assay‘“ a procentudalné vycislen.

@ aktivita MPF, A aktivita MAPK, GV — zdrodecny vacek, GVBD — rozpad zdrodecného vacku, MI — metafize
I, Al-TI - anafaze |-telofaze I, MII - metafaze I1

CSF (cytostaticky faktor)

Cytostaticky faktor (CSF) je komplex proteinti podilejici se na udrzeni II. meiotického
bloku. CSF je obsaZen v cytoplazmé ovulovanych oocytli, kde brani degradaci cyklinu B a
tim stabilizuje aktivitu MPF (Haccard et al., 1993; Masui et Markert, 1971; Murray et
Kirschner, 1989; Fan et Sun, 2004). Katalytickou soucasti CSF je serin/threonin kinaza, Mos,
ktera je produktem proto-onkogenu c-mos a ve zrajicim oocytu je exprimovana ve zna¢ném
mnozstvi (Hunt, 1992). Mos je nezbytny pro stimulaci aktivity MAP kinazy a jeho syntéza
umoznuje piechod oocytu do M-faze bunééného cyklu. Mos/MAPK kaskada pravdépodobné
slouzi k aktivaci a stabilizaci MPF a MAPK a v pribéhu meiotického zrani (Stojkovic et al.,
1999; Hunt, 1992; Choi et 1., 1996) a Gcastni se kontroly formace mikrotubulti a chromatinu
(Verlhac et al., 1996), regulace velikosti polového teliska i jeho degenerace (Choi et al.,
1996). K inaktivaci MPF a CSF v metafazi II dochazi pod vlivem kalmodulin dependentni
protein kinazy II (CaMKII), ktera je aktivovana v prabehu oplozeni uvolnénim vapnikovych

kationt (Lorca et al, 1993). Jestlize oocyty nemaji dostatek Mos, prochazi druhym
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meiotickym blokem a je u nich navozena partenogeneticka aktivace (Choi et al, 1996). CSF se
na uvolnéni z meiotického bloku podili také inhibici anafazi podporujiciho komplexu (APC)
(Stojkovic et al., 1999). APC totiz blokuje pfesun ubikvitin ligdzy oznacujici cyklin pro

proteasomalni degradaci a tim reguluje hladinu MPF (shrnuto v Nader et al., 2013).

Cyklicky nukleotid cAMP

Cyklicky adenosin 3°5'monofosfat (cCAMP) patii také mezi molekuly zapojené¢ do
regulace meiotického zrani. V organismu piisobi cAMP jako druhy posel a jeho koncentrace
hraje zasadni roli pfi rozpadu zdrodecného vacku (GVBD), jako pocéate¢niho ukazatele
meiotického zrani oocyt v in vivo i in vitro podminkach. Pro udrzeni I. meiotického bloku
Vv profazi I je nezbytna syntéza cAMP, ktery blokuje inhibici MPF a aktivaci MAPK (Fan et
al., 2002). Nasledny vystup oocytu z meiotického bloku je zavisly mimo jiné na sniZeni
hladiny cAMP a v prubéhu meiotického zrani zlstava hladina cAMP v oocytu jiz nizka.
Hladina cAMP je regulovana 2 enzymy — adenylat cyklazou (AC) a fosfodiesterazou (PDE).
AC je lokalizovana v cytoplazmatické membrané¢ oocytu, kde katalyzuje tvorbu cAMP

Z ATP, zatimco PDE hydrolyzou cAMP na AMP snizuje hladinu cAMP (Dekel et al., 1988).

cAMP je syntetizovan jak oocytem, tak i folikularnimi bunikami (Mehlmann et al.,
1995). Hromadéni cAMP je zahdjeno v ¢asném antralnim folikulu prostfednictvim vazby
folikulostimulujiciho hormonu (FSH) na receptory na povrchu kumulérnich a granul6znich
bunék oocytu. FSH plsobi na hladinu cAMP v téchto builkdch stimulaéné, zatimco
v oocytech jeho mnozstvi klesd a umoziuje opétovné zahajit meiotické zrani (Fan et al.,

2002).

Cilovou molekulou v signdlni drize cAMP v oocytech je cAMP dependentni
proteinkindza A (PKA). Vazbou cAMP na regula¢ni podjednotku PKA je enzym aktivovan a
muze fosforylovat proteiny nutné k udrzeni meiotického bloku. Jestlize je hladina cAMP
nizkd, dojde k defosforylaci proteini a znovuzahdjeni meidzy V meiotickém bloku
(Bornslaeger et al., 1986, Wassarman, 1988). PKA je schopna fosforylovat cdc25c. Tato
vazba negativné reguluje cdc25c, kterd z tohoto divodu nemize aktivovat CDK1. Tésné pred
rozpadem zarodecného vacku dochazi k poklesu hladiny cAMP a tim i k poklesu aktivity
PKA. Timto snizenim aktivity PKA je umoznéna aktivace CDK1/cyklinu B. Aktivovana PKA

ma tedy na meiotické zrani inhibiéni vliv (Lazar et al., 2002).

22



Protein kinaza C (PKC)

Protein kinaza C (PKC) patii mezi serin/threonin kinazy, které mohou byt aktivovany
pomoci kofaktori Ca®* a diacylglycerolu DAG (Newton, 1995). Na zaklad& struktury
regula¢ni domény na NH; konci a zpiisobu aktivace jsou rozdéleny do tii skupin — konvencni,
nov¢ a atypické (Newton, 1995, Hug et Sarre, 1993). Konven¢ni izoformy (PKC-a, -BI, -BII, -
v) jsou aktivovatelné volnymi vapnikovymi ionty, diacylglyceroly (DAG) a membranovym
fosfolipidem fosfatidylserinem (PS). Tzv. nové PKC (PKC-9, -¢, -¢, -p, -() neobsahuji ve své
molekule vazebné misto pro Ca®, ale pouze pro DAG. Mohou byt aktivovany i
fosfatidylserinem a nenasycenymi mastnymi kyselinami. Posledni skupinu PKC tvofi
atypické izoformy (PKC-9, -A, -1), jejichZ aktivace neni zavisld na iontech vapniku ani na
DAG (Newton, 1995, Liu et Heckman, 1998), pfesto jsou na zaklad¢ homologie

s predchozimi skupinami fazeny mezi PKC.

PKC se ucastni mnohych signalnich kaskad spojenych s receptory a G-proteiny a
dalsich bunéénych odpovédi (Dempsey et al., 2000), ptrechodu mezi jednotlivymi fazemi
bunécného cyklu (Newton, 1995), vstupu a vystupu oocytu z meidzy i ptekonani meiotického
bloku (Viveiros et al., 2001). Vliv PKC na meiotické zrani se ovSem lisi podle mista jeho
aktivace. Pokud je PKC aktivovana v kumularnich bunkach, meidza je znovuzahijena,
zatimco aktivace v oocytech dal§i prib&éh zrani inhibuje. Rozdilné plsobeni PKC
vV kumularnich buiikkach a oocytem mize byt ddno odliSnou expresi jednotlivych izoforem

v téchto typech bunék (Downs et al., 2001).

I u prasete bylo potvrzeno zapojeni PKC do regulace znovuzahéjeni meiotického zrani
oocyti (Su et al., 1999; Shimada et al., 2001) a nutnost poklesu aktivity PKC pro pfechod z
metafaze I do metafaze II. (Fan et al., 2002a). Aktivita PKC v prib&éhu vyvoje oocytu roste a
nejvyssi je pravé v pozdni MI fazi (Viveiros et al., 2001). Pokles aktivity PKC udrzuje oocyt
v II. meiotickém bloku a brani jeho vstupu do interfaze (Viveiros et al., 2001, 2004). Aktivita
PKC je tedy nezbytna pro pteruSeni II. meiotického bloku a zaroven degradace MPF vyvolana
zvySujicimi se koncentracemi vapniku je zavisla na aktivit¢ PKC (Su et Eppig, 2002; Fan et
al., 2003). Aktivace PKC po GVBD =zastavuje vyvoj mysiho oocytu v metafazi I. (Viveiros et
al., 2001).

PKC je zapojena také v procesu aktivace oocytd u mnohych Zivoc¢isnych druhd,
nicméné zpisob jakym ovliviiuji aktivaci a exocytdzu kortikalnich granul neni zcela znam.

Mnozi autofi prokazali zapojeni kalcium dependentnich izoforem PKC (Eliyahu et Shalgi,
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2002; Fan et al., 2002a), zatimco napi. Sedmikova et al. (2006) uvadi, Ze inhibice na vapniku
nezavislé izoformy PKC-6 potlacuje aktivaci oocytu prasete pomoci kalcium ionoforu. Na

druhou stranu Green et al. (1999) uvadéji, ze inhibice PKC vede k aktivaci prase¢ich oocyti.

Oxid dusnaty (NO)

Dalsi ze signélnich molekul regulujici bunéény cyklus je oxid dusnaty (NO), ktery je
spolu s oxidem uhelnatym a sirovodikem fazen mezi tzv. gasotransmitery, endogenné
produkované plynné molekuly schopné volné difundovat skrz membrany (Wang, 2002). V
signdlni kaskad¢ zivocisnych bunék slouzi jako druhy posel, ktery je uvoliovan ve stopovém
mnozstvi a zapojen do regulace funkce bunék v fadé intracelularnich a intercelularnich
pochodt, véetné reprodukénich. Doba piisobeni NO je velmi kratka a pohybuje se v rozmezi

3-5 sekund (Ding et al., 2000; Calabrese, 2001; Dixit et Parvizi, 2001; Bu et al., 2003).

Syntéza NO je katalyzovana enzymem syntazou oxidu dusnatého (NO-syntazou,
NOS). NOS se vyskytuje ve ttech izoformach - neuronova (nNOS), endotelialni (eNOS) a
indukovatelna (iNOS) (Alderton et al., 2001). Pro enzymovou aktivitu vSech tfi izoforem je
nezbytny kalmodulin, protoze jeho vazba na NOS vyvolava konformaéni zmény, které¢ vedou
k aktivaci (Nathan et Xie, 1994). Jednotlivé izoformy se navzajem lisi katalytickymi
vlastnostmi, zpisobem aktivace i regulace, lokalizaci a celkovou funkci v organismu (Pae et
al., 2009). Vsechny izoformy NOS byly prokazany mimo jiné i v oocytech prasete, kde se
mohou podilet na zisku meiotické kompetence (Chmelikova et al., 2009) i na prubéhu
meiotického zrani (Chmelikova et al.,, 2010). NO zasahuje také do procest spojenych
s aktivaci oocyti (Kuo et al., 2000; Petr et al., 2005a). Neni vSak schopen navodit exocytozu
kortikalnich granul a pomoci regulace vapnikovych kanalti a pump ovliviiuje pouze mnozZsvti

vapnikovych iontti v oocytech (Petr et al., 2005b).

NO je voocytech syntetizovan v pribéhu celého procesu oogeneze az po Casny
embryonalni vyvoj (Jablonka-Shariff et Olson, 1998). Zasahuje rovnéz do regulace
meiotického zrani (Van Voorhis et al., 1995; Yamauchi et al., 1997; Jablonka Shariff et
Olson, 1998; Olson et al., 2000), pravdépodobné prostiednictvim nékolika mechanismd.
Vyznamnou ulohu zde hraje regulace syntézy cyklickych nukleotidi (Tornell et al., 1984;
Tornell et al.,, 1990; Tornell et al., 1991; Jablonka-Shariff et Olson, 2000). NO aktivuje
solubilni guanylat cyklazu, ¢imz dojde ke zvySeni hladiny cGMP (cyklicky guanosin
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monofosfat) v cilovych bunkéach (Schmidt et al., 1993). U mysi stimuluje NO meiotické zrani
oocytl prostfednictvim cAMP, zatimco mechanismus inhibice zrani probiha prostfednictvim
cGMP kaskady (Nakamura et al., 2002). cGMP snizuje aktivaci cAMP-fosfodiesterazy
(CAMP-PDE) hladinu cAMP v oocytu a tim umoziuje oocytu pokra¢ovat v procesu zrani
(Hubbard et Price, 1988). NO reguluje hladinu cAMP bud’ zvySenim syntézy ¢cGMP nebo
stimulaci aktivity cAMP-PDE béhem piechodu oocytu z metafaze I do metafaze II (Jablonka-
Shariff et Olson, 1998).

Utinky NO na meiotické zrani oocytl jsou zavislé na jeho koncentraci, jak bylo
potvzeno napt. u mysi ¢i skotu. Zatimco v nizkych koncentracich plsobi stimulacné, vyssi
koncentrace mohou mit naopak inhibi¢ni efekt (Sengoku et al., 2001; Bilodeau-Goeseels,
2007; Bu et al., 2003; Viana et al., 2007). Vysoka mnozstvi NO jednoznac¢né inhibovala
znovuzahajeni meidzy oocytl prasat i skotu (Tao et al. 2005; Bilodeau-Goeseels, 2007).
Nicméng, inhibice iNOS v oocytech skotu neovlivnila GVBD, ale zabranila expanzi kumulu a

piechodu z metafaze I do metafaze II (Matta et al., 2009).

NO je nezbytny pro meiotické zrani oocyti mysi, jak bylo prokdzano na NO
produkovaném iNOS. Uplatiuje se piedevsim pro pfi rozpadu zarodecného vacku, prechodu
z anafaze do telofaze, vydéleni prvniho poélového téliska a fosforylaci MAPK (Huo et al.,
2005). Zaroven neschopnost syntetizovat NO vede u mysi s vyblokovanym genem pro eNOS
K naruseni zrani oocytd in vitro i in vivo, které se projevilo zpomalenim procesu GVBD,
snizenim poctu oocytt schopnych dosahnout metafaze II ¢i patologickymi zmé&nami na
oocytech (Jablonka-Shariff et Olson, 1998; 2000). Izforma INOS v organismu produkuje
velké mnozstvi NO, zatimco zbylé izoformy nNOS a eNOS, jsou schopny jeho pouze nizké

produkce této molekuly (Rosselli et al., 2000).

Vapnik (Ca)

Vépnik patii mezi vyznamné intracelularni druhé posly uplatiujici se v celé fade
fyziologickych procesti v organismu, mj. jako rustovy faktor, v hormonalni signalizaci,
genové expresi, apoptoze, regulaci bunécného cyklu, ale i oogenezi a meiotickém zrani

(Homa et al., 1993) ¢i oplozeni oocyti (Yanagimachi, 1981, Miyazaki, 1991).

U oocyth prasat bylo nejvice vapniku nalezeno v karyoplazmé¢, vakuolach
mitochondriich a na povrchu lipidovych granul (Petr et al., 2001), vys§i mnozstvi kalciovych

depozit bylo zaznamenano v jadru a cytoplazmé ve srovnani s mitochondriemi (Rozinek et al.,
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2006). Za hlavni vapnikové depozitum je vSak povazovano endoplazmatické retikulum

(Mehlmann et al., 1995).

K vzestupu hladiny vépniku v oocytu béhem meiotického zrani a oplozeni dochazi
zejména prostiednictvim dvou signalnich kaskad. Jedna se o drahy vyuzivajici iontové kanaly
na membranach organel - ryanodinové receptory (RyR) a inositol 1,4,5-trifosfatovymi
receptory (IP3R) lokalizované v endoplazmatickém retikulu. Mnozstvi vapniku v oocytu se
muze zvysit také vstupem vapenatych iontl iontovymi kanaly v plazmatické membrané (Petr
et al., 2002). IP3R hraji vyznamnou roli v regulaci meiézy oocytti mnohych zivoc¢isnych druhi
(Carrol et al., 1994; Yue et al., 1995). Vyplaveni vapniku zprostfedkované drahou vyuzivajici
RyR bylo zaznamenano v oocytech skotu (Yue et al., 1995), ¢lovéka (Sousa et al., 1996),
mysi (Carroll et Swann, 1992; Ayabe et al., 1995). U oocytl prasat byly detekovany oba typy
téchto receptori (Machaty et al., 1997) a intracelularni zésoby véapniku mohou byt
mobilizovany prostfednictvim obou typl receptorit (Clapham, 1995) a prostfednictvim
kamodulin-dependentni drahy aktivuji jejich in vitro zrani i aktivaci prasecich oocyti (Petr et
al., 2002).

Periodické oscilace volnych intracelularnich vapenatych iontd v sav€ich oocytech je
spojovano s oplozenim a aktivaci oocytu vyvolané spermii ¢i jinym stimulem (Swann et Ozil,
1994; Miyazaki et al., 1992), které umoznuje piechod z metafaze II (Petr et al., 2002,
Miyazaki et al., 1993) prostfednictvim kalcium dependentni inaktivace CSF (Zernicka-Goetz
et al., 1995). Dochazi k tomu pravdépodobné destrukci proto-onko genu c-mos a nasledné
inaktivace cyklin B/p34cdc2 komplexu (Collas et al., 1993). Vyplaveni vapenatych iontt
vyvolané prinikem spermie béhem oplozeni zpiisobi pokles aktivity MAP kindzy, coz je

dulezité pro dokonceni meidzy (Lorca et al., 1993).

Viapenaté ionty se vSak vyrazné uplatiluji také pfi znovuzahdjeni meiotického zrani,
casném vystupu z . meiotického bloku (Carroll et al., 1994) ale i v pribehu zrani oocytl
(Yanagimachi, 1994). Intracelularni oscilace vapniku jsou nezbytné pro spontanni meiotické
zrani mySich (De Felici et al., 1991) i prasecich (Kaufman et Homa, 1993) oocytl. Zapojeni
vapniku do pribéhu GVBD a nasledné¢ho pokracovani meidzy bylo potvrzeno piidanim
chelatorti vapniku, které zablokovaly znovuzahdjeni meidzy u oocytd skotu (Homa, 1988) a
prasete (Kaufman et Homa, 1993). Nicméné, pro dokon¢eni GVBD nejsou u mysi Ca®* ionty

potiebné (Carrol et Swann, 1992).
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Ptitomnost vapniku byla potvrzena jiz u nezralych oocytt, ale citlivost vapnikovych
receptorl je niz8i. V pribchu meiotického zrani se jejich senzitivita zvySuje, stejné jako
schopnost uvolnit vapnik z intracelularnich zasob dosahujici maxima v oocytu ve stadiu

metafaze II (Carroll et al., 1994; Mehlmann et Kline, 1994).

Kalmodulin je znam jako hlavni receptor pro vapnikové ionty a hraje vyznamnou roli
V bunécném cyklu (Means, 1994). Tento maly protein s molekulovou hmotnosti 17 kDa je
pritomny ve vSech eukaryotickych bunkach a jeho tloha byla potvrzena pii vystupu
z metafaze II u zaby drapatky, Xenopus laevis (Lorca et al., 1991), nikoliv vsak mysi (Xu et
al., 1996). Konformace kalmodulinu je zménéna po navazani vapniku a vznikly komplex Ca®

- kalmodulin je schopen odlisné interakce s cilovymi proteiny (Slavov et al., 2013).

K proteinim tvoficim funkéné zménény komplex patii mj. 1 kalmodulin depedentni
proteinkindzy (CaMK). Klicovym pifenaSeCem vapniku v pribéhu meiotického zrani a
aktivace oocytll je kalmodulin dependentni kindza CaMK II aktivovana vapenatymi ionty,
ktera se ucastni degradace cyklinu B a tim reguluje aktivitu MPF 1 MAPK a vystup oocytu
z II. meiotického bloku (Fan et al., 2003, Lorca et al., 1993). Vyznamné tak zasahuje napft. do
znovuzahajeni meiotického zrani, vydé€leni polového téliska, vystupu z II. meiotického bloku

¢1 formace prvojader, jak bylo prokdzéano i u prasete (Fan et al., 2003).

2. 7. Aktivace oocytu

Zralé oocyty savcl zastavené v metafazi II ¢ekaji na aktivacni stimul, ktery vyvola
degradaci ¢i inaktivaci molekul zodpov&dnych za udrZeni oocytd ve II. meiotickém bloku a
umozni dokon¢it II. meiotické dé€leni. Béhem aktivace oocytu dochazi k velkému mnoZstvi
pfesn¢ definovanych morfologickych a biochemickych dé&ti, které nastavaji po interakci
spermie se zona pellucida a plazmatickou membranou oocytu a postupné pieménuji oocyt
V totipotentni  zygotu. Tyto zmény vedou k plné aktivaci oocytu charakterizované
znovuzahdjenim meidzy, exocytdézou kortikdlnich granul, formaci saméiho a samiciho
prvojadra a zahajenim embryonalni genové exprese (Jones, 2005; Ramadan et al., 2012;
Longo, 1997; Williams, 2002; Abbott et Ducibella, 2001; Williams, 2002; Ben Yosef et
Shalgi, 1998; Yanagimachi, 1994).

Za fyziologickych podminek pfinési stimul vyvolavajici tyto zmény do oocytu spermie

v dobé oplozeni, kdy se vdze na plazmatickou membranu oocytu (Yanagimachi, 1988).
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Pomoci faktoru spermie - fosfolipazy C (PLC)-0 je penetrujici spermie schopna vyvolat narist
hladiny intracelularniho vapniku, ktery Sifi od mista priniku spermie ve vlnach po celém
oocytu (Saunders et al., 2002, Swann et Ozil, 1994) vedouci k aktivaci oocytu. Vzestup
vapniku a jeho nésledné oscilace jsou nezbytné pro znovuzahéjeni a dokonceni meidzy oocytt
savcl (Sun et al., 1994; Alberio et al., 2001) a n€kolik hodin po fizi spermie s oocytem
ustavaji (Jones et al., 1995). Zdroj vapniku pro tyto oscilace pochazi tedy z vné&jsiho prostiedi
i vnitrobun&énych zasob (Swan et al., 2006). V disledku zmén vyvolanych oscilaci Ca*
dochazi k exocytdze kortikalnich granul v kortikalni oblasti oocytu pod oolemou (Abbott et
Ducibella, 2001). Enzymy uvolnéné z kortikalnich granul do periviteliniho prostoru zptsobi
zmény na zona pellucida a zabrani dalSim spermiim v navazani a proniknuti zona pellucia

(Bleil et al., 1981).

Pro plnohodnotnou aktivaci oocytu je nezbytna presna frekvence i amplituda
jednotlivych oscilaci vapnikovych iontd (Vitullo et Ozil, 1992). Prili§ vysoké ¢i nizké
amplitudy oscilaci vapnikovych iontl nejsou schopné navodit tvorbu prvojadra a ptili§ kratka
doba oscilaci vapniku v oocytu ma za nasledek neschopnost oocytu dokonc¢it druhé meiotické
déleni. Zaroven bylo prokézéano, Ze i vysoka ¢etnost a dlouha doba trvani jednotlivych oscilaci
ma na aktivaci oocytll negativni vliv a miize vést k jejich zaniku (Gordo et al., 2000). Ve
frekvenci a délce trvani oscilaci vapniku existuji zna¢né mezidruhové rozdily a mohou se

pohybovat v rozmezi 2 minut az n¢kolika hodin (Kleine et al., 1992; Fissore et al., 1992).

Klicovym momentem aktivace oocytu je znovuzahdjeni meidzy, ke kterému dochézi
v dob¢ dekondenzace chromatinu spermie v cytoplazmé oocytu. Dekondenzace chromatinu je
zahajena v kaudalni ¢asti hlavicky a postupuje kranidlnim smérem, kolem dekondenzovaného
chromatinu se tvofi nova jadernd membrana a nékolik hodin po fizi spermie s oocytem se
zac¢ind formovat sam¢i a samici prvojadro (Yanagimachi, 2005). V pribéhu znovuzahgjeni
mei6zy dochazi také k rotaci meiotického vieténka, rekruitmentu maternalni RNA, vstupu do
anafaze II a vylouceni 2. polového téliska (Williams, 2002). U prasat cely proces trva 8 hod.
od inseminace (Ding et al., 1992). Ob¢ prvojadra migruji prostfednictvim mikrotubularni sité
do centra oocytu. Naslednym zanikem jaderné membrany a splynutim prvojader je zahdjeno

prvni ryhovaci déleni (Williams, 2002; Longo, 1997).

Pred aktivaci oocytu je bunécny cyklus zastaven a oocyt je diky MPF udrzovan
v metafazi II (Verlhac et al.,, 1993). Po znovuzahijeni meidzy se oocyty vraci opét do

bunééného cyklu fizeného rovnovéhou aktivit kindz a fosfatdz ovlivigjicich c¢innost
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bunécnych proteinii (Williams, 2002). Meioticky blok je udrzovan MPF, ktera zastava aktivni
diky pfitomnosti cytostatického faktoru braniciho degradaci cyklinu Bl. Vzestup
intracelularni hladiny vépniku po fizi spermie s oocytem vyvola degradaci cyklinu, kterd se
projevi ztratou aktivniho cytostatického faktoru a inaktivaci MPF. Tyto zmény umozni
pokracovani meidzy oocytti do anafaze II (Lorca et al., 1993). Kratce po poklesu aktivity
MPF, zacina klesat aktivita MAP kindzy (Moos et al., 1995), ktera je patrné nezbytna pro
zformovani prvojader (Miyano et al., 2000). Zatimco degradace cyklinu B v oocytu omezuje
oscilace vapniku, MPF aktivita pisobi jako pozitivni regulator (Lavasseur et McDougall,

2000).

V souvislosti se signdlnimi drahami aktivace oocytu spermii a naslednou fuzi gamet
byla vyslovena tada teorii a pfesny mechanismus regulace neni dosud znam. Vapnik se mize
dostat do oocytu prostfednictvim spermie pii akrosomalni reakci a v momenté, kdy dojde
k fuzi oocytu a spermie. Vapnik je pumpovan do endoplazmatického retikula oocytu a to vede
k vyvolani vapnikovych vin v oocytu (Jaffe, 1983; Creton et Jaffe, 1995). Zaroven muze
dochazet ke stimulaci rozpustného cytosolického faktoru spermie, ktery je do oocytu uvolnén
po fizi gamet a nasledné spolecné s kompomenty v ooplazmé vede ke zvySovani hladiny
vapniku (Swan, 1990; Ramadan et al., 2012). Takto vyvolané oscilace vapniku jsou zavislé na
CDK aktivité¢ oocytu (McDougall et al., 2000) a signalni molekuly spemie jsou vysoce
konzervativni mezi jednotlivymi Zivo¢isnymi druhy (Stricker et al., 2000).

Na oscilacich vapniku v sav€ich oocytech se podileji inositol trifosfatove (IP3) drahy,
které umoziiuji prenos Ca®* uvolnéného z intracelularnich zasob, zejména endoplazmatického
retikula (shrnuto v Ramadan et al., 2012). Kli¢ovou roli v tomto procesu hraje jiz zminény
PLC 8, protein o velikosti 70 kDa, ktery se vyskytuje specificky ve varletni tkani (Saunders et
al, 2002). PLC 3§ je fyziologicky faktor zodpovédny za piesun Ca®" ionti zprostiedkovany IP3
po fuzi oocytu se spermii (shrnuto v Ramadan et al., 2012). PLC § po uvolnéni do cytoplazmy
oocytu vyvolava hydrolyzu na membrané vazaného fosfotidyl inositolu (PIP;), diky které
vznikd diacylglycerol (DAG) a IP3. IP; se nasledné navdze na IP3 receptory na
endoplazmatickém retikulu a umozni uvolnit intracelularni zasoby Ca®. Vysledkem je
zvySeni hladin vépniku a aktivace. Nyné&jsi poznatky odhalily vazbu PIP, na organelach
oocytu (Malcuit et al., 2006; Cooney at el., 2010, Ramadan et al., 2012), viz. Obrazek 3.

