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Vliv inhibice kalcineurinu na meiotické zrani oocytu
prasete

Souhrn

Meiotické zrani je fizeno celou tfadou signalnich molekul, mezi které patii také
fosfataza 2B, kalcineurin. O kalcineurinu je znamo, ze reguluje meiotické zrani oocytl
mouchy rodu Drosophila a zaby rodu Xenopus. NaSe prace poprvé prokazala expresi
kalcineurinu v oocytu prasete, kde jsme detekovali obé znamé podjednotky kalcineurinu,
katalytickou podjednotku A a regulacni podjednotku B. Dale byla sledovdna uloha
kalcineurinu v oocytu prasete pomoci jeho inhibice pyretroidy a nepyretroidy. Byl zkouman
vliv pyretroidu fenvaleratu a nepyretroidu hymenistatinu na meiotické zrani prasecich oocytd
in vitro. Testovanymi latkami inhibujicimi kalcineurin bylo ovlivnéno meiotické zrani oocyta.
Pozorovany efekt byl zavisly na stupni meiotické kompetence oocyti. U rostoucich oocytl s
¢astecnou meiotickou kompetenci bylo meiotické zrani stimulovano. U pln€ dorostlych

oocytu s uplnou meiotickou kompetenci doslo naopak ke zpozdéni zrani.

Klicova slova: prase, oogeneze, oocyt, meiotické zrani, fosfataza 2B, kalcineurin



The effect of calcineurin inhibition on meiotic maturation
of porcine oocyte

Summary

Meiotic maturation is regulated by many signal molecules, including phosphatase 2B,
calcineurin. Calcineurin regulates meiotic maturation of Drosophila fly oocytes and Xenopus
frog oocytes. Our work has shown for the first time the expression of calcineurin in pig’s
oocyte, in porcine oocytes we detected both calcineurin protein subunits; catalytic A subunit
and regulatory B subunit. Also we examined the role of calcineurin in pig’s oocyte through
inhibition of pyrethroid and non-pyrethroid. We examined the effect of pyrethroid fenvalerate
and non - pyrethroid hymenistatin on meiotic maturation of pigs’ oocytes in vitro. Meiotic
maturation of oocytes was influenced by the tested substances inhibiting calcineurin. The
observed effect depended on the level of meiotic competence of oocytes. The meiotic
maturation was stimulated at growing oocytes with partial meiotic competence. On the other

hand there was delayed maturation at fully grown oocytes with full meiotic competence.

Keywords: pig, oogenesis, oocyte, meiotic maturation, phosphatase 2B, calcineurin
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1 UVOD

Prase je vyvojové blizké ¢loveéku a predstavuje vhodny modelovy organismus. Proto je
Casto vyuzivano jako biomedicinsky model v mnoha oblastech vyzkumu. Vyuzivani a
vyzkum reproduk¢nich biotechnologii se neustale usilovné rozviji, coz se odrazi i v chovu
hospodaiskych zvifat. U prasat se vSak vyuziti biotechnologii setkava castéji s n¢kterymi
komplikacemi nez u jinych hospodatskych zvifat. V oblasti reprodukénich biotechnologii
Kk tomuto faktu mize piispivat i nedostatecna znalost pfesnych mechanizmu, které se podili na
fizeni procesu zrani oocytl. Meiotické zrani je slozity proces, ve kterém je zapojeno mnoho
dilezitych faktorti, a ne vSechny oocyty maji schopnost meidzu opét zahdjit. Vznikaji slozité
signalni drédhy, ve kterych maji, mimo jiné, podstatnou roli mnohé kinazy a fosfatdzy.
V procesu meiotického zrani u saveli by mohla mit dileZitou roli 1 fosfataza 2B, kalcineurin,
K jejiz aktivaci jsou nezbytné vapenaté ionty. Bylo prokazano, Ze kalcineurin se podili na
fizeni meiotického zrani oocytu u zaby rodu Xenopus a také u mouchy rodu Drosophila.
Prozkoumani ulohy kalcineurinu v sav¢ich oocytech by mohlo pfispét k lepsSimu pochopeni
procesu jejich zrani. Cilem této diplomové prace je zjistit, jestli se na fizeni meiotického zrani

oocytu prasete podili kalcineurin,



2 HYPOTEZA A CILE PRACE

Cilem diplomové prace je oveieni hypotézy, podle které se na regulaci meiotického

zrani oocytu prasete podili protein s fosfatazovou aktivitou, kalcineurin.



3 LITERARNI RESERSE

3.1 Oogeneze a folikulogeneze

Oogeneze je proces, béhem kterého vznikaji vajicka, samici pohlavni bunky. Vyvoj
vajicka zac¢ind v neonatalnim vyvoji samice a je dokoncen az v dospélosti. V prib&hu tohoto
procesu musi dojit k redukci poctu chromozomil, z diploidniho poctu na haploidni. To
umoznuje redukcni déleni neboli meidza, ktera je béhem oogeneze dvakrat pferuSena prvnim
a druhym meiotickym blokem. Béhem oogeneze dokonéi sviij vyvoj jen néktera vajicka a v
pribéhu tohoto procesu jich mnoho zanikd. Oogeneze je obvykle €lenéna do tii fazi — faze
mnozeni, rastu a zrani.

Vajicko se vyviji uvnitt folikulu, ktery je slozen z jedné nebo vice vrstev somatickych
bunék. Folikul je zékladni funk¢ni jednotkou vaje¢niku a zajistuje vajicku vhodné prostiedi
pro jeho spravny vyvoj. Somatické buiiky obklopujici vajicko se postupné déli a tvofi vice
vrstev, zatimco oocyt roste. Zrani ovaridlnich folikull je proces, ktery se nazyva

folikulogeneze (Cheon, 2012).
3.1.1 Primordidlni zarodecné buiiky

Oogeneze zafina vyvojem primordialnich zarode¢nych bunék (PGCs — Primordial
Germ Cells), coz je populace bungk, které se objevuji béhem rané embryogeneze. Zarodecné
buiiky se opakované mitoticky déli a vysledkem je vznik bun¢k oznacovanych jako oogonie.
Usek oogeneze, ve kterém dochazi k mitotickému déleni, se oznaduje jako fize mnoZeni
(Bielanska-Osuchowska, 2006).

PGCs jsou extraembryonalniho plvodu, zakladaji se ve sténé Zloutkového vacku,
v blizkosti zéakladu allantoisu (Pelosi et al., 2011). Zde se mnozi a poté odtud migruji
dorzalnim mezenteriem zadniho stfeva do stale nediferenciovanych, ale vyvijejicich se gonad.
Zatim neni zcela jasné, jak dochazi k jejich migraci. Zda je tato migrace fizena samotnymi
PGCs, jejich vlastnim pohybem pomoci cytoskeletu nebo je nésledkem tlaku zptsobeného
pohybem sousednich tkani, je zatim stale pfedmétem zkoumdéni. PGCs méni béhem svého
vyvoje své morfologické a biochemické vlastnosti. Pii procesu migrace, ale také béhem
pocatku osidlovani gonad se PGCs zna¢né¢ mnozi (Palma et al., 2012). Mitoticka déleni
zarode¢nych buné€k jsou pozorovatelna jiz od 13. dne embryonalniho vyvoje asi do 7. dne po

narozeni (Hunter, 2000).



PGCs vstoupi do genitalni liSty a tam se v zdvislosti na pohlavnich chromozomech
diferencuji bud’ v oogonie, nebo spermatogonie (Edson et al., 2009). Zarode¢né buriky se ve
vajeCnicich mitoticky d€li a pozdé&ji se zaCinaji obklopovat somatickymi buiikami,
pravdépodobné odvozenych z povrchového epitelu vyvijejicich se gonad nebo z bunck
pronikajicich z mesonephros.

PGCs se transformuji v oogonie. Oogonie vstupuji do prvniho meiotického déleni pod
vlivem rtznych faktord, které jesté nebyly zcela objasnény (Palma et al., 2012). Meioza je
zahajena profazi, ktera je rozd€lena do péti fazi: leptotene, zygotene, pachytene, diplotene a
diakineze. Béhem profaze dochazi k nekolika kliCovym udalostem, zahrnujicim parovani
homolognich chromozomil a jejich rekombinaci neboli ,,crossing over. Nasledné oocyty
postoupi do faze diplotene a vtomto okamziku je meidza poprvé pierusena (Sanchez et
Smitz, 2012). Vtéto fazi jsou jednotlivé oocyty (nyni primarni oocyty) obklopeny
pregranuldznimi bunkami a spole¢né tak tvoii primordialni folikul (Edson et al., 2009).
Oocyty Vv profazi I setrvavaji, dokud nejsou meioticky kompetentni a mohou tedy meidzu
dokoncit (Sanchez et Smitz, 2012). Béhem ranych fazi meidzy, kdy jsou nutné riazné
transkripcni faktory pro sprdvné uspofadani chromozomi a rekombinaci, jsou oocyty velice
zranitelné, a proto fada z nich v tuto dobu degeneruje (van den Hurk et Zhao, 2005).

Ke specifickym faktortim, které reguluji tvorbu PGCs patii zéastupci skupiny TGFf
(transforming growth factor ) jako jsou: bone morphogenetic proteins (BMPs), BMP4,
BMPS8b (ektodermalniho puvodu) a BMP2 (endodermalniho ptivodu). Migrace a proliferace
PGCs a jejich osidlovani vyvijejicich se gonad jsou kontrolovany mnoha faktory a také jsou
zavislé na interakci PGCs a jejich obklopujicich somatickych bunkach. In vitro studie
ukazaly, ze BMP2 a BMP4 zvySuji pocet PGCs u mysi. Activin zas zvySoval pocet PGCs u
lidi, zatimco u mysi inhiboval jejich mnozeni (Sanchez et Smitz, 2012).

Vseobecné uznavané dogma sav¢i reprodukéni biologie uvadi, Ze vétSina savcich
samic se rodi skonecnou a neobnovitelnou zasobou zarode¢nych bunék. Podle tohoto
dogmatu se zarode¢né buitky mohou mnozit pouze béhem prenatdlniho obdobi a po narozeni
tuto schopnost ztraci (Greenfeld et Flaws, 2004). Johnson et al. (2004) svou praci tuto
myslenku zpochybnili. Ve svych experimentech popisuji, ze ve vaje¢nicich mysi se nachéaze;ji
buiiky, které svymi vlastnostmi pfipominaji zarodecné buiiky, které by mohly slouzit jako
zdroj novych oocytil v dospélosti a mohly by tak nahradit pfirozené zanikajici oocyty béhem
oogoneze. Zduvodnuji to faktem, Zze oocyty zanikaji v takové mife, ze pokud by nebyla

posilena populace zarodecnych bunék, tak by zasoba oocytii byla velmi brzy vyCerpana.



e Primordialni folikuly

Primordialni folikuly se zakladaji béhem fetalniho vyvoje a populace téchto folikula
¢itd pfi narozeni piiblizn€¢ 500 000. Dokonce uz ptfed narozenim se mohou ze skupiny
primordialnich folikulti zac¢it vyvijet primarni folikuly (Hunter, 2000). U prasnic bé¢hem
porodu a po degeneraci mnoha oocyti b&hem pocatecni faze meidzy se mnozstvi
primordialnich folikult snizi az o 60 % (Pelosi et al., 2011).

Dilezitou udalosti folikulogeneze je aktivace primordialnich folikult. Je to proces, ve
kterém jsou zablokované primordidlni folikuly aktivovany, aby opét zahdjily svij vyvoj a
vstoupily tak do zasob rostoucich folikuli (John et al., 2009). Aktivace zaina brzy po
vytvofeni primordidlnich folikulli v plodu a pokracuje po celou dobu Zivota samice, dokud
neni zasoba téchto folikulti vyCerpana. Prvnim viditelnym znakem, ze primordialni folikuly
byly aktivovany, je zac¢inajici pfeména granuldznich bun€k z dlazdicovych na buiiky kubické.
Zmeéna tvaru a také ziskani mitotické schopnosti granuldznich bunék je typickym znakem
aktivace (Erickson, 2004).

Aktivace primordidlnich folikull je vysoce koordinovany proces, na kterém se podili
autokrinni a parakrinni faktory. K témto faktorim patii mimo jiné Kit ligand (KL), ktery
pochazi z pregranul6znich bunék a podporuje piechod z primordialniho folikulu na primarni.
Dalsimi takovymi faktory jsou napiiklad bFGF (basic fibroblast growth factor) a LIF
(Leukemia Inhibitory Factor) (Comizzoli et al., 2011).

3.1.2 Rustova faze oocytu

Obdobi, kdy jsou primarni oocyty zastaveny v profazi I, se také nazyva jako stadium
diktyotene a oocyty v tomto stadiu vstupuji do rustové faze. Jejich jadro je oznaCovano jako
zarodeCny vacek (GV - Germinal Vesicle) (Wassarman et Albertini, 1994). Béhem své
rustové fadze oocyt musi zvétSit svilj objem a velikost, syntetizovat diilezité molekuly a
pfipravit se tak na dalsi svilj vyvoj. Pouze pln€ dorostly oocyt je schopny obnovit meiotické
déleni.

Rist oocytu u savcl je doprovazen soubéznym rastem folikulti. Oocyt roste béhem
vyvoje primdrniho a hlavné béhem rastu sekundarniho folikulu a navzdory pokracujicimu
ristu folikulu (v ovulacni folikul), oocyt zlstava nadéale témét stejné velky. Béhem ristové
faze pramér praseciho oocytu vzroste priblizn€ z 30 pm na 120 um a rist je témei dokoncen.
Pro rlist oocytu jsou nezbytné interakce mezi somatickymi buiitkami a samotnym oocytem,

které jsou zprostiedkované pomoci bunéného spoje typu gap junction (Hunter, 2000). Gap



junction jsou kandly, které umoziuji vyménu iontd a malych molekul (<1 kDa) mezi
sousednimi bunikami a slozené z proteind, konexind. (Santiquet et al., 2013). Tyto spoje
zajisStuji substrat pro energeticky metabolismus oocytu. Zasobuji oocyt nukleosidy,
aminokyselinami, fosfolipidy a udrzuji iontovou rovnovahu (Hunter, 2000).

Rist oocytu je doprovazen syntézou RNA a proteini. U mysi se oproti somatickym
buitkdm zvySuje syntéza RNA az 200x a kdyZ oocyt dosdhne asi 3/4 svého konecného
objemu, obsahuje skoro tolik RNA jako plné dorostly oocyt (Wassarman et Albertini, 1994).

V obdobi ristu je aktivovana fada dilezitych genti nezbytnych pro dalsi vyvoj oocytu,
naptiklad geny, které koduji syntézu proteinii vrstvy zona pellucida. Zona pellucida
obklopuje membrénu vajicka a je zodpovédna za navazani spermie na vajicko a také za
vyvolani akrozomalni reakce. Sklada se ze tfi nebo ze Ctyt ZP glykoproteinti (ZPGs). U
mnoha sav¢ich druhi jsou pfitomny ctyii ZPGs (ZP1, ZP2, ZP3 a ZP4). U prasecich oocyti
ve vrstvé zona pellucida jsou obsazeny pouze tii ZPGs a to: ZP2, ZP3 a ZP4. Za navazani
spermie je zodpovédny heterokomplex ZP3 a ZP4 (Takahashi et al., 2013). K dalsim
dalezitym proteinlim, které oocyt béhem svého ristu syntetizuje, patii napiiklad ribozomalni
a mitochondrialni proteiny a histony (Wassarman et Albertini, 1994).

