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V posledních letech nastal rychlý rozvoj v oborech reprodukčních biotechnologií v oblasti chovu hospodářských zvířat. Jedním z těchto oborů je in vitro produkce embryí. K dobrému zvládnutí této složité problematiky je potřeba mít znalosti mechanismů ovlivňujících průběh meiotického zrání a aktivace oocytů, které povedou k produkci životaschopných embryí. Díky partenogenetické aktivaci v in vitro podmínkách máme možnost tyto mechanismy zkoumat a objasňovat děje probíhající při oplození.
Meiotické zrání, které je zahájeno ještě v prenatálním období, je záhy zastaveno a znovu obnoveno až v reprodukčním období samice, kdy je opět zastaveno a to v metafázi druhého meiotického dělení. Dokončení meiotického zrání nastává po oplození oocytu spermií. V in vitro podmínkách je pro partenogenetickou aktivaci oocytu zapotřebí dodat aktivační stimul.

Na proces partenogenetické aktivace oocytu má kromě mnoha dalších regulačních molekul vliv i protein kináza C a oxid dusnatý.

Oxid dusnatý je syntetizován z L-argininu za vzniku L-citrulinu pomocí enzymu NO syntázy, která je známa ve třech izoformách. Dvě, takzvané konstituční, na vápníku a kalmodulinu závislé izoformy jsou nervová NOS a endotelová NOS. Třetí izoformou je na vápníku nezávislá indukovatelná NOS. 

Protein kináza C patří do skupiny serin/threonin protein kináz a je dělena do tří skupin na základě přítomnosti specifických vazebných domén. Klasické protein kinázy C (, I, II a  jsou závislé na kalciu a mohou je aktivovat ionty vápníku. Nové protein kinázy C (, ε, , a ) a atypické protein kinázy C (, a ) nejsou závislé na vápníku a mohou je aktivovat nenasycené mastné kyseliny.

Protein kináza C a oxid dusnatý hrají během meiotického zrání a aktivace savčích oocytů významnou roli. Donor oxidu dusnatého SNAP (S-nitroso-N-acetylpenicillamin) je schopen navodit partenogenetickou aktivaci prasečích oocytů. Ovšem tato aktivace není plnohodnotná, neboť nevyvolá exocytózu kortikálních granul. Zatímco aktivátor všech izoforem protein kinázy C, forbolmyristylacetát (PMA), je schopen tuto exocytózu vyvolat.

Cílem této diplomové práce bylo ověřit předpoklad, že aktivátor PKC může zlepšit míru exocytózy kortikálních granulí prasečích oocytů aktivovaných donorem NO.

Z experimentů vyplývá, že u oocytů ošetřených PMA byla exocytóza kortikálních granul vyvolána, pokud však byly oocyty kultivovány v přítomnosti PMA a SNAP, exocytóza kortikálních granul zaznamenána nebyla.
Summary

In recent years a rapid development on the field of reproduction biotechnology of farm animals has taken place. One particular area is that of in vitro embryo production.  In order to be able to deal with this complex problematic issue, it is necessary to possess a knowledge of mechanisms influencing the meiotic maturation and oocytes activation, both of which lead to production of viable embryos. Thanks to parthenogenetic activation within in vitro environment it is possible to examine these mechanisms and explain processes occuring during fertilization.

Meiotic maturation starts in prenatal period, stopping shortly afterwards and continuing during the reproductive period of female when it stops again in MII phase. Finalization of meiotic maturation comes after fertilization of oocyte by spermatocyte or, in case of in vitro conditions, when the oocyte is given an activation stimulus. 

Apart from other regulating molecules, it is also protein kinase and nitric oxide that influence the process of parthenogenetic activation of oocyte. 

The synthesis of nitric oxide is enabled by NO synthase, synthesizing it from L-Arginine alongside L-Citrulline creation. NO synthase creates three isoforms. Two of them, so-called constitutional forms, dependent on calcium and calmoduline are neuronal NOS and endothelial NOS. The third form is calcium-independent inducible NOS.

Protein kinase C belongs to serin/threonin protein kinases group and is classified under three categories. The classification is based on presence of specific binding domains. Classic protein kinases C (, I, II a are dependent on calcium and can be activated by calcium ions. New protein kinases C (, ε, , a ) and atypical protein kinases C (, a ) are not dependent on calcium and can be activated by unsaturated fatty acids. 

Protein kinase C and nitric oxide play an important role during the meiotic maturation and activation of male oocytes. Donor of nitric oxide SNAP (S-nitroso-N-acetylpenicillamin) is able to induce parthenogenetic activation of pig oocytes, but does not invoke exocytosis of cortical granules, whereas phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA, activator of all protein kinase C isoforms) is able to evoke this exocytosis. 