Do aktivace oocytl jsou zapojeny také na vapniku zavislé molekuly. Jednou z nich je
kalcium dependentni izoforma protein kinazy C (PKC), (Gallicano et al., 1997), zasahujici

rovnéz do meiotického zrani oocytl. PKC je zahrnuta v signélni kaskadé aktivované PLC o a
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podporuje exocytozu kortikalnich granul (Abboott et Ducibella, 2001), vydéleni II. pélového
téliska (Gallicano et al., 1997) a remodelaci cytoskeletonu oocytu (Gallicano et al., 1995). Pii
oplozeni je v oocytech pfechodné aktivovana také kalcium/kalmodulin dependentni kindza II
(CaMKII), ktera se vyvola aktivaci APC/C (Lorca et al., 1993). APC/C je E3 ligaza, ktera
ubiquitinem znaci cyklin B1 pro degradaci 26S proteasomem (Fang et al., 1999). Degradace
cyklinu B ma za nésledek pokles aktivity MPF a nastup anafdze druhého meiotického déleni.
Aktivita CaMKII kolisa s Ca** u oocytii mysi (Markoulaki et al., 2004).

CaMKII je zaroven zapojena do exocytozy kortikalnich granul (Abbot et Ducibella,
2001). V oocytech drapatky bylo popsano zapojeni kalmodulinu do regulace aktivity
CAMKII pii vzestupu vapniku vyvolanou IP3 (Matifat et al., 2001). CAMKII reguluje vystup
z MII bloku u partenogeneticky aktivovanych mysich oocyt (Johnson et al., 1998) a spousti
zacatek vyvoje mysi (Knot tet al., 2006).

Rovnéz nékteré gasotransmitery jsou zapojeny do sledu udélosti odehravajicich se pfi
aktivaci oocytl, napiiklad oxid dusnaty (Kuo et al., 2000; Petr et al., 2005a). Pomoci
regulace vapnikovych kandlii a pump regulujicich pfijem a vydej vapniku pro buiku,
ovliviiuje NO mnozstvi vapnikovych iont v oplozeném oocytu (Berridge et al., 2000; Petr et
al., 2005b). NO-dependentni aktivace oocyti prasat je zavisla na mobilizaci zasob vapniku
pomoci ryadinovych receptor (RyR), ale nezavisi na inositoltrifosfatovych receptorech
(IP3R). Ale pro spravnou aktivaci sav¢ich oocytt jsou IPsR dulezité (Petr et al., 2005b). Pro
partenogenetickou aktivaci oocyti NO donory je ziejmé specificka role cGMP-dependentni

signalni kaskady (Petr et al., 2006).
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Obrazek 3. Schéma mechanismu aktivace oocytu prostirednictvim PLC(
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Prevzato z Ramadan et al. (2012).

Po fiizi spermie s oocytem je PLC{ uvolnén do cytoplazmy oocytu, kde napomdhd hydrolyze na
membranu navizaného PIP, na DAG a IP;. Uvolnéni Ca?* z intraceluldrnich véipnikovych depozit vyvoldava
vzestup hladiny Ca®" a aktivaci oocytu.

N — jddro; PIP, - fosfotidylinositol 4,5-bisfosfat; 1Ps- inositol trifosfar; DAG- diacylglycerol; PKC-
proteinkindza C; ER — endoplazmaticke retikulum.

Partenogeneticka aktivace oocytu

Cely proces aktivace oocytu vSak nemusi byt navozen pouze penetraci spermie do
oocytu, ale byla popsana cela fada umélych stimult, které umozni v podminkach in vitro
navodit v meioticky kompetentnim oocytu obdobné procesy jako spermie. Jedna se o tzv.
partenogenetickou aktivaci, ktera je vhodnym nastrojem k ur€eni cytoplazmatického zrani a
celkové kvality oocytil (Kharche et Birade, 2013). VétSina umélych stimulti pouzivanych pro
partenogenetickou aktivaci vyvold v oocytu, podobné jako pii aktivaci spermii, zvySeni
intracelularni hladiny vapenatych iontl (Prochazka et al., 1992; Sun et al., 1992; Jilek et al.,
2000, 2001; Che et al., 2007; Im et al., 2007; Koo et al., 2008). Nicmén¢, sled udalosti
odehrdvajici se v oocytu pii fyziologické aktivaci spermii se miiZze po partenogenetické
aktivaci liSit a nekteré z umélych stimuli nejsou schopny navodit plnohodnotnou aktivaci
oocytu, tedy na sobé nezavislého znovuzahajeni meiotického déleni a exocytozu kortikalnich
granul soucasn¢ (Moore et al., 1995; Sun et al., 1997; Petr et al., 2005).

Vysledky experimenti fady vyzkumnych tym zminuji vhodné umélé aktivacni
stimuly a protokoly k navozeni partenogenetické aktivace oocytil. Jedna se napt. o elektrickou
stimulaci (Prochazka et al., 1992; Sun et al., 1992; Koo et al., 2008) ¢i chemické latky - napf.
stroncium (Kline et Kline, 1992), ethanol (Petr et al., 1996), kalcium ionofor (Jilek et al.,
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2000, 2001; Che et al., 2007), cycloheximid (Saeki et al., 1997), 1,4,5-inositol trifosfat (Ahn
et al., 2001), 6-dimethylaminopurin (6-DMAP; Im et al., 2007) ¢i donory oxidu dusnatého
(Petr et al., 2005). Nicmén¢ vzhledem k vysoké variabilité mezi jednotlivymi ZivociSnymi
druhy a intenzit¢ ucinku jednotlivych partenogenetickych stimulii neexistuje univerzalni

metoda partenogenetické aktivace, ktera by se dala pouzit jednoznacné pro vSechny zivocisné

druhy (Kharche et Birade, 2013).

Narozdil od oocytl aktivovanych spermii, které obsahuji paternalni i maternalni DNA,
partenogeneticky aktivované oocyty obsahuji pouze maternalni DNA. Z toho diivodu mohou
partenogenticky aktivované oocyty a néaslednd embrya podstoupit nekolik bunécnych déleni,
ale nikdy svij vyvoj nedokon¢i a zastavi se v riznych stadiich vyvoje, v zéavislosti na
konkrétnim zivocisSném druhu. Praseci partenogenetickd embrya se mohou vyvijet az 29 dni

po aktivaci (shrnuto v Kharche et Birade, 2013).

Utinky jednotlivych inhibitorti syntézy/fosforylace proteind pouZivanych pro
partenogenetickou aktivaci oocytli maji rozdilné ucinky na organizaci cytoskeletu oocytu a
projevuji se rozdily v migraci prvojader, vydéleni polového téliska 1 fragmentaci oocytl
(Suzuki et al., 2002). PrestoZze u oocytl,, kde je aktivace dosaZzeno pomoci elektrickych
stimull, dochazi k exocytdze kortikalnich granul a syntéze proteind, podobné jako pfti aktivaci
spermii. Pribéh oscilaci vapniku charakterictickych béhem aktivace je vSak odlisny, jak bylo

popsano u prasecich oocytl (Sun et al., 1992).

Za univerzalni spousté¢ aktivace oocytu je povazovan také oxid dusnaty (Petr et al.,
2005) a produkovany spermii nebo syntéza oxidu dusnatého (NOS) pochazejici z oocytu. Obé
tyto molekuly zvySuji intracelularni hladinu vapniku (Kuo et al., 2000) Vzestup vapniku
zprostiedkovany oxidem dusnatym zahrnuje také aktivaci Src kinazy a castecné 1 PLC &
(Hyslop et al., 2001). Také uvolnéni vapniku z ryanidovych receptorti vyvolava oscilace
intracelularniho vapniku, jak bylo prok4dzano u mysich oocytii (Swann, 1992) a ucastni se také
oplozeni oocytld skotu (Yue et al., 1998). NO-dependentni aktivace prasecich oocytd je
zéavisla na mobilizaci intracelularnich vapnikovych zasob pomoci ryanodinovych receptorii
(RyR) a nezavisi na inositoltrifosfatovych receptorech (IP3R). Nicméné, IP3R jsou dilezité
pro spravnou aktivaci sav¢ich oocytt (Petr et al., 2005b). Partenogeneticka aktivace oocytl
vsak neni plnohodnotnd, protoze sice mize dojit k dokonceni meidzy, nicméné kortikalni
reakce nenastane (Petr et al., 1995). Rada umélych aktiva¢nich stimuld je naopak schopna

vyvolat samotnou kortikalni reakci (Sun et al., 1992; Machaty et al., 1996, 1997b), i kdyz
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nékdy v ponékud slabsi mife nez po penetraci spermie (Wang et al., 1998). Jednou z cest

regulace NO-syntazy a produkce NO v bunice je fosforylace protein kinazami (Salh et al.,
1998).

Oocyty mohou podstoupit také spontanni aktivaci. Jednou z pti¢in spontanni aktivace
pii prodlouzené kultivaci mysich oocytl je ziejmée ¢asteCny pokles aktivity MPF a MAPK
(Xu et al., 1997a). Neoplozené oocyty, které vydélily druhé poélové télisko, mohou vstoupit do
tzv. tiettho meiotického bloku (MIII). Chromozémy takovych oocytii zlstavaji kondenzovany
a rozprostiraji se v cytoplazmé oocyti (Ross et al., 2006). Zarovenl u nich nedochazi ke
vzniku prvojader, coz muze byt vyvolano nedostatecnym poklesem aktivity MAPK. Tyto
skute¢nosti naznacuji, ze spontanni aktivace nevede k dokonceni vSech biochemickych a
bunéénych zmeén, které jsou spojovany s oplozenim. U spontdnné aktivovanych oocytli se
objevuje rovnéz c¢asteéna exocytodza kortikalnich granul a zmény zona pellucida (Xu et al.,
1997a). MIII blok je ziejmé vysledkem vysoké aktivity MPF po spontanni aktivaci (Ross et
al., 2006). Oocyty, které vstoupily do MIII, nelze partenogeneticky aktivovat (Zernicka-
Goetz, 1991). Spontanni aktivace oocytdi muze vyvolavat prodlouzend doba manipulace
(Keefer a Schuetz, 1982), zmény teploty v prub&éhu manipulace (Zernicka-Goetz, 1991) nebo

pfitomnost vapniku v kultiva¢nim médiu (Hayes et al., 2001).

2. 8. Kalcineurin

Kalcineurin je proteinem s enzymovou aktivitou patficim do velké rodiny protein
fosfataz (PP). Podle svého zatazeni je znam téZ pod ndzvem fosfatdza 2B (PP2B) ¢i protein
fosfazaza 3 (PP3) (Cohen et al., 1989; Hogan et Li, 2005). Kalcineurin byl poprvé
identifikovan a popsan jako latka inhibujici kalmodulin dependentni cyklicky nukleotid
fosfodiesterazy Wang et Desai (1976). Nezavisle na tomto objevu byl extrakci pomoci
kalmodulin-afinitni chromatografie ziskan z mozku skotu (Watterson et Vanaman, 1976), ale
podjednotky kalcineurinu z této extrakce byly chybné¢ identifikovany (Rusnak et Mertz,
2000). Jako prvni purifikovali kalcineurin Klee et Krinks (1978), ktefi predpokladali, Zze by
mohl byt regulagni podjednotkou fosfodiesterazy. Na zaklade jeho schopnosti vazat Ca®* a

lokalizaci v nervové tkani byl odvozen jeho nazev — kalcineurin (Klee et al., 1979).

2. 8. 1. Struktura kalcineurinu
Kalcineurin je jedinou serin/threoninovou protein fosfatizou pod kontrolou Ca®* a

kalmodulinu (Klee et al., 1998; Kingsbury et Cunningham, 2000). Pfednostn¢ defosforyluje
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peptidy s bazemi aminokyselin na dusikatém konci (Yamashita et al., 2000). Svou chemickou
strukturou je Kkalcineurin heterodimer, skladajici se zdvou pojednotek - Kkatalytické
podjednotky A (CnA) obsahujici autoinhibi¢ni doménu blizko C-konce (Klee et al., 1988) a
podjednotky B (CnB) sregula¢ni funkci (Chan et al., 2005; Liu et al., 2010). Tyto dvé
podjednotky jsou evolu¢né velmi konzervativni a zachovavaji si svou strukturu a obsahuji

U savct jsou pfitomny tfi izoformy CnA - Aa, AP, Ay, které jsou kddované vice geny -
PPP3CA, PPP3CB a PPP3CC (Kincaid, 1993) s vysoce konzervativnimi aminokyselinovymi
sekvencemi (Klee et al., 1988, Kuno et al., 1992). Izoformy kalcineurin Aa. (Ito et al., 1989) a
AP (Kuno et al., 1989) byly popsany jako prvni v 80. letech, pozdé&ji v roce 1992 byla
identifikovana i izoforma Ay (Kincaid et al., 1990). Rozsah molekulové hmotnosti
kalcineurinu A se pohybuje v rozmezi 57 — 59 kDa, Vv zavisloti na konkrétni izoformé& (Chan
et al., 2005; Liu et al., 2010; Rusnak et Mertz, 2000). Velikost CnA muze byt u nizsich
eukaryotl vyssi (napt. Saccharomyces cerevisiae — 63-69kDa, Drosophila melanogaster — 62-
65 kDa) (Rusnak et Mertz, 2000; Liu et al., 2010). I pfes strukturalni podobnost jednotlivych
izoforem je jejich zapojeni a pisobeni v jednotlivych bunéénych procesech v organismu
odlisné (shrnutov Williams et Gooch, 2012).

Podjednotka B se vykytuje ve 2 izoformach, B1 a B2, s molekulovou hmotnosti 18 — 19
kDa (Chan et al, 2005), které jsou produkty samostatnych gentit PPP3R1 a PPP3R2 (Hogan et
Li, 2005). Vyskyt kalcineurinu B1 byl potvrzen ve spojeni s izoformami kalcineurinu Aa a
AP, zatimco podjednotka B1 s izoformou kalcineurinu Ay (Kincaid, 1995).

Strukturalné ma katalytické podjednotka CnA tvar elipsy obsahujici a-Sroubovici a B-listy,
kde je obsazeno vazebné misto pro podjednotku CnB (Rusnak et Mertz, 2000). CnB ma
strukturu s typickym motivem (EF-hand) polypeptidového fetézce a jeho sekvence se z 35%
shoduje s kalmodulinem. Na tyto EF hand doménach jsou 4 vazebna mista s odliSnou afinitou
pro ionty Ca?*. Na N- konci je afinita pro Ca®* nizsi (v fadech pM) nez na C konci (v fadech
nM) (Kakalis et al., 1995, Gallagher et al., 2001). Vazebné misto s vysokou afinitou
k vapniku slouzi ke stabilizaci heterodimerické struktury a je nazyvano strukturalnim mistem
kalcineurinu (Gallagher et al., 2001). Zbyl4 tfi mista s niz§i afinitou slouzi jako vapnikové
senzory a obsazeni téchto mist je zavislé na zvySeni intraceluldrniho vépniku a zastava tedy
regulacni funkci a to pfedevS§im stimulaci aktivity kalcineurinu a moznosti vazby kalmodulinu
do cilové oblasti kalcineurinu (Klee et al., 1998; Yang et al., 2000). A a B podjednotky
kalcineurinu jsou pevné spojeny a mohou byt oddéleny pouzitim denaturacnich cinidel

(Rusnak et Mertz, 2000).
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2. 8. 2. Distribuce kalcineurinu v organismu
Jako modelovy organismus pii studiu role kalcineurinu byla jako prvni eukaryoticky

mikroorganismus pouzita kvasinka S. cerevisiae (Rusnak a Mertz, 2000).

Nejvyssi zastoupeni kalcineurinu je v nervové tkani (Wallace et al., 1980), kde je jeho
mnozstvi 20 - 30x vyS$8i neZz v ostatnich tkanich (Klee et al., 1998) a tvoii vice nez 1%
z celkového mnozstvi proteinti (Yakel et al., 1997). Vétsina (50 — 70%) kalcineurinu je
vazano na membrané nebo Castech cytoskeletu mozku (Klee et al., 1998; Yakel et al., 1997).
Obé¢ podjednotky kalcineurinu byly pozorovany také napt. v osteoklastech kosti (Awumey et
al., 1999), srdci (Ding et al., 1999), zadnim mozku a miSe, bunikdch ledvin (Aperia et al.,
1992) i jater (Farghali et Masek, 1998), placenté (Pallen et al., 1985), B a T lymfocytech
(Chantler et al., 1985), v tukové tkani, bunkach nadledvin, krevnich destickach, sitnici,
svalech, plicich a dal$ich tkanich savci (Li et al., 2011, shrnuto v Rusnak et Mertz, 2000). |
pfi nizkych hladinach hraje kalcineurin roli pii nitrobunécéné signalizaci, jak bylo potvrzeno u
T-lymfocyti a kosternich svalti (Hogan et Li, 2005). Zarovenn se podili na programované
bunécné smrti 1 aktivaci T a B lymfocytl (Rusnak et Mertz, 2000). U prasete byl kalcineurin
poprvé prokdzan na plazmatické membrané¢ lymfocytt (Chantler et al., 1985), dale také
v cévach, kosterni 1 hladké svaloviné a v fad€ jinych somatickych bunék (Hamada et al.,
2010; Depreux et al., 2010). Obé podjednotky kalcineurinu byly identifikovany také ve
spermiich kancti (Tash et al., 1988)

Kazda z izoforem obou podjednotek ma v tkanich odlisnou distribuci. Izoforma CnAa,
CnAB a CnBl se v hojném mnozstvi vyskytuji téméef ve vSech tkanich. Vyskyt zbylych
izoforem CnAy a CnB2 je omezeny pievazné na tkail mozku a varlete (Molkentin, 2004).
Vzhledem k tomu, Ze exprese vlastniho proteinu kalcineurinu A-y byla poprvé prokazana ve
tkani varlete je oznaCovana také jako izoforma, jejiz vyskyt je specificky pro varlata - testis
specific isoform (Muramatsu et Kincaid, 1992; Muramatsu et al., 1992).

Exprese kalcineurinu byla potvrzena také V oocytech, ale pouze u zastupcl
bezobratlych, mouchy Drosophila (Takeo et al., 2006, 2010) a nizSich obratlovct, zaby rodu
Xenopus (Nishyama et al., 2007; Mochida et Hunt, 2007). O pfitomnosti kalcineurinu
V oocytech savcil neni jednoznaény dikaz, a jeho vyskyt v oocytech prasat miiZzeme jen

pfedpokladat.

2. 8. 3. Aktivace a regulace kalcineurinu
Fosfatova aktivita kalcineurinu je kalcium dependentni a je regulovana dvémi

strukturalné¢ podobnymi, ale funkéné odliSnymi latkami, kalmodulinem a vapnikem (Klee et
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al., 1988). Aktivace zahrnuje sérii po sobé nasledujicich konforma¢nich zmén Kkatalytické
podjednotky A (Milan et atl., 1994), které jsou zavislé na hlading intracelularniho Ca?".

Pokud je hladina vapniku nizka, kalcineurin neni schopen navazat kalmodulin a enzym
je v neaktivni formé. Hladina intracelularniho vapniku rozhoduje o misté vazby Ca* iontd na
vazebna mista regulacni podjednotky B (Klee et al., 1998). Pokud hladina vapniku klesne pod
10"M, dochézi k vazb& Ca?* pouze v misté vysoké afinity. Podjednotky CnA i CnB pak sice
zustavaji spojeny, ale enzym neni aktivni (Klee et al., 1998). ZvySenim intracelularniho
vapniku viak dochazi k obsazeni vazebnych mist Ca®* na podjednotce B (Klee et al., 1998),
které vede k disociaci kalmodulinu z vazebné oblasti na kalcineurinu B s vazebnou oblasti
kalcineurinu A. Tato konforma¢ni zména umoziiuje navazani kalmodulinu a vytlaceni
autoinhibi¢niho peptidu z aktivniho mista. Vysledkem je nastup fosfatazové aktivity
kalcineurinu (Kissinger et al., 1995). Autoinhibi¢ni mechanismus kalcineurinu je zapii¢inén
autoinhibi¢nimi c¢éasticemi, které se formuji na a-helixu, spojuji se s povrchovymi
aminokyselinami fosfatdizové domény a blokuji tak pfistup ke katalytickému centru
kalcineurinu (Griffith et al., 1995). K pevnému spojeni kalmodulinu s kalcineurinem dochazi
tedy jen pii zvysené, ale stale fyziologické hodnotd Ca®*, diky které dochazi k defosforylaci
vybranych substrati (Hogan et Li, 2005).

Aktivace kalcineurinu je ovlivnéna také fosfolipidy, které bud’ inhibuji ¢i aktivuji
kalcineurin, v zavislosti na davce a substratu. Aktivita kalcineurinu mize byt ovlivnéna také
extracelularnimi oxidanty, pfedev§im H,0; (Rusnak et Mertz, 2000) ¢i ionty Zeleza (Fez+) a
zinku (Zn®") (Klee et al., 1998). Pokud dojde k oxidaci Fe?* na Fe**, mtize dojit k inaktivaci
enzymu (Aramburu et al., 2004). MnoZstvi volnych ionti Mn?, Mg* nebo Ni** a
kalmodulinu jsou dal$imi faktory, které maji vliv na aktivitu fosfataz kalcineurinu (Li et al.,
2011).

Mezi klasické cesty regulace kalcineurinu in vivo patii vySe popisované intracelularni
koncentrace Ca®* (Rusnak et Mertz, 2000). Existuji vSak 1 dals$i latky, které zasahuji do fizeni
aktivity kalcineurinu. Jednou z nich jsou tzv. RCAN (regulators of calcineurin) proteiny
tvofici rodinu endogennich regulator kalcineurinu, oznafovanych také jako MCIP
(Modulatory calcineurin-intercting proteins), DSCR1 (Downs syndrome critical region) ¢i
kalcipresiny (Takeo et al., 2006). Regulatory rodiny RCAN proteinli jsou ve své primarni
struktufe konzervovany od hub aZ po c¢lovéka a v buikach uplatiuji fadu efekth, které
pozitivné €1 negativné ovliviiuji kalcineurinovou signalizaci (Li et al., 2011). Tyto endogenni

regulatory mohou nejen stimulovat, ale i inhibovat aktivitu kalcineurin svou vazbou na
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katalytickou podjednotku CnA (Fuentes et al., 2000, Ejima et al., 2004) fizenou protein
kindzami.

Jako regulator kalcineurinu pisobi také protein Sarah (Sra), jehoz uloha byla odhalena
u oocyti octomilek (Drosophila melanogaster), kde pusobi prostiednictvim fosforylaéniho
mechanismu (Takeo et al., 2006, 2010). Sra je ve velké mife exprimovan v prub&éhu oogeneze
v samiCich zarode¢nych bunkach (Ejima et al., 2004) a casnych embryich a ztrata Sra
v zarodecnych bunkéach se tedy miize projevit poruchami pribé¢hu meiozy (Takeo et al.,

2006).

2. 8. 4. Cilové substraty kalcineurinu
Kalcineurin  komunikuje s velkym mnozstvim substratdt a cilovych proteind,

v nékterych piipadech na omezeném misté uvnité bunky (Li et al., 2011). Mnoho z téchto
substrati je obsazeno v fadé signalnich transdukénich drah. Zahrnuji potencialni fyziologické
substraty s jasné¢ vymezenymi charakteristikami jako NO syntdzu, dynamin (a GTPazu
ucastnici se endocytdzy) ¢i heat-shock protein hsp25 (shrnuto v Shibasaki et al., 2002).
Kalcineurin je zapojen také v aktivaci a regulaci vapnikovych kanalt - inositol 1,4,5-

trifosfatazovém receptoru (IP3R) a ryanidovém receptoru (RyR) (Bultynck et al., 2003).

NFAT (Nuclear Factor of Activated T-cells)

NFAT je nejvyznamnéj$im transkripnim faktorem, kterym je regulovan
kalcineurinem. Touto cestou je regulovdna exprese gend pro prozanétlivé cytokiny -
interleukiny (IL-2, I1L-3, IL-4, IL-13) a dalsi faktory (INF-y, GM-CSF, TNF-a) (Sobotkova et
Bartinkova, 2008). Hlavnim impulzem pro studium kalcineurinu bylo zjisténi, ze je cilem
imunosupresantli, cyklosporinu a takrolimu (FK506), které jsou Siroce pouzivané
Vv transplantacni medicin€ a inhibuji fosfatdzovou aktivitu kalcineurinu (Liu et al., 1991).
Imunosupresivni U€inky téchto latek spocivaji v prevenci defosforylace prave transkripénich
faktorit NFAT (Nuclear Factor of Activated T-cells) v T-lymfocytech a dalSich burikach
imunitniho sytému (Li et al., 2010).

Signalni dréha Ca?* ionti v T-lymfocytech, ktera vede k imunitni odpovédi, je detailng
popsana. Na zéklad¢ signalt z T-bunétného antigenového receptoru je uvolnén vépnik

z endoplazmatického retikula a dochazi k aktivaci CRAC (calcium release activated calcium)
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kanala v plazmatické membrané. Prostiednictvim CRAC kanald je udrZzovan influx Ca** a
dochazi k aktivaci kalmodulinu a kalcineurinu. Aktivace kalcineurinu vyvola sled bunécnych
udalosti zahrnujici defosforylaci konzervovanych fosfoserinovych rezidui na regulaéni
doméné NFAT. Konformac¢ni zmény zptsobi premisténi NFAT z cytosolu do jadra, které zde
funguji jako transkripéni faktory. Tento proces je reverzibilni a je fizen fadou kindz, napf.
CK1 (casein kinase) ¢i GSK3 (gylocogen synthase kinase) (Gwack et al., 2006, Arron et al.,
2006).

Zapojeni NFAT v signalni draze kalcineurinu a vapniku ovliviiuje i signdlni drédhy
fady patologickych procest v organismu, v zavislosti na typu bufiky. Poruchy v této draze se
mohou projevit srde¢ni hypertrofii, autoimunitnimi nemocemi, osteoporozou a potencialné
také schizofrenii, Alzheimerovou chorobou, Downovym syndromem ¢i rakovinou (shrnuto v

Lietal., 2011).

DalSim substratem kalcineurinu je oblast draselného kanalu oznacovana jako TRESK.
Exprese TRESK a zapojeni kalcineurinu v jeho aktivaci po zvyseni hladiny vapniku byla
prokazana v oocytech zaby (Xenopus leavis) a piedpoklada se, ze stejné regulaci podléha i v
nervovych buikach (Li et al., 2011).

2. 8. 5. Inhibitory kalcineurinu
Pro detailni poznani biologické ulohy fosfataz v organismu, véetné kalcineurinu, jsou

vhodnym nastrojem inhibitory, které se odliSuji svou chemickou strukturou, mistem vyskytu i

vyuzitim.