Béhem faze rustu oocytu dochdzi ke zméndm na urovni organel. Jadro neboli
zarodecny vacek (GV) se vrostoucim oocytu zacina zvétSovat. Kdyz dojde k dokonceni
jaderného rhstu, chromatin se vice kondenzuje, predevS§im v blizkosti jadérka. Jadro
V rostoucim oocytu obsahuje samostatné velké jadérko a také je obvyklé, ze obsahuje jedno
nebo dvé mensi jadérka. Jadérka se postupné s riistem oocytu také zvetSuji a u plné dorostlych
oocytli maji fibrildrni jednotnou strukturu. Rist oocytu je také doprovazen zvySenim poctu
mitochondrii, které méni i svilj tvar postupné z protahlych na kulaté a ovalné (Wassarman et
Albertini, 1994). Zménami také prochdzi Golgiho aparat (GA). GA se rapidné zvétSuje a
zaCinaji se z n¢ho tvofit malé vacky, ze kterych se pozdé€ji vyvijeji kortikalni granula (Liu,
2011). Kortikalni granula jsou specializované skupiny sekrecnich vackl a jsou nezbytné pro

zabranéni polyspermickému oplozeni (Tsai et al., 2011).
e Primarni a sekundarni folikul

Pokud dojde k aktivaci primordialnich folikull, nastartuje se dalsi folikularni
rist a s folikuly soubézné roste i oocyt, ktery je stale v diktyotennim stavu. Po aktivaci
primordidlnich folikuli se granulézni buiikky méni z plochych na kubické a tak vznika
primarni folikul. Oocyt nadéle pokracuje v rastu a granul6zni buniky se mnozi a zacinaji tak

obklopovat oocyt ve vice vrstvach. Vytvoreni vice vrstev je povazovano za prvni znak, ktery

6



signalizuje vznik sekundarniho folikulu (West et al., 2009). Sekundarni folikul mize také byt
oznacovan jako multilaminarni folikul (MUFs — multilaminar follicles). U prasnic sekundarni
folikuly dosahuji velikosti 300 pum, zatimco oocyty v nich obsazené dosahuji asi 90 um.
V této fazi oocyt znacné roste, granuldzni bunky proliferuji a dalsi vyznamnou zménou je
ziskani vrstvy theca. Ta obklopuje granuldzu a diferencuje se na vrstvy theca foliculi externa
a interna (van den Hurk et Zhao, 2005). Vyvoj vrstvy theca je doprovazen vytvorenim
pocetnych malych cév pomoci angiogeneze. To je klicovy d¢&j, protoze krev tak miize
cirkulovat kolem folikulu a pfinaset ziviny a hormony (LH, FSH) a naopak odnaset
metabolity a sekrecni produkty. Theca externa je slozena zhusté¢ usporadaného vaziva
s pfevazujicimi kolagennimi vlakny. Theca interna je siln¢ vaskularizovana a slouzi tak
k pfivodu hormont (LH, FSH), Zivin, vitaminu a kofaktor potiebnych pro rist a diferenciaci

oocytu a granul6znich bunék (Erickson, 2004).
e Terciarni folikul

Zatimco piedchozi vyvoj folikull (primordialnich, primarnich, sekundarnich) probihal
nezavisle na gonadotropinech, terciarni folikuly pro sviij vyvoj tyto hormony vyzaduji. FSH a
LH jsou klicové pro rist a vyvoj postsekundarnich fazi stejn€ jako pro naslednou ovulaci a
luteinizaci (Nagaraja et al., 2010). Terciarni folikul byva také oznac¢ovan jako antralni folikul
a velmi dobie vyvinuty antralni folikul jako Graaftiv folikul. Nicméné po preovulacnim
nariistu gonadotropinti jsou tyto folikuly nazyvany jako preovulaéni (Eppig, 2001).

Na konci vyvoje sekunddrniho folikulu mizeme rozliSit pét riznych strukturnich
jednotek: oocyt obklopeny vrstvou zona pellucida, n¢kolik vrstev granul6znich bunék, bazalni
laminu, vrstvy theca interna a externa. Prvni znamkou pocatku vyvoje terciarniho folikulu je
objeveni se dutinky v granuloznich buiikach, ktera se pak postupné zvétsuje a formuje se tak
antrum (Erickson, 2004). Vytvofeni antra zpusobi rozdéleni granuldéznich bunék do dvou
typl: na kumuldrni buiiky, které jsou propojené s oocytem a na muralni granuloézni bunky,
které¢ vystylaji folikularni sténu (Eppig et al., 1997). Okolo piechodu z preantralniho do
antralniho folikulu dochdzi k vyznamnym vyvojovym zménam v oocytu. V tomto obdobi
oocyty dokoncuji sviij rast a ziskavaji meiotickou kompetenci (Eppig, 2001). V reakci na
hormonalni stimulaci nastanou dva dulezité dé&je v kumulo-oocytarnim komplexu (COC).
PIn¢ dorostly oocyt dokon¢i prvni meiotické déleni a posléze je opét zablokovan v metafazi 11
a kumularni bunky expanduji (Buccione et al., 1990). Oocyt, ktery je stale uzavieny
v expandovanych kumularnich buinikach je nakonec ovulovan do vejcovodu pfipraveny na

oplozeni (Buccione et al., 1990).



3.1.3 Ziskani meiotické kompetence

Jen pln¢ dorostlé oocyty jsou schopné reagovat na preovulac¢ni vinu gonadotropini a
zahajit meidzu, dokoncit prvni meiotické d€leni a nasledné byt ovulovany. Ackoli je ve
vajeCnicich pfitomno velké mnozstvi oocytl, pouze mala ¢ast z nich je schopna ovulace.
Velka ¢ast oocyti podléha degeneraci uz v priabéhu rustové faze (Hirao et al., 1994). Béhem
rustové faze, zatimco jsou oocyty zablokovany v profazi I, dochazi k syntéze a
shromazd’ovani dulezitych makromolekul a organel. Oocyty tak postupné ziskavaji schopnost
pokracovat v meioze (Kanatsu-Shinohara et al., 2000).

Ziskani meiotické kompetence souvisi s velikosti oocytu a jeho folikulu (Blanco et al.,
2011). V dobé ptemény preantralniho folikulu na antralni folikul probihaji v oocytu dulezité
vyvojové zmény. Pfed vytvofenim antra se oocyty nejsou schopné vyvijet dale z diplotenni
faze prvniho meiotického déleni. Tyto oocyty jsou oznacovany jako meioticky
nekompetentni. Nicméné vétSina oocytil v antralnich folikulech je pln€ dorostld a meioticky
kompetentni. Tyto oocyty mohou pokracovat v meidze. Oocyty, které jsou schopné obnovit
meidzu, nemusi vzdy projit kompletnim jadernym zranim a pokracovat do metafaze II.
Oocyty izolované z malych antralnich folikulti jsou schopné prodélat germinal vesicle
breakdown (GVBD, rozpad zarode¢ného vacku) a pokracovat do metafaze I, ale meidza
vétSinou v této fazi skon¢i. Takové oocyty se oznacuji jako ¢aste€né kompetentni (Eppig,
2001). Veétsina prasecich oocytli ziskanych z folikultl vétSich nez 1 mm je schopna zahdjit
meiotické zrani in vitro, ale pouze ty které pochazeji z folikulti vétsich nez 2 mm dokonci
prvni meiotické déleni in vitro (Motlik et al., 1984).

Pro meioticky kompetentni oocyty je charakteristicky kondenzovany chromatin

obklopujici jadérko (Kanatsu-Shinohara et al., 2000).
3.1.4 Meiotické zrani

Sav¢i oocyty jsou zablokovany v profazi I, dokud nejsou vystaveny preovulacni viné
gonadotropinil. Pouze plné dorostly oocyt je schopny znovuzahajit meidzu. Piechod oocytu
z diplotene I do metafaze II je nazyvan meiotické zrani (Wassarman et Albertini, 1994).

Pln¢ dorostly oocyt je tésné obklopen kompaktni vrstvou specializovanych
granul6znich bunék (kumularnich bun€k), dohromady s témito bunikami oocyty tvoii kumulo-
oocytarni komplex (COC). Proces znovuzahajeni meiodzy vyzaduje endokrinni, parakrinni a
autokrinni signalizacni drahy, které vyzaduji uzkou spolupraci oocytu a obklopujicich

granul6znich bunék a kumularnich bun¢k (Sun et al., 2009). Pokud oocyt zahaji opét meidzu,



dokon¢i prvni meiotické déleni a rozdé€li se na dvé decefiné buiiky — na sekunddrni oocyt a na
vydélené nefunkéni polarni télisko (Virant-Klun et al., 2013). Nasledné oocyt vstupuje do
druhého meiotického déleni, to vSak neni dokonceno a oocyty jsou opét pozastaveny druhym
meiotickym blokem v metafazi II. (Wassarman et Albertini, 1994). Druhy meioticky blok
ptetrvava, dokud vajicko neni aktivovano prinikem spermie pii procesu oplozeni. Vajicko tak
dokon¢i druhé meiotické déleni a vydéli druhé polové télisko (Hunter, 2000).

Meidza pokracuje v reakci na preovulaéni LH vinu (Mehlmann, 2005). LH vina
vyvold expresi genti potifebnych pro prasknuti folikulu a ovulaci oocytu a aktivuje
mnohonasobnou signalni kaskadu, ktera vede ke zrani oocytu (Conti et al., 2012). Béhem
tohoto procesu Vvoocytu dochazi k mnoha zménam, které probihaji jak v jadie, tak
V cytoplazmé oocytu. Tyto zmény oznacujeme jako jaderné a cytoplazmatické zrani. Jaderné
zrani se sklada z mnoha krokt zahrnujici zmény v chromatinu (van den Hurk et Zhao, 2005).
Cytoplazmatické zrani zahrnuje mnoho zmén v cytoplazmé, jako je naptiklad redistribuce
organel (Marteil et al., 2009).

Prvni udélosti znovuzahajeni meidzy je rozpad zarodecného vacku. Po GVBD se
difuzni chromatin kondenzuje do chromozomt, mikrotubuly se uspotfadaji do meiotického
vietena a homologni chromozomy jsou oddéleny a vytvoii se prvni podlové télisko

(Wassarman et al., 1976).
e Jaderné zrani

Jaderné zrani zahrnuje zmény chromatinu béhem obdobi zrani oocytu (Marteil et al.,
2009). V prase¢im oocytu jaderné zrani trva okolo 44 — 48 hodin (van den Hurk et Zhao,
2005).

Na pocatku procesu GVBD dochdzi k nepatrnému vInéni jaderné membrany a
soucasn¢ s pocateéni fazi kondenzace chromozomii dochdzi ke zmizeni jadernych poért
(Calarco et al., 1972). Béhem GVBD byla pozorovana rizna stadia — GV0O — GV4. V GVO je
chromatin rozprostien po celé plose GV a je stale viditelné jadérko. Pozdgji je chromatin
uspotadan ve tvaru koniské podkovy, v GV2 se jiz tvoii shluky chromatinu a nakonec jaderna
membrana neni rozpoznatelna vibec a jadérko zmizi (Lucas et al., 2002).

Pro jaderné zrani jsou typické zmény v konfiguraci chromozomt. Ve fazi zarode¢ného
vacku - germinal vesicle (GV), je pfitomné sférické jadro s neporuSenym obalem a vldknitym
chromatinem. V dasledku stimulace gonadotropiny dochazi k procesu rozpadu zarode¢ného
vacku — GVBD, charakteristickému pritomnosti kondenzovaného chromatinu a absenci

viditelné jaderné membrany. V metafézi I jsou chromozomy uspofadané v metafazni desticce
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umisténé na periferii v ooplazmé. Posledni fazi jaderného zrani je metafaze II, typicka
pritomnosti metafazni desticky na periferii a vydélenim prvniho pélového téliska (Landim-

Alvarenga et Maziero, 2014).
e Cytoplazmatické zrani

Cytoplazmatické zrani zahrnuje zmény v cytoplazmé oocytu, jako je shromazd’ovani
mRNA a proteind, pfeusporddani cytoskeletu a organel a také zmény v bunécném
metabolismu. Ackoli jaderné a cytoplazmatické zrani je Casto popisovano oddélen€, mnoho
procest spolu souvisi a jejich koordinace je klicova pro Gsp&Sny embryondlni vyvoj (Herrick
et al., 2006).

Cytoskelet se béhem zrani pieskupuje, je zodpovédny za vytvoreni meiotického
vietena, rozchod chromozomi a za pieuspoiradani organel béhem cytoplazmatického zrani
(Marteil et al., 2009).

Mitochondrie syntetizuji ATP, molekulu nezbytnou pro spravné dokonceni zrani.
Proto jejich rozmisténi souvisi s dodanim energie do oblasti se zvysenou spotiebou ATP, jako
je naptiklad misto tvorby dé€liciho vietena nebo polového téliska (Van Blerkom, 1991). U GV
oocytd jsou mitochondrie nashromézdéné v bunééném kortexu, ale béhem GVBD se vétSina
nachazi v perinuklearni oblasti (Sun et al., 2001). Po jaderném zrani jsou mitochondrie
rozptyleny v celé cytoplazmé kromé centralni oblasti oocytu (Stojkovic et al., 2001).

Dalsi organelou, ktera prodélava zasadni zmény béhem zrani oocytu je
endoplazmatické retikulum (ER). ER prochazi jak strukturdlnimi tak biochemickymi
zménami, které jsou nezbytné pro spravné intracelularni fizeni vapenatych iontl (Stricker,
2006). Ve stadiu GV je ER rozptyleno v cytoplazmé. Poté se pietvori v husty kruh okolo
vyvijejiciho se vietena prvniho meiotického déleni, které pak obklopi a nasledné ER migruje
do kortikalni oblasti (FitzHarris et al., 2007). Dilezité je také pfemisténi kortikalnich granul.
V GV oocytu jsou kortikalni granula rozmisténa ve shlucich po celé cytoplazmé. Na konci
zrani se nachazi v blizkosti vnitini strany cytoplazmatické membrany (Ferreira et al., 2009).

V pribéhu zrani oocytu transkripéni aktivita je potlacena (Matova et Cooley, 2001).
mRNA je syntetizovana a shromazd’ovana b&hem rlstové faze oocytu (Wassarman et
Albertini, 1994). Takto uskladnénda mRNA ma kratky poly (A) konec, ¢imz je jeji aktivita
potlacena. Opét je aktivovana cytoplazmatickou polyadenylaci, prodluZovanim poly (A)

konce mRNA (Charlesworth et al., 2013).
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3.2 Faktory regulujici meiotické zrani

Meiotické zrani je sloZity proces, na jehoz fizeni se podili mnoho dilezitych faktord.
Vznikaji tak slozité signalni kaskady, které reguluji spravny vyvoj oocytu. V nasledujici ¢asti

budou uvedeny nékteré faktory, které se podili na fizeni meiotického zrani.
3.2.1 MPF (Maturation Promoting Factor)

MPF ma velmi dulezitou roli béhem procesu zrani oocytu. Pfechod oocytu z G2 faze
(pozdni profaze I) do M - faze bunécného cyklu nastdva v dobé GVBD a tento ptechod je
zavisly na aktivaci faktoru, ktery podporuje meiotické zrani a byl oznacen jako Maturation
Promoting Factor (MPF) (Norbury et Nurse, 1992).

MPF se sklada ze dvou podjednotek: z katalytické podjednotky cyklin dependentni
kindzy 1 (CDKI, znamé také jako p34°d°2) a zregulacni podjednotky zvané cyklin B

(O’Connel et al., 1992) a nové byla objevena dalsi klicova soucast MPF, Greatwall kinaza
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(Gwl) (Hara et al., 2012). Béhem meidézy ¢innost MPF zna¢né kolisa, coz muze byt
zpusobeno fosforylaci jeji podjednotky CDKI1 a degradaci cyklinu B (Tanquist et Maller,
2003).