The aim of this M. Sc. thesis was to confirm the presumption that the PKC activator can improve the level of exocytosis of cortical granules of pig oocytes activated by NO donor. During experiments it became apparent that even though the application of PMA induces the exocytosis of cortical granules,  if used in combination with NO, SNAP donor it does not lead to the exocytosis of cortical granules. 
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   1.ÚVOD

Ze všech hospodářských zvířat se lidem biologicky nejvíce podobá prase, které je proto vhodným biomedicínským modelem pro výzkum lidských chorob, vývoj nových léků, nebo zdrojem orgánů pro xenotransplantace. Tím u tohoto druhu narůstají požadavky na možnost využití reprodukčních biotechnologií, jako in vitro produkce embryí, která je vzhledem k odlišnostem ve fyziologii oproti jiným hospodářským zvířatům problematická. Metody běžně používané například u skotu, v případě použití u prasat, selhávají. Problematickými jsou nízká produkce embryí in vitro oproti produkci in vivo, nesprávné zrání oocytů a vznik polyspermie, které svou funkcí brání kortikální granula.
Pro zlepšení těchto postupů je nezbytné pochopit biochemické procesy podílející se na aktivaci oocytu a exocytóze kortikálních granul. Mezi důležitými faktory ovlivňující aktivaci oocytu patří protein kináza C a oxid dusnatý.
Oxid dusnatý a protein kináza C patří v oocytu k významným regulačním molekulám. Jejich vliv a způsob působní není ale ještě plně znám.

Oxid dusnatý (NO) je reaktivní plyn, volný radikál, syntetizovaný enzymem nitrit-oxid-syntázou (NOS) ze semiesenciální kyseliny L-argininu za vzniku L-citrulinu.

Uplatňuje se při řízení krevního oběhu, dále v respiračním, gastrointestinálním, urogenitálním, imunitním a nervovém systému. Podílí se i na regulaci růstu folikulů a ovulaci, zrání oocytů, spermatogenezi a implantaci embrya v děloze.
NO sice neposkytuje plnohodnotný stimul potřebný pro aktivaci oocytů, protože není schopen vyvolat exocytózu kortikálních granul, ale reguluje činnost vápníkových kanálů a pump, čímž ovlivňuje množství volných iontů vápníku, které po oplození svou pulzační aktivitou příznivě ovlivňují exocytózu kortikálních granul. 

Protein kináza C (PKC) je skupina enzymů, které jsou fyziologicky aktivovány 1,2-diacylglycerolem (DAG) a jinými lipidy. Doposud bylo popsáno 11 různých izoenzymů , I, II, , , ε, , (), , a  Tyto izoenzymy se liší množstvím a rozšířením v různých typech buněk a tkání. Mají uplatnění v některých částech buněčného cyklu a jako přenašeči signálů.

PKC je známa jako přenašeč signálu tvořeného vápenatými ionty a i když není jisté, jakým způsobem navozuje vápník exocytózu CG, jsou důkazy o tom, že je zprostředkován pomocí aktivace PKC.
Proto je tato práce zaměřena na zkoumání exocytózy kortikálních granul u prasečích oocytů a na to, jaký vliv v tomto procesu hraje protein kináza C a oxid dusnatý. 

II. LITERÁRNÍ PŘEHLED

2.1. Oogeneze

2.1.1. Buněčný cyklus

Buněčný cyklus eukaryot tvoří 4 fáze. M-fáze,  kdy dojde k rozdělení jádra a následně celé buňky a interfáze, což je doba mezi dvěmi M-fázemi, která je tvořena zbylými třemi fázemi: G1, S a G2. V S fázi buňka především replikuje svoji jadernou DNA. G1 a G2 fáze se vyznačují růstem buňky a duplikací organel. 
Meiotické zrání je tvořeno dvěmi za sebou jdoucími fázemi, prvním a druhým meiotickým dělením (M-fáze), mezi kterými neproběhne S-fáze (Kishimoto, 2003).
Zrací fáze zárodečných buněk je tvořena meiózou I a meiózou II. Meióza I (heterotypické dělení) se dělí na dalších 5 fází, jimiž jsou profáze I (leptotene, zygotene, pachytene, diplotene, diakineze), metafáze I, anafáze I, telofáze I, cytokineze I. V profázi I se rozpadá jadérko a jaderná blána, tvoří se páry homologních chromozomů (bivalenty), kondenzují se chromozomy, probíhá crossing-over. V metafázi I jsou chromozomy srovnány v ekvatoriální rovině, tvoří se vřeténko a v anafázi I se už oddělují chromozomy z bivalentů a jsou taženy k pólům vřeténka, které se oddalují. Během telofáze I se obě sady chromozomů přesunou k pólům vřeténka a vytvoří se jaderný obal a vzniknou 2 jádra. Následuje už pouze cytokineze I, kdy se rozdělí cytoplazma a činností kontraktilního prstence vzniknou haploidní sekundární oocyty.