V roce 1996 byl popsan endogenni inhibitor CHP (calcineurin homologous protein),
ktery je homologni s B regula¢ni podjednotkou a pfimo inhibuje aktivitu kalcineurinu (Lin et
al., 1999). Dale byly identifikovany 2 proteiny inhibujici aktivitu kalcineurinu — Cabinl/cain a
CBP1/kalcipresin. CBPl/calsipresin je u clovéka koédovan na 21 chromozomu a
pravdépodobné hraje dualezitou ulohu v patofyziologii Downova syndromu (Kingsbury et al.,
2000). Nedavna studie (Grigoriu et al., 2013) odhalila, ze protein inhibitor A238L, ktery sice
nepatii mezi endogenni inhibitory kalcineurinu, ale je kddovan genem vysoce virulentniho

viru napadajici prasata v Africe i Evropé ,,African swine fever virus®, potlacuje imunitni
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odpovéd’ hostitele prostfednictvim inhibice kalcineurinu a vazbou na stejné misto jako NFAT

(Miskin et al., 1998, Grigoriu et al., 2013).

Velkou skupinou zahrnujici inhibitory kalcineurinu jsou pyretroidy. Tyto vysoce
aktivni syntetické derivaty pfirodnich toxin pochazejici z rostliny Crysanthemum
cinerariaefolium. Od 70. let se zacaly ve velké mife pouzivat jako insekticidy. Na zakladé
odlisné chemické struktury, riznych cilovych substratl i toxickych ucinkl jsou pyretroidy
rozd€lovany na 2 skupiny. Pyretroidni pesticidy typu I ve své molekule obsahuji zékladni
cyklopropanovou karboxyestreovou strukturu. Do této skupiny jsou fazeny napftiklad
allethrin, phenothrin a permethrin. Pyretroidy II. typu vykazuji vyssi insekticidni aktivitu,
protoZe obsahuji ve své molekule a kyanovou skupinu (Anadon et al., 2008) a patii mezi né
mimojiné cypermethrin, deltamethrin a fenvalerat. Tyto pyrethroidy jsou Siroce pouzivany pfi
ochrané plodin, ale i zvifat pfed hmyzem (Soderlund et al., 2002) a né€které jsou zaroven
velmi G¢innymi inhibitory kalcineurinu (Enan et Matsumura, 1992). Vzhledem k Sirokému
pouziti téchto insekticidi se vyskytuji nejen v zivotnim prostiedi, ale v mensi mife 1
v organismu zvifat (Soderlund et al., 2002). Toxické efekty pyretroidii jsou obvykle
spojovany s jejich t¢inky na iontové kanély nervovych a svalovych bunék. Negativni u¢inky
pyretroidii se projevuji naruSenim jejich funkci spiSe neZ poSkozenim struktury bunék

(Soderlund et al., 2002).

V huménni medicin€é jsou hojné¢ vyuZivany imunosupresanty z fad nepyretroidnich
inhibitorti kalcineurinu jako prevence odmitnuti transplantatd (Liu et al., 1991). Nepyretroidni
inhibitory kalcineurinu pfedstavuji vyznamnou skupinu latek vykazujicich specifické
inhibi¢ni Gc¢inky. Mezi vyznamné inhibitory kalcineurinu nepyretroidni povahy patii
cyklosporin, takrolimus a hymenistatin, které inhibuji kalcineurin po vytvofeni komplexu s

jejich pfislusnymi cytoplazmatickymi receptory (Rusnak et Mertz, 2000).
Cyklosporin A (CsA)

Cyklosporin je cyklicky lipofilni peptid s molekulovou hmotnosti 120 kDa obsahujici
ve své struktufe 11 aminokyselin. N-methylace nékterych ztéchto aminokyselin je
pravdépodobné divodem jejich rezistence k inaktivaci v travicim traktu (Borel et al., 1994).
Cyklosporin nema volné amino ani karboxy skupiny, proto se nerozpousti ve vod¢, nicméné
je rozpustny v tucich. Chemicky se jednd o velmi stalou slouceninu, kterd se rozpada az za
pusobeni silnych kyselin a zvySené teploty (Taylor et al., 2006). Cyklosporin byl izolovan z
houby Tolypocladium inflatum a v roce 1976 byly detailné¢ popsany biologické vlastnosti
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tohoto prvniho imunosupresivniho faktoru se specifickou anti T- lymfatickou aktivitou (Borel
et al., 1976), coz vedlo k jeho pozdéjsimu vyuziti v transplantaéni mediciné a cyklosporin je
tak prvnim lékem selektivné plisobicim na T-buiiky. Cyklosporin je vysoce lipofilni latka,
diky cemuz je snadno distribuovan pies membrany a do tkani. V soucasné dobé¢ je cyklosporin
vyuzivan jako prevence rejekce transplantati kostni diené, ledvin, jater, srdce a plic.
Cyklosporin se vaze na cyklofilin a vznikly komplex inhibuje kalcineurinovou aktivitu a tim
predchazi translokaci NFAT do jadra a transktipci genli cytokind. Vysledekem je inhibice
produkce cytokini a inhibice aktivace T-bunék a jejich proliferace (Boss et |., 1998, Taylor et
al., 2006).

Takrolimus — FK506

Takrolimus je 23 ¢lenny makrocyklicky lakton o molekulové hmotnosti 804 kDa.
Vzhledem ke svému lipofilnimu charakteru je prakticky nerozpustny ve vod¢, nicméné se
snadno rozpousSti vtucich a jinych organickych rozpoustédlech. Takrolimus je
imunosupresant produkovany houbou Streptomyces tskubaensis a od roku 1994 piedstavuje
dalsi inhibitor kalcineurinu, ktery je pouzivan zejména pii transplantaci jater (Kapturczak et
al., 2004). Své inhibi¢ni ucinky takrolismus vyvolava prostfednictvim vazby na skupinu
intracelularnich proteinii nazyvanych FKBD12 (FK binding protein 12), ktery je zodpovédny
za bunécnou a tkanovou distribuci takrolimu. Vznikly komplex zabraiiuje pfenosu aktivaéniho
signalu v aktivovanych lymfocytech. Imunosupresivni u€inky takrolimu jsou ptiblizné¢ 100
krat vy$si ve srovnani s cyklosporinem a s niz§imi nefrotoxickymi G¢inky (Jordan et al.,

1991), nicméné mechanismus ucinku je podobny jako u cyklosporinu.

Oba vysSe zminéné inhibitory kalcineurinu, cyklosporin 1 FK506, inhibuji produkci NO
a expresi iNOS u mafrogagt a fibroblastli v zavislosti na davce. Uéinky cyklosporinu jsou
vys$$i nez ucinky FK506. Kalcineurin tedy hraje roli v regulaci exprese iNOS (Hdmaéldinen et
al., 2009).

Hymenistatin |

Hymenistatin 1 je cyklicky oktapeptid izolovany 2z moiskych hub druhu
Hymeniacidon. Podobn¢ jako u cyklosporinu, i u hymenistatinu I jsou popsany
imunosupresivni efekty, nicméné mechanismus piisobeni téchto dvou inhibitorti kalcineurinu
je odlisny. Hymenistatin I potlacuje humoralni i buné¢nou imunitni odpovéd’. Na rozdil od

cyklosporinu, hymenistatin I zvySuje produkci cytokinu interleukinu — 1, jednu z klicovych

40



molekul imunitniho systému (Cebrat et al., 1996). Uginky tohoto inhibitoru kalcineurinu na

00Cyty nejsou popsany.

2. 8. 6. Funkce a u¢inky kalcineurinu v reprodukci
Ulohu kalcineurinu v mnohych biochemickych a fyziologickych procesech

V organizmu zvifat i lidi popisuje fada védeckych praci. V mozku hraje roli v oblasti paméti,
uplatiiuje se v hormonalni kontrole, genové regulaci a regulaci iontovych kanali, stejné jako
pii vyvoji kardiovaskuldrniho a kosterniho svalstva, bunééné apoptéze a mnoha dalSich
procesech v organismu (Chan et al., 2005; Klee et al., 1998). Jeho uloha v reprodukci vsak

neni stale zcela objasnéna.

Funkce kalcineurinu v ¢asném embryonalnim vyvoji byla popsana u transgennich
myS$i, u kterych neschopnost navdzani exprimované mutované formy kalcineurinu B na
podjednotku kalcineurin A zplsobila smrt embryi (Graef et al., 2001). Studie z roku 2002
(Bandyopadhyay et al., 2002) potvrdila expresi kalcineurinu ve svalech vulvy, spermatéce a
spermiich hlistice (Ceanorhabditis elegans). Ztrata funkci kalcineurinu se zde projevila
prasknutim oocytl vychazejicim z defektli ve spermatéce a morfologii spermii. V samcich
gametach kalcineurin fidi motilitu spermii a interakci integrinu a fibronektinu (Chan et al.,
2005; Klee et al., 1998).

Kalcineurin je zapojen také do regula¢nich mechanismt meiotického zrani oocytl i
nasledném vyvoji u nizsich zivocisnych druhii. Je nezbytny pro vystup z L. a II. meiotického
bloku oocytd mouchy rodu Drosophila a zaby rodu Xenopus (Mochida et Hunt, 2007
Nishiyama et al., 2007; Takeo et al., 2010). Vliv kalcineurinu na ptechod z jednoho
meiotického bloku do druhého mlze byt zplsoben schopnosti kalcineurinu inhibovat
katalytickou aktivitu MPF bez ovlivnéni cyklinu B (Jessus et Haccard, 2007). Na druhou
stranu, mysi oocyty pravdépodobné kalcineurin pro vystup z II. meiotického bloku nevyzaduji

(Suzuki et al., 2010).

Na regulaci aktivity kalcineurinu po prolomeni I. meiotického bloku oocytl
Drosophila se podili gen Sarah (Sra), ¢len regulatori kalcineurinu. Sra se vaze na
podjednotku A kalcineurinu a fosforylaénim mechanismem piisobi jako pozitivni regulator
kalcineurinu a zastavuje meiozu Vv anafazi I (Takeo et al., 2006, 2010). Samice octomilek, u

kterych byl genovym knockoutem vyblokovéan gen Sra, jsou sterilni s abnormalnim pribéhem

41



ovulace. Vyblokovani genu Sra se negativné¢ projevuje také na pribéhu meiotického zrani
oocytll octomilek, vétSina oocytll téchto samic neni schopnych dokoncit meidzu a zastavuji se
Vv anafazi 1. meiotického déleni, kratce po prolomeni II. meiotického bloku a nejsou tedy
schopné hatchingu. Meiotické defekty Sra oocytii mizeme pficitat ztraté funkce Sra u
samicich zarode¢nych bunék (Takeo et al., 2006). Sra je tedy nezbytny pro prolomeni
meiotického bloku oocytli octomilek v metafazi 1. Dokonfeni meiézy genu Sra
prostfednictvim aktivace kalcineurinu pozitivné reguluje ubikvitinovou ligdzu APC/C
(Anaphase Promoting Complex/Cyclosome) zodpovédnou za degradaci mnoha maternalnich
proteind pii pfechodu z oocytu v embryo (Pesin et Orr-Weaver, 2008) v dob¢ aktivace oocytl

octomilek. Tato regulace vede k fosforylaci mnohych proteinti (Krauchunas et al., 2013).

Zapojeni kalcineurinu do regulace meidzy oocytii bylo potvrzeno také u Xenopus
leavis. Kalcineurin je nezbytny pro vystup ooocytid Xenopus leavis z metafaze 11 (Mochida et
Hunt, 2007; Nishiyama et al., 2007) a hraje tilohu také pii aktivaci oocyti sumky (Levasseur
et al.,, 2013). Piechodné zvysSeni koncentrace Ca* pfi oplozeni umoziiuje prolomeni II.
meiotického bloku, ale zaroven dochazi k ptechodnému zvysSeni aktvity kalcineurinu
(Mochida et Hunt, 2007). Aktivace i nasledna inaktivace kalcineurinu v oplozenych oocytech
je nezbytna také pro zahajeni embryonalniho vyvoje (Nishiyama et al., 2007). V ranném
embryonalnim vyvoji se podili na dekondenzaci chromatinu a zménach v cytoskeletu
souvisejici s ndslednou migraci prvojader (Jessus et Haccard, 2007). Pti oplozeni oocytil je

zasahuje kalcineurin do vyvolavani ptestavby kortikalnich granul (Nishiyama et al., 2007).

V pfitomnosti cyklosporinu, inhibitoru kalcineurinu, je inhibovéna defosforylace
klicového regulatoru APC drahy (Fizzy/Cdc20) a je tak zabranéno degradci cyklinu B.
cyklosporin A zaroven zpozd'uje celkovou defosforylaci specifickych proteinit M-faze cyklu a
pretvofeni plné funkéniho jaderného obalu oocytli (Mochida et Hunt, 2007). Druh4 vlna
fosfatazové aktivity nasmerovana na mitotické fosfoproteiny se objevuje po narlstu
kalcineurinové aktivity a mizi v dobé vstupu oocytu do M-faze a opét se objevuje na konci
mitdzy. Inhibice kalcineurinu umoznuje vstup do M-faze bunééného cyklu a aktivace v€asny
navrat do interfaze. Kalcineurin je zodpovédny za pteruseni II. meiotického bloku,

udrzovaného pomoci Mos/MAPK kaskady (Mochida et Hunt, 2007).

Ptitomnost kalcineurinu v savéich oocytech nebyla dosud potvrzena. Ale vzhledem
k vysoké homologii kalcineurinu mezi jednotlivymi Zzivo¢isnymi druhy a potvrzeni jeho

zapojeni v meiotickém zrani u rodd Drosophila i Xenopus, stejné jako v dal$im vyvoji oocytl
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téchto druht, lze predpokladat, ze kalcineurin zasahuje také do meiotického zrani a vyvojové

kompetence oocytl u prasat.
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3. Hypotézy a cile

Na zaklad¢ vyse uvedenych poznatkd z védecké literatury byla stanovena hypotéza, podle

které:

je kalcineurin piitomen v oocytech prasete v pribéhu meiotického zrani a po
partenogenetické aktivaci
je kalcineurin zapojen do regulace meiotického zrani a partenogenetické aktivace

prasecich oocyti.

K ovéfeni hypotéz byly stanoveny dil¢i cile:

1)

2)

3)
4)

5)

prokazat expresi podjednotek kalcineurinu A a B v oocytech prasete metodou Western
blot

lokalizovat podjednotky kalcineurinu A a B v oocytu béhem meiotického zrani a
partenogenetické aktivace pomoci imunocytochemickych metod

urcit, jak ovliviiyje inhibice aktivity kalcineurinu meiotické zrani oocytl

urcit, jak ovliviiuje inhibice aktivity kalcineurinu schopnost oocytli podstoupit
partenogenetickou aktivaci

zjistit vliv kalcineurinu na aktivitu vyznamnych regulacnich kinaz oocyti MPF a
MAPK.
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4. Material a metody

4. 1. Material

4.1.1. Odbér vajecniki
Ovaria byla ziskavana z mladych prasnicek porazenych na jatkach. Thned po odbéru

byly vajeéniky uchovavéany ve fyziologickém roztoku (0,9 % NaCl) pii konstantni teploté

39°C a co nejrychleji transportovany do laboratote.

4.1.2. Ziskavani oocyti
Oocyty byly ziskavany aspiraci ovarialnich folikulti o velikosti 2 — 5 mm jehlou 20G.

Ze ziskané folikularni tekutiny byly nasledné pod binokularni lupou pomoci sklenéné pipety
vybirany oocyty, resp. komplexy oocytli a kumulérnich bun¢k. Pro experiment byly vybirany
pouze oocyty s ukoncenym rastem (cca 120 pm), obalené kompaktni vrstvou kumuldrnich
bun¢k, jejichz cytoplazma byla neporusena a celistvé vyplhovala cely oocyt. Oocyty
Vv jednotlivych stadiich meiotického zrani byly pfipravovany kultivaci in vitro dle nize

uvedeného schématu:

e GV 0 (ihned po izolaci z folikulu — 0 hodin kultivace in vitro)
e GV I-GV Il (8 hodin kultivace in vitro)

e GV III -GV IV (18 hodin kultivace in vitro)

e Ml (24 hodin kultivace in vitro)

e MII (48 hodin kultivace in vitro)

4.1.3. Kultivaéni systém
Meiotické zrani oocytu

Oocyty byly kultivovany v modifikovaném médiu M199 (slozeni viz Tabulka ¢. 1).
Pted samotnou kultivaci bylo medium obohaceno o 13.4 IU eCG : 6.6 IU hCG/ml (P.G. 600
Intervet Boxmeer, Holandsko) a 10% fetalniho séra (GibcoBRL, Life Sciences, Karlsruhe,
Némecko). Kultivace probihala v miskach NUNC se 4 jamkami v objemu 1ml (Nunc,
Roskilde, Dansko) v termostatu pfi konstantnich podminkéch - teploté 39°C a smési 5% CO,
se vzduchem. Délka kultivace odpovidala poZadovanému stadiu meiotického zrani

analyzovanych oocytl nebo schématu piislusného experimentu.
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Tabulka ¢. 1 SloZeni modifikovaného media M199 pouZzivaného pro kultivaci oocyti

Chemikalie davka na 100 ml média M199
Laktat sodny (Sigma-Aldrich, Némecko) 60 mg

Pyruvat sodny (Sigma-Aldrich, Némecko) 25 mg

HEPES (Sigma-Aldrich, Némecko) 150 mg
Gentamicin (Sigma-Aldrich, Némecko) 2,5 mg

10% fetalni sérum (Gibco BRL, Life 10% (w/v)
Technologies, Némecko) - pred pouzitim média

eCG : hCG (PG 600, Intervet Boxmeer, 13,4:6,6 IU/ml
Holandsko)

Partenogeneticka aktivace zralych oocytu

In vitro zralé oocyty s vydélenym pdélovym téliskem byly pomoci tenkosténné kapilary
zbaveny kumularnich bun¢k a oSetfeny 25 uM kalcium ionoforem (Ca-lo) A 23187 (Sigma-
Aldrich, Némecko) po dobu 5 minut pii teploté 39°C ve smési 5% CO,. Poté byly oocyty
kratce oplachnuty v modifikovaném médiu M199 (slozeni viz. Tabulka ¢. 2) bez Ca-lo a
kultivovany in vitro pii teploté 39°C ve smési 5% CO, maximalné¢ 24 hodin do stadia
prvojader (Jilek et al., 2001).

Tabulka ¢. 2 SloZeni modifikovaného media M199 pouZzivaného pro kultivaci oocyti po

partenogenetické aktivaci

Chemikalie davka na 100 ml média M199
Laktat sodny (Sigma-Aldrich, Némecko) 60 mg

Pyruvat sodny (Sigma-Aldrich, Némecko) 25 mg

HEPES (Sigma-Aldrich, Némecko) 150 mg
Gentamicin (Sigma-Aldrich, Némecko) 2,5mg

Riustové proteiny (Gibco BRL, Life Technologies, 10% (w/v)
Némecko) - pred pouzitim média
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4.1.4. Inhibitory

V experimetech byly pouzity nepyretroidové inhibitory kalcineurinu - cyklosporin A
(CsA) a hymenistatin 1 (HS-I) rozpusténé v dimethylsulfoxidu - DMSO (koncentrace
zasobniho roztoku 8 mM). Koncentrace inhibitorit byla zvolena na zaklad¢ piedchozich
experimentt - 0, 0.1, 1, 4 a 8 uM (Petr et al., 2013). Vliv DMSO na pribéh meiotického zrani

oocytl byl vyloucen pifedchozimi experimenty in vitro.

4. 2. Metody

4.2.1. Hodnoceni jaderného zrani a podilu aktivovanych oocyti
Po kultivaci byly oocyty zbaveny kumularnich bunék, namontovany na podlozni skli¢ko a

fixovany v roztoku kyseliny octové a etanolu (1:3) nejméné 24 hodin. Nasledn€ byly oocyty
obarveny 1% orceinem a mikroskopicky vyhodnoceny objektivem s fdzovym kontrastem.
Stadia jaderného zrani: zarode¢ny vacek — germinal vesicle (GV), pozdni diakineze (LD),
metafaze [ (MI), anafaze I (Al), telofaze I (T1) a metafaze II (MII) byly hodnoceny dle kritérii
publikovanych Motlikem a Fulkou (1986). Oocyty s abnormélni chromozomalni konfiguraci
byly klasifikovany jako degenerované. Jednotlivda stadia GV byla klasifikovana dle
morfologickych  kritérii  publikovanych kolektivem Romar et Funahashi (2006)

charakterizované nasledovné:

e GV | — zfetelnd jadernda membrana, jadérko a chromatin obarveny pouze okolo
jadérka oocytu koncentrované do kruhu ve tvaru podkovy

e GV Il — prvni faze rozpadu zarode¢ného vacku, ve které je chromatin stale formovan
jako podkova kolem jadérka, ale s n¢kolika obarvenymi loZisky chromatinu v jadre
oocytu

e GV Il — chromatin se objevuje v nepravidelné siti filament a membrana jadérka a
jadra v oocytu jsou stale patrné

e GV IV — voocytu jsou klastry chromatinu s méné zfetelnou jadernou membranou a

bez ptitomnosti jadérka.

Za partenogeneticky aktivované oocyty byly povazovany pouze oocyty s vytvofenymi

prvojadry.
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4.2.2. Priikaz pritomnosti kalcineurinu metodou Western Blot
Oocyty s plnou meiotickou kompetenci, které byly kultivovany do stddia GV, MI, MII,

byly mechanicky zbaveny kumuldrnich bunék, povafeny v 7 pl koncentrovaného SDS
vzorkového pufru po dobu 3 min. ve vodni ldzni a poté zamrazeny. Kumularni bunky
odstranéné z oocytii byly centrifugovany v 1ml PBS po dobu 3 min pii 5000 otackach a
nasledné vlozeny do 7 ul koncentrovaného SDS vzorkového pufru a povaieny po dobu 3 min
a zamrazeny. Vzorky byly skladovany nejdéle 14 dni pfi teploté -20°C. Pted elektroforetickou
separaci byly vzorky nafedény 13 pl redestilované vody. Separace proteinii probéhla nejdiive
v zaostfovacim 4% polyakrylamidovém gelu s pfidavkem dodecylsulfatu sodného (SDS-
PAGE) a poté v 12,5% separa¢nim SDS-PAGE gelu. Jako pozitivni kontrola byl pouzit Cisty
protein kalcineurin (Sigma Aldrich Chemie GmbH, Mnichov, Némecko, katalog. C. C-1907)
v mnozstvi 1 ng. Po rozdéleni proteini v gelu podle molekulové hmotnosti byly proteiny
ptetiStény na nitrocelul6zovou membranu (Hybond, Amersham Pharmacia Biotech, USA).
Pro ovéteni pfetiSténi proteinll na membranu a jejich naslednou identifikaci byl pouzit
hmotnostni marker pre-stained molecular weight bovine standard (Bio-Rad, Montreal,
Kanada, 161-0318). Membrana byla pfes noc blokovana ve 2% roztoku odtu¢néného mléka v
PBS s ptidavkem 0,1% Tween 20 a déle inkubovéana 2 hodiny s primarni protildtkou anti
kalcineurin (Sigma Aldrich chemie GmbH, Mnichov, Sigma-Aldrich, Némecko, katalogové ¢.
C-1956 a C-0581). Pouzity byly primarni protilatky v koncentraci 1 : 10 000 (anti-A) nebo 1 :
3000 (anti-B). Nasledné byla membrana promyta a inkubovana se sekundarni mysi anti-1gG
protilaitkou (Amersham GE Healthcare, Life Sciences, UK, Katalogové ¢. NIF825)
Vv koncentraci 1 : 30 000. Obé protilatky byly rozpustény ve 2% odtu¢néném mléce. Pienesené
proteiny s navazanou protilatkou byly vizualizovany pomoci ECL Advance Western Blotting
Detection Kit (Amersham Pharmacia Biotech, UK) a snimany a kvantifikovany pomoci
digitalniho blot skeneru (C-DiGit Blot Scanner, LI-COR Biosciences, USA).

4.2.3. Imunocytochemicka lokalizace kalcineurinu
Oocyty zbavené kumuldrnich bunék pomoci sklenéné tenkosténné mikropipety a

nasledné zbaveny zony pellucidy v 0,1% roztoku pronazy (Sigma-Aldrich, MO, USA),
oplachnuty ve tfech kapkach 0,1% PBS v BSA a fixovany ve 2,5% paraformaldehydu s PBS
(phosphate buffer saline) po dobu 60 min. Roztok paraformaldehydu byl po 30 minutach
vyménén. Pokud nebyly vzorky imunocytochemicky zpracovany byly oocyty oplachnuty
v0,1% PBS po dobu 5 min. a uskladnény v 1% paraformaldehydu s PBS, kde byly

skladovany maximalné¢ po dobu 1 tydne. Nasledné byly oocyty permeabilizovany v 0,5%
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roztoku TritonX -100 v PBS po dobu 2 hodin, oplachnuty v roztoku 0,1% Tween20
fedény PBS a pies noc inkubovany pii teploté 4°C v mediu (0,1% BSA + 0,1% Tween20 v
PBS) s mysi primarni protilatkou anti-kalcineurin (Sigma Aldrich Chemie GmbH, Mnichov,
Némecko, katalogové ¢. C1956 a C0581) fedénou 1:100 v PBS. Po trojim omyti nenavazané
protilatky v roztoku 0,1% Tween 20 v PBS pii pokojové teploté byly oocyty inkubovany se
sekundarni protilatkou konjugovanou s fluorescein-5-isothiocyanatem (FITC, Sigma Aldrich
Chemie GmbH, Mnichov, Némecko, katalogové ¢. FO257) v koncentraci 1 : 100 ve tm¢ pfi
laboratorni teploté po dobu 60 minut. Poté byly oocyty opét tiikrat proplachnuty v roztoku
0,1% Tween20 v PBS. Pro vizualizaci DNA byly oocyty obarveny 4,6-diamidino-2-
phenylidole (DAPI, Sigma Aldrich Chemie GmbH, Mnichov, Némecko, katalogové ¢.
D8417). Po oplachnuti ve 3 kapkach ekvilibraéniho pufru, byly oocyty namontovany v kapce
glycerolu v PBS (Slowfade kit, Invitrogen/Molecular Probes, Praha, CR) na podlozni sklo pro
imunofluorescenci (Dispolab spol., s. r. 0.).

Pro vyhodnoceni nespecifické reakce byla vzdy ¢éast oocytd inkubovdna pouze se
sekundarni protilatkou.

Vzorky byly analyzovany pomoci 1 fotonového laserového konfokalniho mikroskopu
(Leica SPE, Némecko). Fluorescence FITC byly stanovovana pii emisni délce 520 nm,
fluorescenece DAPI pii 461 nm. Uroven lasert byla nastavena u viech experimentilnich

skupin na stejnou hodnotu.