Cyklin B je syntetizovan a shromazd’ovan jiz béhem interfdze. Prvnim krokem
k aktivaci MPF je spojeni jeho katalytické a regulacni podjednotky (Solomon et al., 1990). V
pln¢ dorostlych praseéich oocytech jsou obé podjednotky spojené (Sun et Nagai, 2003). V G2
oocytech je tento komplex CDKI1 a cyklinu B udrZzovan v inaktivni formé jako pre-MPF
(Nebreda et Hunt, 1993), fosforylaci CDK1 na threoninovych a tyrosinovych zbytcich
(Mueller et al., 1995; Palmer et al., 1998). Tuto inhibici MPF zpisobuji kinazy Weel
(pomoci fosforylace CDK1 na Tyr 15) a Mytl (fosforylace na Thr 14 a Tyrl5) (Mitra et
Schultz, 1996). Proto aktivace pre-MPF béhem zrani oocytu vyzaduje defosforylaci CDK1 na
Thr 14 a Tyr 15, coz je katalyzovano fosfatizou Cdc25 (Nebreda et Hunt, 1993). Gwl
neptimo inhibuje protein fosfatazu PP2A (Castilho et al., 2009; Vigneron et al., 2009), ktera
byla popsana jako hlavni fosfataza, ktera potlacuje aktivitu MPF (Castilho et al., 2009;
Mochida et al., 2009).

Béhem zrani oocytu aktivita MPF znacné kolisa. Nejvyssi aktivity dosahuje béhem
metafaze [ a metafaze II. Tésné pied rozpadem jaderné membrany a kondenzaci chromozomt
MPF nartstd (Hashimoto et Kishimoto, 1988). MPF se podili na procesu kondenzace
chromozomu a vytvofeni déliciho vieténka (Lohka et Maller, 1985). Naopak pokles aktivity
MPF je zaznamenan b&hem postmetafiznich udalosti, které zahrnuji naptiklad rozchod
chromozomu na opaéné pdly déliciho vieténka. Proto se zda, Ze snizeni aktivity MPF zahajuje
prechod z metafaze I do anafaze I (Hashimoto et Kishimoto, 1988). Vysoka hladina aktivniho
MPF béhem metafdze Il je udrzovana pomoci cytostatického faktoru (CSF) (Masui et
Markert, 1971). CSF zabraiiuje degradaci cyklinu B a tim udrzuje vysokou hladinu aktivniho
MPF (Peters, 2002). Cyklin B je degradovan pomoci ubikvitin-dependentni proteolyzy.
Cyklin B obsahuje ve své N koncové ¢asti typickou sekvenci, na kterou se vaze ubikvitin
pomoci komplexu podporujici anafazi (Anaphase Promoting Factor, APC). Pfipojeni molekul
ubikvitinu umozni jeho naslednou degradaci v proteozomu (Fung et Poon, 2005). Po oplozeni
nebo partenogenetické aktivaci vajicko dokonc¢i meiotické zradni a zahdji rany embryondlni
vyvoj. V tomto obdobi je cyklin B degradovan a aktivita MPF klesa, dokud aktivované
vajicko nevstoupi do M faze prvniho mitotického bunééného cyklu (Tanquist et Maller,

2003).
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MPF reguluje ne¢které morfologické zmény, ke kterym dochézi v pribéhu meiotického
zrani oocytu. CDK1 fosforyluje laminy jaderné membrany. Dochazi tak k rozlozeni jaderné

laminy, coz je nezbytné pro GVBD (Peter et al., 1990).
3.2.2 MAPK (Mitogen-Activated Protein Kinase)

MAPK, také nékdy oznacovana jako extracelularné-regulovana kinaza (ERK), patii do
rodiny serin/threonin proteinkindz, které pro svou aktivaci vyzaduji dvoji fosforylaci na
threoninovych a tyrozinovych zbytcich. V sav€ich oocytech jsou exprimovany hlavni dvé
izoformy MAPKSs, které maji klicovou roli v meidze. Jsou to ERK1 (také oznacovana jako
p44) a ERK2 (p42) (Sun et al., 1999). Pfimym aktivatorem MAPK je dualné-specificka
proteinkindza, ktera se oznacuje jako MAPK kindza (znama také jako MEK1, MAPK-ERK
kindzal). MEK1 aktivuje MAPK pomoci fosforylace na threoninu-183 a tyrosinu-185 uvnitf
jeji aktivacni smycky (Crews et Erikson, 1992). MEK je také aktivovana pomoci fosforylace,
a to proteinkinazou Mos. Mos je produktem proto-onkogenu c-mos (Papkoff et al., 1982). U
nezralych vajicek obojZivelnikli, je c-mos mRNA uskladnéna, ale neni translatovana. Po
hormondlni stimulaci mRNA proteinkinazy polyadenylovana a translatovana. V reakci na jeji
aktivaci pomoci polyadenylace a syntézy proteinti se hladina Mos dramaticky zvysi, coz vede
k fosforylaci MEK1 a aktivaci MAPK (Russo et al., 2009). Jednim z bezprostiednich cild
MAPK je p90rsk (kinaza ribozomalniho proteinu S6) (Dalby et al., 1998). U Zaby rodu
drapatka (Xenopus) se piedpoklada, ze p90rsk zprostiedkovava mnoho funkci MAPK
Vv regulaci postupu meiotického bunééného cyklu (Bhatt et Ferrel, 1999; Gross et al., 1999).

V oocytech zab rodu Xenopus je meiotické zrani spuSténo hormonalni stimulaci
progesteronem, ktera vede k syntéze c-mos proteinu a nasledné aktivaci MAPK (Sagata et al.,
1988; Posada et al., 1993). Tato kaskada pravdépodobné vyvola aktivaci MPF a nasledny
rozpad zarode¢ného vacku. U savéich vajicek (mimo mySich) je nezbytnost aktivity MAPK
pro znovuzahdjeni meidzy stile kontroverzni. Né&které studie naznacuji, Ze u prasecich a
bovinnich oocyti miize byt ve znovuzahajeni meiodzy zapojena MAPK (Ohashi et al., 2003).
Na druhou stranu inhibice aktivity MAPK nepotla¢ila GVBD u bovinnich oocytt (Kagii et
al., 2000).

U prasecich oocytll neni zcela jasné, kdy ptesné k aktivaci MAPK dochazi, zda ma
tato aktivace pfimou souvislost se znovuzahajenim meiozy. Liang et al. (2005) ve své studii
ukazali, ze v praseCich oocytech dochazi k aktivaci MAPK az po GVBD. Dalsi vyzkumy
ovSem potvrdily, Ze mikroinjekce MAPK do praseciho oocytu vyznamné urychluje nastup
GVBD (Inoue et al., 1998). Podle jinych studii se u domestikovanych zvitat aktivace MAPK
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pfimo neucastni Casnych udalosti znovuzahdjeni meidzy, ale uplatiluje se spise v dé&jich
nasledujicich po GVBD (Liang et al., 2007).

Existuji dikazy, ze MAPK je zapojena do fizeni uspofaddni mikrotubulli béhem
meidzy savéich oocytu (Verlhac et al., 1994). Aktivace Mos/MAPK kaskady v mysich
oocytech vede k ¢astecné kondenzaci chromozomu. Déle se také MAPK podili na vytvofeni
déliciho vietena (Choi, et al., 1996). Pokud je aktivace MAPK inhibovana, vede to k selhani
vydé€leni prvniho polového téliska a stejné tak 1 k selhani vytvoieni déliciho vietena (Lee et

al., 2000).
3.2.3 Cytostaticky faktor

Cytostaticky faktor (CSF) je komplex molekul, které¢ se podili na udrzeni druhého
meiotického bloku. Cytostaticky faktor béhem metafaze Il udrzuje aktivitu MPF na vysoké
urovni tim, Ze zabraiiuje degradaci cyklinu B (Peters, 2002).

Za nezbytnou soucast cytostatického faktoru je povazovana proteinkindza Mos, kterd
je potfebna pro stimulaci aktivity MAPK (Sagata et al., 1989). Systém Mos/MAPK nejspise
prispiva k aktivaci a stabilizaci MPF (Madwick et Jones, 2007). Pfesny mechanismus G¢inku
Mos vsak neni zcela jasny. Bylo prokazano, Zze Mos poméha udrZet blok v metafazi II tim, ze
spousti signaliza¢ni drahu, kterd vede k inhibici APC/C (Anaphase Promoting Factor/
Cyclosome), ktery je zodpovédny za degradaci cyklinu B (Peters, 2002).

Oocyt muze opustit MII blok az po aktivaci spermii. Prinik spermie do oocytu
zpusobuje oscilace hladin Ca’+ iontli a dokondeni druhého meiotického d&leni oocytu

(Madwick et Jones, 2007).
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Obrazek 2. : Pribéh meiotického zrani oocytu. (A) Znéazornén je pouze jeden par
homolognich chromozomt. Po S — fazi nasleduji dvé bunééna déleni, vznika tak haploidni
gameta. Béhem meidzy I (MI) se homologni chromozomy rozdéli mezi oocyt a prvni polové
télisko (PB ). V metafazi II (MII) oocyt zastavi sviij buné¢ny cyklus. Druhy meioticky blok
je udrzovan pomoci CSF, dokud tento blok nepterusi spermie. Oocyt dokon¢i druhé meiotické
déleni a vyd¢li druhé polové télisko (PB II). (B) Béhem vstupu a vystupu oocytu z metafaze
aktivita MPF osciluje. (C) Meioticky blok oocytu v MII je udrzovan pomoci CSF (Madwick
et Jones, 2007).

3.2.4 Cyklické nukleotidy

Cyklicky adenosinmonofosfat (cAMP) patii mezi faktory regulujici meiotické zrani.
cAMP udrzuje oocyty v prvnim meiotickém bloku. Vysoka hladina cAMP zabranuje
spontannimu zrani in vitro, zatimco pokles cAMP v oocytu je spojovan s obnovenim meidzy
(Dekel et al, 1984; Schultz et al, 1983).

cAMP muize byt syntetizovdn endogenné samotnym oocytem nebo je tvorfen
v kumularnich bunikach (Zhang et al., 2007). Z kumularnich bunék cAMP difunduje do

oocytu pomoci gap junction. Po LH stimulaci dochéazi k pferuSeni spojii mezi oocytem a
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folikularnimi bunkami, coz vede k poklesu CAMP Vv oocytu a naslednému obnoveni meidzy
(van den Hurk et Zhao, 2005). V oocytu je cAMP tvofen aktivitou G-proteinu, které stimuluji
aktivitu adenylat cyklazy a ta nasledn¢ katalyzuje syntézu cAMP. Pokud je aktivita nékterych
Z téchto proteind inhibovana, oocyt uzavieny ve folikulu dale neni schopny udrzet meioticky
blok (DiLuigi et al., 2008).

Po ziskdni meiotické kompetence je bunécny blok v profazi I je udrzovan vysokou
hladinou cAMP prostiednictvim cAMP — dependentni proteinkinazy, proteinkinazy A (PKA).
PKA je enzym, ktery se sklada ze dvou podjednotek, z Katalytické a regulacni. Pokud se
cAMP navaze na regulac¢ni podjednotku, aktivuje PKA. Aktivovany enzym pak fosforyluje
proteiny, které jsou nezbytné k udrzeni meiotického bloku (Wassarman et Albertini, 1994).
Naopak k prolomeni meiotického bloku je potiebna fosfodisteraza (PDE), ktera hydrolyticky
degraduje cAMP, coz zplisobi jeho pokles a nasledné pokracovani meiodzy. U savCich oocytl
se jedna predevsim o fosfodiesterazu typu 3A (PDE3A). DalSim cyklickym nukleotidem,
ktery se pravdépodobné podili na udrZeni meiotického bloku je cyklicky guanosinmonofosfat
- ¢cGMP. cGMP prochazi z kumuldrnich bunék pfes gap junction do oocytu, kde inhibuje
hydrolyzu cAMP zpiisobenou PDE3A. Touto inhibici je udrzovana vysoka hladina cAMP,
coz zamezuje dalsi meioticky postup (Tripathi et al., 2010).

3.2.5 Vapnik

Vapnik je velmi dalezitou signalni molekulou, kterd se uplatituje v riznych typech
bunék. Také v sav€ich oocytech ma velmi dulezitou roli. Je nezbytny pfi meiotickém zrani a
béhem fertilizace, kdy se uplatiluje pti aktivaci oplozeného vajicka. DuleZitou zasobarnou
vapenatych iontli je zejména endoplazmatické retikulum, ze kterého jsou Ca® uvoliovany do
intracelularniho prostfedi. V oocytech prasete vapenaté ionty byly pfedevsim detekovany
Vv karyoplazmé, vakuolach, mitochondriich a na povrchu lipidovych granul (Petr et al., 2001).

Rizné extracelularni stimuly zplsobuji pohyb vapenatych iontd z vnéjSiho prostiedi
buniky (pomoci vapenatych kanaltl) nebo z vnitinich zasob bunky do intracelularniho
prostfedi (Chin et Means, 2000). Uvolhovani vapniku z intracelularnich zasob do cytosolu je
fizeno pomoci dvou typu kanali - ryanodinovych receptori — RyR a inositol 1,45
trifosfatovych (IP3) receptori (IP3R) (Bootman et Berridge, 1995). V signalni kaskadé
zahrnujici IP3R se uplatinuje enzym fosfolipdza C (PLC). Jeji aktivace je podporovana
receptory pro extracelularni signaly. (Berridge, 1993). PLC katalyzuje rychlou hydrolyzu
fosfolipidu fosfatidyl inositolu 4,5 — bisfosfatu (PIP;). Vysledkem této reakce jsou dva
intracelularni bunééni poslové — diacylglycerol (DAG) a IP3; (Rhee, 2001). IP3 se vaze na své
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receptory (IPsR), coz vede k uvoliiovani Ca®* do cytoplasmy (Berridge, 1993). Ryanodinové
receptory, které se nachazeji prevazné ve svalovych buiikach, byly nalezeny i v prase¢ich
oocytech, kde tidi uvoliovani vapenatych ionti do intracelularniho prostoru (Machaty et al.,
1997).

Kalmodulin (CaM) je protein schopny véazat vapenaté ionty. Navazanim véapenatych
iontll zméni svou konformaci, coz mu umoznuje aktivovat nebo inhibovat nékteré cilové
enzymy. Napiiklad takto vznikly komplex vapnik/kalmodulin aktivuje velmi vyznamnou
Ca’*/kalmodulin dependentni proteinkindzu (CaMK), piedeviim CaMKII (Chin et Means,
2000). Ta je potiebna pro vyvolani degradace cyklinu B, ktera je nutné pro inaktivaci MPF a
vystup z MIl bloku (Nishiyama et al., 2007). Komplex Ca®*/kalmodulin aktivuje také

fosfatazu 2B, které je v€novana samostatna kapitola.
3.2.6 Oxid dusnaty (NO)

Oxid dusnaty patfi mezi gasotransmitery, coz jsou plynné latky, které¢ jsou schopné
prenaSet bunécny signal. Jsou v buiikdch syntetizovany pomoci specifickych enzymd, které
podléhaji ptisnym regulaénim mechanismim (Althaus et Clauss, 2013). NO je produkovan
riznymi druhy bunék v rliznych orgénech. Reguluje celou fadu dulezitych fyziologickych
procesu véetné reprodukce (Rosseli et al., 1998).