Následuje meióza II (dělení homeotypické), chromatidy se rozdělí do dceřiných buněk, neproběhne interfáze s replikací DNA. U samic vzniká 1 gameta a 2 pólové buňky (Alberts et al., 1998).

Výsledkem těchto dvou meiotických dělení je redukce počtu chromozomů z diploidního na haploidní a rekombinace mateřské a otcovské genetické výbavy (Sládeček, 1986).

2.1.1. Vývoj samičích pohlavních buněk
Oogeneze začíná formováním „primordiálních zárodečných buněk (PGC)“ a proděláním buněčných transformací, od PGC k oogonii, od oogonie k oocytu a od oocytu k vajíčku. 

Vajíčka vznikají oogenezí z malého počtu (kmenových buněk) PGC, ze kterých se vyvinou zralé oplození schopné samičí pohlavní buňky – oocyty. PGC mají původ v kaudální části prvostřeva a rudimentu allantoidu embrya. U myši poté primordiální zárodečné buňky migrují zřejmě za pomoci chemotaxe, nejdříve pasivním transportem do endodermálního epitelu, následně améboidním pohybem do místa pozdějšího vzniku gonád – na pohlavní hrbolek, kde se PGC 2 – 3 dny množí (Wassarman, 1988). V prasečím embryu jsou gonády pozorovatelné zhruba ve 24. – 26. dni vývoje, ale PGC jsou zaznamenány již 18. den po oplození v oblasti pohlavního hrbolku. Množství PGC se z 5 000 ve 20. dni po oplození markantně zvýší na 1 100 000 v 50. dni po oplození. Poté aktivita ustane a některé PGC jsou ztraceny v důsledku nekrózy (Black et Erickson, 1968). 

U embrya s diferencovanými vaječníky je migrace PGC dokončena a téměř všechny buňky jsou přeměněny v aktivně se dělící oogonie pohlavního provazce (Wassarman, 1988). Tyto oogonie jsou postupně obklopovány jednou vrstvou granulózních buněk, čímž vznikají primordiální folikuly obsahující primární oocyty, těchto folikulů je při narození 500 000 (Black et Erickson, 1968), ale v pubertě se jejich množství snižuje na 420 000 (Godsend et Telfer, 1987). 

Oogeneze se skládá ze tří fází: množení, růstu a zrání. U savců začíná oogeneze brzy, ještě před narozením, kdy se v embryu z PGC začnou vyvíjet oogonie a je zahájena meióza. Meiotické dělení se poprvé zastavuje ještě v prenatálním období, ve stádiu profáze I. Toto období je také nazýváno jako první meiotický blok a jádro jako zárodečný váček (germinal vesicle – GV). V tomto meiotickém bloku zůstanou oocyty až do doby pohlavní dospělosti. Meióza je znovuobnovena při ovulaci, kdy přes krátkou interfázi oocyt přechází do meiózy II, ve které nastává druhý meiotický blok (Wassarman, 1988). Dokončení meiózy zapříčiní spermie či partenogenetická aktivace (Reece, 1998).

2.1.3. Růst oocytů a folikulogeneze

Prekurzory folikulárních buněk obklopí oocyt v jedné vrstvě a vytvoří primordiální folikul (Mauleon, 1978). Každý oocyt je uložený ve folikulu, jak oocyt, tak folikul se vyvíjejí současně. Oocyt je nejprve obklopen jednou vrstvou plochých buněk, to se ale v průběhu vývoje mění a nakonec je folikul tvořen trojvrstvou kubických granulózních buněk (Wassarman, 1988). Už před narozením skupina primordiálních folikulů zahájí vývoj v primární folikuly a první antrální folikul u prasete byl pozorován v sedmdesáti dnech věku po porodu (Mauleon, 1978).

Po narození se ve vaječníku nacházejí nerostoucí oocyty obklopené dlaždicovitými folikulárními buňkami. Z oocytů přítomných ve vaječníku jich asi 50 % opustí během prvních dvou týdnů po narození vaječník přes povrchový epitel a tím zaniknou. Počátek růstu oocytů pravděpodobně regulují vaječníky a množství oocytů vstupujících do fáze růstu je určeno velikostí zásoby nerostoucích oocytů (Wassarman, 1988). Dle mnohých autorů je tato zásoba určena pro celé reprodukční období samice (Marvan et al., 1992). Johnson et al. (2004) ale při pokusu na myších dokázali, že by při rychlosti zániku vajíček samice své zásoby spotřebovala během tří týdnů, a pak už by musela být neplodná. Na základě tohoto zjištění došel k názoru, že se zásoba vajíček obnovuje i po dosažení pohlavní dospělosti.