Vyhodnoceni vysledkii konfokalni mikroskopie

Hodnoceni dat ziskanych z konfokalniho mikroskopu bylo provadéno pomoci
programu NilS Elements (verze 3.1, Laboratory Imaging, Ceska republika). Ve spolupraci
s firmou Laboratory Imaging s.r.o. (Ceska republika) bylo vytvofeno makro pro stanoveni
prumérné intenzity signalu fluorescece FITC v oblasti jadra, cytoplazmy a korové oblasti
oocytu. V oocytech ve stadiu I. a II. meiotické metafaze byla intenzita flourescence métena
Vv oblasti metafazni figury, tj. perichromozomalni oblasti. Korova oblast a cytoplazma byly
hodnoceny v ekvatorialni roviné oocytu (misto, kde pramér oocytu dosahuje maxima).
V ptipad€, Ze jadro bylo lokalizovdno na okraji oocytu, byla fluorescence méfend v této
oblasti povazovana za signdl v oblasti jadra a nikoliv signdl korové oblasti. Ziskand data
Z jednotlivych oblasti oocytu byla vztazena k primérné intenzité fluorescence FITC v celém
oocytu a vyjadiena jako relativni hodnoty fluorescence v konkrétnich oblastech oocytu

(jadro/perichromozomalni oblast, korova oblast a cytoplazma).
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4.2.4. Hodnoceni aktivity MPF a MAPK
Pro vyhodnoceni kinazové aktivity byly oocyty zbaveny kumulérnich bun€k. Analyza

kinazové aktivity byla provedena dle Kubelka et al. (2000). Oocyty byly ctyfikrat
proplachnuty v 0,01% polyvinyl alkoholu (PVA) v PBS, pieneseny do 5 ul extrakéniho pufru
(40 mM 3-[n-morpholino] propansulfonova kyselina pH 7,2, 20 mM para-nitrofenylfosfat, 40
mM B-glycerolfosfat, 10 mM EGTA, 0,2 mM EDTA, 2 mM dithiotreitol, 0,2 Na3VO4, 2 mM
benzamidin, 40 ug/ml leupeptin, 40 pg/ml aprotinin). Piipravené vzorky byly skladovany v
- 70 °C do pouziti. Po rozmrazeni byly vzorky homogenizovany a kultivovany 30 min. pfi
laboratorni teploté s 5 ul reakéni smési (100 mM 3-[n-morpholino] propansulfonova kyselina
pH 7,2, 20 mM para-nitrofenylfosfat, 40 mM p-glycerolfosfat, 20 mM MgCI2, 10 mM
EGTA, 0,2 mM EDTA, 5 pM inhibitor PKA, 2 mM benzamidin, 40 pg/ml leupeptin, 40
pug/ml aprotinin, 600 uM ATP, 2 mg H1/ml, 3 mg MBP/ml) a 500 uCi/ml [y-32P]ATP
(Amersham).  Histon H1 a MBP byly separovany pomoci SDS-polyakryamidové
elektroforézy pomoci 10% separaniho gelu. Gel byl po separaci obarven modii Comassie
Blue R250 a vysuSen. Pomoci vizualiza¢niho zafizeni MultiGauge 2.0 byla odectena denzita
signalu fosforylovanych substrati. Pro vyhodnoceni byly hodnoty aktivity MPF a MAPK ve
vzorku vztazeny ke kontrolni skupiné kultivované 48 hodin a vyjadieny relativné jako %

pomér denzity signalu vzorkl pokusnych skupin, k denzité signalu vzorkl kontrolni skupiny.

Statisticka analyza

Pro celkové hodnoceni vSech ziskanych dat byl pouzit program Statistica, CZ 12.0,

neni — li uvedeno jinak. Hladina statistické vyznamnosti byla stanovena p < 0,05.

Pro vyhodnoceni dat intenzity fluorescence kalcineurinu v programu Nis Elements

byla pouZita jednofaktorova analyza rozptylu ANOVA s naslednym Tukeyho HSD testem.

Korelace mezi koncentraci inhibitorii a vlivem na meiotické zrani oocytii byla
hodnocena pomoci Spearmanova korelaéniho koeficientu. Uroven jaderného zrani, resp.
partenogenetické aktivace oocytl byla vyjadifena jako procento oocytii dosahujicich
piislusnou fazi jaderného zrani, resp. procento aktivovanych oocyt. Vyznamnost odchylky

od kontrolni skupiny byla hodnocena xz testem.

Pro vyhodnoceni dat aktivity MPF a MAPK byl pouzit obecny linearni model v
programu SAS 9.1 (Institut Inc., USA). Statistickd vyznamnost rozdili mezi jednotlivymi

skupinami byla ovéfovana pomoci t-testu.

50



4. 3. Experimentalni schéma

Experiment 1

Cilem tohoto experimentu bylo ovéfit specifitu pouzitych protilatek a prokazat pfitomnost
dvou podjednotek kalcineurinu, katalytické podjednotky A (CnA) a regulac¢ni podjednotky B
(CnB), ve vybranych stadiich meiotického zrani (GV, MI, MII) metodou Western blot.
Oocyty byly analyzovany po 0, 24 a 48 hodinach kultivace in vitro a kazdy vzorek obsahoval
150 oocyti. Kumularni buniky z téchto oocyti byly oddéleny a analyzovany jako samostatné

vzorky. Analyza byla provedena nejméné ctyiikrat pro kazdou podjednotku kalcineurinu.
Experiment 2

Cilem tohoto experimentu bylo lokalizovat obé podjednotky kalcineurinu v prubéhu

meiotického zrani oocytli a po partenogenetické aktivaci oocyti.

e Pro lokalizaci CnA a CnB béhem meiotického zrani byly oocyty kultivovany 8, 18,
24, 48 hodin in vitro. Pro lokalizaci CnA a CnB béhem partenogenetické aktivace byly
po 48 hodinach in vitro kultivace oocyty aktivovany dle protokolu a dalsich 18 hodin
kultivovany in vitro. K lokalizaci CnA a CnB byla pouzita imunocytochemicka
analyza a vysledky byly zobrazeny pomoci konfokélni mikroskopie. Hodnoceny byly
stadia oocytd GV 0 — IV, Ml a MII. V kazdé skupiné bylo pfipraveno k analyze vzdy

nejméné 11 oocytd. VSechny experimenty byly zopakovany nejméné ctytikrat.
Experiment 3

Cilem tohoto experimentu bylo posoudit vliv nepyrethroidnich inhibitor kalcineurinu na

prubéh meiotického zrani oocytu in vitro.

Jako inhibitory byly pouzity cyklosporin A a hymenistatin I v téchto koncentracich:
e Cyklosporin A (CsA)-0,0.1, 1,4 a 8uM
e Hymenistatin I (HS-1) -0, 0.5, 2,4 a 8 uM.

Koncentrace 0 uM slouzila jako kontrolni skupina meiotického zrani in vitro.

Oocyty byly kultivovany ve vyse uvedeném kultivacnim systému pro meiotické zrani
in vitro po dobu 48 hodin s piidavkem piisluiné davky inhibitoru. Uinky nejvyssi

koncentrace inhibitord (8 uM) byly ovéfeny navic i v kultivaci prodlouzené o 24 hodin
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(celkovy cas kultivace 72 hodin). Koncentrace byly zvoleny na zaklad¢ ptedbéznych
experimentll. Hodnocen byl stav chromatinu a dosazena faze jaderného zrani po kultivaci
oocytl. V kazdé experimentalni skupiné¢ bylo 40 oocyti a vSechny experimenty byly

zopakovany trikrat.
Experiment 4

Cilem tohoto experimentu bylo zjistit vliv inhibice kalcineurinu na partenogenetickou
aktivaci oocytil. Oocyty byly po 46 hodinach kultivace in vitro (IVM) zbaveny kumuldrnich
bun¢k a ndhodné rozdéleny do experimentalnich skupin a déle oSetfeny a kultivovany dle

nasledujicich schémat. Celkova doba in vitro kultivace oocytl byla ve vSech skupinéch stejna.

a) Inhibice cyklosporinem A

V tomto dil¢im experimentu bylo testovano 5 variant oSetfeni, viz. Obrazek ¢. 4.

Ca-lo (pozitivni kontrola) — Oocyty byly kultivovany 2 hodiny v kultivaénim médiu
bez ptidavku inhibitoru a poté partenogeneticky aktivovany kalcium ionoforem A23187. Poté

byly oplachnuty a kultivovany dalSich 24 hodin.

Kontrola — MII (negativni kontrola) — oocyty byly kultivovany in vitro dalich 26
hodin v modifikovaném médiu M199 bez ptidani inhibitoru ¢i kalcium ionoforu A23187

(celkem 72 hodin kultivace in vitro).

CsA (kontrola inhibitoru) — oocyty byly 2 hodiny kultivovany v pfitomnosti
cyklosporinu A v koncentraci 8 uM. Poté byly oplachnuty a kultivovany dalSich 24 hodin in

vitro.

CsA + Ca-l + CsA - oocyty byly 2 hodiny kultivovany v pfitomnosti cyklosporinu A
(CsA) v koncentraci 8 uM. Nasledné byly oplachnuty a partenogeneticky aktivovany (PA)
kalcium ionoforem A23187 (Ca-Io) po dobu 5 minut. Poté byly oocyty kultivovany in vitro s
cyklosporinem A v koncentraci 2 uM dalsich 24 hodin.

CsA + Ca-l oocyty byly 2 hodiny kultivovany v pfitomnosti cyklosporinu A
v koncentraci 8 puM. Nasledné byly oplachnuty a partenogeneticky aktivovany kalcium
ionoforem A23187 (Ca-Io) po dobu 5 minut. Poté byly oocyty kultivovany in vitro dalsich 24
hodin.
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Obrazek ¢. 4: Schéma experimentu 4 — cyklosporin A

[ IVM 46 hod. ]

v
[ odstranéni kumuldmich bunék ]

/\

8 UM CsA 2 hod. IVM 2 hod.

Qz o
Q“ = ,.H'

kultivace invitro 2_4JJ_o_d.

IVM — in vitro kultivace, PA — partenogenetickd aktivace, CsA — cyklosporin A, Ca — lo — kalcium
ionofor A23187

b) Inhibice hymenistatinem I

Pro ovéfeni inhibi¢niho Géinku na kKalcineurin byl pouzit hymenistatin I (HS-I).
Oocyty byly po 46 hodinach kultivace in vitro (IVM) zbaveny kumulérnich bun¢k a ndhodné

rozdéleny do 4 skupin a dale oSetfeny a kultivovany, viz obr.c.):

Kontrola — MII (negativni kontrola) — Oocyty byly kultivovany in vitro dalSich 26
hodin v modifikovaném médiu M199 bez ptfidani inhibitoru ¢i kalcium ionoforu A23187

(celkem 72 hodin kultivace).

Ca-lo (pozitivni kontrola) — Oocyty byly kultivovany 2 hodiny v modifikovaném
médiu M199 bez ptidavku inhibitoru a poté partenogeneticky aktivovany kalcium ionoforem
A23187 (Ca-Io) po dobu 5 minut. Poté byly oplachnuty a kultivovany dalSich 24 hodin

Vv modifikovaném médiu M199.
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HS-1 (kontrola inhibitoru) — Oocyty Oocyty byly 2 hodiny kultivovany v pfitomnosti
hymenistatinu | v koncentraci 8 uM. Poté byly oplachnuty a kultivovany dalSich 24 hodin
Vv Cistém kultivaénim médiu.

HS-1 + Ca-l1o — Oocyty byly 2 hodiny kultivovany v pfitomnosti hymenistatinu I (HS-
I) vkoncentraci 8 uM. Nasledné¢ byly oplachnuty a partenogeneticky aktivovany (PA)
kalcium ionoforem A23187 (Ca-Io) po dobu 5 minut. Poté byly oocyty kultivovany in vitro

Vv kultiva¢nim médiu s hymenistatinem I v koncentraci 2 uM dal$ich 24 hodin.

Obrazek ¢. 5: Schéma experimentu 4 — hymenistatin-I

IVM 46 hod.

\4
odstranéni kumulamich bunék

8 UM HS-I 2 hod. IVM 2 hod.

/
+2uM HS-I

== e

kultivace in vitro 24 hod,

IVM — in vitro kultivace, PA — partenogenetickd aktivace, HS — | — hymenistatin I, Ca — lo — kalcium
ionofor A23187

U oocyti byl hodnocen stav chromatinu, za partenogeneticky aktivované byly
povazovany oocyty s vytvofenym prvojadrem. Experiment prob&hl nejméne¢ ve 4

opakovanich.
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Experiment 5

Cilem tohoto experimentu bylo zjistit u¢inek inhibice kalcineurinu cyklosporinem A v
pribéhu meiotického zrani. Posuzovan byl vliv na aktivitu vyznamnych kinaz, MPF a MAPK,

be&hem aktivace prasecich oocyti.

Oocyty kultivované 46 hodin in vitro byly zbaveny kumularnich bun¢k a inkubovany
po dobu 2 hodin v modifikovaném médiu M 199 v piitomnosti cyklosporinu A v koncentraci 8
uM. Poté byly oocyty oplachnuty a partenogeneticky aktivovany kalcium ionoforem A23187
dle vyse uvedeného protokolu. Oocyty byly nasledné kultivovany in vitro dalsich 12 a 24
hodin v modifikovaném médiu M199. Po uplynuti této doby byly zpracovany vzorky
obsahujici 10 oocytli a byla provedena analyza kinazové aktivity. Tento experiment byl

opakovan nejméné Ctytikrat.
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5. Vysledky

5. 1. Detekce podjednotek A a B kalcineurinu

Pomoci metody western blot byla ovéfena specifita pouzitych protilatek - protilatka
anti kalcineurin A reagovala s proteinem o molekulové hmotnosti 58 kDa a anti kalcineurin B
s proteinem o molekulové hmotnosti 18 kDa. Zaroveni byla pomoci této metody prokazana
pritomnost katalytické podjednotky A (CnA) i regula¢ni podjednotky B (CnB). Exprese obou
sledovanych podjednotek byla zaznamendna v oocytech ve stddiu zarodecného vacku (GV),
metafaze I (MI) a metafaze II (MII) a také ptilehlych kumulérnich buiikach (Obrazek €. 6 a

obrazek ¢. 7).

Obrazek ¢ 6: Detekce CnA v oocytech a kumularnich buiikach v razné fazi zrani

pomoci metody Western blot

sekDa e I e o

PP GV GV, Ml Ml Ml Ml

Obrazek ¢. 7: Detekce CnB v oocytech a kumularnich buiikach v rizné fazi zrani

pomoci metody Western blot

18k0a m— YW o ¢ e W
PP GV GV& MI Ml MIl Mil

PP — cisty protein kalcineurin z hovéziho mozku (5 ng), GV — oocyty ve stadiu zarodecného vacku, MI — oocyty
kultivované 24 hodin do stadia I.meiotické metafaze, MII — 00Cyty kultivované 48 hodin do stadia Il.meiotické
metafaze. GVee — kumuldrni bunky ziskané z oocytit ve stadiu GV, Mlcc — kumuldarni bunky ziskané z oocyti
kultivovanych 24 hodin do stadia I.meiotické metafize, Mllcc — kumuldarni buniky ziskané z oocyti kultivovanych
48 hodin do stidia Il.meiotické metafaze. Kazdy vzorek obsahoval 150 oocytii nebo kumuldrni buiiky z nich
ziskanée.
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5.2. Lokalizace podjednotek A a B kalcineurinu v prabéhu meiotického
zrani a partenogenetické aktivace oocytii
Imunocytochemickd analyza prokéazala pfitomnost obou podjednotek kalcineurinu

v oocytech v pribéhu meiotického zrani i u oocytl partenogeneticky aktivovanych. Intenzita
fluorescence byla méfena ve tfech oblastech oocyti — v jadfe, resp. perichromozomalni
oblasti oocytli, korové oblasti a cytoplazmé. Béhem meiotického zrani se intenzita
fluorescence obou podjednotek statisticky vyznamné meénila. Celkové nejvyssi intenzity
dosahovaly obé podjednotky u oocytd ve stadiu MII a v oocytech partenogeneticky
aktivovanych. V pribéhu zrdni dochdzelo rovnéz ke statisticky prikaznym zménam
Vv lokalizaci obou podjednotek kalcineurinu uvnitf oocytu. V ramci intraoocytarni lokalizace
bylo ve vSech sledovanych stadiich meiotického zrani naméfeny nejvyssi hodnot

fluorescen¢niho signalu obou podjednotek v korové oblasti oocytl

U kalcineurinu A byly nejniz§i hodnoty intenzity fluorescence naméfeny v oocytech ve
stadiu GVO a MI. Ve stadiu MII a u oocytl po partenogenetické aktivaci byly hodnoty naopak
nejvyssi. Distribuce kalcineurinu A v oocytu se ménila béhem rozpadu zarode¢ného vacku
z puvodni rozptylené na homogenni (Obrazek ¢. 7). Rozdily v intenzité fluorescence mezi
jednotlivymi oblastmi oocytu se v pribc¢hu meiotického zrdni zmenSovaly a ve stadiu
metafaze 1 jiz nebyly patrné. V partenogeneticky aktivovanych oocytech byl protein
zaznamenan rovnéZ v oblasti prvojader a to zejména u podjednotky A. Po aktivaci oocytl byl
téZ zaznamenan pokles intenzity fluorescence kalcineurinu A v cytoplazmé (Tabulka ¢. 3 a
tabulka C. 4).

Intenzita fluorescence kalcineurinu B byla ve srovnani s kalcineurinem A v priabéhu zrani
niz$i, nicmén¢ redistribuce obou podjednotek v pribéhu zrani byla s vyjimkou stadia MII
obdobnd jako u kalcineurinu A. Po znovuzahijeni meiozy se intenzita fluorescence
kalcineurinu B zvySovala v jadfe oocytil ve stadiu GV II — IV a svého minima dosahovala ve
stadiu metafaze [. (Obrazek €. 8). Celkove nejvetsi depozitum obou podjednotek kalcineurinu
bylo lokalizovano v korové oblasti oocyti v metafazi Il a po partenogenetické aktivaci,
v dalSich sledovanych oddilech oocytu byly vSak mezi podjednotkami rozdily. Zatimco u
kalcineurinu A signal v perichromozomalni oblasti dosahoval vys$§ich hodnot nez
Vv cytoplazmé, u kalcineurinu B byla situace opa¢na. Aktivované oocyty vykazovaly v oblasti
prvojadra vyznamné vysSi intenzitu fluorescence kalcineurinu A, zatimco intenzita

fluorescence podjednotky B se v prvojadie po aktivaci snizila (Tabulka ¢. 5 a Tabulka €. 6).
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Obrazek €. 7: Lokalizace kalcineurinu A v prtibéhu meiotického zrani a partenogenetické
aktivace oocytl

Kalcineurin A (CnA) byl lokalizovdn v oocytech ve stadiu GV 0 (a), GV Il (b), GV Il (c), GV IV (d), ve stadiu
metafdze | (e), ve stadiu metafdze Il (f) a v oocytech partenogeneticky aktivovanych (g). Zelenou barvou je

znacen kalcineurin A pomoci FITC, modie chromatin pomoci DAPI. Zmensené fotografie v pravém rohu slouzi
k dokumentaci negativnich kontrol prislusnych stadii meiotického zrani. Oocyty jsou snimdny v ekvatoridini
roviné pfi zvétseni 400x.
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Tabulka ¢. 3: Relativni intenzita fluorescence kalcineurinu A v pribéhu meiotického

Zrani oocyti

Stadium  pocet Oblasti oocytu
jaderného |oocytu ve ~dro/erich i
zrani skupiné Lﬁglg(s)tperlc romozomaint iy orova oblast Cytoplasma
GV O 16 0,26 + 0,06 0,43 +0,07 % 0,31 +0,03 %
GV I 11 0,37 + 0,03 *A 0,63 + 0,03 *& 0,50 = 0,02 °°
GV II 26 0,40 + 0,03 PA 0,60 + 0,04 >B 0,50 + 0,02 °¢
GV I 31 0,41 % 0,03 P°A 0,61 0,03 B 0,49 + 0,02 °°
GV IV 17 0,45 + 0,04 °A 0,55+ 0,07 *B 0,50 + 0,04 °¢
MI 15 0,31 +£0,05* 0,39 + 0,06 * 0,30 +£ 0,04 A
MII 17 0,67 + 0,26 °A 1,18 + 0,38 PB 0,75+ 0,23 *A

Vysledky jsou uvedené jako primer £ smérodatna odchylka. GV — stadium zdarodecného vacku, MI — metafaze I,
MII — metafize II. *>° hodnoty ve sloupci s riznymi superskripty jsou rozdilné (P < 0.05). *5€ hodnoty v Fadku
S riiznymi superskripty jsou rozdilné (P < 0.05). Metafaizni figura byla pozorovana v oocytech ve stadiu prvni a
druhé metafaze.

Tabulka ¢. 4: Relativni intenzita fluorescence kalcineurinu A partenogeneticky
aktivovanych oocytu

Stadium pocet Oblasti oocytu

jaderného | oocyti ve jadro/perichromozomalni

zrani skupiné ) P oblast korova oblast Cytoplasma
M 11 20 0,78 £ 0,12 % 1,13+£0,12°% 1,09 +0,10 %
PA 20 0,91 +0,18* 1,12+0,16 % 0,96 + 0,06 *A

Vysledky jsou uvedené jako primér + smérodatnd odchylka. MII — metafize II. PA — partenogeneticky
aktivované oocyty. *° hodnoty ve sloupci s riiznymi superskripty jsou rozdilné (P < 0.05). *® hodnoty v Fadku
S riiznymi superskripty jsou rozdilné (P < 0.05). Metafazni figura byla pozorovana v oocytech ve stadiu druhé

metafaze.
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Obrazek ¢. 8: Lokalizace kalcineurinu B v pribéhu meiotického zrani a partenogenetické
aktivace oocytl

Kalcineurin B (CnB) byl lokalizovdn v oocytech ve stadiu GV 0 (a), GV Il (b), GV Ill (c), GV IV (d), ve stadiu
metafdze | (e), ve stadiu metafdze Il (f) a v oocytech partenogeneticky aktivovanych (g). Zelenou barvou je

znacen kalcineurin B pomoci FITC, modre chromatin pomoci DAPI. Zmensené fotografie v pravém rohu slouZi
k dokumentaci negativnich kontrol prislusnych stadii meiotického zrani. Oocyty jsou snimdny v ekvatoridini
roviné pfi zvétseni 400x.
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Tabulka €. 5: Relativni intenzita fluorescence kalcineurinu B v pribéhu meiotického
Zrani oocyti

Stadium | pocet Oblasti oocytu
jaderného | oocytli ve — . o
zrani skupiné {)a;)(};:{perlchromozomalm korova oblast Cytoplasma
GV O 19 0,27 + 0,05 0,42 + 0,08 %% 0%%%%
GV I 13 0,39 £ 0,04 ** 0,64 + 0,058 | 0,48+0,03"C
GV I 18 0,41 + 0,04 ©A 0,63 + 0,05 *°B 0,47 £ 0,03
GV I 20 0,43 £ 0,05 P°A 0,60 + 0,05 0,47 £0,03
GV IV 17 0,45 + 0,04 A 0,58 + 0,057 0,47 £ 0,03
M 16 0,28 + 0,03 0,41 + 0,04 ®® 0,31+ 0,02 A
M 19 1,04 £ 0,02 *°A 116+004%8 | 0802007

Vysledky jsou uvedené jako primer £ smérodatna odchylka. GV — stadium zdarodecného vacku, MI — metafaze I,
MIIl — metaféze I1. ***hodnoty ve sloupci s riznymi superskripty jsou rozdilné (P < 0.05). “®hodnoty v Fadku
S riiznymi superskripty jsou rozdilné (P < 0.05). Metafdizni figura byla pozorovina v oocytech ve stadiu prvni a
druhé metafaze.

Tabulka ¢. 6: Relativni intenzita fluorescence kalcineurinu B partenogeneticky
aktivovanych oocytu

Stadium pocet Oblasti oocytu
jaderného | oocytii ve — dro/erich sIni
zrani skupiné Jadro/perichromozomatni korova oblast Cytoplasma
oblast
M 11 23 0,93 +0,28 A 1,36 0,22 % 0,71 £0,15%
PA 13 0,80 + 0,05%4 1,34+0,10 % 0,85 + 0,08 *A

Vysledky jsou uvedené jako primér + smérodatnd odchylka. MII — metafize II. PA — partenogeneticky
aktivované oocyty. *"hodnoty ve sloupci s riznymi superskripty jsou rozdilné (P < 0.05). *®hodnoty v radku
S riiznymi superskripty jsou rozdilné (P < 0.05). Metafizni figura byla pozorovdina v oocytech ve stadiu druhé
metafaze.
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5. 3. Vliv inhibitori kalcineurinu na meiotické zrani oocytu
Schopnost plné¢ kompetentnich oocyti dozrat za 48 hodin v in vitro podminkach byla

nepyretroidnimi inhibitory kalcineurinu narusena a tento efekt byl pozorovan v zavislosti na
davce inhibitoru (Tabulka ¢. 7 a Tabulka ¢. 8).

Zpomaleni meotického zrani vlivem inhibitort bylo prokazano prodlouzenim kultivace na
oocyt ze 48 na 72 hodin. V kultivaénim mediu s pfidavkem 8 uM cyklosporinu A, dosahlo
91% stadia MIL. Jestlize byl do kultiva¢niho media za stejnych podminek ptfidan hymenistatin
I vkoncentraci 8 uM, do stadia MII dozralo 88% oocyti. Zbytek oocyti v kazdé
experimentalni skupiné dosahl po 72 hodinové kultivaci stadia MI.

Vysledky prodlouzené kultivace oocytli s nepyretroidnimi inhibitory kalcineurinu o 24
hodin (celkovy €as kultivace 72 hodin) jsou obdobné jako po 48 hodinové kultivaci oocytii
v kultivaénim médiu bez ptfidavku téchto inhibitord. V maximalnich testovanych
koncentracich 8uM cyklosporinu A (n = 50) a 8uM hymenistatinu I (n = 50) jsme
nezaznamenali béhem 48 hodinové kultivace degenerované oocyty. Ani zivotaschopnost
oocytil nebyla statisticky vyznamné snizena. Uginky cyklosporinu A se projevily ve viech
sledovanych koncentracich. Efekt hymenistatinu I na uroven jaderného zrdni oocytii se
projevil od koncentrace 2uM. Mezi nejvyssi testovanou koncentraci (8uM) a koncentraci
4uM nebyly ani u jednoho z testovanych inhibitort statisticky vyznamné rozdily v uc¢innosti

na zrani oocyta.

Tabulka €. 7: Vliv cyklosporinu A na meiotické zrani oocyti

Faze Koncentrace cyklosporinu A (M)

jaderného

zrani (%) 0 0,1 1 4 8
GV 0+0? 0+0° 0+0° 6+1° 10 + 32
MI—TI 0+ 0° 21 +3P 36 +4° 49 + 2% 58 + 49
MII 100 + 02 79 + 3° 64 + 4° 45 +2° 32+£2°

bcd ~ - oy — P 7 ; Y - P -
A0S odlisné superskripty znaci statisticky pritkazné rozdily v Fadcich mezi jednotlivymi koncentracemi

cyklosporinu A (P < 0,05). V kazdé experimentadlni skupiné bylo vvhodnoceno celkem 120 oocytii.
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Tabulka ¢. 8: Vliv hymenistatinu I na meiotické zrani oocyti

Faze Koncentrace hymenistatinu I (M)

jaderného

zrani (%) 0 0,5 2 4 8
GV 0+0% 0+02 0=+0% 0+02 7 + 28
MI—TI 0+0° 9+ 1% 20 +2° 35+ 3¢ 38+ 5°
MII 100 + 0 9] + 1% 88 + 2P 65 + 3° 55+ 4°

Al o dlisné superskripty znaci statisticky pritkazn rozdily v Fadcich mezi jednotlivymi koncentracemi

hymenistatinu | (P < 0,05). V kazdé experimentdlni skupiné bylo vyhodnoceno celkem 120 oocytii.