Oxid dusnaty je produkovan enzymem NO-syntazou z L-argininu a molekularniho
kysliku, prostfednictvim procesu, pii kterém vznika L-citrulin. Byly identifikovany tfi
izoformy NO-syntazy, které jsou zodpovédné za tvorbu NO. Jedna se o nervovou NOS
(nNOS, NOSI), endotelialni (eNOS, NOSIII) a indukovatelnou NOS (iNOS, NOSII)
(Forstermann et al.,, 1994). nNOS byla objevena v neuronech v mozku, eNOS
v endotelidlnich bunkach a tvorba iNOS muze byt indukovdna cytokiny a bakteridlnimi
produkty (Huang, 2000). Izoformy nNOS a eNOS jsou také oznacovany jako konstitutivni
NOS (cNOS), jsou zodpovédné za kontinudlni tvorbu malého mnozstvi NO jen po kratkou
dobu. K aktivaci téchto dvou izoforem je nezbytny komplex vapnik/kalmodulin. Naopak
iNOS je na vapniku a kalmodulinu nezavisla a produkuje vétsi mnozstvi NO (Rosseli et al.,
1998). Vsechny tfi izoformy mohou byt nalezeny v riznych typech bun¢k a v daném typu
bun¢k muze byt exprimovana vice nez jedna izoforma NO-syntazy (Van Voorhis et al.,
1994).

Oxid dusnaty je dllezitym regulatorem folikulogeneze, atrezie folikuld,
steroidogeneze, biosyntézy prostaglandinu, ovulace, riistu oocytu a jeho zrani (Hattori et

Tabata, 2006). Prace Kima et al. (2005) prokazala, ze vSechny typy izoforem NOS byly
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exprimovany v prasecich vajecnicich béhem folikuldrniho vyvoje, coz naznacuje, Ze oxid
dusnaty je zapojen do folikularniho vyvoje nebo procesu ovulace. Vyskyt NOS ve vajeCnicich
byl zavisly na stadiu vyvoje folikuld. Jablonka-Shariff et Olson, (1998) zjistili, ze NO ma vliv
na meiotické zrani oocytu. Ve svém experimentu pouzili mysi s vyblokovanym genem pro
eNOS. Nedostatek eNOS zptisobil, Ze vétSina oocytli nedozrala az do metafaze Il a zistala

v metafazi . Vyrazné vice oocytll vykazovaly atypické morfologické zmény.
3.2.7 Sirovodik (H,S)

Sirovodik patfi, stejné jako oxid dusnaty mezi gasotransmitery. Za vétSinu endogenni
produkce sirovodiku v sav¢ich tkanich jsou zodpovédné dva enzymy — cystathionin-p-syntaza
(CBS) a cystathionin-y- lyaza (CSE), které vyuzivaji L-cysteinu jako hlavniho substratu pro
syntézu sirovodiku. Jejich exprese se lisi v riznych tkanich (Wang, 2002). Dal§im enzymem,
Ktery zajiStuje tvorbu sirovodiku je 3-merkaptopyruvat sulfurtransferaza (Kolluru et al.,
2013). Liang et al. (2006) piedpokladaji, ze CBS muze mit urcitou roli ve folikulogenezi.
Zjistili, Ze u mysi byl gen pro CBS exprimovan vSude ve vajeCnicich a jeho nejsilngjsi
exprese byla ve folikularnich buiikach ve vSech stadiich. CBS se pravdépodobné podili i na

zrani oocytu a ma vliv na pravidelnost estralniho cyklu (Zhu et al., 2011).
3.3 Kalcineurin

Reverzibilni fosforylace proteinti, kterou umoziuji kindzy a fosfatdzy, je velmi
dalezitou formou signalizace a nezbytnym mechanismem regulace ve vsech zivych
organizmech (Shi, 2009).

Kalcineurin patfi mezi serin/threonin protein fosfatdzy, coz je rodina enzym, které
defosforyluji proteiny na serinovych a threoninovych zbytcich. Kalcineurin se také oznacuje
jako protein fosfatdza 2B (PP2B). K jeho aktivaci je potiebny kalmodulin a vapenaté ionty
(Wera et Hemmings, 1995). Kalcineurin sehravé diilezitou roli pii mnoha Ca?* dependentnich

biologickych procesech (Li et al., 2011).
3.3.1 Struktura kalcineurinu

Kalcineurin je heterodimer, ktery se sklada ze dvou podjednotek — z katalytické
podjednotky A (kalcineurin A) a z regula¢ni podjednotky B (kalcineurin B) (Li et al., 2011).
Podjednotka A obsahuje katalytickou doménu, ktera vykazuje vysokou homologii

s ostatnimi serin/threonin protein fosfatazami a dalsi tfi domény, které jsou typické pouze pro
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kalcineurin. Jsou to doména vézajici kalcineurin B, doména vazajici kalmodulin a
autoinhibi¢ni doména. Tyto tfi oblasti dohromady tvofi regulacni doménu podjednotky A.
Katalytickd doména kalcineurinu A zprostfedkovava interakci se substratem a jeji dulezitou
soucasti je binuklearni kovové centrum, které vaze zinek a zelezo. (Rusnak et Mertz, 2000).
Podjednotka B obsahuje Ctyfi typické motivy nazyvajici se EF — hands, které maji
schopnost vazat vapenaté ionty. Nekteré z t€chto mist maji afinitu k vdpenatym iontlim vyssi
a slouzi ke stabilizaci heterodimerni struktury kalcineurinu, nazyvaji se strukturdlni. Mista
s nizsi afinitou k Ca®* slouzi ¢asteén& ke stimulaci aktivity kalcineurinu a umoZiiuji navazani

kalmodulinu na jeho cilové misto na kalcineurinu A (Li et al., 2011).

Lidsky kalcineurin Aa

< e A -
71 342 348 370 391 414 457 482
Katalytickd doména Doména Doména  Autoinhibiéni
vazajici  vazajici doména

Lidsky kalcineurin B CNB kalmodulin

/
—_

22 50 54 82 9] 119 132 160
EF Hand #1 EF Hand #2 EF Hand #3 EF Hand #4

Obrazek 3. : Jednotlivé oblasti kalcineurinu. Kalcineurin A (katalytickd podjednotka) je
zobrazen v odstinech ¢ervené, kalcineurin B (regulaéni podjednotka) v odstinech zelené. Na
kalcineurinu A se nachdzi katalytickd doména a regulacni doména. Regulacni doména se
sklada ze tii oblasti — z domény vazajici kalcineurin B (CNB), domény vézajici kalmodulin a

autoinhibi¢ni domény. Kalcineurin B obsahuje 4 typické motivy EF - hands (Li et al., 2011).
3.3.2 Vyskyt kalcineurinu v tkanich a jeho izoformy

Kalcineurin se vyskytuje v mnoha sav¢ich tkanich, zejména v mozku. Kalcineurin A i
B byl nalezen v placentg, srdci, varlatech T a B lymfocytech, v tukové tkani a mnoha dalsich
tkdnich (Rusnak et Mertz, 2000). U savci jsou znamy tfi izoformy kalcineurinu A, které jsou
produkty riznych gent. Jsou to kalcineurin Aa, kalcineurin AP a kalcineurin Ay (Klee et al.,
1998). Izoformy kalcineurinu B u savct existuji dvé a to izoforma B1 a B2. Izoforma B2 se

nachazi pouze ve varlatech a vaze se na izoformu kalcineurinu Ay. Izorforma B1 se vaZe na
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izoformu kalcineurinu Aa, ale i na AP a vyskytuje se v mnoha bunéénych typech (Ueki et al.,
1992).

3.3.3 Aktivace kalcineurinu a jeho regulace

Aktivace kalcineurinu vyzaduje jeho konformacni zménu, kterd je zplsobena
navézanim vapenatych iont na mista s nizkou afinitou na kalcineurinu B. Navazani Ca®*
zpusobi, ze na kalcineurinu A se doména vazajici kalmodulin oddéli od domény vazajici
kalcineurin B. Toto oddéleni umozni nésledujici navazani kalmodulinu na kalcineurin, coz
vede k odsunuti autoinhibi¢niho peptidu z aktivniho mista a k plné aktivaci kalcineurinu (Li et
al., 2011). Autoinhibi¢ni peptid v nepfitomnosti komplexu Ca**/kalmodulinu se véZe na
aktivni misto kalcineurinu (misto, kde se vaze substrat) a tim inhibuje enzym (Rusnak et
Mertz, 2000).

Aktivita kalcineurinu je regulovana pomoci zmén hladin intracelularniho Ca®*. Pokud
je v bunikach nizka hladina vapenatych iontt, kalcineurin neni schopny vazat kalmodulin a
zustava tak v inaktivni form¢. Pokud se ale hladina intraceluldrniho vapniku zvysi, Ca®" se
vaze na kalmodulin, ktery zméni svou konformaci a miize se nasledné vazat na kalcineurin a
aktivuje tak jeho fosfatazovou aktivitu (Rusnak et Mertz, 2000).

Fosfatazova aktivita kalcineurinu je dale regulovana oxida¢nimi mechanismy. Aktivita
kalcineurinu je pravdépodobné inhibovana oxidanty peroxidem vodiku a superoxidem. Jak jiz
bylo uvedeno, kalcineurin obsahuje ve svém aktivnim misté zinek a zelezo. Podle Sommer et
al. (2000) kalcineurin v aktivni formé obsahuje dvojmocné zelezo (Fe?"). Pravé jednou
z moznosti jak oxidanty inhibuji aktivitu kalcineurinu je, ze superoxid a peroxid vodiku

potlacuji jeho katalytickou &innost tim, Ze zpiisobi oxidaci Fe?* na Fe** (Sommer et al., 2000).
3.3.4 Inhibitory kalcineurinu

Mezi velmi dobfe znamé inhibitory kalcineurinu patéi cyklosporin A (CsA) a
takrolimus FK506. Cyklosporin A a FK506 jsou Siroce vyuzivana imunosupresiva, piedevsim
pfi transplantaci organt, ktera inhibuji kalcineurin. Tato imunosupresiva nejsou sama o sob¢
schopna inhibice kalcinerinu, pokud vSak vytvoii komplexy se svymi piisluSnymi
endogennimi partnery, imunofiliny, vykazuji schopnost inhibovat kalcineurin. Cyklosporin A
tvoti komplex s cyklofilinem A, FK506 se vaze na FK506 vazajici protein 12 (FKBP12). Tyto
komplexy vyrazné omezuji piistup substrati na aktivni misto kalcineurinu a inhibuji tak

defosforylaci cilovych proteint kalcineurinu (Sieber et Baumgrass, 2009). Podobny uc¢inek
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jako cyklosporin A vykazuje napiiklad hymenistatin (Dutta, 2002). FK506 ma nékolik
derivati se stejnym mechanismem Uc¢inku. Patfi mezi né imunosupresivni slouceniny
ascomycin a pimecrolismus (Sieber et Baumgrass, 2009).

DalSimi ucinnymi inhibitory kalcineurinu jsou pyretroidy, konkrétn€ cypermetrin,
deltametrin a fenvalerat (Enan et Matsumara, 1992). Pyretroidy jsou latky s insekticidnim
ucinkem. Na zaklad¢ své chemické struktury mohou byt déleny do dvou skupin: na pyretroidy
typu II, které obsahuji kyanidovou skupinu a pyretroidy typu I, které tuto skupinu neobsahuji.
Cypertmetrin, deltametrin a fenvalerat patfi do skupiny pyretroidi typu II (Bradberry et al.,
2005).

Katalytické centrum kalcineurinu mé velmi podobnou strukturu a konformaci jako jiné
serin/threonin protein fosfatazy (PP1 a PP2A) a tak mnoho inhibitort, které se vazou na
katalytické centrum, inhibuji i tyto fosfatdzy. Nékteré z téchto inhibitord mohou vykazovat
odlisnou afinitu k pfislusSnym fosfatdzam. K takovym inhibitorim se fadi kyselina okadaova
nebo endothall. Dal$im inhibitorem kalcineurinu je dibuferin (metabolit hub) (Sieber et

Baumgrass, 2009).
3.3.5 Funkece kalcineurinu

Kalcineurin se uplatiuje v mnoha fyziologickych procesech, ma schopnost
defosforylovat Sirokou Skalu proteinti. Jednémi z velmi dobfe znamych substratii kalcineurinu
jsou n€které proteiny zrodiny NFAT (Nuclear Factor of Activated T cell) (Sieber et
Baumgrass, 2009). Aktivovany kalcineurin je defosforyluje, coz vede k jejich translokaci
Z cytoplazmy do jadra, kde NFAT spolupracuji s dal$imi faktory a podporuji genovou
transkripci (Macian, 2005). Defosforylaci NFAT mohou inhibovat jiz zminéné komplexy
lé¢ivo — imunofilin, které se vazou na kalcineurin a v disledku toho NFAT zistavaji
Vv cytoplazmé (Reynolds et Al-Daraji, 2002). Kalcienurin je pravdépodobné jedinou protein
fosfatazou, ktera defosforyluje NFAT (Sieber et Baumgrass, 2009). I kdyZ tyto transkripcni
faktory NFAT byly ptivodné objeveny v T — buiikach, jejich exprese probiha i mimo imunitni
systém. Kalcineurin-NFAT signalizace je zapojena do regulacnich procesti v riznych tkanich.
(Chang et al., 2004). Kalcineurin se dale uplatiiuje v procesech, které zahrnuji nervovy vyvoj
a pamét’, imunitni odpovéd’ a vyvoj svalt (Rusnak et Mertz, 2000). Kalcineurin se podili i na
nekterych procesech, které probihaji ve vajicku.

Nartst hladiny intracelularnich vapenatych iontl ve vajicku a nasledné aktivovani
Ca’* dependentnich signalizacnich drah jsou kliové procesy, které vedou k prolomeni
meiotického bloku pii fertilizaci. Oplozeni vajicka vyvola pfechodné zvySeni koncentrace
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cytoplazmatického Ca®", coz vede k aktivaci CaMKII. Aktivace CaMKII je nezbytna k tomu,
aby mohlo dojit k prolomeni druhého meiotického bloku, ktery je udrzovan cytostatickym
faktorem. Nishiyama et al. (2007) a Mochida et Hunt, (2007) zjistili, ze aktivace kalcineurinu,
stejné¢ jako CaMKII, v oocytech zab rodu Xenopus je nutnd pro vystup z metafaze II
a kalcineurin je pravdépodobné dilezity i pro dal$i procesy potiebné pro zahdjeni
embryonalniho vyvoje. Nishiyama et al. (2007) zjistili, ze aktivita kalcineurinu i CaMKII
vzrista ihned po zvyseni intracelularnich hladin Ca®* a jejich prechodna aktivace predchazi
inaktivaci Cdkl pomoci degradace cyklinu B. Z dalSich jejich vypliva, Ze aktivace
kalcineurinu probiha nezavisle na aktivaci CaMKII. Kalcineurin byl nalezen také u mouchy
rodu Drosophila v raném embryu a ve vajecnicich (Takeo et al., 2006). Kalcineurin zde také
sehrava ulohu béhem meiotického déleni (Takeo et al., 2010). Inhibice kalcineurinu muze
narusit nékteré udalosti, ke kterym dochéazi v oocytu po zvyseni intracelularnich hladin Ca®.
Jedna se naptiklad o degradaci cyklinu B, migraci prvojader, preusporadani cytoskeletu
Vv kortikdlni oblasti buiikky nebo defosforylaci proteind, které byly fosforylovany béhem
M faze (Jessus et Haccard, 2007).
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4 MATERIAL A METODY

4.1 Odbér vajeéniki a izolace oocyti

Vajecniky byly odebirdny na mistnich jatkdch z porazenych prasnicek, které se
nachazely v nezndmém stadiu pohlavniho cyklu. Z jatek do laboratofe byly vajecniky
transportovany béhem jedné hodiny ve vyhtatém fyziologickém roztoku (0,9% chlorid sodny)

na 39°C. Z vaje¢nikl byly ziskdvany oocyty ve fazi rlistu a oocyty s ukoncenym ristem.
e Zisk oocytii ve fazi rustu

Oocyty ve fazi ristu riznych velikosti byly ziskavany z tenkych pruhii ovarialni tkané
(10 - 15 mm dlouhé a 1 — 2 mm Siroké), které byly odiiznuté z povrchu vaje¢nikd pomoci
skalpelu. Nasledn¢ byly tyto pruhy ovaridlni tkané vlozeny do Petriho misek, které
obsahovaly kultivatni médium. Poté byly oocyty uvolnény zjejich folikuld. To bylo
provedeno otevienim folikuldrni st€ény pomoci hrotu jehly 25 G. Méteni vnitiniho priméru
oocytu (bez vrstvy zona pellucida) probihalo pod mikroskopem s okularovym mikrometrem.
Oocyty byly rozd€leny do ctyt velikostnich kategorii: 80 — 89 um, 90 — 99 um, 100 — 110 um
a 120 um.