Okolo primárního oocytu se objevuje vrstva glykoproteinové hmoty (zona pellucida) (Šípek, 2010). Oocyt v primárním folikulu začíná intenzivně růst a folikulární buňky (nyní granulózní buňky) se stanou kubickými a množí se. Když je rostoucí oocyt obklopen více jak jednou vrstvou granulózních buněk, je nazýván sekundárním folikulem (Eppig, 2001). Vrcholem vývoje folikulu je Graafův folikul, který je větší, tvořený antrem s tekutinou (Šípek, 2010). Jak se antrum zvětšuje, oocyt zaujímá excentrickou pozici obklopenou více vrstvami granulózních buněk. Buňky v nejhlubší vrstvě mění tvar na cylindrický, vytvoří vrstvu corona radiata a zformují mezibuněčné spojení gap junction s plazmatickou memránou oocytu - oolemou (Wassarman, 1988). Stěnu folikulu tvoří thekální buňky, které jsou od granulózních buněk oddělené bazální membránou (Šípek, 2010). Ty jsou od granulózních buněk oddělené bazální membránou. 
Folikulární buňky se množí, antrální dutina se zvětšuje, a Graafův folikul u myší  dosahuje více jak 600 µm v průměru (Wassarman, 1988).

Těsně před ovulací je dokončeno první meiotické dělení. Vzniká sekundární oocyt a je vyděleno první pólové tělísko. Při ovulaci dojde k prasknutí stěny Graafova folikulu a k uvolnění oocytu. Ten je zachycen vejcovodem, kterým putuje směrem k děloze. Po ovulaci vstupuje sekundární oocyt do profáze druhého meiotického dělení, které ale nedokončí. Teprve při oplození vajíčka, které se nachází v bloku metafáze II, spermií je dokončeno druhé meiotické dělení, po kterém se vydělí druhé pólové tělísko a vznikne zralý tedy již vlastně oplozený oocyt (Šípek, 2010).

Růst folikulů u savců je dvojího druhu, buď roste folikul rovnoměrně s oocytem, nebo roste pouze folikul. Oocyt nezíská meiotickou kompetenci k dokončení I meiotického bloku dokud nedosáhne téměř maximální velikosti (Moor et Warnes, 1978) Ne všechny prasečí folikuly větší než 1,7 mm jsou schopny vývoje do metafáze II, dokonce i mezi folikuly vetšími než 3 mm jsou takové, které obsahují oocyty neschopné vývoje (Motlík et al., 1984). Během fáze růstu prasečí oocyty zvětší svou velikost z 30 na 120 µm (Motlík et Fulka, 1986). Růst končí buď ovulací zralého oocytu, nebo degenerací folikulu s oocytem (Wassarman, 1988).
2.1.4. Meiotická kompetence oocytů
Meiotická kompetence je postupně získávaná schopnost rostoucích oocytů pokračovat v meióze (Thibault, 1987). Oocyt je zastaven ve fázi G2 a meiotická kompetence je definovaná jako schopnost postoupit z kontrolního bodu G2 a dokončit meiózu (Hunter, 2000). Po většinu trvání růstové fáze není oocyt kompetentní spontánně podstoupit zrání. Tuto kompetenci získá až po vstupu do finální části růstu, kdy se stane schopným pokračovat ve zrání (Eppig, 1982).

 Před zformováním antra nejsou oocyty schopny postoupit za stádium diplotene meiózy I. Tyto oocyty jsou proto označovány jako meioticky nekompetentní. Mají zřejmě nedostatek regulačních molekul potřebných pro další postup meiózy. Přesto oocyt kompetentní znovuzahájit meiózu nemusí být nutně kompetentní dokončit zrání jádra a postoupit do metafáze II (Eppig, 2001).
 Meioticky kompetentním se stane, pokud dosáhne zhruba 80 % velikosti plně vyvinutého oocytu. In vivo je to zhruba v období formování antra (Thibault, 1987). Prasečí folikul menší než 0,7 mm v průměru obsahuje meioticky nekompetentní oocyt, ne všechny folikuly větší než 1,7 mm jsou schopny vývoje do metafáze II, dokonce i mezi folikuly většími než 3 mm jsou takové, které obsahují oocyty neschopné vývoje (Motlík et al., 1984). Prasečí oocyty o vnitřním průměru (bez zony pellucidy) 100 µm a méně jsou meioticky nekompetentní a nejsou schopny v in vitro podmínkách projít GVBD. Oocyty s vnitřním průměrem 110 µm mají částečnou meiotickou kompetenci, jsou schopny projít GVBD a dosáhnout první meiotické metafáze. Nejsou ale schopny vystoupit z metafáze I, dosáhnout metafáze II a dokončit meiotické zrání. Plně meioticky kompetentní jsou takové prasečí oocyty, které mají vnitřní průměr 120 µm (Brevini et al., 2007).
Opětovné zahájení meiózy je doprovázeno a regulováno zvýšením aktivity kináz. Nejdůležitější součástí je cyklin B-p34cdc2 tedy zrání podporující faktor (MPF, Maturation promoting factor, mitosis-promoting factor, nebo také M-Phase promoting factor). Aktivita MPF je hodnocena mírou aktivity H1 histonové kinázy. Tyto spouštěče vedou k rozpadu jaderné membrány, kondenzaci chromozómů a formaci dělícího vřeténka, dějům zásadním pro úspěšné oplození a vývoj embrya (Christmann et al., 1994). Nedostatek těchto molekul limituje meiotickou kompetenci. Aktivita MPF zůstává vysoká v metafázi II, kdy dojde k druhému meiotickému bloku. Po oplození nebo partenogenetické aktivaci se aktivita sníží a meióza II je dokončena (Kikuchi et al., 1995). Toto snížení MPF aktivity se vyskytuje s ukončením metafáze I a II a ukazuje, že inaktivace MPF je nutná pro vývoj (Hunter, 2000).