63




5. 4. Vliv inhibitori kalcineurinu na aktivaci oocyti
Pfedmétem tohoto experimentu bylo otestovat, zda inhibice kalcineurinu

cyklosporinem A a hymenistatinem [ zabrani zralym oocytim vystoupit z MII, dokoncit
meiozu a vytvofit prvojadra po partenogenetické aktivaci. U zralych oocytl partenogeneticky
aktivovanych kalcium ionoforem a kultivovanych dal$ich 24 hodin in vitro se u vice nez 80%
oocytll prvojadra vytvofila. OSetfeni oocytli obéma inhibitory kalcineurinu béhem aktivace

vyznamng¢ snizilo procento aktivovanych oocytd, jak je patrné z grafa ¢. 1 a 2.

Graf ¢. 1: Partenogeneticky aktivované oocyty po oSetieni cyklosporinem A a kalcium
ionoforem A23187

Cyklosporin A
90,0 b
80,0
70,0 -
60,0 -
50,0
40,0 -
30,0 - a
20,0 -
a
o Kl
a
0,0 I T T T T 1

CsA + Ca-l + CsA CsA + Ca-l CsA Ca-l kontrola - Ml

Poéet aktivaci (%)

CsA — cyklosporin A, Ca-1 — kalcium ionofor, MIl — oocyty v metafizi Il.

QOocyty byly oSetreny cyklosporinem A ve vyse uvedenych koncentracich alnebo kalcium ionoforem. Oocyty byly
povazovany za aktivované v pripade, ze bylo vytvoreno prvojadro. Data jsou uvadeéna jako priimér + SD. Odlisné
superskripty *° zndzoriuji statisticky vyznamné rozdily mezi skupinami (P < 0,05).
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Graf ¢. 2: Partenogeneticky aktivované oocyty po oSetfeni hymenistatinem I a kalcium
ionoforem A23187

Hymenistatin |

100 -
90 - b
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70 -
60 -
50 -
40 - a
30 -
20 -
10 - a

Pocet aktivaci (%)

HS-I + Ca-I HS-I Ca-l kontrola-Mll

HS-1 — hymenistatin 1, Ca-l — kalcium ionofor, MIl — oocyty v metafazi I1.

Oocyty byly osetreny hymenistatinem I a/nebo kalcium ionoforem. Qocyty byly povazZovany za aktivované
V piipadé, e bylo vytvoreno prvojadro. Data jsou uvidéna jako primér + SD. Odlisné superskripty *°
zndzornji statisticky vyznamné rozdily mezi skupinami (P < 0,05).
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5. 5. Vliv inhibice kalcineurinu na uroven aktivity MPF a MAPK béhem
aktivace oocyti

Cilem tohoto experimentu bylo zjistit vliv inhibice kalcineurinu na hladiny MPF a
MAPK v pribéhu aktivace oocyti. Po 48 hodinové kultivaci in vitro byly oocyty oSetfeny
cyklosporinem A a nasledné partenogeneticky aktivovany a kultivovany dalSich 12 nebo 24
hodin. V pribéhu aktivace oocyti doslo k poklesu aktivity MPF i MAPK. Tento pokles v§ak
nebyl statisticky vyznamny v porovnani s kontrolni skupinou oocytl kultivovanych v Cistém

médiu bez ptidavku cyklosporinu A (graf ¢. 3 a graf ¢. 4).

Graf ¢. 3: Vliv cyklosporinu A na aktivitu MPF partenogeneticky aktivovanych oocyti
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Graf ¢&. 4: Vliv cyklosporinu A na aktivitu MAPK partenogeneticky aktivovanych oocyti
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CsA — cyklosporin A, kontrola — oocyty v cistém kultivacnim mediu.

Grafy ukazuji aktivitu MPF a MAPK oocytii kultivovanych s nebo bez pridavku cyklosporinu A v priitbéhu
partenogenetické aktivace oocytii.
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6. Diskuze

V této studii byla poprvé prokdzana piitomnost kalcineurinu v oocytech prasete a také

jeho vyznamna role v meiotickém zrani a procesu aktivace prase¢ich oocytd.

Western blot analyzou byly detekovany A i B podjednotky kalcineurinu v plné
meioticky kompetentnich oocytech 1 ptilehlych kumuldrnich bunikach v prabéhu meiotického
zrani, pricemz nejvyssich hodnot dosahovala exprese obou podjednotek kalcineurinu ve stadiu
zarode¢ného vacku. Kalcineurin byl doposud v samic¢ich pohlavnich organech identifikovan
pouze V ovariich a ranych embryi mouchy Drosophila (Takeo et al., 2006), v oocytech
drapatky Xenopus (Mochida et Hunt, 2007, Nishiyama et al., 2007) a sumky (Levasseur et al.,
2013). U prasete byl kalcineurin poprvé nalezen na plazmatické membrané lymfocyti, pozdé&ji
1 v riznych typech somatickych bun¢k, napt. v bilych krvinkach (Chantler et al., 1985) nebo
kosterni svaloviné (de Jonge et al., 2006). Vyskyt obou podjednotek kalcineurinu byl
pozorovan jiz v minulosti v prasecich spermiich (Tash et al., 1988). Tato studie jako prvni

popisuje vyskyt kalcineurinu také v samiéich gametach prasete, oocytech

Pomoci imunocytochemické metody byly obé podjednotky kalcineurinu lokalizovany
v oocytech béhem celého procesu zrani i aktivace. Jejich mnozstvi i distribuce v oocytu se
v8ak v jednotlivych stadiich meiotického zrani 1 po partenogenetické aktivaci oocytt lisily.
Doposud nebyly publikovany zadné studie zaméfené na redistribuci a lokalizaci kalcineurinu
Vv pritbéhu meiotického zrani oocytli. NaSe vysledky poukazuji na to, Ze kalcineurin je dulezity
pro regulaci zrani i aktivace oocytl a zaroven je dilezité, v jaké konkrétni ¢asti oocytu se
nachazi. Signifikantni zvySeni intenzity fluorescence kalcineurinu, které jsme zaznamenali
Vv jadie oocytd ve stadiu GV II a GVII je spojeno s rozpadem jaderné membrany, v dobé kdy
za¢ina byt jadernd membrana znacné zvinénd (Motlik et Fulka, 1986) a je tedy soucasti
ptipravy oocytu na rozpad zarode¢ného vacku. Kalcineurin je zndm jako regulétor transkripce
v somatickych bunkéach (Crabtree, 2001), nicméné oocyty s ukonCenym riistem jsou pied
znovuzahajenim meiotického zrani jiz transkripéné neaktivni (Motlik et al., 1984). U prasat je
oocyt ve stadiu GV dlouho dobu a b&hem této doby se vném odehravd mnoho
biosyntetickych a biochemickych pochodit (Hunter, 2000). Kalcineurin se mtize u€astnit fady
Z nich, vcetné ptipravy na GVBD a vstupu oocytu do metafaze I, cemuz nasvédcuje jeho
vysoké mnozZstvi v zdrodeCném vacku meioticky kompetentnich oocytl. Zaroven jsme
zaznamenali pokles intenzity fluorescence u obou podjednotek kalcineurinu v
perichromozomalni oblasti oocytd ve stadiu metafaze |. V té dobé je tvorba meiotického

vieténka oocytu témét u konce (Hafez et Hafez, 2000). Tento fakt miize naznacovat, Ze
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kalcineurin je vyznamny zejména na zacatku formovani vieténka a v zdvérecné fazi uz neni

jeho fosfatdzova aktivita nezbytna.

Ob¢ podjednotky kalcineurinu byly ve velké mife lokalizovany V korové oblasti
oocytl. Pfitomnost kalcineurinu v této ¢asti oocytu neni piekvapivd, uvazime-li spojeni
kalcineurinu s aktinovymi vlakny cytoskeletu popsané uiady typu somatickych bunék
(Ferreira et al., 1993, Faul et al., 2008) a pfitomnost zna¢ného mnozstvi vlaken aktinu
Vv korové oblasti oocytu prasat (Wang et al., 2000). O spojitosti mezi distribuci kalcineurinu a
mikrotubulovymi filamenty v sam¢ich gametach svéd¢i prace Moreno et al. (2006), popisujici
lokalizaci kalcineurinu ve spermatidich my$i pouze Vv jadfe, v misté shustou siti
mikrofilament (Alberts et al., 1998). Vysoka intenzita fluorescence byla naméfena taktéz u
partenogeneticky aktivovanych oocyti v okoli prvojader, kde se rovnéz nachazi sit
mikrotubuld, dilezita pii migraci prvojader do stfedu oocytu (Schatten, 1994). Je znamo, ze
kalcineurin ma silny vliv na fosforylaci slozek cytoskeletu buinky (Silverman-Gavrila et
Charlton, 2009). Miizeme se proto domnivat, ze by v sav¢ich zygotach mohl byt kalcineurin
zapojen do organizace mikrotubuld pifi tvorbé mikrotubularni sit€¢ dualezité pro migraci

prvojader.

V korové oblasti oocytu jsou lokalizovdna také kortikalni granula (Thibault et al.,
1987; Wassarman, 1988), ktera jsou zde uchycena pomoci vrstvy aktinovych filament (Longo
et Chen, 1985). Vysoka koncentrace kalcineurinu v korové oblasti oocytli ve stadiu metafaze
Il by nasvéd€ovala spojeni kalcineurinu s exocytozou kortikdlnich granul v prib¢hu aktivace
oocytl, protoze se jednd o kalcium dependentni proces, do kterého je zapojeny aktivatory
kalcineurinu, kalmodulin a vapnik (Ducibella, 1996; Klee et al., 1988). Nicménég, vysokou
intenzitu fluorescenciho signdlu kalcineurinu jsme zaznamenali také v oocytech oocytli po
partenogenetické aktivaci. Lze tedy spiSe predpokladat, Zze kalcineurin neni obsazen v
kortikdlnich granulich, ale nachézi se v jejich okoli pod oolemou, protoze béhem exocytozy
kortikalnich granul dochazi k jejich pfesunu smérem k oolemé pomoci zkracovéani a
depolymerizace aktinovych filament (Ducibella, 1996), pticemz do defosforylace aktinu je
zapojen pravdépodobné i kalcineurin. Zaroveil se mize promitnout Zapojeni kalcineurinu do
kontroly transkripce (Crabtree, 2001) rovnéz v transkripci genti v embryu.

Intenzita fluorescen¢niho signdlu obou podjednotek kalcineurinu se behem
meiotického zrani oocytl zvySovala a maxima dosahovala v oocytech v metafazi II a po jejich
aktivaci. U mouchy Drosophila i drapatky Xenopus byl narist kalcineurinu prokazan po

oplozeni oocytu (Krauchunas et al., 2013). ZvySujici se intenzita fluorescence kalcineurinu
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Vv téchto fazich koresponduje se schopnosti oocyti uvolnit vapnik, ktera se zvySuje v prabehu
meiotického zrani a svého maxima dosahuje ve stadiu metafaze II (Carroll et al., 1994;
Mehlmann et Kline, 1994). Oscilace vapniku jsou nezbytné pro zrani oocyti (Kaufman et
Homa, 1993) a zvyseni hladiny vapenatych iontd je u oocytl spojovana s oplozenim a jejich
aktivaci (Swann et Ozil, 1994). Nartist nami zaznamenané intenzity signalu podjednotky A
kalcineurinu v prubéhu rozpadu zarodecného vacku koreluje s tlohou vapniku v oocytech pii
casném vystupu z I. meiotického bloku (Wassarmann, 1988). Navic, v nasich ptedeslych
studiich (Petr et al., 2001, Rozinek et al., 2006) jsme v oocytech prasete lokalizovali vyssi
mnozstvi kalciovych depozit v jadru, karyoplazmé a cytoplazmé, podobné jako nyni u
kalcineurinu. Vzhledem k faktu, Ze kalcineurin je aktivovan po navazani vapenatych iontd,
muze byt tato protein fosfataza jednim z cilovych systéml pro vapnikovou signalizaci
spusténou spermii pii oplozeni (Malcuit et al., 2006) ¢i miiZe reagovat na oscilace vapniku
V oocytu béhem zrani oocytu i po jeho aktivaci. Intenzita fluorescence podjednotky B
kalcineurinu byla v pribéhu zrani i po partenogenetické aktivaci vyrazné nizsi ve srovnani
s podjednotkou A. To by mohlo naznac¢ovat vyznamnéjsi zapojeni podjednotky A v meiotické

1 vyvojové kompetenci oocytl prasat.

V dalSich experimentech byly zjiStovany ucinky kalcineurinu na pribéh zrani a
aktivaci oocytii prasat pomoci specifickych inhibitor kalcineurinu - cyklosporinu A a
hymenistatinu I. Schopnost oocyti dosahnout po 48 hodinové kultivaci in vitro stadia
metafaze II byla vlivem inhibitori zpomalena. Podobné inhibi¢ni G¢inky na meiotické zrani
oocytt prasat maji také pyretroidni inhibitory kalcineurinu (Petr et al., 2013). Pfestoze presny
mechanismus plisobeni pyretroidd na zrani oocytli neni znam, toxické ucinky jsou casto
spojovany s vlivem na iontové kanaly v nervovych bunkach (Soderlund, 2010). Je znamo, ze
iontové kandly hraji vyznamnou ulohu v meiotickém zréni sav€ich oocytli (Tosti et Boni,
2004). Je tedy mozné, ze podobné¢ jako pyretroidy, 1 u nepyretroidnich inhibitora kalcineurinu
se V jejich celkovém plisobeni uplatiiuji také iontové kanaly. Navic, o G€incich cyklosporinu
A na iontové kandly v oocytech Xenopa svéd¢i prace Choi et Soderlund (2004), kteti
zaznamenali pfi pouziti srovnatelné koncentrace inhibitord jako v nasi studii, inhibici

spontanni regulaci sodikovych kanalt v oocytech.

Kalcineurin je, vzhledem Kk vySe zminéné regulaci aktivity vazbou vapniku a
kalmodulinu na sva vazebna mista, zahrnuty v regulaci vapnikovych kanali (Yakel, 1997).
Inhibitory kalcineurinu, véetné¢ cyklosporinu A, inhibuji L-typ vapnikovych kanali v

somatickych buiikach, coZ naznaduje, e kalcineurin zvySuje hladinu Ca®* (Norris et al.,
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2002). V nasi predeslé studii (Rozinek et al., 2003) jsme pozorovali zpozdéni meiotického
zrani oocytll prasat po inhibici L-typu vapnikovych kanali. Obdobny vliv na zrani jsme
pozorovali pfi pouziti inhibitorti kalcineurinu. Navic, v prasecich oocytech byly detekovany
oba typy receptort, IP3R i RyR (Machaty et al., 1997), které umoziuji uvolnéni vapniku pfi
aktivaci oocytt (Stricker, 1999) a bylo popsano, Ze kalcineurin reguluje funkci IP3R pomoci
defosforylace (Cameron et al., 1995). Intracelularni zasoby vapniku mohou byt v oocytech
prasat mobilizovany prostfednictvim téchto receptorti (Clapham, 1995, Machaty et al., 1997)
a prostfednictvim kalmodulin-dependentni drahy aktivovat jejich in vitro zrani i aktivaci (Petr
et al., 2002). Tento fakt naznacuje, Ze jednou z moznych cest regulaéniho mechanismu
kalcineurinu v oocytech prasat by mohly byt vapnikové kanaly a IP3R i RyR receptory v
oocytech. Nelze vyloucit zapojeni kalcineurinu, ale i dalSich efektli jeho inhibitorti do tohoto

mechanismu.

V oocytech drapatky a sumky zabranila inhibice kalcineurinu cyklosporinem
degradaci cyklinu, u drapatky navic zpozdila defosforylaci proteint specifickych proteini M-
faze cyklu (Mochida et Hunt, 2007, Levausseur et al.,, 2013). Vzhledem Kk vysoké
mechanismem puisobi kalcineurin 1 v oocytech obratlovct. Nase vysledky potvrzuji zapojeni
kalcineurinu do meiotického zrani oocytil prasat, podobné jako je tomu u bezobratlych (Takeo

et al., 2006, 2010) ¢i niz8ich obratlovcu (Nishiyama et al., 2007, Mochida et Hunt, 2007).

Dale bylo prokédzano, Ze inhibice kalcineurinu cyklosporinem A a hymenistatinem I
zabranuje zralym oocyttiim dokoncit meiozu a vytvofit prvojadra po partenogenetické aktivaci.
Uloha kalcineurinu béhem aktivace byla popsana pouze u oocyti Drosophily (Krauchunas et
al., 2013), zaby rodu Xenopus (Mochida et Hunt, 2007, Nishiyama et al., 2007) a sumky
(Levasseur et al., 2013). Kalcineurin ma zasadni vyznam v meiotickém postupu za metafazi I
a vystupu z meiotického bloku u Drosophil (Takeo et al., 2010) a je nezbytny pro plnou
aktivaci oocytl sumky (Levasseur et al., 2013). U vySe jmenovanych zastupcu je kalcineurin
prechodné aktivovan ihned po vzestupu vapenatych ionti (Krauchunas et al., 2013,
Nishiyama et al., 2007).

Zablokovani aktivity kalcineurinu v oocytech Zaby v metafazi II se projevuje sniZzenou
miru aktivace oocytl, resp. neschopnosti oocytti prolomit meioticky blok (Nishiyama et al.,
2007). Také v nasi studii oSetfeni oocytd inhibitory kalcineurinu béhem aktivace vyznamné

snizilo procento aktivovanych oocytii. Nase vysledky potvrzuji, ze kalcineurin je i v prasecich
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oocytech nezbytny pro vystup z druhého meiotického bloku. Bylo potvrzeno, Ze piechod
z metafaze Il do anafaze II je v oocytech Xenopa nezbytna aktivita APC/C komplexu (Taieb
et al., 2001). U Drosophil je nezbytny pokles hladiny kalcineurinu po oplozeni pro migraci
samicich a samcich prvojader a naslednému zahajeni embryondlniho vyvoje (Krauchunas et

al., 2013). Je mozné, ze v oocytech prasat zastava kalcineurin podobnou ulohu.

Uloha kalcineurinu v regulaci oogeneze a meiézy savéich oocytll je stala nepopsana.
Zrani vSech savc€ich oocytli regulovdno mnoha protein kindzami a fosfatazami. Hlavnimi
faktory podilejicimi se na regulaci meiozy a nasledné aktivace oocytt jsou komplex cyklin B
s cyklin-dependentni kinazou Cdk2 - MPF (Nurse, 1990) a MAP kinaza (Verlhac et al.,
1994). Dozralé savéi oocyty jsou spontanné zablokovany ve stadiu metafaze II pod vlivem
cytostatického faktoru (CSF), ktery stabilizuje MPF. Vystup z metafaze II a dokonceni
meidzy zavisi na aktivaénim stimulu, ktery vnasi do oocytu pii oplozeni spermie nebo jej lze
vyvolat umélym zasahem imitujicim procesy provazejici oplozeni. Tento aktiva¢ni stimul
inaktivuje CSF a dovoli destabilizaci MPF. Pokles aktivity MPF pak vyvola vystup
aktivovaného oocytu z metafaze I (Masui, 2001). V této studii nebyl prokazan vliv inhibice
kalcineurinu na aktivitu téchto kinaz u oocyti po partenogenetické aktivaci. Pokles aktivity
MPF a nésledny pokles aktivity MAPK je vyvolan destrukci cyklinu B aktivnim APC a
inaktivaci CSF (Moos et al., 1995, Yamamuro et al, 2008). V oocytech drapatky (Mochida et
Hunt, 2007) i sumky (Levausseur et al., 2013) je v ptitomnosti cyklosporinu inhibovana APC
drdha a ¢imz je zabranéno degradaci cyklinu B. Zaroven cyklosporin A zpozd'uje celkovou
defosforylaci specifickych proteinit M-faze cyklu a vytvoteni pln€¢ funkéniho jaderného obalu
oocytll a znemoznuje prolomeni II. meiotického bloku (Mochida et Hunt, 2007). Mtzeme
tedy predpokladat, Ze kalcineurin se Ucastni formovani prvojader po aktivaci oocytl jinym

signdlnim mechanismem neZ pfimou regulaci aktivity MPF a MAPK.

Vliv alternativnich cilovych proteinti kalcineurinu pii aktivaci oocytli naznacuje také
skute¢nost, ze v oocytech Xenopa inhibice kalcineurinu potlacuje vétSinu defosforylace
soucasti APC-cdc20, ale inaktivace MPF degradaci cyklinu B je pouze zpozdéna, nikoliv
kompletné inhibovana (Mochida et al., 2007). Na druhou stranu, v mysich oocytech se
kalcineurin nepodili na uvoliovani CSF (Suzuki et al., 2010). Nedavna studie Feine et al.,
(2014) ukazala, ze kalcineurin pii procesu oplozeni Xenopa aktivuje APC/C a zptsobuje
defosforylaci THRS52 degradaci kinazy Aurora borealis, Bora, coz vede k nasledné inaktivaci
CDK a PLKI1. Vysledna aktivita a lokalizace cilovych proteinti kalcineurinu muize byt

regulovana, podobné¢ jako je tomu Drosophily (Krauchunas et al., 2013), mnoha fosforylacemi
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béhem aktivace oocytu. Kalcineurin je tedy v oocytech prasate zahrnuty v signalizaci patrné

jinym zpisobem.

Nase vysledky prokézaly, ze protein fosfataza 2B je ptfitomna v pln¢ dorostlych
oocytech prasat po celou dobu meiotického zrani, i po nésledné aktivaci oocytll. Zapojeni této
fosfatazy do procesu zrani i tvorby prvojader po partenogenectické aktivaci oocyti je
regulovano ziejm¢ nezavisle na aktivit¢ MPF a MAPK. Pro lepsi pochopeni ulohy
kalcineurinu Vv jednotlivych fazich zrani i aktivace oocytl je tfeba pokracovat v dalSich

experimentech.
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7. Zavér

V naSich experimentech jsme jako prvni prokdzali expresi obou podjednotek
kalcineurinu v oocytech i pfilehlym kumularnich buiikach béhem meiotického zrani oocytu
prasat. Doposud byla piitomnost kalcineurinu potvrzena pouze v oocytech bezobratlych a

niz8ich obratlovci. U prasete byl kalcineurin nalezen pouze v sam¢ich gametach.

Ob¢ podjednotky kalcineurinu jsou pritomné po celou dobu meiotického zrani 1 béhem
aktivace oocytu. Lokalizace kalcineurinu je vSak v rGznych fazich zrani oocytu odlisna.
S postupujici meidézou dochazi k jeho redistribuci vramci jednotlivych oocytarnich
kompartmentii. Akumulace kalcineurinu v oblasti jadra na pocatku znovuzahijeni meidzy
svéd¢i o mozné uloze kalcineurinu pii rozpadu zarodeéného vacku a vstupu oocytu do

metafaze 1.

Rovnéz jsme zaznamenali nartst intenzity fluorescencniho signalu kalcineurinu spolu
s nahromadénim kalcineurinu v korové oblasti oocytll v dobé metafaze II. meiotického déleni
i po jejich aktivaci. Tyto vysledky ukazuji spojitost mezi kalcineurinem s vapnikem i
mikrotubulovymi filamenty. Kalcineurin mize byt tedy zapojen do procesti spojenych

S oplozenim oocytl prasat a migrace prvojader pomoci mikrotubularni site.

Uloha kalcineurinu v regulaci oogeneze a meiézy savéich oocytl je stdla nepopsana.
V dalSich experimentech bylo pomoci inhibitorti kalcineurinu potvrzeno zapojeni této
fosfatazy do regulace meiotického zrani oocytil, ale i prolomeni II. meiotického bloku a
tvorby prvojader u oocytii po partenogenetické aktivaci. Z naSich vysledkl také vyplyva, Ze
regulace kalcineurinu béhem aktivace je nezavisla na aktivit¢ MAPK a MPF a je ziejmé

regulovana jinym signalnim mechanismem nez ovlivnénim aktivity téchto faktori.

V téchto experimentech jsme na modelu prasate jako prvni prokazali, ze aktivita kalcineurinu
Vv pribéhu meiotického zrani 1 aktivace sav€ich oocytii je nezbytnd a jeji deficit naruSuje
fyziologicky pribéh téchto d€ji. Pro pochopeni, jakym zplsobem piesné se kalcineurin do
téchto procest zapojuje a jak ovliviiuje nasledny embryondlni vyvoj, je zapotiebi provést dalsi

experimenty.

74



8. Seznam literatury

Alberio, R., Zakhartchenko, V., Motlik, J., Wolf, E. 2001. Mammalian oocyte activation:
lessons from the sperm and implications for nuclear transfer. International Journal of
Developmental Biology. 45 (7). p. 797-809.

Alberts, B., Bray, D., Johnson, A., Lewis, J., Raff, M., Roberts, K., Walter, P. 1998. Zaklady
buné&&né biologie. Espero Publishing. Usti nad Labem. p. 630. ISBN: 8090290620.

Alderton, K. W., Cooper, Ch. E., Knowles, G. R. 2001. Nitric oxide synhases: structure,
function and inhibition. Biochemistry. 357. p. 593-61.

Anadon, A., Martinez-Larrafiaga, M. R., Martinez, M. A. 2009. Use and abuse of pyrethrins
and synthetic pyrethroids in veterinary medicine. The Veterinary Journal. 182 (1). p.
7-20.

Anger, M., Kues, W. A., Klima, J., Mielenz, M., Kubelka, M., Motlik, J., Esner, M., Dvortak,
P., Carnwath, J. W., Niemannn, H. 2003. Cell Cycle Dependent Expression of PIk1 in
Synchronized Porcine Fetal Fibroblasts. Molecular Reproduction and Development.
65. p. 245-253.

Aperia, A., Ibarra, F., Svensson, L. B., Klee, C., Greengard, P. 1992. Calcineurin mediates
alpha-adrenergic stimulation of Na+, K (+)-ATPase activity in renal tubule cells.
PNAS. 89 (16). p. 7394-7397.

Aramburu, J., Heitman, J., Crabtree, GR. 2004. Calcineurin: a central controller of signalling
in eukaryotes - Workshop on the calcium/calcineurin/NFAT pathway: Regulation and
function. EMBO REPORTS. 5(4). p. 343-348.

Arron, J. R., Winslow, M. M., Polleri, A., Chang, C. P., Wu, H., Gao, X., Crabtree, G. R.
2006. NFAT dysregulation by increased dosage of DSCR1 and DYRKI1A on
chromosome 21. Nature. 441 (7093). p. 595-600.

Awumey, E. M., Moonga, B. S., Sodam, B. R., Koval, A. P., Adebanjo, O. A., Kumegawa,
M., Zaidi, M., Epstein, S. 1999. Molecular and functional evidence for calcineurin-A a
and B isoforms in the osteoclast: novel insights into cyclosporin A action on bone
resorption. Biochemical and biophysical research communications. 254 (1). p. 248-
252.

Ayabe, T., Kopf, G. S., Schultz, R. M. 1995. Regulation of mouse egg activation: presence of
ryanodine receptors and effects of microinjected ryanodine and cyclic ADP ribose on
uninseminated and inseminated eggs. Development. 121 (7). p. 2233-2244.

Bachvarova, R., De Leon, V., Johnson, A., Kaplan, G., Paynton, B. V. 1985. Changes in total
RNA, polyadenylated RNA, and actin mRNA during meiotic maturation of mouse

75



oocytes. Developmental biology. 108 (2). p. 325-331.