K dal$im pokusim byly vybrany pouze ty oocyty, které byly obklopené nékolika
vrstvami kumulérnich bun€k. Pied kultivaci byly oocyty tfikrat oplachnuty v kultivaénim

médiu.
e Zisk oocytii S ukonéenym ristem

Oocyty s ukonéenym rastem byly ziskavany z folikulti o velikosti 2 —5 mm v praméru
pomoci aspirace jehlou 20G. K dal§im pokusim byly pouzity pouze oocyty s kompaktnim

obalem kumularnich bunék.
4.2 Kultivace oocytii

Jako kultivacni médium bylo pouzito médium M199 (GibcoBRL, Life Technologies,
Paisley, Skotsko), které bylo modifikovano hydrogenuhli¢itanem sodnym (0,039 ml 7%
roztoku na mililitr média), laktatem vapenatym (0,6 mg/ml), gentamicinem (0,025 mg/ml),
HEPES (1,5 mg/ml), 13,5 IU eCG: 6,6 1U hCG/ml (P.G.600 Intervet, Boxmeer, Holandsko) a
10% fetalnim telecim sérem (GibcoBRL, Life Technologies, Némecko).
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Kultivace oocytli probihala po dobu 24, 48 nebo 72 hodin v Petriho miskéch o
pruméru 3,5 cm (Nunc, Roskilde, Dansko), které obsahovaly 3,0 ml kultiva¢niho média

vyhfatého na 39°C v prostiedi smési 5% CO; se vzduchem.
4.3 Stanoveni kalcineurinu v oocytu metodou Western blot

Oocyty byly zbaveny kumularnich bunék a nasledné byly promyty ve tfech 200 pl
kapkach fosfatového pufru PBS (Sigma-Aldrich, Némecko). Pak byly tyto oocyty dany do
mikrozkumavky se 7 pl koncentrovaného vzorkového pufru. Takto byly povafeny ve vodni
lazni po dobu 3 minut a nasledné byly zamrazeny. Kumularni buiiky, které byly na zacatku
odstranény z oocytd, byly centrifugovany pii 5000 otackach 3 minuty v 1 ml PBS. Tyto
buniky byly poté pifemistény do 7 ul koncentrovaného SDS vzorkového pufru. Po dobu 3
minut byly takto povafeny a pak zamrazeny. Vzorky byly skladovany pfi -20°C nejvyse 14
dnti. Pripravené vzorky byly pted elektroforetickou separaci natedény 13 pl redestilované
vody. Pozitivni kontrolou byl ¢isty protein kalcineurin vV mnozstvi 5 ng (Sigma-Aldrich
Chemie Gmbh, Némecko, C-1907).

Elektroforetickd separace proteinovych vzorki probihala nejprve v zaostfovacim 4 %
polyakrylamidovém gelu s dodecylsulfitem sodnym (SDS-PAGE) a nasledné v 12,5 %
separacnim SDS-PAGE gelu. Po rozdé€leni proteini v gelu podle molekulové hmotnosti byly
tyto pfetiStény na nitrocelul6zovou membranu (Hybond, Amersham Pharmacia Biotech,
USA). Pretisténi proteinti na membranu bylo ovéfeno pomoci hmotnostniho markeru (Bio-
Rad, Montreal, Kanada, 161-0318). Tento hmotnostni marker byl vyuzit i pro identifikaci
proteinii.

Membrana byla blokovana pies noc v 2 % roztoku netu¢ného mléka a PBS, ktery
obsahoval 0,1% Tween 20. Membrana byla inkubovana po dobu 2 hodin spolecné s primarni
anti-kalcineurin A protilatkou (Sigma.Aldrich, Némecko, C1956) v koncentraci 1:10 000
nebo anti-kalcineurin B protilatkou v koncentraci 1:3 000. Nasledovalo promyti a inkubace
membrany spolu se sekundarni mysi protilatkou (Amersham GE Healthcare, Life Sciences,
Velka Britanie, NIF825) o koncentraci 1:30 000. Pfenesené proteiny znacené protilatkami
byly zviditelnény pomoci ECL Advance Western Blotting detekéniho kitu (Amersham
Pharmacia Biotech, Velka Britanie). Snimany a kvantifikovany byly pomoci digitalniho blot
skeneru (C-DiGit Blot Scanner (LI-COR Biosciences, USA).
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4.4 Osetieni oocyti inhibitory kalcineurinu

K inhibici kalcineurinu byly pouzity dva inhibitory: inhibitor ze skupiny pyretroidd,
fenvalerat a inhibitor nepyretroidové povahy, hymenistatin 1. Pyretroid, ktery inhibuje
kalcineurin — fenvalerat byl zakoupen od Sigma-Aldrich (Némecko). Oba inhibitory byly
rozpu$tény v dimethylsulfoxidu. Zasobni roztok 50 mM byl zfedén v DMSO. Piedbézné
experimenty ukdzaly, ze ptidani ¢isttho DMSO ve stejnych koncentracich pouzivanych pii
kultivaci oocytu s pyretroidem, nemélo zadny vyznamny ucinek na zrani oocytl in vitro.
Testovany byly rostouci oocyty s ¢astecnou meiotickou kompetenci a oocyty s ukonenym
rustem.

Aby se docililo pozadované koncentrace testované latky, pted kazdou kultivaci byl do
kultivacniho média pfidan zasobni roztok. Oocyty ve fazi rlstu s ¢asteCnou meiotickou
kompetenci byly testovany s fenvaleratem v koncentracich 0, 10, 25, 50 a 100 uM a
s hymenistatinem | v koncentracich 0, 2, 4 a 8 uM.

Meioticky kompetentni oocyty s ukoncenym ristem byly testovany s fenvaleratem o
koncentracich 0, 10, 25, 50 a 100 uM a s hymenistatinem I o koncentracich 0; 0,5; 2; 4; 8 uM.

Rozsah koncentraci testovanych chemickych latek byl zalozen na predchozich
pokusech (data nejsou uvedena) a jsou uvedeny pouze koncentrace s vyznamnym ucinkem na

zrani oocytd.
4.5 Hodnoceni oocytt

Na konci kultivace byly oocyty pieneseny na sklicko a fixovany pomoci roztoku
kyseliny octové a ethanolu (1:3, v/v) nejméné po dobu 24 hodin a nasledné barveny 1,0%
orceinem. Faze meiotického zrani byly hodnoceny pod mikroskopem s fazovym kontrastem.
Jednotlivé faze jaderného zrani - stadium zarodecného vacku (GV), pozdni diakineze (LD),
metafaze 1 (MI), anafaze 1 (Al), telofaze 1 (TI) a metafaze II (MII) byly vyhodnoceny
vsouladu skritérii popsanymi Motlikem a Fulkou (1976). Abnormalni konfigurace
chromatinu, ktera neodpovidala vySe uvedenym kritériim, byla vyhodnocena jako
degenerativni. Pomoci obarveni kultivovanych oocytli trypanovou modii byla zhodnocena
jejich Zivotaschopnost. CtyFicet oocytil z kazdé kategorie, to znamena meioticky kompetentni
oocyty sukoncenym rustem, oocyty ve fazi rastu s ¢asteCnou meiotickou kompetenci a
oocyty ve fazi ristu meioticky nekompetentni, byly hodnoceny po oSetfeni ptislusSnou

chemickou latkou — fenvaleratem a hymenistatinem 1. Po 48 hodinové kultivaci prasecich
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oocytll, coz je doba potiebnd pro jejich zrani, byly tyto oocyty zkoumany pomoci barveni
trypanovou modii.

Z4dny z provedenych pokusti neprokazal jakykoli vliv pyretroidu na Zivotaschopnost
oocytd. Proto jsou uvedeny pouze vysledky ziskané po kultivaci s pouzitou nejvyssi

koncentraci v daném pokusu zkoumajiciho zrani oocytu.
4.6 Experimentalni schéma

Experiment 1: Ovéreni meiotické kompetence

Cilem bylo ovéfit meiotickou kompetenci oocytli prasete v danych laboratornich
podminkach. Kultivovany byly oocyty ctyt velikostnich kategorii: 80 — 89 pum, 90 — 99 um,
100 — 110 pm a 120 pm. Kultivace probihala po dobu 48 hodin. Hodnoceni oocytli bylo
provedeno pomoci mikroskopu s fazovym kontrastem. Jednotlivé faze zrani byly

vyhodnoceny na zakladé kritérii popsanymi Motlikem a Fulkou (1976).
Experiment 2: Prukaz pritomnosti kalcineurinu

Utelem bylo prokazat piitomnost kalcineurinu v prase¢ich oocytech a jejich piilehlych
kumularnich buiikach. Analyzovany byly oocyty na konci ristové faze, ve stddiu zarode¢ného
vacku a behem jejich nasledné kultivace 24 a 48 hodin, do stadia prvni a druhé meiotické
metafaze. Stanoveni pfitomnosti kalcineurinu bylo provedeno pomoci metody Western blot.

Byla detekovana katalytické a regula¢ni podjednotka kalcineurinu.
Experiment 2: Inhibice kalcineurinu

Cilem experimentu bylo zjistit, zda se kalcineurin podili na meiotickém zrani oocytu
prasete. K tomuto ucelu byly pouzity ¢astecné meioticky kompetentni oocyty ve fazi rlstu a
meioticky kompetentni oocyty s ukonc¢enym ristem. K inhibici kalcineurinu byly pouzity dva
inhibitory. Fenvalerat, ze skupiny pyretroidi a hymenistatin I, inhibitor nepyretroidové
povahy. Kultivace oocytli s danymi inhibitory kalcineurinu probihala po dobu 24, 48 a 72
hodin.

4.7 Statisticka analyza vysledki

Kazdé osetieni zvolenou koncentraci testovanych chemickych latek bylo provedeno na

40 oocytech. Kazdé osetfeni bylo provedeno tiikrat. Korelace mezi koncentraci pyretroida a
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jejich tcinkem na meiotické zrani praseciho oocytu byla stanovena pomoci Spearmanova
korelaéniho koeficientu.

Koncentrace daného pyretroidu, kterd je potfebna k vyvolani inhibice zrani u 50 %
oocytt s ukon¢enym rastem (inhibi¢ni koncentrace 50, InhMsp) a koncentrace pyretroidu
potiebna k indukci zrani do MII u 50 % rostoucich oocytd s ¢aste¢nou meiotickou kompetenci
(indukéni koncentrace 50, Indsp), byly vypocitany pomoci nelinedrni regrese.

Procento oocyti v dané fazi meiotického zrani v kazdé koncentraci inhibitoru bylo
porovnano s kontrolni skupinou za pouZiti x*—testu. Celkové procento oocytdl, které doséhly
stanovené faze meiotického zréani, se ve vSech opakovanich nelisilo o vice nez 2,5 %.

Jako statisticky vyznamné byly hodnoceny rozdily na hlading (P < 0.05).
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5 VYSLEDKY

5.1 Ovéreni meiotické kompetence oocytii

Cilem experimentu bylo v naSich kultiva¢nich a experimentalnich podminkach zjistit
meiotickou kompetenci oocytil prasete o rtizné velikosti vnitiniho priméru

Zjistili jsme, Ze v naSich laboratornich podminkach jsou oocyty velikostni skupiny
80 - 89 um i oocyty o velikosti vnitiniho praiméru 90 - 99 um zcela meioticky nekompetentni.
Pii 48 hodinové kultivaci v podminkach in vitro nepostoupily za stadium zarode¢ného vacku.
Skupina oocytl o velikosti vnitiniho priméru 100 - 110 pm zahrnovala oocyty s jiz ¢astecné
vyvinutou meiotickou kompetenci. Tyto oocyty byly pii 48 hodinové kultivaci schopné dojit
do stadia prvni meiotické metafdze. Nebyly vSak schopny prolomit meioticky blok. Oocyty o
velikosti 120 um jsou jiz zcela kompetentni dokoncit meiotické zrani. V naSich laboratornich
podminkach dosahly po 48 hodinach druhé meiotické metafaze.

Prokazali jsme, Ze oocyty prasete ziskavaji meiotickou kompetenci gradudlné

V zavislosti na své velikosti.

Tabulka 1. Ovéfeni meiotické kompetence oocyti prasete o riznych vnitinich

priumérech po dobu 48 hod. kultivace v experimentalnich laboratornich podminkach

Faze % oocytl v dané fazi
meiotického
Zrani 80 — 89 um 90 - 99 um 100 — 110 um 120 um
GV 97,8 +2,2° 88,5+ 6,0° 12,8 +5,4° 6,2+6,1°
MI 1,5+ 1,0° 9,9+ 4,7 87,2 5,4 6,9 + 4,8°
MII 0,7+ 0,7° 1,6 1,2 0,0 + 0,0 86,9 +5,7°

GV — faze zarode¢ného vacku. MI - faze prvni meiotické metafize. MII — faze druhé
meiotické metafaze.

Analyzovany byly oocyty s vnitinim primérem 80 - 89, 90 - 99, 100 - 110 a 120 um.
Kultivace probihala v modifikovaném médiu M199 po dobu 48 hodin. Ziskana data byla
prezentovana jako primér = smérodatna odchylka. Rizna pismena v exponentech hodnot
oznacuji vramci tadka statisticky vyznamnou odliSnost (P < 0,05). Pokus byl ctyfikrat

opakovan.
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5.2 Detekce proteinu kalcineurinu v prase¢im oocytu

Pomoci metody Western blot bylo potvrzeno, Ze se ob¢ podjednotky kalcineurinu
vyskytuji v prase¢ich oocytech s ukonc¢enym riistem a v jejich kumularnich bunikéch (obr. 4 a
5). Byla potvrzena reakce protilatky proti kalcineurinu A s proteinem, ktery mél molekulovou
hmotnost 58 kDa, coz odpovidalo molekulové hmotnosti kalcineurinu A. Stejné tak byla
potvrzena reakce protilatky proti kalcineurinu B s proteinem, jehoz molekulova hmotnost byla

18 kDa, coz odpovidalo molekulové hmotnosti kalcineurinu B.

Obrazek 4. : Detekce kalcineurinu A v oocytech a kumularnich buiikich metodou
Western blot

56kDa e SN v « v

PP GV GV, Ml Ml Ml Ml

PP — ¢isty protein kalcineurin z hovéziho mozku 1 ng. GV — oocyty s ukon¢enym rlistem ve
fazi zarodecného vacku. GVcc — kumularni buiiky z oocytl ve fazi GV. MI — oocyty ve stadiu
metafaze |. Mlcc — kumularni bunky z oocytt ve fazi MI. MII — oocyty ve stadiu metafaze II.
Mllcc — kumuléarni buiiky z oocytti ve fazi MII. Ve vSech vzorcich bylo 150 oocytti nebo

jejich kumularnich bunék.
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Obrazek 5.: Detekce kalcineurinu B Vv oocytech a kumuldrnich buiikich metodou

Western blot

18 kDa -- T N W e
PP GV GV, Ml Ml MII Ml

PP — &isty protein kalcineurin z hovéziho mozku 1 ng. GV — oocyty s ukoncenym rlistem ve
fazi zarodecného vacku. GVcc — kumularni buiiky z oocyt ve fazi GV. MI — oocyty ve stadiu
metafaze 1. Mlcc — kumularni bunky z oocytt ve fazi MI. MII — oocyty ve stadiu metafaze II.
Mllcc — kumuléarni buiiky z oocytli ve fazi MII. Ve vSech vzorcich bylo 150 oocytli nebo

jejich kumularnich bun¢k.