2.1.5. Faktory udržující zastavení meiózy

Spontánnímu meiotickému zrání oocytu brání mnoho různých faktorů. Charakteristickým znakem počátečního meiotického zrání je rozpad zárodečného váčku, který je inhibován činiteli zvyšujícími vnitrobuněčné množství cyklického adenosin monofosfátu (cAMP). Spontánní zrání myších oocytů v podmínkách in vitro nenastane, pokud kultivace těchto oocytů probíhá za přítomnosti membránově propustných analogů cAMP jako je 8 – bromo – cAMP, nebo inhibitorů cyklické nukleotidové fosfodiesterázy (PDE) mezi které se řadí isobutylmethylxantin (IBMX) či theophyllin. Podobně jako další činitelé, například forskolin, kteří aktivací adenylcyklázy zvýší míru intracelulárního cAMP. cAMP je zapojený do udržení meiotického bloku ve fázi diplotene. Snížení množství intracelulárního cAMP může mít za následek znovuzahájení meiózy oocytu. Výrazné snížení množství cAMP v oocytu nastane právě před rozpadem jaderné membrány, toto probíhá jak in vivo tak in vitro. cAMP je zapojen do meiotického zrání přes cAMP-dependentní protein kinázu, enzymu skládajícího se ze dvou podjednotek – katalytické a regulační. Třebaže je komplex katalytické a regulační podjednotky enzymaticky neaktivní, navázáním cAMP na regulační podjednotku dojde k oddělení a aktivaci katalytické části. Nepřetržitá fosforylace proteinů oocytu protein kinázou je nutná pro udržení meiotického bloku, cAMP tak může určováním množství volných katalytických podjednotek regulovat meiotické zrání. Pokud je množství katalytických podjednotek (tím pádem i cAMP) nízké, příslušné fosfoproteiny, nacházející se v oocytu, jsou defosforylovány a je zahájeno meiotické zrání (Wassarman, 1988).

Převládá názor, že vysoká úroveň MPF a MAP kinázové aktivity ve druhé meiotické metafázi (M II) v oocytech plní funkce cytostatického faktoru (CSF) a tím způsobuje zastavení zrání v M II (Kikuchi, 2002). 

Dalším faktorem udržujícím zastavení meiózy jsou buněčné spoje (gap junctions), které zprostředkovávají komunikaci a metabolické propojení průchodem malých molekul mezi buňkami v propustných oblastech. Plně dorostlé myší oocyty jsou skrze buněčné spoje propojeny s kumulárními buňkami, kterými jsou obklopeny. Tato rozsáhlá síť gap junctions spojuje všechny folikuly s kumulárními buňkami a následně i oocyty. Před ovulací se množství buněčných spojů a iontových kanálů významně sníží a při samotné ovulaci už oocyt a kumulární buňky nejsou propojeny, to je zapříčiněno mucifikací a expanzí kumulu (Wassarman, 1988). V odpovědi na předovulační ošetření oocytu gonadotropinem, kumulární buňky sekretují hyaluronovou kyselinu, která se váže na kumulární buňky linkerem. Když se kyselina hyaluronová hydratuje, prostor mezi kumulárními buňkami se zvětší a buňky se usadí v lepkavé hlenovité matrix. Proto se tento proces nazývá kumulární expanze nebo mucifikace. Pokud je kumulární expanze potlačena, tak se proces ovulace zpomalí. Tudíž kumulární expanze je jeden z několika procesů, které musí nastat, aby se stal z preovulačního folikulu ovulační (Eppig, 2001). 