Bandyopadhyay, J., Lee, J., Lee, J., Lee, J. I, Yu, J. R, Jee, C., Ahnn, J. 2002. Calcineurin, a
calcium/calmodulin-dependent protein phosphatase, is involved in movement, fertility,
egg laying, and growth inCaenorhabditis elegans. Molecular biology of the cell, 13
(9). p. 3281-3293.

Berridge, M. J., Lipp, P., Bootman, M. D. 2000. The versatility and universatility of callcium
signalling. Nature Reviews Molecular Cell Biology. 1.p. 11-21.

Berridge, M.J. 1993. Inositol trisphosphate and calcium signalling. Nature. 361. p. 315-325.

Bielanska-Osuchowska, Z. 2006. Oogenesis in pig ovaries during the prenatal period:
ultrastructure and morphometry. Reproductive Biology. 6. p. 161-193.

Bilodeau-Goeseels, S. 2007. Effects of manipulating the nitric oxide/cyclic GMP pathway on
bovine oocyte meiotic resumption . Theriogenology. 68 (5). p. 693-701.

Birraux, J., Kirby, J. A., Thomason, J. M., & Taylor, J. J. 2006. The effect of cyclosporin on
cell division and apoptosis in human oral keratinocytes. Journal of periodontal
research, 41(4), p. 297-302.

Black, J. L., Erickson, B. H., 1968. Oogenesis and ovarian development in the prenatal pig.
Anatomical Record 161. p. 45-56.

Bleil, J. D., Beall, C. F., Wassarman, P. M. 1981. Mammalian sperm-egg interaction:
fertilization of mouse eggs triggers modification of the major zona pellucida
glycoprotein, ZP2. Developmental Biology. 86. p. 189-97.

Borel, J. F., Feurer, C., Gubler, H. U., & Stdhelin, H. 1994. Biological effects of cyclosporin
A: a new antilymphocytic agent. Agents and actions, 43(3-4), p. 179-186.

Borel, J. F., Feurer, C., Gubler, H. U., Stihelin, H. 1994. Biological effects of cyclosporin A:
a new antilymphocytic agent. Agents and actions. 43 (3-4). p. 179-186.

Boss, V., Wang, X. F., & Murphy, T. J. 1998. Cyclosporin A blocks histamine-stimulated
NFAT-mediated transcription and IL-8 mMRNA in endothelial cells. In Faseb Journal.
12 (4). p. A84-A84.

Bu, S., Xia, G., Tao, Y., Lei, L., Zhou, B. 2003. Dual effects of nitric oxide on meiotic
maturation of mouse cumulus cell-enclosed oocytes in vitro. Molecular And Cellular
Endocrinology. 207. p. 21-30.

Bultynck, G., Ishii, K., Matsuo, T., Aigaki, T. 2003. Calcineurin and intracellular Ca2+ -
release channels: regulation or association? Biochemical and biophysical research
communications. 311 (4). p. 1181-1193.

76



Calabrese, E. J. 2001. Nitric oxide: biphasic dose response. Critical Reviews in Toxicology.
31 (4&5). p. 489-501.

Calarco, P. G. 1972. The kinetochore in oocyte maturation In: Oogenesis. Eds. Biggers J. D.
a Scheultz A. W., Univ. Park., Pennsylvania. p. 65-89.

Cameron, A. M., Steiner, J. P., Roskams, A. J., Ali, S. M., Ronnettt, G. V., & Snyder, S. H.
1995. Calcineurin associated with the inositol 1, 4, 5-trisphosphate receptor-FKBP12
complex modulate Ca 2+ flux. Cell. 83(3). 463-472.

Carroll, J., Swann, K. 1992. Spontaneous cytosolic calcium oscillations driven by inositol
trisphosphate occur during in vitro maturation of mouse oocytes. Journal of Biological
Chemistry. 267 (16). p. 11196-11201.

Carroll, J., Swann, K., Whittingham, D., Whitake, M. 1994. Spatiotemporal dynamics of
intracellular [Ca2+] oscillations during the growth and meiotic maturation of mouse
oocytes. Development. 120. p. 3507-3517.

Carroll, J., Swann, K., Whittingham, D., Whitaker, M. 1994. Spatiotemporal dynamics of
intracellular Ca2+ oscillations during the growth and meiotic maturation of mouse
oocytes. Development. 120 (12), p. 3507-3517.

Cebrat, M., Wieczorek, Z., Siemion, I. Z. 1996. Immunosuppressive activity of hymenistatin
I. Peptides. 17 (2). p. 191-196.

Clapham, D. E. 1995. Calcium signaling. Cell. 80. p. 259-268.

Cohen, P. 1989. The structure and regulation of protein phosphatases. Annual Review of
Biochemistry. 58(1). p. 453-508.

Collas, P., Sullivan, E.J., Barnes, F.L. 1993. Histone H1 kinase activity in bovine oocytes
following calcium stimulation. Mollecular Reproduction and Development. 34. p.
224-231.

Crabtree, G. R. 2001. Calcium, Calcineurin, and the Control of Transcription. The Journal of
Biological Chemistry. 276. p. 2313-2316.

Creton, R., Jaffe, L. 1995. Role of calcium influx during the latent period in sea urchin
fertilisation. Developmental, Growth & Differentiation. 37. p. 703-709.

cumulative risk assessment. Toxicology. 171. p. 3-59.

De Felici, M., Dolci, S., Siracusa, G. 1991. An increase of intracellular free Ca2+ is essential
for spontaneous meiotic resumption by mouse oocytes. Journal of Experimental
Zoology. 260. p. 401-405.

77



de Jonge, H. W., van der Wiel, C. W., Eizema, K., Weijs, W. A., Everts, M. E. 2006. Presence
of SERCA and calcineurin during fetal development of porcine skeletal muscle.
Journal of Histochemistry & Cytochemistry. 54 (6). p. 641-648.

Dekel, N., Ayalon, D., Lewysohn, O., Nevo, N., Kaplankraicer, R., Shalgi, R. 1995.
Experimental extensit of the tim-interval between oocyte maturation and ovulation —
effect on fertilization and first cleavage. Fertility and Sterility. 64 (5). p. 1023-1028.

Dekel, N., Galiani, D., Sherizly, 1., 1988. Dissociation between the inhibitory and the
stimulatory action of cCAMP on maturation of rat oocytes. Molecular and Cellular
Endocrinology. 56. p. 115-121.

Dempsey, E. C., Newton, A. C., Mochly-Rosen, D., Fields, A. P., Reyland, M. E., Insel, P.
A., Messing, R. O. 2000. Protein kinase C isozymes and the regulation of diverse cell
responses. American Journal of Physiology — Lung Cellular and Molecular
Physiology. 279. p. 429-438.

Depreux, F. F. S., Scheffler, J. M., Grant, A. L., Bidwell, C. A., Gerrard, D. E. 2010.
Molecular cloning and characterization of porcine calcineurin-o subunit expression in
skeletal muscle. Journal of animal science. 88 (2). p. 562-571.

Ding, D. CH,, Liou, S. M., Huang, L. Y., Liu, J. H., Wu, G. J. 2000. Effects of four methods
of sperm preparation on motion characteristics and nitric oxide concentration in
laboratory-prepared oligospermia. Chinese Medical Journal. 63. p. 822-827.

Dixit, V. D., Parvizi, N. 2001. Nitric oxide and the control of reproduction. Animal
Reproduction Science. 65. p. 1-16.

Downs, S.M., Cottom, J., Hunzicker-Dunn, M. 2001. Protein kinase C and meiotic regulation
in isolated mouse oocytes. Mollecular Reproduction and Development. 58. p. 101-115

Ducibella, T. 1996. The cortical reaction and development of activation competence in
mammalian oocytes. Human Reproduction Update. 2 (1). p. 29-42.

Dunphy, W., Brizuela, L., Beach, D., Newport, J. 1988. The Xenopus cdc2 protein is
a component of MPF, a cytoplasmic regulator of mitosis. Cell. 53. p. 423-431.

Eggan, K., Jurga, S., Gosden, R., Min, I. M., Wagers, A. J. 2006. Ovulated oocytes in adult
mice derive from non-circulating germ cells. Nature. 441 (7097). p. 1109-1114.

Ejima, A., Tsuda, M., Takeo, S., Ishii, K., Matsuo, T., Aigaki, T. 2004. Expression level of
sarah, a homolog of DSCRL, is critical for ovulation and female courtship behavior in
Drosophila melanogaster. Genetics. 168. p. 2077-2087.

Eliyahu, E., Shalgi, R. 2002. A role for protein kinase C during rat egg activation. Biology of
Reproduction. 67. p. 189-195.

78



Enan, E., Matsumura, F. 1992. Specific-inhibition of calcineurin by type-I1l synthetic
pyrethroid insecticides. Biochemical Pharmacology. 43. p. 1777-1784.

Eppig, J. J. 1991. Maintenance of meiotic arrest and the inducation of oocyte maturation in
mouse oocyte-granulosa cell complexes developed in vitro from preanthral follicles.
Biology of Reproduction. 45. p. 824-830.

Eppig, J. J. 2001. Oocyte control of ovarian follicular development and function in mammals.
Reproduction. 122. p. 829-838.

Fair, T., Hulshof, S. C. J., Hyttel, P, Boland, M., Greve, T. 1997. Bovine oocyte
ultrastructure in primordial to tertiary follicles. Anatomy and Embryology. 195. p.
327-336.

Fan, H. Y., Li, M. Y., Tong, C., Chen, D. Y., Xia, G. L., Song, X. F., Schatten, H., Sun, Q. Y.
2002a. Inhibitory effects of cCAMP and protein kinase C on meiotic maturation and
MAP Kkinase phosphorylation in porcine oocytes. Molecular Reproduction and
Development. 63. p. 480-487.

Fan, H. Y., Sun, Q. Y. 2004. Involvement of Mitogen-Activated Protein Kinase Cascade
During Oocyte Maturation and Fertilization in Mammals. Biology of Reproduction.
70. p. 535-547.

Fan, H. Y., Tong, C., Chen, D. Y., Xia, G. L., Song, X. F., Schatten, H., Sun, Q. Y. 2002b.
Inhibitory effects of CAMP and protein kinase C on meiotic maturation and MAP
kinase phosphorylation in porcine oocytes. Molecular Reproduction and Development.
63. p. 480-487.

Fan, H. Y., Tong, C., Chen, D. Y., Sun, Q. Y. 2003. Roles of protein kinase C in oocyte
meiotic maturation and fertilization. Progress in Natural Science. 13. p. 401-406.

Fang G., Yu, H., Kirschner M. W. 1999. Control of mitotic transitions by the anaphase-
promoting complex.Philosophical Transactions of the Royal Society of London. Series
B: Biological Science. 354. p. 1583-1590.

Farghali, H., Masek, K. 1998 Immunopharmacologic agents in the amelioration of hepatic
injuries. International Journal of Immunopharmacology. 20 (4-5). p. 125-139.

Faul, C., Donnelly, M., Merscher-Gomez, S., Chang, Y. H., Franz, S., Delfgaauw, J., Mundel,
P. 2008. The actin cytoskeleton of kidney podocytes is a direct target of the
antiproteinuric effect of cyclosporine A. Nature medicine. 14 (9). p. 931-938.

Feine, O., Hukasova, E., Bruinsma, W., Freire, R., Fainsod, A., Gannon, J., Brandeis, M.
2014. Phosphorylation-mediated stabilization of Bora in mitosis coordinates PIx1/Plk1
and Cdk1 oscillations. Cell Cycle. 13(11).p. 0-1

79


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10582244
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10582244

Ferreira, A., Kincaid, R., Kosik, K. S. 1993. Calcineurin is associated with the cytoskeleton of
cultured neurons and has a role in the acquisition of polarity. Molecular Biology Cell.
4,p. 1225-1238.

Ferreira, E. M., Vireque, A. A., Adona, P. R., Meirelles, F. V., Ferriani, R. A., Navarro, P.A.
2009. Cytoplasmic maturation of bovine oocytes: structural and biochemical
modifications and acquisition of developmental competence.Theriogenology. 71 (5).
p. 836-48

Ferrell, J.E., Jr. 1996. MAP kinases in mitogenesis and development. Current Topics in
Developmental Biology. 33. p. 1-60

Fissore, R. A., Dobrinsky, J. R., Balise, J. J., Duby, R. T., Robl, J. M. 1992. Patterns of
intracellular Ca2+ concentrations in fertilized bovine egg. Biology of Reproduction.
47. p. 960-969.

Fuentes, J.J., Genesca, L., Kingsbury, T.J., Cunningham, K.W., Perez-Riba, M., Estivill, X.,
de la Luna, S. 2000. DSCR1, overexpressed in Down syndrome, is an inhibitor of
calcineurin-mediated signaling pathways. Human Mollecular Genetics. 9. p. 1681-
1690.

Fulka, J., Motlik, J., Fulka, J., Jilek, F. 1986. Effect of cyclohexamide on nuclear maturation
of pig and mouse oocytes. Journal of Reproduction and Fertility. 77 (1). p. 281-285

Gallagher, S. C., Gao, Z. H., Li, S. P., Dyer, B., Trewhella, J., Klee, C. B. 2001. There is
communication between all four Ca2+-bindings sites of calcineurin B. Biochemistry.
40 (40). p. 12094-12102.

Gallicano, G. I., McGaughey, R. W., Capco, D. G. 1995. Protein kinase M, the cytosolic
counterpart of protein kinase C, remodels the internal cytoskeleton of the mammalian
egg during activation. Developmental Biology. 167. p. 482-501.

Garagna, S., Merico, V., Sebastiano, V., Monti, M., Orlandini, G., Gatti, R., Scandroglio, R.,
Redi, C. A., Zuccotti, M. 2004. Three-dimensional localization and dynamics of
centromeres in mouse oocytes during folliculogenesis. Journal of Molecular
Histology. 35 (6). p. 631-638.

Gautier, J., Maller, J. 1988. Cyclin B in Xenopus oocytes:implecations for the mechanism of
pre-MPF activation. The EMBO Journal. 10. p. 177-182.

Gautier, J., Solomon, M. J., Booher, R. N., Bazan, J. F., Kirschner, M. W. 1991. Cdc25 is
a specific tyrosine phosphatase that directly activates p34cdc2. Cell. 67. p. 197-211.

Gilbert S. F. 2000. Developmental Biology, Sinauer Associates, Inc., 6th ed. Dostupny
takézwww:<http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/bv.fcgi?call=bv.View..ShowTOC&ri
d=dbio. TOC&depth=10 >

80



Gordo, A. C., Wu, H., He, C. L., Fissore, R. A. 2000. Injection of sperm cytosolic factor into
mouse metaphase Il oocytes induces different developmental fates according to the
frequency of Ca2+ oscillations and oocyte age. Biology of reproduction. 62 (5). p.
1370-1379.

Gosden, R. G., Krapez, J., Briggs, D. 1997. Growth and development of the mammalian
oocyte. Bioessays. 19 (10). p. 875-882.

Gosden, RG. 2002. Oogenesis as a foundation for embryogenesis. Mollecular Cell
Endocrinology. 186(2). p. 149-53.

Gotoh, Y., Masuyama, N., Dell, K., Shirakabe, K., Nishida, E. 1995. Initiation of Xenopus
oocyte maturation by activation of the mitogen activated protein kinase cascade. The
Journal of Biological Chemistry. 270. p. 904-916.

Gottsch, M. L., Clifton, D. K., Steiner, R. A. 2009. From KISS1 to kisspeptins: an historical
perspective and suggested nomenclature. Peptides. 30. p. 4-9.

Graef, 1. A., Chen, F., Chen, L., Kuo, A., Crabtree, G. R. 2001. Signals Transduced by
Ca2+Calcineurin and NFATc3/c4 Pattern the Developing Vasculature. Cell. 105 (7).
p. 863-875.

Green, K. M., Kim, J. H., Wang, W. H., Day, B. N., Prather, R. S. 1999. Effect of myosin
light chain kinase, protein kinase A, and protein kinase C inhibition on porcine oocyte
activation. Biology of Reproduction. 61. p. 111-119.

Griffith, J.P., Kim, J.L., Kim, E.E., Sintchak, M.D., Thomson, J.A., Fitzgibbon, M.J.,
Fleming, M.A., Caron, P.R., Hsiao, K., Navia, M.A. 1995. X-ray structure of
calcineurin inhibited by the immunophilin-immunosuppressant FKBP12-FK506
complex. Cell. 82. p. 507-522.

Grigoriu, S., Bond, R., Cossio, P., Chen, J. A., Ly, N., Hummer, G., Peti, W. 2013. The
molecular mechanism of substrate engagement and immunosuppressant inhibition of
calcineurin. PLoS biology, 11(2), €1001492.

Guthrie, H.D. 2004. The follicular phase in pigs: Follicle populations, circulating hormones,
follicle factors and oocytes. Journal of Animal Science. 82. p. 85-85.

Gwack, Y., Sharma, S., Nardone, J., Tanasa, B., luga, A., Srikanth, S., Rao, A. 2006. A
genome-wide Drosophila RNAI screen identifies DYRK-family kinases as regulators
of NFAT. Nature. 441 (7093). p. 646-650.

Haccard, O., Sarcevic, B., Lewellyn, A., Hartley, R. S., Roy, L. M., lzumi, T., Erikson, E.,
Maller, J. L. 1993. Induction of metaphase arrest in cleaving Xenopus embryos by
MAP kinase. Science. 262. p. 1262-1265.

Hafez, E. S. E., Hafez, B. 2000. Folliculogenesis, Egg Maturation, and Ovulation.
81



Reproduction in Farm Animals. Lippincott Williams and Wilkins. Philadelphia.
Seventh. p. 500.

Hamada, N., Miyata, M., Eto H., Shirasawa, T., Akasaki, Y., Nagaki, A., Tei, C. 2010.
Tacrolimus-eluting stent inhibits neointimal hyperplasia via calcineurin/NFAT
signaling in porcine coronary artery model. Atherosclerosis. 208 (1). p. 97-103.

Hamaéldinen, M., Korhonen, R., Moilanen, E. 2009. Calcineurin inhibitors down-regulate
INOS expression by destabilising mMRNA. International immunopharmacology. 9 (2).
p. 159-167.

Hara, M., Abe, Y., Tanaka, T., Yamamoto, T., Okumura, E., Kishimoto, T. 2012. Greatwall
kinase and cyclin B-Cdk1 are both critical constituents of M-phase-promoting factor.
Nature Communications. 3. p. 156-160.

Hashimoto, N., Kishimoto, T. 1988. Regulation of meiotic methaphase by a cytoplasmic
maturation-promoting factor during mouse oocyte maturation. Developmental Biology
126. p. 242-252.

Hayes, E., Galea, S., Verkuylen, A., Pera, M., Morrison, J., Lacham-Kaplan, O., Trounson A.
2001. Nuclear transfer of adult and genetically modified fetal cells of the rat.
Physiological Genomics. 5. p. 193-204.

Hogan, P. G., Li, H. M. 2005. Calcineurin. Current Biology. 15 (12). p. 442-443.

Homa, S. T. 1988. Effects of cyclic AMP on the spontaneous meiotic maturation of cumulus-
free bovine oocytes cultured in chemically defined medium. Journal of Experimental
Zoology. 248. p. 222-231.

Homa, S. T., Carroll, J., Swann, K. 1993. The role of calcium in mammalian oocyte
maturation and egg activation. Human Reproduction. 8. p. 1274-1281.

Hubbard, C. J., Price, J. 1988. The Effects of Follicle-Stimulating Hormone and Cyclic
Guanosine-3’,5’-Monophosphate on  Cyclic ~ Adenosine-3’,5’-Monophosphate
Phosphodiesterase and Resumption of Meiosis in hamster cumulus-oocyte complexes.
Biology of Reproduction. 39. p. 829-838.

Hug, H., Sarre, T. F. 1993. Protein kinase C isoenzymes: divergence in signal transduction?
The Biochemical Journal. 291. p. 329-343.

Hunt, T. 1992. Cell cycle arrest and c-mos. Nature. 355. p. 587-588.

Hunter, M. 2000. Oocyte maturation and ovum quality in pigs. Reviews of reproduction. 5
(2). p. 122-130.

Hunter, M.G., Paradis, F. 2009. Intra-follicular regulatory mechanisms in the porcine ovary.
In: Rodriguez-Martinez, H., Vallet, J. L., Ziecik, A. J. (eds). Control of Pig

82


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Hayes%20E%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Galea%20S%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Verkuylen%20A%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Pera%20M%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Morrison%20J%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Lacham-Kaplan%20O%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Trounson%20A%22%5BAuthor%5D
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Physiol%20Genomics.');

Reproduction VI1II. Nottingham University Press. Canada. 345 p.

Huo, L. J,, Liang, Ch. G.,Yu, L. Z., Zhong, Z. S., Yang, Z. M., Fan, H. Y, Chen, D. Y., Sun,
Q. Y. 2005. Inducible nitric oxide synthase-derived nitric oxide regulates germinal
vesicle breakdown and first polar body emission in the mouse oocyte. Reproduction.
129. p. 403-409.

Hyslop, L. A., Carroll, M., Nixon, V. L., McDougall, A.,Jones, K. T. 2001. Simultaneous
measurement of intracellular nitric oxide and free calcium levels in chordate eggs
demonstrates that nitric oxide has no role at fertilization. Developmental Biology.
234(1). p. 216-230.

Hyttel, P., Fair, T., Callesen, H., Greve, T. 1997. Oocyte growth, capacitation and final
maturation in cattle. Therionology. 47. p. 23-32.

Chan, B., Greenan, G., McKeon, F., Ellenberger, T. 2005. Identification of a peptide fragment
of DSCR1 that competitively inhibits calcineurin activity in vitro and in vivo.
Proceedings of the National of Sciences USA. 102 (37). p. 13075-13080.

Chantler, P. D. 1985. Calcium-dependent association of a protein complex with the
lymphocyte plasma membrane: probable identity with calmodulin-calcineurin. The
Journal of cell biology. 101 (1). p. 207-216.

Chmelikova, E., JeSeta, M., Sedmikova, M., Petr, J., Timov4, L., Kott, T., Lipovova, P., Jilek,
F. 2010. Nitric oxide synthase isoforms and the effect of their inhibition on meiotic
maturation of porcine oocytes. Zygote. 18. p. 235-244.

Chmelikova, E., Sedmikova, M., Petr, J., Kott, T., Lanska, V., Timova, L., Tichovska, H.,
JeSeta, M. 2009. Expression and localization of nitric oxide synthase isoforms during
porcine oocyte growth and acquisition of meiotic competence. Czech Journal Of
Animal Science, 54. p. 137-149.

Choi, J. S., Soderlund, D. M. 2004. Cyclosporin A and deltamethrin block the downregulation
of Na(v) 1.8 sodium channels expressed in Xenopus oocytes. Neuroscience letters. 367
(3). p. 389-393.

Choi, T., Fukusawa, K., Zhou, R., Tessarollo, L., Borror, K., Resau, J., Vande-Woude G.
1996. The Mos/mitogen proteinkinase (MAPK) pathway regulates the size and
degradation of the first polar body in maturing mouse oocytes. Proceedings of the
National Academy of Sciences USA. 93. p. 7032-7035.

Christmann, L., Jung, T., Moor, R. M. 1994. MPF components and meiotic competence in
growing pig oocytes Molecular Reproduction and Development. 38. p. 85-90.

Im, G. S., Samuel, M., Lai, L., Hao, Y., Prather, R. S. 2007. Development and calcium level
changes in pre-implantation porcine nuclear transfer embryos activated with 6-DMAP

83



after fusion. Molecular Reproduction and Development, 74 (9), p. 1158-1164.

Inoue, M., Naito, K., Aoki, F., Toyoda, Y., Sato, E. 1995. Activation of mitogen-activated
protein Kinase during meiotic maturation in porcine oocytes. Zygote. 3. p. 265-271.

Inoue, M., Naito, K., Nakazma, T., Sato, E. 1998. Mitogen-activated protein Kkinase
translocates into the germinal vesicle and induces germinal vesicle break down in
porcine oocytes. Biology of Reproduction. 58. p. 130-136.

Ito, A., Hashimoto, T., Hirai, M., Takeda, T., Shuntoh, H., Kuno, T., Tanaka, C. 1989. The
complete primary structure of calcineurin-A, a calmodulin binding-protein
homologous with protein phosphatase-1 and phosphatase-2A. Biochemical and
Biophysical Research Communications. 163 (3). p. 1492-1497.

Jablonka-Shariff, A., Olson, L.M. 1998. The role of nitric oxide in oocyte meiotic maturation
and ovulation: Meiotic abnormalities of endotelial nitric oxide synthase knock-out
mouse oocytes. Endocrinology. 139. p. 29442954,

Jaffe, L. 1983. Sources of calcium in egg activation: a review and hypothesis. Developmental
Biology. 99. p. 256-276.

Jessus, C., Haccard, O. 2007. Fertilization: Calcium's double punch. Nature. 449 (7160). p.
297-298.

Jilek, F., Hiittelova, R., Petr, J., Holubova, M., Rozinek, J. 2000. Activation of pig oocytes
using calcium ionophore: Effect of protein synthesis inhibitor cycloheximide. Animal
Reproduction Science. 63 (1-2). p. 101-111.

Jilek, F., Hiittelova, R., Petr, J., Holubova, M., Rozinek, J. 2001. Activation of pig oocytes
using calcium ionophore: Effect of the protein kinase inhibitor 6-dimethyl
aminopurine. Reproduction in Domestic Animals. 36 (3-4). p. 139-145.

Johnson, J., Bagley, J., Skaznik-Wikiel, M., Lee, H. J.,, Adams, G. B., Niikura, Y.,
Tschudy, K. S., Tilly, J. C., Cortes, M. L., Forkert, R., Spitzer, T., lacomini, J.,
Scadden, D. T., Tilly, J. L. 2005. Oocyte generation in adult mammalian ovaries by
putative germ cells in bone marrow and peripheral blood. Cell. 122. p. 303-315.

Johnson, J., Bierle, B. M., Gallicano, G. I., Capco, D. G. 1998. Calcium/calmodulin-
dependent protein kinase Il and calmodulin: regulators of the meiotic spindle in mouse
eggs. Developmental Biology. 204 (2). p. 464-477.

Johnson, J., Canning, J., Kaneko, T., Pru, J. K., Tilly, J.L. 2004. Germline stem cells and
follicular renewal in the postnatal mammalian ovary. Nature. 6979. p. 145-150.

Jones, K.T. 2004. Turning it on and off: M-phase promoting factor during meiotic maturation
and fertilization. Molecular Human Reproduction. 10(1). p. 1-5.

84



Kakalis, L. T., Kennedy, M., Sikkink, R., Rusnak, F., Armitage, I. M. 1995. Characterization
of the calcium-binding sites of calcineurin B. FEBS letters. 362(1). p. 55-58.

Kanayama, N, Miyano, T, Lee, J. 2002. Acquisition of meiotic competence in growing pig
oocytes correlates with their ability to activate Cdc2 kinase and MAP kinase. Zygote.
10 (3). p. 261-270.

Kanitz, W., Brussow, K. P., Becker, F., Torner, H., Schneider, F., Kubelka, M., Tomek, W.
2001. Comparative aspects of follicular development, follicular and oocyte maturation
and ovulation in cattle and pigs. Archiv Fur Tierzucht-Archives of Animal Breeding
44, p. 9-23.