5.3 Vliv inhibitori Kkalcineurinu na oocyty ve fazi ristu s ¢astenou

meiotickou kompetenci

Procento oocytli ve fazi rastu, které dozraly do stadia metafaze II, vyznamné vzrostlo
po 48 hodinové in vitro kultivaci pod vlivem Kkalcineurin — inhibujiciho pyretroidu
(fenvaleratu). Procento oocytii, které nebyly schopny obnovit meidézu a projit rozpadem
zarode¢ného vacku (GVBD) se zna¢né snizilo (Tabulka 2 a 3).

Po kultivaci oocytt ve fazi rustu pod vlivem nepyretroidového inhibitoru kalcineurinu
— hymenistatinem I byly pozorovany podobné ucinky jako po kultivaci s fenvaleratem.
(Tabulka 2 a 4).

Béhem 48 hodinové kultivace rostoucich praseCich oocytii s ¢asteCnou meiotickou
kompetenci s maximalnimi koncentracemi testovanych latek, coz bylo 100 uM fenvaleratu
(n=50) a 8 uM hymenistatinu I (n=50), nebyly pozorovany zddné degenerace oocytil.

Zivotaschopnost po 48 hodinové kultivaci nebyla vyznamné ovlivnéna.
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Tabulka 2.

Vliv Kkultivace rostoucich prasecich oocytu s ¢aste¢nou meiotickou kompetenci (vnitini

primér 110 pm) s fenvaleratem a hymenistatinem I.

Testované latky

Spearmantiv

korelaéni koeficient | Induk¢éni koncentrace

Mnozstvi

mezi koncentracemi 50 (uM) testovanych oocytd
a zranim do MII
Fenvalerat 0.92% 48 600
Hymenistatin | 0.85" 7 480

Spearmentiv korela¢ni koeficient mezi koncentracemi danych latek a procentem oocyti, které

dozraly do stadia metafaze II byl vyznamny (), pokud hladina v§znamnosti P byla mensi nez

0,05.

Induk¢ni koncentrace 50 — koncentrace danych pyretroidd, ktera byla potfebnd pro indukci

zrani do metafaze I u 50 % rostoucich oocytl S ¢asteCnou meiotickou kompetenci.

Tabulka 3.

Vliv pyretroidu fenvaleratu na zrani oocyti s ¢asteénou meiotickou kompetenci

o Koncentrace fenavaleratu (uM)
Stadium
zrani
0 10 25 50 100
GV (%) 18+2° 14+3? 13+2° 7+1% 0+0°
MI - T1 (%) 65+3° 66+4° 49+3° 42+3" 37+4°
MII (%) 17+2° 20+2° 38+3" 51+4° 63+4°
a,b,cd

Vyznamné rozdily na hladiné (P < 0.05) mezi procenty oocytl v piislusné fazi jaderného

zrani s riznym oSetienim (rozdily v rdmci fadka) jsou oznaceny rozdilnymi hornimi indexy.

Pro kazdé oSetfeni (pro kazdou koncentraci pyretroidu) bylo pouzito 120 oocyti
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Tabulka 4.

Vliv nepyretroidu hymenistatatinu I na zrani oocyti s ¢astenou meiotickou kompetenci

Koncentrace hymenistatinu | (uM)
Stadium zrani
0 2 4 8
GV (%) 18+2° 8+1% 0+0% 0+0°
MI - TI (%) 65+3° 63+3° 68+3° 44+4°
MII (%) 17+3° 29+2% 32+3° 56+4°

aPedy/¥7namné rozdily na hlading (P < 0.05) mezi procenty oocytii v piislusné fazi jaderného

zrani s riznym oSetienim (rozdily v rdmci fadkl) jsou oznaceny rozdilnymi hornimi indexy.

Pro kazdé oSetieni (pro kazdou koncentraci pyretroidu) bylo pouzito 120 oocyti

5.4 VIiv inhibitora kalcineurinu na oocyty s ukon¢enym riistem

Testovany kalcineurin — inhibujici pyretroid ovlivnil schopnost meioticky
kompetentnich oocytd s ukon¢enym rastem dokoncit zrani v prubehu 48 hodin. Tento vliv byl
zavisly na davce (tabulka 5 a 6). Bylo pozorovano pouze opozdéni zrani. Jestlize oocyty byly
kultivovany po dobu 72 hodin se 100 uM fenvaleratu, vSechny oocyty dozraly do stadia
metafaze 11 (100% MII ve fenvaleratu).

Po 48 hodinové kultivaci pln€¢ dorostlych prasecich meioticky kompetentnich oocytti
pod vlivem specifického nepyretroidového inhibitoru kalcineurinu — hymenistatinu 1, byl
pozorovan podobny tc¢inek (tabulka 5 a 7) jako po kultivaci s fenvaleratem.

Hymenistatin I také pouze zpomalil zrani plné dorostlych oocytt. Jestlize pln¢ dorostlé
oocyty byly kultivovany po dobu 72 hodin s 8 uM hymenistatinu I, 88 % z téchto oocytl
dozralo do metafaze II. VSechny zbyvajici oocyty dosahly metafaze I. Prodlouzeni kultivace
oocytl s hepyretroidovym inhibitorem kalcineurinu o 24 hodin (celkovy ¢as kultivace bylo 72
hodin) vedla ke zrani na stejné Grovni jako 48 hodinova kultivace bez inhibitoru.

Béhem 48 hodinové kultivace praseCich oocytli s ukonenym ristem s plné

meiotickou kompetenci s maximalnimi koncentracemi testovanych latek, coz bylo 100 uM
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fenvaleratu a 8 pM hymenistatinu I (n=5), nebyly pozorovany zadné degenerace oocytti. Také

zivotaschopnost oocytl nebyla vyrazn¢ ohrozena po 48 hodinové kultivaci.

Tabulka 5.

Vliv Kkultivace oocyti s ukonCenym riistem s plnou meiotickou kompetenci s

fenvaleratem a hymenistatinem 1.

Testovana latka

Spearmaniiv

korelaéni koeficietn

Inhibi¢ni koncentrace

Pocet testovanych

mze koncentracemi a 50 (uM) oocytl
zranim do MII
Fenvalerate -0.94% 79 600
Hymenistatin | -0.91° 10 600

Spearmentiv korela¢ni koeficient mezi koncentracemi danych latek a procentem oocytl, které
dozraly do stadia metaféze II byl vyznamny (*), pokud hladina vyznamnosti P byla mensi ne
0,05.

Inhibi¢ni koncentrace 50 — koncentrace danych pyretroidd, kterd byla potfebna pro vyvolani

inhibice zrani u 50 % oocytl s ukonc¢enym rastem.

Tabulka 6.

Vliv pyretroidu fenvaleratu na zrani oocyti s plnou meiotickou kompetenci

Koncentrace fenvaleratu (uM)
Stadium zrani
0 10 25 50 100
GV (%) 0+0° 0+0° 0+0° 7+3° 18+3°
MI - TI (%) 2+0° 3+1° 29+3° 37+4° 37+1°
MII (%) 98+0° 97+1° 71+3° 56+2° 45+3°
a,b,c,d

Vyznamné rozdily na hladiné (P < 0.05) mezi procenty oocytd v ptislusné fazi jaderného
zrani s riznym oSetienim (rozdily v rdmci fadka) jsou oznaceny rozdilnymi hornimi indexy.

Pro kazdé oSetfeni (pro kazdou koncentraci pyretroidu) bylo pouzito 120 oocytl
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Tabulka 7.

Vliv nepyretroidu hymenistatinu I na zrani oocyti s plnou meiotickou kompetenci

Koncentrace hymenistatinu | (uM)
Stadium zrani
0 0,5 2 4 8
GV (%) 0+0° 0+0° 0+0° 0+0? 7+2°
MI - T1 (%) 0+0° 9+1% 20+2° 35+3° 38+5°
MII (%) 100+0° 91+1% 80+2" 65+3° 55+4°

2b¢8vyznamné rozdily na hlading (P < 0.05) mezi procenty oocytii v prisluiné fazi jaderného
zrani s riznym oSetfenim (rozdily v rdmci fadki) jsou oznaceny rozdilnymi hornimi indexy.

Pro kazdé oSetfeni (pro kazdou koncentraci pyretroidu) bylo pouzito 120 oocyti
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6 DISKUZE

V oocytu prasete a jeho kumularnich bunikdch byla potvrzena pfitomnost proteinu
kalcineurinu. Kalcineurin se vyskytuje v oocytech v obou podjednotkach, v katalytické
podjednotce (kalcineurin A) i v regula¢ni podjednotce (kalcineurin B). Tato prace byla prvni,
ve které se kalcineurin podafilo detekovat u savéiho oocytu. Z literatury byla doposud
popsdna exprese proteinu kalcineurinu pouze v oocytech zaby rodu drapatka Xenopus
(Nishiyama et al., 2007; Mochida et Hunt, 2007) a u mouchy rodu Drosophila (Takeo et al.,
2006). Vyskyt kalcineurinu u prasete byl pozorovan v somatickych buikach, napiiklad byl
prokazan v kosterni svaloviné (de Jonge et al., 2006). Dokonce ptitomnost kalcineurinu byla
potvrzena i u samcich prasecich pohlavnich bunék, ve spermiich (Tash et al., 1988). To, ze
kalcineurin je pfitomny v prase¢ich oocytech béhem meiotického zrani naznacuje, Ze by mohl
mit dualezitou roli v tomto procesu. Nishiyama et al. (2007) a Mochida et Hunt, (2007) zjistili,
ze je kalcineurin v oocytech Xenopus laevis nutny pro vystup z metafaze II a nejspise je
dilezity i pro dalsi procesy, které jsou potiebné pro zahdjeni embryonalniho vyvoje. Stejné
tak 1 u mouchy rodu Drosophila je kalcineurin nutny pro spravné dokonceni meiotického
zrani (Takeo et al., 2010).

Dale tato prace prokéazala, ze je kalcineurin zapojen do regulace procesu zisku
meiotické kompetence i meiotického zrani. Tento fakt potvrdily experimenty, ve kterych byl
protein kalcineurin zablokovan pyretroidovymi a nepyretroidovymi inhibitory. K tomuto
ucelu bylo vyuzito zrani in vitro oocytl prasete s riznou urovni meiotické kompetence pod
vlivem pyretroidu, ktery ma inhibi¢ni u¢inek na kalcineurin — fenvaleratu. Zrani rostoucich
prase¢ich oocyti s ¢asteCnou meiotickou kompetenci se zvysilo, pokud tyto oocyty byly
kultivovany s danymi koncentracemi fenvaleratu. Naopak, pokud byly plné¢ meioticky
kompetentni oocyty s ukonenym rustem kultivovany s timto pyretroidem, tak zrani bylo
zpomaleno. Jakym zptisobem pyretroid ovliviiuje zrani oocytd, neni zcela jasné. Protoze
fenvalerat je znamym specifickym inhibitorem kalcineurinu (Enan et Matsumura, 1992) je
tedy mozné, Ze ucinek tohoto pyretroidu, ktery byl pozorovan v této praci, je zprostiedkovan
pies jeho vliv na kalcineurin. Tento predpoklad byl podpoien vysledky, které byly ziskany
z pokust, ve kterych oocyty byly kultivovany spolecné se specifickym nepyretroidovym
inhibitorem kalcinerinu — hymenistatinem 1. V téchto pokusech ucinek hymenistatinu I na
zrani prase€ich pocytii byl velmi podobny jako vliv fenvaleratu. Nicméné nelze vyloucit, Ze

pyretroid ovliviiuje oocyty skrze iontové kanaly, které jsou dilezité béhem zrani savcich
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oocytd (Tosti et Boni, 2004), protoze pyretroidy ptisobi negativné pfedevsim pravé na iontové
kanaly (Bradberry et al., 2005).

Pro¢ mély inhibitory kalcineurinu opa¢ny vliv (inhibice a indukce meidzy) na zrani
meioticky kompetentnich oocyti s ukoncenym rlstem a na zrani oocyti ve fazi rlstu
s castecnou meiotickou kompetenci neni jasné. Pro vystup sav¢ich oocytl ze stadia metafaze |
a pokraCovani meidzy je nutny pokles aktivity MPF (Hampl et Eppig, 1995). Inaktivace
tohoto komplexu muze probihat pies rizné mechanismy. Inhibice MPF miize byt zptisobena
destrukci jeho podjednotky, cyklinu B (Fung et Poon, 2005). Aktivita MPF muze byt také
ovlivnéna jeho fosforylaci ¢i deforsforylaci (Norbury et Nurse, 1992). Jednou z moznosti pro¢
inhibitory kalcineurinu maji tento opacny efekt na zrani prasecich oocytl, miize byt to, Ze
rizné mechanizmy jsou cilem téchto inhibitord u oocytl ve fazi ristu a oocytli s ukoncenym
rustem.

Pyretroidni insekticidy se vyuzivaji po celém svété a lidé a zvitata jsou jejich u€inkiim
vystaveny pii mnoha pfileZitostech. Hrozbou pro vSechny Zivocichy je kontaminovana
potrava (Torres et al., 1996). Pyretroidy jsou vSak pouzivany také jako obycejné piisady
domaécich insekticidl. Toto neregulované uzivani insekticidli v domacim prostifedi zvysuje
riziko vystaveni velké ¢asti populace neptfiznivym ulinkim pyretroidii (Soderlund, 2012).
Duikazy o hromadéni fenvaleratu v organizmu lidi a hlodavci naznacuji, Ze je Skodlivé mimo
jiné i pro jejich reprodukéni systém (Arena et al., 2008; Gao et al., 2010). Proto zkoumani,
jaky vliv maji pyretroidy na sav¢i oocyty, si zaslouzi zvlastni pozornost.

Pyretroidy jsou chemické latky lipofilni povahy a mohou se ukladat v tkénich s vysokym
obsahem tuku. Protoze prase¢i oocyty obsahuji velké mnozstvi lipidi (obvykle 156 ng)
(McEvoy et al., 2000) na rozdil od mysich oocytii (4 ng na oocyt) (Lowenstein et Cohen,
1964) nebo oocytu skotu (58 ng na oocyt) (Ferguson et Leese, 1999), nebo oocytu ovce (89
ng na oocyt) (Coull et al., 1998), nelze vylou¢it moznost, ze ovlivnéni prasecich oocytl

pyretroidy je vétsi, nez u jinych druht.
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7 ZAVER

V této praci byl prokazan vyskyt proteinu kalcineurinu v pribéhu meiotického zrani
prase¢iho oocytu. V oocytech byla potvrzena exprese obou podjednotek kalcineurinu —
kalcineurinu A i kalcineurinu B.

Na zaklad¢ zablokovani proteinu kalcinerinu pyretroidovymi a nepyretroidovymi
inhibitory bylo dale prokazano, ze je kalcineurin zapojen do regulace procesu zisku meiotické
kompetence i meiotického zrani. Zrani ¢astecné kompetentnich oocytl se zvysilo, pokud byly
oocyty kultivovany s danymi koncentracemi fenvaleratu. Stejny inhibitor mél opacny efekt na
meiotické zrani oocytl s plnou meiotickou kompetenci, zrani zpomaloval. Podobny uc¢inek
byl pozorovan i v piipad¢ kultivace oocytt s nepyretroidovym inhibitorem, hymenistatinem 1.

Pfesny mechanizmus piisobeni kalcineurinu v oocytu neni zndm a je tieba se v dalSich
pracich na sledovani tlohy této fosfatazy zapojené do regulace meiotického zrani a zisku

meiotické kompetence zaméfit.