Dalším faktorem jsou steroidy, které umocňují folikulostimulačním hormonem (FSH, follicle-stimulating hormone) navozenou inhibici meiotického in vitro zrání oocytů obklopených kumulárními buňkami.

Uplatňuje se také inhibitor zrání oocytů (OMI, oocyte maturation inhibitor), který udržuje oocyt ve fázi diplotene meiotické profáze I a je sekretován granulózními buňkami. Jedná se o polypeptid nacházející se ve folikulární tekutině mnoha savců. Svůj tlumící vliv zřejmě uplatňuje přes kumulární buňky, protože ve zrání brání pouze oocytům, které jsou v komplexu s kumulárními buňkami (COCs), nikoli oocytům bez kumulárních buněk. OMI je natolik malý, aby mohl skrz gap junction procházet mezi oocytem a kumulárními buňkami. Je možné, že inhibiční vliv OMI je umocněn cAMP.

Dalšími faktory jsou například vápník, kalmodulin, hypofyzární hormony, purinové báze, nebo i polypeptidické inhibitory (Wassarman, 1988).

2.1.6. Zrání oocytu

V rostoucích folikulech jsou oocyty zastavené ve stádiu diplotene meiotické profáze, znovuobnovení meiózy je vyvoláno předovulačním působením LH, které nastává pouze u plně dorostlých, meioticky kompetentních oocytů z předovulačních folikulů (van den Hurk, 1999). Předovulační folikuly tvoří signály nutné pro dokončení zrání v odpovědi na nárůst množství luteinizačního hormonu (LH). Nárůst tohoto hormonu má za následek eliminaci jednoho nebo více inhibičních faktorů jako je třeba OMI. Odstranění těchto inhibičních látek vede k aktivaci cyklinů, fosfatáz a kináz potřebných k dosažení jaderného zrání. Po dlouhé fázi růstu je oocyt schopný dalšího vývoje a oplození, pokud tento proces obsahuje jak syntézu složek cytoplazmy tak přeskupení a redukci chromozómů. Tyto procesy spolu souvisí a jejich načasování je rozhodující, zaručuje, že oocyt dosáhne jaderného a cytoplazmatického zrání současně (Hunter, 2000).

Zpravidla je oocyt považován za zralý, když vydělí první pólové tělísko a zastaví se ve stádiu MII (Sun et Nagai, 2003). 

Zralý oocyt je v případě oplození aktivován spermií, buď vazbou spermie na receptor, nebo přímo rozpustnými proteiny spermie. Aktivace vajíčka vyžaduje přeměnu fosfatidylinositolu. Jehož produkty štěpení jsou inositol 1, 4, 5 – trifosfát (IP3), který vede k uvolnění Ca2+ z intracelulárních zásob a diacylglycerol (DAG), který aktivuje PKC (Raz et al., 1998)

2.1.5.1. Jaderné zrání

Jaderné zrání trvá u prasat okolo 44 hodin a zahrnuje několik kroků, které obsahují dvě po sobě jdoucí dělení (M fáze) za nečinnosti DNA replikace (S fáze) (van den Hurk, 1999).
Jádro, neboli zárodečný váček (GV), rostoucích myších oocytů obsahuje jedno velké jádro a často jedno nebo dvě menší jadérka. Jak oocyt roste, zvětšuje se i jádro na 9 až 10 µm v průměru u malých oocytů (~ 20 µm) a na 20 až 22 u plně dorostlých oocytů (~ 80 µm) myší. Růstem myších oocytů dojde k výrazné změně v poměru množství cytoplazmy a nukleoplazmy a to z 8 : 1 u malých oocytů na 64 : 1 u plně dorostlých. Jak oocyt roste, zvětšují se i jadérka (Wassarman, 1988). Na počátku zrání jsou oocyty v tzv. stádiu zárodečného váčku s intaktní jadernou membránou, v dalším průběhu zrání pak dochází k rozpadu jaderné membrány („germinal vesicle breakdown“, GVBD) (Hafez et Hafez, 2000). Ten je vyvolán buď preovulační vlnou LH nebo atrezí folikulu. Zároveň se vstupem do diakineze se GV rozpadá. Tento proces začíná zvrásněním jaderné membrány, které může mít souvislost s kondenzací chromozomů, nastávající v tomto období. Mizí jaderné póry a membrána jádra se rozpadá a tvoří dublety, které se nejspíš spojí s endoplazmatickým retikulem a později mají vliv při formaci obalu prvojádra a jádra. Současně se vytváří dělící vřeténko (Wassarmann, 1988).

Po rozpadu GV následuje kondenzace chromatinu do bivalentů, rozchodem homologních chromozómů, oocyty procházejí prvním meiotickým dělením a po vyloučení prvního pólového tělíska je jejich vývoj opět zastaven v metafázi druhého meiotického dělení (Hafez et Hafez, 2000). 