Kapturczak, M. H., Meier-Kriesche, H. U., & Kaplan, B. 2004. Pharmacology of calcineurin
antagonists. In Transplantation proceedings. 36 (2). p. 25-32.

Kaufman, M. L., Homa, S. T. 1993. Defining role for calcium in the resumption of meiosis in
the pig oocyte. The Journal of Experimental Zoology. 265. p. 69-76.

Keefer, C. L., Schuetz, A. W. 1982. Spontaneous activation of ovulated rat oocytes during in
vitro culture. Journal of Experimental Zoology. 224. p. 371-377.

Kharche, S. D., Birade, H. S. 2013. Parthenogenesis and activation of mammalian oocytes for
in vitro embryo production: A review. Advances in Bioscience and Biotechnology. 4.
p. 170-182.

Kikuchi, K., Nagai, T., Ding, J., Yamauchi, N., Noguchi, J., lzaike, Y. 1999. Cytoplasmic
maturation for activation of pig follicular oocytes cultured and arrested at metaphase 1.
Journal of Reproduction and Fertility. 116. p. 143-156.

Kincaid, R. 1992. Calmodulin-dependent protein phosphatases from microorganisms to man.
A study in structural conservatism and biological diversity. Advances in Second
Messenger and Phosphoprotein Research. 27. p. 1-23.

Kincaid, R. L. 1995. The role of calcineurin in immune system responses. Journal of allergy
and clinical imunology. 96 (6). p. 1170-1177.

Kincaid, R. L., Giri, P. R., Higuchi, S., Tamura, J., Dixon, S. C., Marietta, C. A., Amorese, D.
A., Martin, B. M. 1990. Cloning and characterization of molecular isoforms of the
catalytic subunit of calcineurin using nonisotopic methods. Journal of Biological
Chemistry. 265 (19). p. 11312-11319.

King, R., Deshaies, R., Peters, J., Kirschner, M., 1996. How proteolysis drives the cell cykle.
Science 274. p. 1652-1658.

Kingsbury, T. J., Cunningham, K. W. 2000. A conserved family of calcineurin regulators.
Genes & development. 14 (13). p. 1595-1604.

85


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Keefer%20CL%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Schuetz%20AW%22%5BAuthor%5D
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'J%20Exp%20Zool.');

Kissinger, C. R., Parge, H. E., Knighton, D. R., Lewis, C. T., Pelletier, L. A., Tempczyk, A.,
Villafranca, J. E. 1995. Crystal structures of human calcineurin and the human
FKBP12-FK506—calcineurin complex. Nature. 378. p. 641-644.

Klee, C. B., Crouch, T. H., Krinks, M. H. 1979. Calcineurin: a calcium- and calmodulin-
binding protein of the nervous system. Proceedings of the National Academy of
Science of the United States of America. 76. p. 6270-6273.

Klee, C. B., Krinks, M. H. 1978. Purification of cyclic 39, 59 - nucleotide phosphodiesterase
inhibitory protein by affinity chromatogramy on activator protein coupled to
Sepharose. Biochemistry. 17. p. 120 — 126.

Klee, C. B., Ren, H., Wang, X. 1998. Regulation of the calmodulin stimulated protein
phosphatase, calcineurin. The Journal of Biological Chemismy. 273 (22). p. 13367 —
13370.

Kline J.T. a Kline D. 1994. Regulation of intracellular calcium in the mouse egg: evidence for
inositol trisphosphate-induced calcium release, but not calcium-induced calcium
release. Biology Reproduction. 50. p. 193-203

Kline, D., Kline, J. T. 1992. Repetitive calcium transients and the role of calcium in
exocytosis and cell cycle activation in the mouse egg. Developmental biology. 149 (1).
p. 80-89.

Knott, J. G., Gardner, A. J., Madgwick, S., Jones, K. T., Williams, C. J., Schultz, R. M. 2006.
Calmodulin-dependent protein kinase Il triggers mouse egg activation and embryo
development in the absence of Ca2+ oscillations. Developmental Biology. 296. p. 388-
395.

Knox, R.V. 2005. Recruitment and selection of ovarian follicles for determination of
ovulation rate in the pig. Domestic Animal Endocrinology. 29 (2). p. 385-397.

Krauchunas, A. R., Sackton, K. L., Wolfner, M. F. 2013. Phospho-Regulation Pathways
During Egg Activation in Drosophila melanogaster. Genetics. 195 (1). p. 171-180.

Krisher, R. L. 2004. The effect of oocyte quality on development. Journal of Animal Science.
82. p. 14-23.

Kubelka, M., Anger, M., Kalous, J., Schultz, R. M., Motlik, J. 2002. Chromosome
condensation in pig oocytes: Lack of a requirement for either cdc2 kinase or MAP
kinase activity. Molecular reproduction and development. 63 (1). p. 110-118.

Kubelka, M., Kalab, P., Kalous, J., Nagyova, E., Motlik, J. 1996. The effect of butyrolactone
I, a specific inhibitor of cdk-kinases on GVBD and chromosome condensation during
the first meiotic division of pig and cattle oocytes. Archiv fur Tierzucht-Archives of
Animal Breeding. 39. p. 53-53.

86



Kubelka, M., Motlik, J., Schultz, R. M., Pavlok, A. 2000. Butyrolactone | reversibly inhibits
meiotic maturation of bovine oocytes, without influencing chromosome condensation
activity. Biology of Reproduction. 62. p. 292-302.

Kumagai, A., Dunphy, W.G. 1991. The cdc25 protein controls tyrosine dephosphorylation of
the cdc2 protein in a cell-free system. Cell. 64. p. 903-914.

Kuno, T., Takeda, T., Hirai, M., Ito, A., Mukai, H., Tanaka, C. 1989. Evidence for a 2nd
isoform of the catalytic subunit of calmodulin-dependent protein phosphatase
(calcineurin-A). Biochemical and Biophysical Research Communications. 165 (3). p.
1352-1358.

Kuo, R. C., Baxter, G. T., Thompson, S. H., Stricker, S. A., Patton, C., Bonaventura, J., Epel,
D. 2000. NO is necessary and sufficient for egg activation at fertilization. Nature. 406.
p. 633-636

Lavasseur, M., McDougall, A. 2000. Sperm-induced calcium oscillations at fertilisation in
ascidians are controlled by cyclin B1-dependent kinase activity. Development. 127. p.
631-641.

Lawrence, Y, Whiteker, M., Swann, K. 1997. Spermegg fusion is the prelude to the initial
Ca2+ increase at fertilization in the mouse. Development. 124. p. 233-241.

Lazar, S., Galiani, D., Dekel, N. 2002. cAMP-Dependent PKA Negatively Regulates
Polyadenylation of c-mos mRNA in Rat Oocytes. Molecular Endocrinology. 16 (2). p.
331-341.

Lee, J., Miyano, T., Moor, R.M. 2000. Localisation of phosphorylated MAP kinase during the
transition from meiosis | to meiosis Il in pig oocytes. Zygote. 8. p. 119-125.

Levasseur, M., Dumollard, R., Chambon, J. P., Hebras, C., Sinclair, M., Whitaker, M.,
McDougall, A. 2013. Release from meiotic arrest in ascidian eggs requires the activity
of two phosphatases but not CaMKII. Development. 140 (22). p. 4583-4593.

Li, H. M., Rao, A., Hogan, P. G. 2011. Interaction of calcineurin with substrates and targeting
proteins. Trends in Cell Biology. 21 (2). p. 91-103..

Li, M. Y., Fan, H. Y., Tong, C. Chen, D., Xia, G., Sun, Q. 2002. MAPK regulates cell cycle
progression in pig oocytes and fertilized eggs. Chinese Science Bulletin, 47 (10).
p. 843.

Li, Q., Niwa, K., Hunter, M. G. 2004. Effets of 17beta — estradiol on in vitro maturation of
pig oocytes in protein-free medium. Journal of Reproduction and Development. 50 (3).
p. 305 — 313.

Lin, X., Sikkink, R. A., Rusnak, F., Barber, D. L. 1999. Inhibition of calcineurin phosphatase
activity by a calcineurin B homologous protein. Journal of Biological Chemistry. 274

87



(51). p. 36125-36131.

Liu, J., Farmer Jr, J. D., Lane, W. S., Friedman, J., Weissman, I., Schreiber, S. L. 1991.
Calcineurin is a common target of cyclophilin-cyclosporin A and FKBP-FK506
complexes. Cell. 66 (4). p. 807-815.

Liu, W. S., Heckman, C. A. 1998. The sevenfold way of PKC regulation. Cellular Signalling.
10 (8). p. 529-542.

Longo, F. J., Chen, D. Y. 1985. Development of cortical polarity in mouse eggs: Involvement
of the meiotic apparatus. Development Biology, 107 (2), p. 382-394.

Lorca, T., Bernis, C., Vigneron, S., Burgess, A., Brioudes, E., Labbe, J.C., Castro, A. 2010.
Constant regulation of both the MPF amplification loop and the Greatwall-PP2A
pathway is required for metaphase Il arrest and correct entry into the first embryonic
cell cycle. Journal of Cell Science. 123. p. 2281-2291.

Lorca, T., Cruzalegui, F., Fesquet, D., Cavadore, J., Mery, J., Means, A., Doree, M. 1993.
Calmodulin dependant protein kinase Il mediates inactivation of MPF and CSF upon
fertilization of Xenopus eggs. Nature. 366. p. 270-273.

Lorca, T., Galas, S., Fesquet, D., Devault, A., Cavadore, J. C., Dore¢, M. 1991. Degradation
of proto-oncogene product p39 mos is not necessary for cyclin proteolysis and exit
from meiotic metaphase: requirement for Ca2+-calmodulin dependent event. The
EMBO Journal. 10. p. 2087-2093.

Lucy, M.C., Liu, J., Boyd, C.K. Bracken, C.J. 2001. Ovarian follicular growth in sows.
Reproduction. Suppl. 58. p. 31-45.

Machaty, Z., Funahashi, H., Day, B. N., Prather, R. S. 1997. Developmental changes in the
intracellular Ca2+ release mechanisms in porcine oocytes. Biology of reproduction. 56
(4). p. 921-930.

Machaty, Z., Funahashi, H., Mayes, M. A., Day, B. N., Prather, R. S. 1996. Effects of
injecting calcium chloride into in vitro-matured porcine oocytes. Biology of
Reproduction. 54(2). p. 316-322.

Machaty, Z., Wang, W. H., Day, B. N., Prather, R. S. 1997. Complete activation of porcine
oocytes induced by the sulfhydryl reagent, thimerosal. Biology of Reproduction.
57(5). p. 1123-1127

Malcuit, C., Kurokawa, M., & Fissore, R. A. 2006. Calcium oscillations and mammalian egg
activation. Journal of cellular fysiology. 206 (3). p. 565-573.

Mansour, S. J., Matten, W. T., Hermann, A. S., Candia, J. M., Rong, S., Fukasawa, K., Vande
Woude, G. F., Ahn, N. G. 1994. Transformation of mammalian cells by constitutively
active MAP kinase kinase. Science. 265. p. 966-970.

88



Markoulaki, S., Matson, S., Ducibella, T. 2004. Fertilization stimulates long-lasting
oscillations of CaMKII activity in mouse eggs. Developmental Biology. 272 (1). p. 15-
25.

Masui, Y. 2001. From oocyte maturation to the in vitro cell cycle: the history of discoveries of
Maturation-Promoting Factor (MPF) and Cytostatic Factor (CSF). Differentiation.
69(1). p. 1-17.

Masui, Y., Markert, C. 1971. Cytoplasmic control of nuclear behaviour during meiotic
maturation of frog oocytes. Journal of experimental zoology. 177. p. 129-146.

Matifat, F., Hague, F., Brule, G., Collin, T. 2001. Regulation of InsP3-mediated Ca2+ release
by CaMKII inXenopus oocytes. Pfliigers Archiv: European Journal of Physiology.
441. p. 796-801.

Matta, S.G., Caldas-Bussiere, M.C., Viana, K.S., Faes, M.R., Paes de Carvalho, C.S., Dias,
B.L., Quirino, C.R. 2009. Effect of inhibition of synthesis of inducible nitric oxide
synthase-derived nitric oxide by aminoguanidine on the in vitro maturation of oocyte-
cumulus complexes of cattle. Animal Reproduction Science. 111. p. 189-201.

Matzuk, M.M., Lamb. D. J. 2002. Genetic dissection of mammalian fertility pathways. Nat
Cell Biol. 4. p. 41-49.

McDougall, A., Lavasseur, M., O"Sullivan, A. J., Jones, K. 2000. Cell-cycle repetitive Ca2+
waves induced by a cytosolic sperm extract in mature ascidian eggs mimic those
observed at fertilisation. Journal of Cell Science. 113. p. 3453-3462.

Means, A. R. 1994. Calcium, calmodulin and cell cycle regulation FEBS Letters. 347. p. 1-4.

Mehlmann, L. M., Kline, D. 1994. Regulation of intracellular calcium in the mouse egg:
calcium release in response to sperm or inositol trisphosphate is enhanced after
meiotic maturation. Biology of reproduction. 51 (6). p. 1088—-1098.

Mehlmann, L. M., Terasaki, M., Jaffe, L. A., Kline, D. 1995. Reorganization of the
endoplasmic reticulum during meiotic maturation of the mouse oocyte. Developmental
Biology. 170. p. 607-615.

Milan, D., Griffith, J., Su, M., Price, E.R., McKeon, F. 1994. The latch region of calcineurin
B is involved in both immunosuppressant-immunophilin complex docking and
phosphatase activation. Cell. 79. p. 437-447.

Miskin, J. E., Abrams, C. C., Goatley, L. C., Dixon, L. K. 1998. A viral mechanism for
inhibition of the cellular phosphatase calcineurin. Science. 281 (5376). p. 562-565.

Miyano, T., Day, Y. F., Lee, J., Kano, K., Moor, R. M. 2000. Degradation of pig cyclin B1
molecules precedes MAP kinase kinase dephosphorylation during fertilisation of the

89


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18439771
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18439771
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18439771

oocytes. Zygote. 8 (2). p. 153-158.

Miyazaki, S. 1991. Repetitive calcium transients in hamster oocytes. Cell Calcium. 12. p.
205-216.

Miyazaki, S. 1., Shirakawa, H., Nakada, K., Honda, Y., Yuzaki, M., Nakade, S., Mikoshiba,
K. 1992. Antibody to the inositol trisphosphate receptor blocks thimerosalenhanced Ca
2+-induced Ca2+ release and Ca2+ oscillations in hamster eggs. FEBS letters. 309 (2).
p. 180-184.

Miyazaki, S., Shirakawa, H., Nakada, K., Honda, Y. 1993. Essential role of the inositol 1,4,5-
triphosphate receptors. Ca2+ release channel in Ca2+ waves and Ca2+ oscillations at
fertilization of mammalian eggs. Developmental Biology. 158. p. 62—78.

Mochida, S., Hunt, T. 2007. Calcineurin is required to release Xenopus egg extracts from
meiotic M phase. Nature. 449 (7160). p. 336-340.

Moore, G. 1978. RNA synthesis in fixed cells by endogenous RNA polymerase. Experimental
Cell Research. 111. p. 317-326.

Moore, G. D., Kopf, G. S., Schultz, R. M. 1995. Differential effect of activators of protein
kinase C on cytoskeletal changes in mouse and hamster eggs. Developmental Biology.
170 (2). p. 519-530.

Moos, J., Visconti, P. E., Moore, G. D., Schultz, R. M., Kopf, G. S. 1995. Potential role of
mitogen-activated protein kinase in pronuclear envelope assembly and disassembly
following fertilization of mouse eggs. Biology of Reproduction. 53 (3). p. 692-699.

Morbeck, D. E., Esbenshade, K. L., Flowers, W. L., Britt, J. H. 1992. Kinetics of follicle
growth in the prepubertal gilt. Biology of Reproduction. 47. p. 485-491.

Moreno, R. D., Palomino, J., Schatten, G. 2006. Assembly of spermatid acrosome depends on
microtubule organization during mammalian spermiogenesis. Developmental biology.
293 (1). p. 218-227.

Motlik, J., Crozet, N., Fulka, J. 1984. Meiotic competence in vitro of pig oocytes isolated
from early antral follicles. Journal of Reproduction and Fertility. 72. p. 323-328.

Motlik, J., Fulka, J., Fléchon, J. E. 1986. Changes in intercellular coupling between pig
oocytes and cumulus cells during maturation in vivo and in vitro. Journal of
reproduction and fertility. 76 (1). p. 31-37.

Motlik, J., Kubelka, M. 1990. Cell-cycle aspects of growth and maturation of mammalian
oocytes. Molecular Reproduction and Development. 27. p. 366-375.

Motlik, J., Pavlok, A., Kubelka, M., Kalous, J., Kalab, P. 1998. Interplay between CDC2
kinase and MAP kinase pathway during maturation of mammalian oocytes.

90



Theriogenology. 49. p. 461-469.

Mueller, P.R., Coleman, T.R., Kumagai, A., Dunphy, W.G. 1995. Mytl: a membrane-
associated inhibitory kinase that phosphorylates Cdc2 on both threonine-14 and
tyrosine-15. Science. 270. p. 86-90.

Muramatsu, T., GiRi, P. R., Higuchi, S., Kincaid, R. L. 1992. Molecular cloning of a
calmodulin-dependent phosphatase from murine testis: identification of a
developmentally expressed nonneural isoenzyme. Proceedings of the National
Academy of Sciences. 89 (2). p. 529-533.

Muramatsu, T., Kincaid, R. L. 1992. Molecular cloning of a full-length cDNA encoding the
catalytic subunit of human calmodulin-dependent protein phosphatase (calcineurin
Aa). Biochimica et Biophysica Acta (BBA)-Molecular Cell Research. 1178 (1). p. 1.

Murray, A. W., Kirschner, M. 1989. Cyclin synthesis drives the early embryonic cell cycle.
Nature. 339. p. 275-280.

Nader, N., Kulkarni, R. P., Dib, M., Machaca, K. 2013. How to make a good egg!: The need
for remodeling of oocyte Ca2+ signaling to mediate the egg-to-embryo transition. Cell
calcium. 53. p. 41-54.

Nakamura, Y., Yamagat,a Y., Sugino, N., Takayama, H., Kato, H. 2002. Nitric oxide inhibits
oocyte meiotic maturation. Biology of Reproduction. 67. p. 1588-1592.

Nathan, C., Xie, Q. W. 1994. Nitric oxide synthases: roles, tolls, and controls. Cell. 78 (6). p.
915-918.

Nebreda, A., Hunt, T. 1993. The c-mos proto-oncogene protein kinase turns on and maintains
the activity of MAP kinase, but not MPF, in cell-free extract of Xenopus oocytes and
eggs. The EMBO Journal. 12 (5). p. 1979-1986.

Newton, A. 1995. Protein kinase C: Structure, Function, and Regulation. The Journal of
Biological Chemistry. 270 (48). p. 28495-28498.

Nigg, E. A. 2001. Mitotic kinases as regulators of cell division and its checkpoints. Molecular
Cell Biology. 2. p. 21-32.

Nishiyama, T., Yoshizaki, N., Kishimoto, T., Ohsumi, K. 2007. Transient activation of
calcineurin is essential to initiate embryonic development in Xenopus laevis. Nature.
449 (7160). p. 341.

Noakes, D.E., Arthur, G.H., Pearson H., Parkinson T.J. (eds.). 1996. Veterinary Reproduction
and Obsterics London: W.B. Saunders, 7th edition, 726 p.

Noguchi, M., Yoshioka, K., Itoh, S., Suzuki, C., Arai, S., Wada, Y., Hasegawa, Y., Kaneko,
H. 2010. Peripheral concentrations of inhibin a, ovarian steroids, and gonadotropins

91



associated with follicular development throughout the estrous cycle of the sow.
Reproduction. 139 (1). p. 153-161

Norberg, H. S. 1972. The follicular oocyte and its granulosa cells in domestic pig. Zeitschrift
fiir Zellforschung und Mikroskopische Anatomie (Vienna, Austria: 1948). 131. p. 497-
517.

Norris, C. M., Blalock, E. M., Chen, K. C., Porter, N. M., & Landfield, P. W. 2002.
Calcineurin enhances L-type Ca 2+ channel activity in hippocampal neurons:

increased effect with age in culture. Neuroscience. 110(2). p. 213-225.

Nurse, P. 1990. Universal control mechanism regulating onset of M-phase. Nature. 344. p.
503-508.

Oktay, K., Briggs, D., Gosden, R. G. 1997. Ontogeny of follicle-stimulating hormone receptor
gene expression in isolated human ovarian follicles. The Journal of Clinical
Endocrinology and Metabolism, 82 (11). p. 3748-3751.

Olson, L. M., Jablonka-Shariff, A. Beltsos, A. N. 2000. Ovarian nitric oxide: A modulator of
ovulation and oocyte maturation. Reprinted from Ovulation-Evolving scientific and
clinical concepts. ed Adashi E. Y. Springer-Verlag. New York.

Oxender, W. D., Colenbrander, B., Van de Wiel D. F. M., Wensing, C. J. G. 1979. Ovarian
developmnet in fetal and prepubertal pigs. Biology of Reproduction. 21. p. 715-721.

Pae, H. O., Lee, Y. Ch,, Jo, E. K., Chung, H. T. 2009. Subtle Interplay of Endogenous
Bioactive Gases (NO, CO and H2S) in Inflammation. Archives of Pharmacal

Research. 32 (8). p. 1155-1162.

Pallen, C. J., Valentine, K. A., Wang, J. H., Hollenberg, M. D. 1985. Calcineurin-mediated
dephophorylation of the human placental membrane receptor for epidermal growth
factor urogastrone. Biochemistry. 24 (18). p. 4727-4730.

Payne, D., Rossomando, A. J., Martino, P., Erickson, A. K., Her, J. H., Shabanowitz, J., Hunt,
D. F., Webber, M. J., Sturgill, T. W. 1991. Identification of the regulatory
phosphorylation site in pp42/mitogen-activated protein kinase (MAP kinase). The
EMBO Journal. 10. p. 885-892.

Pesin, J. A., Orr-Weaver, T. L. 2008. Regulation of APC/C activators in mitosis and meiosis.
Annual review of cell and developmental biology. 24. p. 475-499.

Peter, M., Nakagawa, J., Dore’e, M. 1990. In vitro disassembly of the nuclear lamina and M
phase-specific phosphorylation of lamins by cdc2 kinase. Cell. 61. p. 591-602.

Petr, J., Grocholova, R., Rozinek, J., Jilek, F. 1996. Activation of in vitro matured pig oocytes
by combined treatment of ethanol and cycloheximide. Theriogenology. 45 (8). p.

92



1473-1478.

Petr, J., Chmelikova, E., Zalmanova, T., Tamova, L., Kheilova, K., Kucerova-Chrpova, V.,
Jilek, F. 2013. Pyrethroids cypermethrin, deltamethrin and fenvalerate have different
effects on in vitro maturation of pig oocytes at different stages of growth. Animal. 7
(01). p. 134-142.

Petr, J., Rajmon, R., Chmelikova, E., Tomanek, M., Lanska, V., Pfibanova, M., Jilek, F. 2006.
Nitric-oxide-dependent activation of pig oocytes: the role of the cGMP-signalling
pathway. Zygote. 14. p. 9-16.

Petr, J., Rajmon, R., Lanska, V., Sedmikova, M. Jilek, F. 2005b. Nitric-oxide-dependent
activation of pig oocytes: the role of calcium. Molecular and Cellular Endocrinology
242. p. 16-22.

Petr, J., Rajmon, R., Rozinek, J., Sedmikova, M., JeSeta, M., Chmelikova, E., Svestkova, D.
Jilek, F. 2005a. Activation of pig oocytes using nitric oxide donors. Molecular
Reproduction and Development. 71. p. 115-122.

Petr, J., Rozinek, J., Hruban, V., Jilek, F., Sedmikova, M., Vanourkova, Z., Némecek, Z.
2001. Ultrastructural localization of calcium deposits during in vitro culture of pig
oocytes. Molecular Reproduction and Development. 58. p. 196-204.

Petr, J., Urbankova, D., Tomanek, M., Rozinek, J., Jilek, F. 2002. Activation of in vitro
matured pig oocytes using activators of inositol triphosphate or ryanodine receptors.
Animal reproduction science. 70 (3). p. 235-249.

Picton, H. M 2001. Activation of follicle development: the primordial follicle.
Theriogenology. 55 (6). p. 1193-121.

Picton, H. M., Harris, S.E., Muruvi, W., Chambers, E. L. 2008. The in vitro growth and
maturation of follicles. Reproduction 136. p. 703-715.

Picton, H., Briggs, D., Gosden, R. 1998. The molecular basis of oocyte growth and
development. Molecular and Cellular Endocrinology. 145. p. 27-37.

Pines, J. 1999. Four-dimensional control of the cell cycle. Nature Cell Biology. 1 (3). E73-79.

Pozzan, T., Rizzuto, R., Volpe, P., Meldolesi, J. 1994. Molecular and cellular physiology of
intracellular calcium stores. Physiological Reviews. 74. p. 595-636.

Presicce, G. A., Yang, X. 1994. Nuclear dynamics of parthenogenesis of bovine oocytes
matured in vitro for 20 and 40 hours and activated with combined ethanol and
cycloheximide treatment. Molecular Reproduction and Development. 37. p. 61-68.

Prochazka, R., Kanka, J., Sutovsky, P., Fulka, J., Motlik, J. 1992. Development of pronuclei
in pig oocytes activated by a single electric pulse. Journal of Reproduction and

93



Fertility. 96 (2). p. 725-734.

Ramadan W. M., Kashir J., Jones C., Coward K. 2012. Oocyte activation and phospholipase
C zeta (PLC(): diagnostic and therapeutic implications for assisted reproductive
technology. Cell Communication and Signalling. 10(12). p.1-20.

Romanovsky, A. (ed.). Obecna biologie. SPN, Praha 1985, 695 s.

Romanovsky, A., Cin¢erové, A., Cizek, F., Dvordk, P., Kapralek, F., Kubista, V., Nedvidek,
J., Opatrny, Z., Pazourek, J., Pikélek, P., Sefert, J., Slavikova, Z., Vana, J., Zavada, V.
1988. Obecna biologie. SPN Praha, 695 s.

Romar, R., Funahashi, H. 2006. In vitro maturation and fertilization of porcine oocytes after a
48h culture in roscovitine, an inhibitor of p34, cdc2 cyclin B kinase. Animal
reproduction science. 92 (3). p. 321-333.

Ross P. J., Yabuuchi A., Cibelli J. B. 2006. Oocyte spontaneous activation in different rat
strains. Cloning Stem Cells. 8. p. 275-282.

Rosselli, M., Reinhart, K., Imthurn, B., Keller, P.J., Bubey, R.K. 2000. Cellular and
biochemical mechanisms by which environmental oestrogens influence reproductive
fiction. Human Reproduction. 6 (4). p. 332-350.

Rozinek, J., Petr, J., Antalikova, L. 1991. Morphology of cortical parts in growing and fully-
grown pig oocytes. XXXIIIrd Congres of Czechoslovak Anatomical Society.