37



8 SEZNAM LITERATURY

Althaus, M., Clauss, W. G. Gasotransmitters: novel regulators of ion channels and
transportes. Front Physiol [online]. 2013. 4 (27) . [cit. 2015-01-31]. Dostupné z
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3578291/.

Arena, A. C. Fernandez, C. D., Porto, E. M., Bissacot, D. Z., Pereira, O. C., Kempinas, W. G.
2008. Fenvalerate, a pyretroid insecticide, adversely affects sperm production and storage in
male rats. Journal of Toxicology and Enviromental Health. 71 (23). 1550-1558.

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

Bhatt, R. R., Ferrell, J. E. Jr. 1999. The protein kinase p90rsk as an essential mediator of
cytostatic factor activity. Science. 286.1362—1365.

Bielanska-Osuchowska, Z. 2006. Oogenesis in pig ovaries during the prenatal period:

ultrastructure and morphometry. Department of Histology and Embryology. 22.

Blanco, M. R., Demyda, S., Moreno Millan, M., Genero, E. 2011. Developmental competence
of in vivo and in vitro matured oocytes: A review. Biotechnology and Molecular Biology
Review. 6 (7). 155-165.

Bootman, M. D., Berridge, M. J. 1995. The Elemental Principles of Calcium Signaling. Cell.
83.675-678.

Bradberry, S. M., Cage, S. A., Proudfoot, A., Vale., J. A. 2005. Poisoning due to Pyretroids.
Toxicological Reviews. 24 (2). 93-106.

Buccione, R., Schroeder A., C., Eppig, J. J. 1990. Interactions between Somatic Cells and
Germ Cells throughout Mammalian Oogenesis. Biology of Reproduction. 43. 543-547.

Calarco, P. G., Donahue, R. P., Szollosi, D. 1972. Germninal vesicle breakdown in the mouse

oocyte. Journal of cell science. 10. 369-385.

Castilho, P. V., Williams, B. C., Mochida, S., Zhao, Y., Goldberg, M. L. 2009. The M phase
kinase Greatwall (Gwl) promotes inactivation of PP2A/B55delta, a phosphatase directed
against CDK phosphosites. Molecular Biology of the Cell. 20. 477-47809.

38


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3578291/

Chang, Ch. P., Neilson, J. R., Bayle, J. H., Gestwicki, J. E., Kuo, A., Stankunas, K., Graef, I.
A., Crabtree, R. 2004. A Field of Myocardial-Endocardial NFAT Signaling Underlies Heart
Valve Morphogenesis. Cell. 118. 649-663.

Charlesworth, A., Meijer, H. A., de Moor, C. H. 2013. Specifity factors in cytoplasmic
polyadenylation. Wiley Interdiscplinary Reviews: RNA. 4 (4). 437-461.

Cheon, Y. 2012. Regulation and 3 dimensional culture of tertiary follicle growth. Clinical
Experimental Reproductive Medicine. 39 (3). 95-106.

Chin, D., Means, A. R. 2000. Calmodulin: a prototypical calcium sensor. Cell Biology. 10.
322-327.

Choi, T., Fukasawa, K., Zhou, R., Tessarollo, L., Borror, K., Resau, J., Vande Woude G.F.
1996. The Mos/mitogen-activated protein kinase (MAPK) pathway regulates the size and
degradation of the first polar body in maturing mouse oocytes. Proc. Natl. Acad. Sci. USA.
7032-7035.

Comizzoli, P., Pukazhenthi, B. S., Wildt, D. E. 2011. The competence of germinal vesicle
oocytes is unrelated to nuclear chromatin configuration and strictly depends on cytoplazmatic

quantity and quality in the cat model. Human Reproduction. 26 (8). 2165-2177.

Conti, M., Hsieh, M., Zamah, A. M., Oh, J. S. 2012. Novel signaling mechanism in the ovary

during oocyte maturation. Molecular and Cellular Endocrinology. 356. 65-73.

Coull, G. D., Speake, B. K., Staines, M. E., Broadbent, P. J., McEvoy, T. G. 1998. Lipid and

Fatty acid composition of zona-intact sheep oocytes. Theriogenology. 49. 179.

Crews, C. M., Erikson, R. L. 1992. Purification of a murine protein-tyrosine/threonine kinase
that phosphorylates and activates the Erk-1 geneproduct: relationship to the fission yeast byrl
gene product. Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 89. 8205-82009.

Dalby, K. N., Morrice, N., Caudwell, F. B., Avruch, J., Cohen, P. 1998. Identification of
regulatory phosphorylation sites in mitogen-activated protein kinases (MAPK)-activated
protein kinase-1a/p90rsk that are inducible by MAPK. J Biol Chem. 273. 1496-1505.

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 Mucle. J.
Journal of Histochemistry and Cytochemistry. 54. 641-648.

39



Dekel, N., Aberdam, E., Sherizly, I. 1984. Spontaneous maturation in vitro of cumulus-

enclosed rat oocytes is inhibited by forskolin. Biology of Reproduction. 31. 244-250.

DiLuigi, A., Weitzman, V. N., Pace, M. C., Siano, L. J., Maier, D., Mehlmann, L. M. 2008.
Meiotic Arrest in Human Oocytes is Maintained by a Gs Signaling Pathway. Biology of
Reproduction. 78 (4). 667-672.

Dutta, R. C. 2002. Peptide immunomodulators versus infection; an analysis. Immunology
Letters. 83 (3). 153 — 161.

Edson, M. A, Nagaraja, A. K., Matzuk, M. M. 2009. The mammalian ovary from genesis to
revelation. Endocrine Reviews. 30 (6). 624-712.

Enan, E., Matsumara, F. 1992. Specific inhibition of calcineurin by type Il synthetic pyretroid
insecticides. Biochemical Pharmacology. 43 (8). 1777-1784.

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

Eppig, J. J., Wigglesworth, K., Pendola, F., Hirao, Y. 1997. Murine Oocytes Suppress
Expression of Luteinizing Hormone Receptor MessengerRibonucleic Acid by Granulosa
Cells. Biology of Reproduction. 56. 976-984.

Erickson, G. F. Follicle Growth and Development [CD-ROM]. Gynecology and Obstetrics.
2004. [cit. 2014-10-15]. Dostupné z
http://www.glowm.com/resources/glowm/cd/pages/v5/v5c012.htmI?SESSID=dgkffbkhbcvsp
amcgn3t3mi491l.

Ferguson, E. M., Leese, H. J. B. 1999. Triglyceride content of bovine oocytes and early
embryos. Journal of Reproduction and Fertility. 116. 373-378.

Ferreira, E. M., Vireque, A. A., Adona, P. R., Meirelles, F. V., Ferriani, R. A., Navarro, P. A.
A. S. 2009. Cytoplasmic maturation of bovine oocytes: Structural and biochemical
modifications and acquisition of developmental competence. Theriogenelogy. 71. 836-848.

FitzHarris, G., Marangos, P., Carrol, J. 2007. Changes in endoplasmic reticulum structure
during mouse oocyte maturation are controlled by the cytoskeleton and cytoplasmic dynein.
Developmental Biology. 305.133-144.

40


http://www.glowm.com/resources/glowm/cd/pages/v5/v5c012.html?SESSID=dgkffbkhbcvspamcgn3t3mi491
http://www.glowm.com/resources/glowm/cd/pages/v5/v5c012.html?SESSID=dgkffbkhbcvspamcgn3t3mi491

Forstermann, U., Closs, E. 1., Pollock, J. S., Nakane, M., Schwarz, P., Gath, 1., Kleinert, H.
1994. Nitric Oxide Synthase Isozymes. Hypertension. 23 (6). 1121-1131.

Fung, T. K., Poon, R. Y. C. 2005. A roller coaster ride with the mitotic cyclins. Seminars in
Cell & Developmental Biology. 16 (3). 335-342.

Gao, X., Yu, L., Castro, L., Moore, A. B., Hermon, T., Bortner, C., Sifre, M., Dixon, D. 2010.
An endocrine-disrupting chemical, fenvalerate, induces cell cycle progression and collagen
type | expression in human uterine leiomyoma and myometrial cells. Toxicology Letters. 196
(3). 133-141.

Greenfeld, Ch., Flaws, J. A. 2004. Renewed debate over postnatal oogenesis in the

mammalian ovary. BioEssays. 26. 829-832.

Gross, S. D., Schwab, M. S., Lewellyn, A. L., Maller, J. L. 1999. Induction of metaphase
arrest in cleaving Xenopus embryos by the protein kinase p90rsk. Science. 286. 1365-1367.

Hampl, A., Eppig, J. J. 1995. Analysis of the mechanism(s) of metaphase-I arrest in maturing
mouse oocytes. Development. 121. 925-933.

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.

Hattori, M. A., Tabata, S. 2006. Nitric oxide and ovarian function. Animal Science Journal.
77 (3). 275-284.

Herrick, J. R., Brad, A. M., Krisher, R. 2006. Chemical manipulation of glucose metabolism
in porcine oocytes: effects on nuclear and cytoplasmic maturation in vitro. Reproduction. 131.
289-298.

Hirao, Y., Nagai, T., Kubo, M., Miyano, T., Miyake, M., Kato, S. 1994. In vitro growth and
maturation of pig oocytes. Journal of Reproduction and Fertility. 100. 333-339.

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

41



Huang, P. L. 2000. Mouse Models of Nitric Oxide Synthase Deficiency. JASN. 11 (2). 120-
123.

Hunter, M. G. 2000. Oocyte maturation and ovum quality in pigs. Reviews of Reproduction.
5. 122-130.

Inoue, M., Naito, K., Nakayama, T., Sato, E. 1998. Mitogen-activated protein kinase
translocates into the germinal vesicle and induces germinal vesicle breakdown in porcine
oocytes. Biology of Reproduction. 58.130-136.

Jablonka-Shariff, A., Olson, M. L. 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. 2944 — 2954,

Jessus, C., Haccard, O. 2007. Calcium’s double punch. Nature. 449. 297-298.

John, G. B., Shidler, M. J., Besmer, P., Castrillon, D. H. 2009. Kit Signaling via PI3K
promotes ovarian follicle maturation but is dispensable for primordial follicle activation.
Developmental Biology. 331 (2). 292-299.

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. 428. 145-150.

Julien, R., Adamkiewicz, G., Levy, J. I, Bennett, D., Nishioka, M., Spengler, J. D. 2008.
Pesticide loadings of select organophosphate and pyretroid pesticides in urban public housing.

Journal of Exposure Science and Environmental Epidemiology.18. 167-174.

Kagii, H., Naito, K., Sugiara, K., Iwamori, N., Ohashi, S., Goto, S., Yamanouchi, K., Tojo, H.
2000. Requirement of mitogen-activated protein kinase activation for the meiotic resumption

of porcine oocytes. Journal of Reproduction and Development. 46. 249-256.

Kanatsu-Shinohara, M., Schultz, R. M., Kopf, G. S. 2000. Acquisition of Meiotic
Competence in Mouse Oocytes: Absolute Amounts of p34cdc2, Cyclin B1, cdc25C, and weel
in Meiotically Incompetent and Competent Oocytes. Biology of Reproduction. 63. 1610-
1616.

Kim, H., Moon, CH., Ahn, M., Lee, Y., Kim, H., Kim, S., Ha, T., Jee, Y., Shin, T. 2005.
Expression of nitric oxide synthase isoforms in the porcine ovary during follicular

development. Journal of Veterinary Science. 6 (2). 97-101.

42



Klee, C. B., Ren, H.,, Wang, X. 1998. Regulation of the Calmodulin-stimulated Protein
Phosphatase, Calcineurin. The Journal of Biological Chemistry. 273 (22). 13367-13370.

Kolluru, G. K., Shen, X., Bir, S. C., Kevil, Ch. G. 2013. Hydrogen Sulfide Chemical Biology:
Pathophysiological roles and detection. Nitric Oxide. 30. 5-20.

Landim-Alvarenga, F. C., Maziero, R. R. D. 2014. Control oocyte maturation. Animal
Reproduction. 11 (3). 150-158.

Lee, J., Miyano, T., Moor, R. M. 2000. Localization of phosphorylated MAP kinase during

the transition from meiosis | to meiosis Il in pig oocytes. Zygote. 8. 119-125.

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

Liang, C. G., Huo, L. J., Zhong, Z. S., Chen, D. Y., Schatten, H., Sun, Q. Y. 2005. Cyclic
adenosin 3°5’- monophosphate-dependent activation mitogen-activated protein kinase in
cumulus cells is essential for germinal vesicle brakdown of porcine cumules-enclosed
oocytes. Endocrionology. 146. 4437-4444.

Liang, C. G,, Su, Y. Q., Fan, H. Y., Schatten, H., Sun, Q. Y. 2007. Mechanism regulating
oocyte meiotic resumption: Roles of mitogen-activated protein kinase. Molecular
Endocrinology. 21 (9). 2037-2055.

Liang, R., Yu, W., Du, J., Yang, L., Shang, M., Guo, J. 2006. Localization of cystathionine 3
synthase in mice ovaries and its expression profile during follicular development. Chinese
Medical Journal. 119 (22). 1877-1883.

Liu, M. The biology and dynamics of mammalian cortical granules. Reproductive biology and
endocrinology [online]. 2011. 9 (149). [cit. 2014-11-11]. Dostupné z
http://www.rbej.com/content/9/1/149.

Lohka, M. J., Maller, J. L. 1985. Induction of Nuclear Envelope Breakdown, Chromosome
Condensation, and Spindle Formation in Cell-free Extracts. The Journal of Cell Biology. 101
(2). 518-523.

Lowenstein, J. E., Cohen A. I. 1964. Dry mass, lipid content and protein content of the intact
and zona-free mouse ovum. Journal of Embryology and Experimental Morphology. 12. 113-
121.

43


http://www.rbej.com/content/9/1/149

Lucas, X., Martinez, E. A., Roca, J., Vazquez, J. M., Gil, M. A., Pastor, L. M., Alabart, J. L.
2002. Relationship between antral follicle size, oocyte diameters and nuclear maturation of

immature oocytes in pigs. Theriogenology. 58. 871-885.

Macian, F. 2005. NFAT proteins: key regulators of — cell development and function. Nature

Reviews Immunology. 5. 472-484.

Machaty, Z., Funuhashi, H., Day, B. N., Prather, R. S. 1997. Developmental Changes in the
Intracellular ca®* Release Mechanism in Porcine Oocytes. Biology of Reproduction. 56. 921-
930.

Madwick, S., Jones, K. T. 2007. How eggs arrest at metaphase Il: MPF stabilisation plus
APC/C inhibition equals Cytostatic Factor. Cell Division. 2 (4).

Marteil, G., Richard-Parpaillon, L., Kubiak, J. Z. 2009. Role of oocyte quality in meiotic

maturation and embryonic development. Reproductive Biology. 9. 203-224.

Masui, Y., Markert. C. L. 1971. Cytoplasmic control of nuclear behavior during meiotic

maturation of frog oocytes. Journal of Experimental Zoology. 177. 129-145.

Matova, N., Cooley, L. 2001. Comparative Aspect of Animal Oogenesis. Developmental
Biology. 231. 291-320.

McEvoy, T. G., Coull, G. D., Broadbent, P. J., Hutchinson, J. S. Speake, B. K. 2000. Fatty
acid composition of lipids in immature cattle, pig and sheep oocytes with intact zona

pellucida. Journal of Reproduction and Fertility. 11. 163-170.

Mehlmann, L. M. 2005. Stop and starts in mammalian oocytes: recent advances in
understanding the regulation of meiotic arrest and oocyte maturation. Reproduction. 130. 791-
799.

Mitra, J., Schultz, R. M. 1996. Regulation of the acquisition of meiotic competence in the
mouse: changes in the subcellular localization of cdc2, cyclin B1, cdc25C and weel, and in
the concentration of these proteins and their transcripts. Journal of Cell Science. 109. 2407-
2415.