Chromozomy ve fázi dictyate procházejí kondenzací podél vnitřního okraje jaderné membrány, chiazmata se přesouvají na konce chromozomů. Chromatin se stává heterochromatickým s obsahem granul, kterých s rostoucí kondenzací chromozomů přibývá. Před úplným dokončením kondenzace chromozomů, jsou bivalenty uspořádány do tvaru písmene V, jsou telocentrické a nezřídka jsou spojeny s částmi rozpadlé jaderné membrány. Pak se kondenzované chromozomy v centru oocytu kruhovitě seskupí, odpoutají se od fragmentů jaderné membrány a zaujmou postavení v ekvatoriální rovině (Wassarmann, 1988). Během rozpadu zárodečného váčku a kondenzace chromozomů se také formuje dělící vřeténko s připojenými mikrotubuly, které se z těchto center prodlužují a malými trhlinami v jaderném obalu pronikají do nukleoplazmy (Thibault, 1987). Kinetochory jsou spojené se všemi chromatidami každého homologního chromozomu. Jeden pól vřeténka je umístěn v blízkosti kortexu buňky a celé vřeténko obklopuje oblast skládající se z mitochondrií, vakuol a granul. S postupem do anafáze, se bivalenty rozchází k opačným pólům vřeténka, které se otáčí o 90°.
V průběhu anafáze a telofáze se objevuje výduť – budoucí první pólové tělísko. V telofázi I se okolo středu vřeténka utvoří membránový a vakuolární kruh tzv. midbody, probíhá vydělení pólového tělíska, asymetrické rozdělení cytoplazmy a separace homologních chromozomů. V prvním pólovém tělísku jsou kromě chromozomů a midbody vyděleny i organely jako mitochondrie, ribozomy nebo kortikální granula. V pozdní telofázi I struktura a chromozomy tělíska degenerují (Wassarmann, 1988).
 Nastupuje II. redukční dělení (homeotypické). Oocyt do něj vstupuje s haploidní sadou dvouchromatidových chromozomů, z G1 do G2 fáze, to znamená, bez interfázního jádra (Maro et al., 1990). V okrsku oocytu bez organel, obsahujícím supermembránový mikrofilamentární aktin, se formuje dělící aparát metafáze II. V této oblasti je oproti zbytku oocytu plazmatická membrána vyhlazená (Hafez et Hafez, 2000). Po oplození či partenogenetické aktivaci se oddělí chromatidy a vydělí se druhé pólové tělísko (Wassarman, 1988).

2.1.5.2. Cytoplazmatické zrání

Cytoplazmatické zrání je potřebné k nastolení podmínek, které v případě oplození zabrání polyspermii, jako je dekondenzace proniklé spermie a zformování prvojádra, zahrnuje také nové rozdělení buněčných organel, migraci mitochondrií do perinukleárního prostoru a nahromadění granul podél plazmatické membrány oocytu (Peng et al., 1991). Cytoplazmatické zrání je podporováno folikulárními somatickými buňkami (Eppig, 2001). Zahrnuje syntézu komponentů cytoplazmy a procesy, které probíhají v oocytech připravujících se na aktivaci, oplození a embryonální vývoj. Některé tyto procesy jsou v souladu s počátkem jaderného zrání a řízeny jsou tak, aby zakončení cytoplazmatického a jaderného zrání proběhlo současně (Hunter, 2000). Schopnost zrání prasečích oocytů in vitro je dána také stádiem vývoje folikulu, ze kterého byly odebrány folikulární buňky či tekutina pro kultivaci s oocytem (Ding et Foxcroft, 1994).
 V cytoplazmě se reorganizuje endoplazmatické retikulum (ER) obsahující Ca²+ ionty. Ve stádiu GV se vyskytuje ve středu cytoplazmy, v GVBD se šíří do kortikální oblasti a u zralého MII oocytu v místech budoucí exocytózy kortikálních granul, to znamená na okraji oocytu (Mehlmann et al., 1995).