Rozinek, J., Rajmon, R., Petr, J., Rohlik, J., Jeseta, M., Sedmikova, M., Rehak, D., Jilek, F.
2006. Ultrastructural localisation of calcium deposits in pig ovarian follicles. Animal
Reproduction Science. 91(1-2). p. 123-132.

Rozinek, J., Vanourkova, Z., Sedmikova, M., Lanska, V., Petr, J., Rajmon, R., & Jilek, F.
2003. Ultrastructural localisation of calcium deposits in pig oocytes maturing in vitro:
effects of verapamil. Zygote. 11(03). p. 253-260.

Rusnak, F, Mertz, P. 2000. Calcineurin: Form and function. Physiological Reviews. 80 (4).
p.1483-1521.

Saeki, K., Nagao, Y., Kishi, M., Nagai, M. 1997. Developmental capacity of bovine oocytes
following inhibition of meiotic resumption by cycloheximide or 6-
dimethylaminopurine. Theriogenology. 48(7). p. 1161-1172.

Saunders, C. M., Larman, M. G., Parrington, J., Cox, L.J., Royse, J., Blayney, L.M., Swann,
K., Lai, F.A. 2002. PLC zeta: a sperm-specific trigger of Ca(2+) oscillations in eggs
and embryo development. Development.129 (15). p. 3533-3544.

Sedmikova, M., Rajmon, R., Petr, J., Svestkova, D., Chmelikova, E., Akal, A. B., Rozinek, J.,
Jilek, F. 2006. Effect of protein kinase C inhibitors on porcine oocyte activation.
Journal of Experimental Zoology. 305A. p. 376-382

94


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Ross%20PJ%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Yabuuchi%20A%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Cibelli%20JB%22%5BAuthor%5D
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Cloning%20Stem%20Cells.');
http://apps.webofknowledge.com.infozdroje.czu.cz/OneClickSearch.do?product=UA&search_mode=OneClickSearch&SID=X16IERzpJ9DtHRZA5fG&field=AU&value=Rozinek,%20J&ut=13976641&pos=%7B2%7D&excludeEventConfig=ExcludeIfFromFullRecPage
http://apps.webofknowledge.com.infozdroje.czu.cz/OneClickSearch.do?product=UA&search_mode=OneClickSearch&SID=X16IERzpJ9DtHRZA5fG&field=AU&value=Rajmon,%20R&ut=13664187&pos=%7B2%7D&excludeEventConfig=ExcludeIfFromFullRecPage
http://apps.webofknowledge.com.infozdroje.czu.cz/OneClickSearch.do?product=UA&search_mode=OneClickSearch&SID=X16IERzpJ9DtHRZA5fG&field=AU&value=Petr,%20J&ut=13220323&pos=%7B2%7D&excludeEventConfig=ExcludeIfFromFullRecPage
http://apps.webofknowledge.com.infozdroje.czu.cz/OneClickSearch.do?product=UA&search_mode=OneClickSearch&excludeEventConfig=ExcludeIfFromFullRecPage&SID=X16IERzpJ9DtHRZA5fG&field=AU&value=Rohlik,%20J
http://apps.webofknowledge.com.infozdroje.czu.cz/OneClickSearch.do?product=UA&search_mode=OneClickSearch&SID=X16IERzpJ9DtHRZA5fG&field=AU&value=Jeseta,%20M&ut=16290786&pos=%7B2%7D&excludeEventConfig=ExcludeIfFromFullRecPage
http://apps.webofknowledge.com.infozdroje.czu.cz/OneClickSearch.do?product=UA&search_mode=OneClickSearch&SID=X16IERzpJ9DtHRZA5fG&field=AU&value=Sedmikova,%20M&ut=14952725&pos=%7B2%7D&excludeEventConfig=ExcludeIfFromFullRecPage
http://apps.webofknowledge.com.infozdroje.czu.cz/OneClickSearch.do?product=UA&search_mode=OneClickSearch&SID=X16IERzpJ9DtHRZA5fG&field=AU&value=Rehak,%20D&ut=16367769&pos=%7B2%7D&excludeEventConfig=ExcludeIfFromFullRecPage
http://apps.webofknowledge.com.infozdroje.czu.cz/OneClickSearch.do?product=UA&search_mode=OneClickSearch&SID=X16IERzpJ9DtHRZA5fG&field=AU&value=Jilek,%20F&ut=12430635&pos=%7B2%7D&excludeEventConfig=ExcludeIfFromFullRecPage
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12117804
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12117804

Sengoku, K., Takuma, N., Horikawa, M., Tsuchiya, K., Komori, H., Sharifa, D., Tamate, K.,
Ishikawa, M. 2001. Requirement of nitric oxide for murine oocyte maturation, embryo
development, and trophoblast outgrowth in vitro. Molecular Reproduction and
Development. 58. p. 262—268.

Shaw, K. T., Ho, A. M., Raghavan, A., Kim, J., Jain, J., Park, J., Hogan, P. G. 1995.
Immunosuppressive drugs prevent a rapid dephosphorylation of transcription factor
NFATL1 in stimulated immune cells. Proceedings of the National Academy of
Sciences. 92 (24). p. 11205-11209.

Shibasaki, F., Hallin, U., Uchino, H. 2002. Calcineurin as a multifunctional regulator. Journal
of biochemistry. 131 (1). p. 1-15.

Shimada, M., Maeda, T., Terada, T. 2001. Dynamic changes of connexin-43, gap junctional
protein, in outer layers of cumulus cells are regulated by PKC and PI 3-kinase during
meiotic resumption in porcine oocytes. Biology of Reproduction. 64. p. 1255-1263.

Schatten G., 1994. The centosome and its mode of inheritance: the reduction of the
centrosome during gametogenesis and its restoration during fertilization,
Developmental Biology. 165. p. 299-335.

Schmidt, K., Klatt, P., Mayer, B. 1993. Hypercholesterolemia is associated with a reduced
response of smooth muscle guanylyl cyclase to nitrovasodilators. Arteriosclerosis,
Thrombosis, and Vascular Biology. 13 (8). p. 1159-1163.

Silverman-Gavrila, L. B., Charlton, M. P. 2009. Calcineurin and cytoskeleton in low-
frequency depression. Journal of Neurochemistry. 109 (3). p. 716-732.

Sirard, M. A., Dubuc, A., Bolamba, D., Zheng, Y., Coenen, K. 1993. Follicle-oocyte-sperm
interactions in vitro and in vitro in pigs. Journal of reproduction and fertility.
Supplement, 48. p. 3-16.

Sladecek, F. 1986. Rozmnozovani a vyvoj zivoCichti. Academia Praha. s. 112-118.

Slavov. N., Carey. J., Linse. S. 2013. Calmodulin transduces Ca2+ oscillations into
differential regulation of its target proteins. ACS chemical neuroscience. 4 (4). p. 601-
612.

Sobotkova, M., Bartinkova, J. 2008. Antibioticka imunosupresiva. Remedia. 18(3). p.233-
241.

Soderlund, D. M. 2010. State-dependent modification of voltage-gated sodium channels by
pyrethroids. Pesticide Biochemistry and Physiology. 97 (2). p. 78-86.

Soderlund, D. M., Clark, J. M., Sheets, L. P., Mullin, L. S., Piccirillo, V. J., Sargent, D.,
Stevens, J. T., Weiner, M. L. 2002. Mechanisms of pyrethroid neurotoxicity:
implications for cumulative risk assessment. Toxicology. 171 (1). p. 3-59

95



Soede, N.M., Hazeleger, W., Kemp, B. 1998. Follicle size and the process of ovulation in
sows as studied with ultrasound. Reproduction in Domestic Animals. 33 (3-4). p. 239-
244,

Soede, N.M., Langendijk, P., Kemp, B. 2011. Reproductive cycles in pigs. Animal
Reproduction Science. 124 (3-4). p. 251-258.

Sousa, M., Barros, A., Tesarik, J. 1996. Preimplantation embrology The role of ryanodine-
sensitive Ca2+ stores in the Ca2+ oscillation machine of human oocytes. Molecular
Human Reproduction. 2 (4). p. 265-272.

Stemmer, P.M., Klee, C.B. 1994. Dual calcium ion regulation of calcineurin by calmodulin
and calcineurin B. Biochemistry. 33. p. 6859-6866.

Stojkovic, M., Machado, S.A., Stojkovic, P., Zakhartchenko, V., Hutzler, P., Goncalves, P.B.,
Wolf, E. 2001. Mitochondrial distribution and adenosine triphosphate content of
bovine oocytes before and after in vitro maturation: Correlation with morphological
criteria and developmental capacity after in vitro fertilization and culture. Biology of
Reproduction. 64 (3). p. 904-909.

Stojkovic, M., Motlik, J., Kélle S., Zakchartchenko, V., Alberio, R., Sinowatz, F., Wolf, E.
1999. Cell-cyclo control and oocyte maturation: Review of literature. Reproduction in
Domestic Animals. 34. p. 335-342.

Stricker, S. A. 1999. Comparative biology of calcium signaling during fertilization and egg
activation in animals. Developmental biology. 211(2). 157-176.

Su, Y. Q., Xia, G. L., Byskov, A. G., Fu, G.D., Yang, C.R. 1999. Protein kinase C and
intracellular calcium are involved in follicle-stimulating hormone-mediated meiotic
resumption of cumulus cell-enclosed porcine oocytes in hypoxanthine-supplemented
medium. Molecular Reproduction and Development. 53 (1). p. 51-58.

Su, Y.Q., Eppig, J.J. 2002. Evidence that multifunctional calcium/kalmodulin - dependent
protein kinase 1l (CaM KII) participates in the meiotic maturation of mouse oocytes.
Mollecular Reproduction and Development. 61. p. 560-569

Sugiura, K., Naito, K., Iwamori, N., Kagii, H., Goto, S., Ohashi, S., Naruoka, H., Yada, E.,
Yamanouchi, K., Tojo, H. 2002. Activation of ribosomal S6 kinase (RSK) during
porcine oocyte maturation. Zygote. 10. p. 31-36.

Sun, F. Z., Bradshaw, J. P., Galli, C., Moor, R. M. 1994. Changes in intracellular calcium-
concentration in bovine oocytes following penetration by spermatozoa. Journal of
Reproduction and Fertility. 101 (3). p. 713-719.

Sun, F. Z., Hoyland, J., Huang, X., Mason, W., Moor, R. M. 1992. A comparison of
intracellular changes in porcine eggs after fertilization and electroactivation.

96



Development. 115 (4). p. 947-956.

Sun, Q. Y, Lai, L., Park, K. W., Kuhholzer, B., Prather, R. S., Schatten, H. 2001. Dynamic
events are differently mediated by microfilaments, microtubules, and mitogen-
activated protein kinase during porcine oocyte maturation and fertilization in vitro.
Biology of Reproduction. 64. p. 871-889.

Sun, Q. Y., Nagai, T. 2003. Molecular mechanisms underlying pig oocyte maturation and
fertilization. Journal of Reproduction and Development. 49. p. 347-359.

Sun, Q. Y., Rubinstein, S., Breitbart, H. 1999. MAP kinase activity is downregulated by
phorbol ester during mouse oocyte maturation and egg fertilization. Molecular
Reproduction and Development. 52. p. 380-386.

Sun, Q. Y., Wang, W. H., Hosoe, H., Taniguchi, T., Chen, D. Y., Shioya, Y. 1997. Activation
of protein kinase C induces cortical granule exocytosis in a Ca2+-independent manner,
but not the resumption of cell cycle in porcine eggs. Development, Growth &
Differentiation. 39 (4). p. 523-529.

Susiarjo M. 2007. Identification and characterization of estrogen — mediated effects on female
meiosis: studies of bisphenol A and estrogen receptors, Thesis, Case Western Reserve
University, p. 129.

Suzuki H., Takashima Y., Toyokawa K. 2002. Cytoskeletal organization of porcine oocytes
aged and activated electrically or by sperm. Journal of reproduction and
Development. 48. p. 293-301.

Suzuki, T., Suzuki, E., Yoshida, N., Kubo, A., Li, H., Okuda, E.,Perry, A. C. 2010. Mouse
Emi2 as a distinctive regulatory hub in second meiotic metaphase. Development.
137(19). p. 3281-3291.

Swann, K. 1993. The soluble sperm oscillogen hypothesis. Zygote. 1. p. 273-276.

Swann, K., Ozil, J. P. 1994. Dynamics of the calcium signal that triggers mammalian egg
activation. International review of cytology. 152. p. 183-222.

Swann, K., Saunders, C. M., Rogers, N. T., Lai, F. A. 2006. PLCS (zeta): A sperm protein that
triggers Ca2+ oscillations and egg activation in mammals. Seminars in Cell and
Developmental Biology. 17 (2). p. 264-273.

Szollosi, D., Calarco, P.G., Donahue, R.P. 1972. The nuclear envelop: Its breakdown and fate
in mammalian oogonia and oocytes. Anatomical Record. 174. p. 325-340

Taieb, F. E., Gross, S. D., Lewellyn, A. L., & Maller, J. L. 2001. Activation of the anaphase-

promoting complex and degradation of cyclin B is not required for progression from

97



Meiosis | to Il in Xenopus oocytes. Current biology. 11(7). p. 508-513.

Takeo, S., Hawley, R. S., Aigaki, T. 2010. Calcineurin and its regulation by Sra/RCAN is
required for completion of meiosis in Drosophila. Developmental Biology. 344 (2). p.
957-967.

Takeo, S., Swanson, S. K., Nandanan, K., Nakai, Y., Aigaki, T., Washburn, M. P., Hawley, R.
S. 2012. Shaggy/glycogen synthase kinase 3 and phosphorylation of Sarah/regulator
of calcineurin are essential for completion of Drosophila female meiosis. Proceedings
of the National Academy of Sciences. 109 (17). p. 6382-6389.

Takeo, S., Tsuda, M., Akahori, S., Matsuo, T., Aigaki, T. 2006. The calcineurin regulator Sra
plays an essential role in female meiosis in Drosophila. Current Biology. 16 (14). p.
1435-1440.

Tanghe, S., Van Soom, A., Nauwynck H., Coryn M., De Kruif, A. 2002. Minireview:
Functions of the cumulus oophorus during oocyte maturation, ovulation, and
fertilization. Molecular Reproduction and Development. 61 (3). p. 414-424.

Tao, J.Y., Fu, Z., Zhang, M.L., Xia, G., Lei, L., Wu, Z.L. 2005. Nitric oxide influences the
meiotic maturation of porcine oocytes cultured in hypoxantine-supplemented medium.
Journal of Animal Physiology and Animal Nutrition. 89. p. 38-44.

Tash, J. S., Krinks, M., Patel, J., Means, R. L., Klee, C. B., Means, A. R. 1988. Identification,
characterization, and functional correlation of calmodulin-dependent protein
phosphatase in sperm. The Journal of cell biology. 106 (5). p. 1625-1633.

Telfer, E. F., Binnie, J. P., Mc Caffery, F. H., Campbell, B. K. 2000. In vitro development of
oocytes from porcine and bovine primary follicles. Molecular Cell Endocrinology 163.
p. 117-123.

Telfer, E., Gosden, R. G. 1987. A quantitative cytological study of polyovular follicles in
mammalian ovaries with particular reference to the domestic bitch (Canis familiaris). J
Reprod Fertil. 81(1). p. 137-47.

Thibault, C., Szollosi, D., Gerard, M. 1987. Mammalian oocyte maturation. Reprod Nutr
Dev. 27. p. 865-896.

Tornell, J., Billig, H., Hillensjo, T. 1990. Resumption of rat oocyte meiosis is paralleled by a
decrease in guanosine 30,50-cyclic monophosphate (cGMP) and is inhibited by
microinjection of cGMP. Acta Physiologica Scandinavica.139. p. 511-517.

Tornell, J., Billig, H., Hillensjo, T. 1991. REVIEW Regulation of oocyte maturation by
changes in ovarian levels of cyclic nucleotides. Human reproduction. 6 (3). p. 411-
422.

98



Tornell, J., Brannstrom, M., Hillensjo, T. 1984. Different effects of cyclic nucleotide
derivatives upon the rat oocyte-cumulus complex in vitro. Acta Physiologica
Scandinavia. 122. p. 507-13.

Tosti, E., Boni, R. 2004. Electrical events during gamete maturation and fertilization in
animals and humans. Human Reproduction Update. 10 (1). p. 53-65.

Tsafriri, A., Channing, C. P. 1975. An inhibitory influence of granulosa cells and follicular
fluid upon porcine oocyte meiosis in vitro. Endocrinology. 96. p. 922-927.

Tsafriri, A., Chun, S. Y., Zhang, R., Hsueh, A. J. W., Conti, M. 1996. Oocyte maturation
involves compartmentalization and opposing changes of cAMP levels in follicular
somatic and germ cells: studies using selective phosphodiesterase inhibitors.
Developmental Biology. 178. p. 393-402.

Van Voorhis, B. J., Moore, K., Strijbod, P. J. L., Nelson, S., Baylis, S. A., Grzybicki, D.,
Weiner, C. P. 1995. Expression and localization of inducible and endothelial nitric
oxide synthase in the rat ovary. European Journal of clinical Investigation. 96. p.
2719-2726.

Vanderhyden, B. C. 2002. Molecular basis of ovarian development and function. Frontiers in
Bioscience. 7. p. 2006-2022.

Verlhac, M. H., Kubiak, J. Z., Weber, M., Géraud, G., Colledge, W. H., Evans, M. J., Maro,
B. 1996. Mos is required for MAP kinase activation and is involved in microtubule
organization during meiotic maturation in the mouse. Development. 122. p. 815-822.

Verlhac, M., Kubiak, J., Clarke, H., Maro, B. 1994. Microtubule and chromatin behavior
follow MAP kinase activity but not MPF activity during meiosis in mouse oocytes.
Development. 120. p. 1017-1025.

Viana, K. S., Caldas-Bussiere, M. C., Matta, S. G. C., Faes, M. R., Paes de Carvalho, C. S,
Quirino, C. R. 2007. Effect of sodium nitroprusside, a nitric oxide donor, on the in
vitro maturation of bovine oocytes. Animal Reproduction Science. 102. p. 217-227.

Villa-Diaz, L. G., Miyano, T. 2004. Activation of p38 MAPK During Porcine Oocyte
Maturation. Biology of Reproduction. 71. p. 691-696.

Vitullo, A. D., Ozil, J. P. 1992. Repetitive calcium stimuli drive meiotic resumption and
pronuclear development during mouse oocyte activation. Developmental biology. 151
(1). p. 128-136.

Viveiros, M. M., O Brien, M., Eppig, J. J. 2004. Protein kinase C activity regulates the onset
of anaphase | in mouse oocytes. Biology of Reproduction. 71. p. 1525-1532.

Viveiros, M.M., Hirao, Y., Eppig, JJ. 2001. Evidence that protein kinase C (PKC)
participates in the meiosis | to meiosis Il transition in mouse oocytes.

99



Developmental Biology. 235. p. 330-342.

Wallace, R.W., Tallant, E.A., Cheung, W.Y. 1980. High levels of a heat-labile calmodulin-
binding protein (CaM-BP80) in bovine neostriatum. Biochemistry. 19. p. 1831-1837.

Wang R. U. 1. 2002. Two’s company, three’sa crowd: can H2S be the third endogenous
gaseous transmitter? The FASEB Journal. 16 (13). p. 1792-1798.

Wang, J. H., Desai, R. 1976. Modulator binding protein. Bovine brain protein exhibiting the
Ca2+-dependent association with the protein modulator of cyclic nucleotide
phosphodiesterase. Journal of Biological Chemistry. 252 (12). p. 4175-4184

Wang, R. U. L. 2002. Two’s company, three’sa crowd: can H2S be the third endogenous
gaseous transmitter? The FASEB Journal. 16 (13). p. 1792-1798.

Wang, W. H., Abeydeera, L. R., Prather, R. S., Day, B. N. 1998. Functional analysis of
activation of porcine oocytes by spermatozoa, calcium ionophore, and electrical pulse.
Molecular Reproduction and Development. 51(3). p. 346-353.

Wang, Z. G., Kutschke, W., Hill, J. A. 2000. Calcineurin signalling modulates L-type calcium
current in heart: A role in the electrical remodelling of pressure-overload hypertrophy.
Biophys. J. 78, 390A-390A

Wassarman, P. M. 1988. The Mammalian Ovum In: The Physiology of Reproduction. eds.
Knobil E. a Neill J., Raven Press Ltd., New York. p. 69-102.

Wassarman, P.M., Albertini, D.F. 1994. The mammaliam ovum, In: Knobil E., Neil J. et al.
(ed): The physiology of reproduction, 2. vydani, Raven Press , New York, 79-114.

Watanabe, N., Vandeoude, G., lkawa, Y., Sagata, N. 1989. Specific proteolysis of the c-mos
protooncogene product by calpain on fertilization of Xenopus eggs. Nature. 342.
p. 505-511.

Watterson, D. M., Vanaman, T. C. 1976. Affinity chromatrography purification of a cyclic
nucleotide phosphodiesterase using immobilized modulator protein, a troponin C-like
protein from brain. Biochemical and Biophysical Research Communications. 73. p.
40-46.

Wehrend, A., Meinecke, B. 2001. Kinetics of meiotic progression, M-phase promoting factor
(MPF) and mitogen-activated protein kinase (MAP kinase) activities during in vitro
maturation of porcine and bovine oocytes: species specific differences in the length of
the meiotic stages. Animal reproduction science. 66 (3). p. 175-184.

Wheaton, J.E., Meyer, R.L., Jones, R.H., Kramer, A.J. 1998. Effects of passive immunization
using antibody against an alpha-inhibin peptide on follicle-stimulating hormone
concentrations and litter size in sows. Theriogenology. 49 (4). p. 813-822.

100



Whitaker, M. J., Patel, R. 1990. Calcium and cell cycle control. Development. 108. p. 525-
542.

White, Y. A., Woods, D. C., Takai, Y., Ishihara, O., Seki, H., Tilly, J. L. 2012. Oocyte
formation by mitotically active germ cells purified from ovaries of reproductive-age
women. Nature medicine. 18 (3). p. 413-421.

Williams, C. J. 2002. Signalling machanism of mammalian oocyte activation. Human
Reproduction Update. 8 (4). p. 313-321.

Williams, C. R., Gooch, J. L. 2012. Calcineurin inhibitors and immunosuppression — a tale of
two isoforms. Expert Reviews in Molecular Medicine. 14 (e14). p. 1-10.

Wu, G. M., Sun, Q. Y., Mao, J. D, Lai, L., McCauley, T. C., Park, K. W., Prather, R.S.,
Didion, B. A., Day, B. N. 2002. High developmental competence of pig oocytes after
meiotic inhibition with a specific M-phase promoting factor kinase inhibitor,
butyrolactone 1. Biology of Reproduction. 67. p. 170-177.

Xu, Z., Abbott, A., Kopf, G. S., Schultz, R. M., Ducibella, T. 1997. Spontaneous activation of
ovulated mouse eggs: time-dependent effects on M-phase exit, cortical granule
exocytosis, maternal messenger ribonucleic acid recruitment, and inositol 1, 4, 5-
trisphosphate sensitivity. Biology of Reproduction. 57(4). p. 743-750.

Xu, Z., Lefeyre, L., Ducibella, T., Schultz, R. M., Kopf, G. S. 1996. Effects of calcium-
BAPTA buffers and the calmodulin antagonist W7 on mouse egg activation.
Developmental Biology. 180. p. 594-604.

Yakel, J. L. 1997. Calcineurin regulation of synaptic function: from ion channels to
transmitter release and gene transcription. Trends in pharmacological sciences. 18 (4).
p. 124-134.

Yamamoto, T.M., Blake-Hodek, K., Williams, B.C., Lewellyn, A.L., Goldberg, M.L.,
Maller, J.L. 2011. Regulation of Greatwall kinase during Xenopus oocyte maturation.
Molecular Biology of the Cell. 22. p. 2157-2164.

Yamamuro, T., Kano, K., & Naito, K. 2008. Functions of FZR1 and CDC20, activators of the

anaphase-promoting complex, during meiotic maturation of swine oocytes. Biology of
reproduction. 79(6). p. 1202-1209.

Yamashita, M. 2000. Toward modeling of a general mechanism of MPF formation during
oocyte maturation in vertebrates. Zoological Science. 17. p. 841-851.

Yamashita, M., Katsumata, M., lwashima, M., Kimura, M., Shimizu, C., Kamata, T.,
Nakayama, T. 2000. T cell receptor—induced calcineurin activation regulates T helper
type 2 cell development by modifying the interleukin 4 receptor signaling complex.
The Journal of experimental medicine. 191 (11). p. 1869-1880.

101



Yamauchi, J., Miyazaki, T., lwasaki, S., Kishi, I., Kuroshima, M., Tei C., Yoshimura, Y.
1997. Effects of nitric oxide on ovulation and ovarian steroidogenesis and
prostaglandin production in the rabbit. Endocrinology. 138 (9). p. 3630-3637.

Yanagimachi, R. 1981. Mechanism of fertilisation in mammals In: Fertilisation and
embryonic development in vitro. Eds. Mastroianni L. a Biggers J. D., Plenum Press.
New York. p. 81-182.

Yanagimachi, R. 1994. Mammalian fertilisation. The Physiology of Reproduction, eds.
Knobil E. et Neil J., second edition, Raven Press. New York. p. 189-280.

Yang, S.A., Klee, C.B. 2000. Low affinity Ca2+-binding sites of calcineurin B mediate
conformational changes in calcineurin A. Biochemistry. 39. p. 16147-16154.

Ye, J., Flint, A. P. F., Luck, M. R., Campbell, K. H. S. 2003. Independent activation of MAP
kinase and MPF during the initiation of meiotic maturation in pig oocytes.
Reproduction. 2003. 125. p. 645-656.

Yue, C., White, K. L., Reed, W. A., Bunch, T. D. 1995. The existence of inositol 1, 4, 5-
trisphosphate and ryanodine receptors in mature bovine oocytes. Development. 121
(8). p. 2645-2654.

Yue, C., White, K. L., Reed, W. A, King, E. 1998. Localization and regulation of ryanodine
receptor in bovine oocytes. Biology of Reproduction. 58(2). p. 608-614.

Yue, C.P., White, K.L., Reed, W.A., Bunch, T.D. 1995. The existence of inositol 1,4,5-
triphosphate and ryanodine receptors in mature bovine oocytes. Development. 121. p.
2645-2654.

Zernicka-Goetz, M. 1991. Spontaneous and induced activation of rat oocytes. Molecular
Reproduction and Development. 28. p. 169-176.

Zernicka-Goetz, M., Ciemerych, M.A., Kubiak, J.Z., Tarkowski, A.K., Maro, B. 1995.
Cytostatic factor inactivation is induced by calcium-dependent mechanism present
until the second cell cycle in fertilized but not in parthenogenetically activated mouse
eggs. Journal of Cell Science. 108. p. 469-474.

Zhang, X., Khimji, 1., Shao, L., Safaee, H., Desai, K., Keles, H. O., Demirci, U. 2012.
Nanoliter droplet vitrification for oocyte cryopreservation. Nanomedicine. 7 (4). p.
553-564.

Zhao, Y., Haccard, O., Wang, R., Yu, J., Kuang, J., Jessus, C., Goldberg, M.L. 2008. Roles
of Greatwall kinase in the regulation of cdc25 phosphatase. Molecular Biology of the
Cell. 19. p. 1317-1327.

102


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/2007030