Mochida, S., Hunt, T. 2007. Calcineurin is required to release Xenopus egg extracts from
meiotic M phase. Nature. 449. 336-339.

44



Mochida, S., Ikeo, S., Gannon, J., Hunt, T. 2009. Regulated activity of PP2A-B554 is crucial
for controlling entry into and exit from mitosis in Xenopus egg extracts. EMBO Journal. 28.
2777-2785.

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

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. 86-90.

Nagaraja, A. K., Middlebrook, B. S., Rajanahally, S., Myers, M., Matzuk, M. M., Pangas, S.
A. 2010. Defective Gonadotropin-Dependent Ovarian Folliculogenesis and Granulosa Cell
Gene Expression in Inhibin-Deficient Mice. Endocrionology. 151 (10). 4994-5006.

Nebreda, A. R., 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 extracts of Xenopus oocytes
and eggs. The EMBO journal. 12 (5). 1979-1986.

Nishiyama, T., Yoshizaki, N., Kishimoto, T., Ohsumi, K. 2007. Transient activation of
calcineurin is essential to initiate embryonic development in Xenopus laevis. Nature. 449 (20).
341-345.

Norbury, C., Nurse, P. 1992. Animal cell cycles and their control. Annual Reviews of
Biochemistry. 61. 441-470.

O’Connel, M. J., Osmani, A. H., Morris, N. R., Osmani, S. A. 1992. An extra copy of
nimES"™"® elevates pre-MPF levels and partially suppresses mutation of nimT®® in
Aspergillus nidulans. The EMBO Journal. 11 (6). 2139-2149.

Ohashi, S., Naito, K., Sugiura, K., lwamori, N., Goto, S., Naruoka, H., Tojo, H. 2003.
Analyses of Mitogen.Activated Protein Kinase Function in the Maturation of Porcine
Oocytes. Biology of Reproduction. 68. 604-609.

Palma, G.A., Argafiaraz, M.E., Barrera, A.D., Rodler, D., Mutto, A.A., Sinowatz, F. Biology
and Biotechnology of Follicle Development. The Scientific World Journal [online] 2012. [cit.
2014-10-30]. Dostupné z http://www.hindawi.com/journals/tswj/2012/938138/.

45


http://www.hindawi.com/journals/tswj/2012/938138/

Palmer, A., Gavin, A. C., Nebreda,A. R. 1998. A link between MAP kinase and
p34(cdc2)/cyclin B during oocyte maturation: p90(rsk) phosphorylates and inactivates the
p34(cdc?2) inhibitory kinase Mytl. The EMBO J. 17. 5037-5047.

Papkoff, J., Verma, I. M., Hunter, T. 1982. Detection of a transforming gene product in cells

transformed by Moloney murine sarcoma virus. Cell. 29. 417-426.

Pelosi, E., Forabosco, A., Schlessinger, D. 2011. Germ cell formation from embryonic stem
cells and the use of somatic cell nuclei in oocytes. Annals of the New York Academy of
Sciences. 1221 (1). 18-26.

Peter, M., Nakagawa, J., Dorée, M., Labbé, J. C., Nigg, E. A. 1990. In vitro disassembly of
the nuclear lamina and M-phase specific phosphorylation of lamins by cdc2 kinase. Cell. 61.
591-602.

Peters, J. M. 2002. The anaphase-promoting complex: proteolysis in mitosis and beyond.
Molecular Cell. 9 (5). 931-43.

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. 196 — 204.

Posada, J., Yew, N., Ahn, N. G., Vande Woude, G. F., Cooper, J. A. 1993. Mos stimulates
MAP kinase in Xenopus oocytes and activates a MAP kinase kinase in vitro. Molecular and
Cell Biology. 13. 2546-2553.

Radford, H. E., Meijer, H. A., de Moor, C. H. 2008. Translational control by cytoplasmic
polyadenylation in Xenopus oocytes. Biochemica et Biophysica Acta. 1779 (4). 217-229.

Reynolds, N. J. Al-Daraji, W. 1. 2002. Calcineurin inhibitors and sirolismus:mechanisms of
action and application in deramtology. Clinical and Experimental Dermatology. 27. 555-561.

Rhee, S. G. 2001. Regulation of Phosphoinositide.Specific Phospholipase C. Annual Review
of Biochemistry. 70. 281-312.

Rosselli, M., Keller, P. J., Dubey, R. K. 1998. Role of nitric in the biology, physiology and
pathophysiolgy of reproduction. Human Reproduction Update. 4 (1). 3-24.

46



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

Russo, C., Beaujois, R., Bodart, J-F., Blossey, R. 2009. Kicked by Mos and tuned by MPF-the
initiation of the MAPK cascade in Xenopus oocytes. HFSP J. 3 (6). 428-440.

Sagata, N., Watanabe, N., Vande Woude, G. F., Ikawa, Y. 1989. The c-mos proto-oncogene
product is a cytostatic factor responsible for meiotic arrest in vertebrate eggs. Nature 342.
512-518.

Santiquet, N., Robert, C., Richard, F. J. 2013. The Dynamics of Connexin Expression,
Degradation and Localisation Are Regulated by Gonadotropins during the Early Stages of In
Vitro Maturation of Swine Oocytes. Plos One. 8 (7).

Sanchez, F., Smitz, J. 2012. Molecular control of oogenesis. Biochimica et Biophysica Acta.
1822. 1896-1912.

Schultz, R. M., Montgomery, R. R., Belanoff, J. R. 1983. Regulation of mouse oocyte meiotic
maturation: Implication of a decrease in oocyte CAMP and protein dephosphorylation in

commitment to resume meiosis. Developmental Biology. 97. 264-273.

Shi, Y. 2009. Serine/Threonine Phosphatases: Mechanism through Structure. Cell. 139. 468-
484.

Sieber, M., Baumgrass, R.. Novel inhibitors of the calcineurin/NFATc hub - alternatives to
CsA and FK5067?. Cell Communication and Signaling [online]. 2009. 7 (25). [cit. 2015-02-01]
Dostupné z

http://www.biosignaling.com/content/7/1/25.

Soderlund, D. M. 2010. State-dependent modification of voltage-gated sodium channels by
pyretroids. Pesticide Biochemistry and Physiology. 97. 78-86.

Soderlund, D. M. 2012. Molecular Mechanism of Pyretroid Insecticide Neurotoxicity: Recent
Advances. Archives of Toxicology. 86 (2). 165-181.

Solomon, M. J., Glotzer, M., Lee, T. H., Philippe, M., Kirschner, M. W. 1990. Cyclin
activation of p34°“. Cell. 63. 1013-1024.

47


http://www.biosignaling.com/content/7/1/25

Sommer, D., Fakata, K. L., Swanson, S. A., Stemmer, P. M. 2000. Modulation of the
phosphatase activity of calcineurin by oxidants and antioxidants in vitro. European Journal of
Biochemistry. 267. 2312-2322.

Stojkovic, M., Motlik, J., Kélle, S., Zakhartchenko, V., Alberio, R., Sinowatz F., Wolf, E.
1999. Cell-cycle control and oocyte maturation:Rewiew of literature. Reproduction of
Domestic Animal. 34. 335 —342.

Stricker, S. A. 2006. Structural reorganization of the endoplasmic reticulum during egg

maturation and fertilization. Seminars in cell & developmental biology. 17. 303-313.

Sun, Q. Y., Breitbart, H., Schatten, H. 1999. Role of the MAPK cascade in mammalian germ
cells. Reproduction, Fertility and Development. 11. 443-450.

Sun, Q. Y., Miao, Y-L., Schatten, H. 2009. Towards a new understandig on the regulation of

mammalian oocyte meiosis resumption. Cell Cycle. 8 (17). 2741-2747.

Sun, Q. Y., Nagai, T. 2003. Molecular mechanism underlying pig oocyte maturation and

fertilization. Molecular Reproduction and Develement. 49. 347 — 359.

Sun, Q. Y., Wu, G. M., Lai, L., Park, K. W., Cabot, R., Cheong, H. T., Day, B. N., Prather, R.
S., Schatten, H. 2001. Translocation of active mitochondria during pig oocyte maturation,
fertilization and early embryo development in vitro. Reproduction. 122. 155-163.

Takahashi, K., Kikuchi, K., Uchida, Y., Kanai-Kitayama, S., Suzuki, R., Sato, R., Toma, K.,
Geshi, M., Nakano, M., Yonezawa, N. 2013. Binding of Sperm to the Zona Pellucida
Mediated by Sperm Carbohydrate-Binding Proteins is not Species-Specific in vitro between
Pigs and Cattle. Biomelecules. 3 (1). 85-107.

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. 957-967.

Takeo, S., Tsuda, M., Akahori, S., Matsuo, T., Aigaki, T. 2006. The calcineurin regulator sra

plays essential role in female meiosis in Drosophila. Current Biology. 16. 1435-1440.

Tash, J., 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. 1625-1633.

48



Torres, C. M., Picod, Y., Manes, J. 1996. Determination of pesticide residues in friut and

vegetables. Journal of Chromatography A. 754. 301 — 331.

Tosti, E., Boni, R. 2004. Electrical events during gamete maturation and fertilization in

animals and humans. Human Reproduction Update. 10. 53-65.

Tripathi, A., Kumar, K. V. K., Chaube, S. K. 2010. Meiotic Cell Cycle Arrest in Mammalian
Oocytes. Journal of Cellular Physiology. 223. 592-600.

Tsai, P. S., van Haeften, T., Gadella, B. M. 2011. Preparation of the cortical reaction:
maturation-dependent migration of SNARE proteins, clathrin, and complexin to the porcine
oocyte's surface blocks membrane traffic until fertilization. Biology of Reproduction. 84 (2).
327-35.

Tunquist, B. J., Maller, J. L. 2003.Under arrest: cytostatic factor (CSF)-mediated metaphase
arrest in vertebrate eggs. Genes & Development. 17 (6). 683-710.

Ueki, K., Muramatsu, T., Kincaid, R. L. 1992. Structure and expression of 2 isoforms of the
murine calmoduline-dependent protein phosphatase regulatory subunit (calcineurin B).

Biochemical and Biophysical Research Communications. 187. 537-543.

Vaccari, S., Weeks, J. L., Hsieh, Menniti, F. S., Conti, M. 2009. Cyclic GMP Signaling Is
Involved in the Luteinizing Hormone-Dependent Meiotic Maturation of Mouse Oocytes.
Biology of Reproduction. 81 (3). 595-604.

Van Voorhis, B. J.,, Dunn, M., Snyder, G., Weiner, C. 1994. Nitric oxide: an autocrine
regulator of human granulosa-luteal cell steroidogenesis. Endocrinology. 135. 1799-1806.

Van Blerkom, J. 1991. Microtubule mediation of cytoplasmic and nuclear maturation during
the early stages of resumed meiosis in cultured mouse oocytes. Proc Natl. Acad. Sci. USA.
88. 5031-5035.

van den Hurk, R., Zhao J. 2005. Formation of mammalian oocytes and their growth,

differentiation and maturation within ovarian follicles. Theriogenology. 63 (6). 1717 — 1751.

Verlhac, M. H., Kubiak, J. Z., Clarke, H. J., Maro, B. 1994. Microtubule and chromatin
behavior follow MAP kinase activity but no MPF activity during meiosis in mouse oocytes.
Development. 120. 1017-1025.

49



Vigneron, S., Brioudes, E., Burgess, A., Labbé, J. C., Lorca, T., Castro, A. 2009. Greatwall
maintains mitosis through regulation of PP2A. EMBO Journal. 28, 2786-2793.

Virant-Klun, 1., Knez, K., Tomazevic, T., Skutella T. Gene Expression Profiling of Human
Oocytes Developed and Matured In Vivo or In Vitro. BioMed Research International [online].
2013. [cit. 2014-05-11]. Dostupné z
http://www.hindawi.com/journals/bmri/2013/879489/cta/.

Wang, R. 2002. Two’s company, three’s a crowd: can H2S be the third endogenous gaseous

transmitter?. The FASEB Journal. 16 (13). 1792-1798.

Wassarman, P. M., Albertini, D. F. 1994. The Mammalian Ovum. In: Knobil, E., Neill, J. D.
(eds.). The Physiology of Reproduction. Raven Press. New York. 79-122. ISBN: 978-
0781700863.

Wassarman, P. M., Josefowicz, W. J., Letournaeu, G. E. 1976. Meiotic maturation of mouse
oocytes in vitro: inhibition of maturation at specific stages of nuclear progression. Journal of
Cell Science. 22. 531-545.

Wera, S., Hemmings, B. A. 1995. Serine/threonine protein phosphatases. Biochemical
Journal. 311. 17-29.

West, E. R., Shea, L. D., Woodruff, T. K. 2009 Engineering the Follicle Microenvironment.
Semin Reprod Med. 25 (4). 287-299.

Zhang, M., Zhou, B., Wang, Ch. 2007. Gonadotropine-controlled mammal oocyte meiotic

resumption. Frontiers in Bioscience. 12. 282-296.

Zhu, X. Y., Hang, G., Xin, N. 2011. Hydrogen Sulfide in the Endocrine and Reproductive
Systems. Exper Review of Clinical Pharmacology. 4 (1). 75-82.

50


http://www.hindawi.com/journals/bmri/2013/879489/cta/

9 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

APC/C Anaphase Promoting Factor/Cyclosome
bFGF basic Fibroblat Growth Factor

BMPs Bone Morphogenetic Proteins

CaM Kalmodulin

CaMK Ca’*/kalmodulin dependentni proteinkinaza
cAMP Cyklicky adenosinmonofostat

CBS Cystathionin-p-syntaza

CDK1 Cyklin dependentni kinaza 1

cGMP Cyklicky guanosinmonofosfat

cNOS Konstitutivni syntdza oxidu dusnatého
CsA Cyklosporin A

CSF Cytostaticky faktor

CcoC Kumulo — oocytarni komplex

CSE Cystathionin-y-lyaza

DAG Diacylglycerol

eNOS Endotelialni syntaza oxidu dusnatého
ER Endoplazmatické retikulum

ERK Extracelularné regulovana kindza; MAPK
FK506 Takrolismus

FKBP12 FK506 vazajici protein 12

FSH Folikulostimula¢ni hormon

GA Golgiho Aparat
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GV Zarode¢ny vacek (Germinal Vesicle)

GVBD Rozpad zarode¢ného vacku (Germinal Vesicle Breakdown)
INOS Indukovatelné syntdza oxidu dusnatého
IP5 Inositol 1,4,5 trifosfat

IPsR Inositol 1,4,5 trifosfatové receptory

KL Kit Ligand

LH Luteinizacni hormon

LIF Leukemia Inhibitory Factor

NO Oxid dusnaty

nNOS Nervova syntaza oxidu dusnatého

Mi Metataze |

Ml Metafaze 11

MAPK Mitogen-Activated Protein Kinase
MEK1 MAPK kinase - Mitogen-Activated Protein Kinase kinase
MPF Maturation Promoting Factor

MRNA Messengerova ribonukleova kyselina
MUFs Multilaminar Follicles

NFAT Nuclear Factor of Activated T cell
p90rsk Kinéaza ribozomalniho proteinu S6
PGCs Primordialni zarodecné bunky

PDE Fosfodiesteraza

PDE3A Fosfodietsteraza typu 3A

PIP, Fosfatidyl inositol 4,5 — bis fosfat

52



PKA
PKC
PLC
PP1
PP2A
PP2B
rRNA
RyR
TGFB

ZPGs

Proteinkinaza A

Proteinkinaza C

Fosfolipdza C

Protein fosfataza 1

Protein fosfataza 2A

Protein fosfataza 2B

Ribozomalni ribonukleova kyselina
Ryanidinové receptory
Transforming Growth Factor

Glykoproteiny vrstvy zona pellucida
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