 Dochází i ke změně uspořádání kumulárního obalu oocytu, sekreci hyaluronové kyseliny a následně expanzi kumulu. Pokud je tato expanze potlačena, značně klesne počet ovulací (Eppig, 2001). 
Na přítomnost cytoplazmatického zrání oocytů prasete může poukazovat aktivita MPF (Hunter, 2000). Cytoplazmatické zrání vede ke kompetenci oocytu podstoupit oplození a preimplantační embryogenezi (Eppig, 2001).
2.1.7. Kortikální granula (CG) a jejich funkce

Kortikální granula (cortical granules, CG) jsou membránou obklopené organely patřící do regulační skupiny sekrečních vezikul. Jak vyplývá z jejich názvu, jsou v oocytu soustředěna v oblasti kortexu. CG se podobají regulačním sekrečním granulím somatických buněk, a to tím, že jejich obsah je uzavřen do váčku obklopeného membránou. K exocytóze granul dojde v  reakci na zvýšení hladiny cytoplazmatického vápníku iniciovaného extracelulárním signálem. Vápník je uvolňován z endoplazmatického retikula prostřednictvím stimulů z inositol trifosfátu (IP3) (Laidlaw et Wessel, 1994). Takovým signálem může být navázání spermie. Nebo in vitro partenogenetická aktivace, které je možno dosáhnout za použití kalcium ionoforu, elektrických pulzů (Wang et al., 1998), či butyrolaktonu I v kombinaci s elektrickými pulzy (Bing et al., 2003), ionomycinu v kombinaci s chloridem strontnatým (Che et al., 2007), nebo donoru oxidu dusnatého (Petr et al., 2005b). 
Hlavní funkcí CG je zabránění polyspermii (Humphreys, 1967). Polyspermie má za následek zánik oplozeného oocytu, čímž značně omezuje produkci použitelných prasečích embryí. Po proniknutí spermie a aktivaci oocytu, se uvolní CG do perivitelinního prostoru a enzymy uvolněné z CG následně vyvolají proteinové změny v zona pellucida (ZP). Tyto konformační změny ve stavbě ZP vytvoří funkční blok bránící vzniku polyspermie (Wang, 1997a). U myšího embrya ZP modifikovaná působením kortikálních granul plní funkci bránící implantaci embrya po dobu, kdy sestupuje vejcovodem do dělohy (Wessel et al., 2001).
ZP je tvořena třemi hlavními glykoproteiny ZP1, ZP2 a ZP3. ZP3 je odpovědný za vazbu spermie na zonu pellucidu (Wassarman, 1999). Po oplození tato schopnost zaniká a zona pellucida se stává odolnější proti redukčním činidlům, nízkému pH, působení proteáz, či teplu (Ducibella et al., 1988). 
2.1.7.1. Biogeneze kortikálních granul
CG vznikají sdružováním prekurzorových váčků vycházejících z Golgiho aparátu. Ačkoli přesný způsob biosyntézy komponentů není zcela objasněn, je známo, že většina složek CG projde Golgiho aparátem, než vstoupí do kortikálních granul. 
Každý typ váčků v oocytu obsahuje rozdílnou směs proteinů, nachází se v určitých oblastech a je uvolňován v různou dobu před, během nebo po oplození. Typy váčků v oocytu jsou: 1) váčky, které obsahují složky vitelinní vrstvy (nebo komponenty zony pellucidy u savců), ty jsou přemístěny do plazmatické membrány a vylučovány později během oogeneze; 2) kortikální granula, která jsou přemístěna do kortikální oblasti později během oogeneze, ale vylučována jsou při oplození a 3) sekreční váčky obsahující molekuly extracelulární matrix, které jsou přemístěny a sekretovány až v době několika hodin po oplození. 

Rozdělení proteinů do různých typů váčků je důležité jak pro další vývoj oocytu, tak pro oplození zralého oocytu a embryogenezi, kdy je mnoho proteinů buď sekretováno (jako třeba růstový faktor), nebo přesunuto do plazmatické membrány (Alliegro et al., 1992). CG pro svoje množství, obsahovou rozmanitost a rozdílnou morfologii slouží jako dobrý model pro zkoumání biogeneze organel. CG myši jsou tvořena průběžně během oogeneze, hromadí se lineárně v průběhu vývoje oocytu, maximálního počtu dosahují v době zrání, to je u myši zhruba 8 000 (Ducibella et al., 1994). 
2.1.7.2. Oblasti výskytu kortikálních granul

CG se u většiny živočišných druhů během oogeneze hromadí a náhodně dělí v cytoplazmě. V určitém okamžiku během zrání se CG přemístí k povrchu oocytu a uchytí se k plazmatické membráně, která je nezbytným předpokladem pro exocytózu. Načasování, vzor a regulace přemístění CG se liší u různých druhů zvířat. U myší se CG přemístí během meiotického zrání, ale k plazmatické membráně se přichytí až po oplození. CG se morfologicky a biochemicky liší od všech ostatních typů sekrečních váčků oocytu (Shapiro et al., 1989) a jejich umístění se pro ně zdá být specifické, protože CG jsou jediné známé organely, které se hromadí na periferii oocytu (Fleming et Saacke, 1972). Pro uskutečnění translokace CG jsou potřebná aktinová mikrofilamenta (Wessel et al., 2001).
 Zralá CG savčích oocytů jsou nejdříve rozpoznatelná na trans straně Golgiho komplexu. Po oddělení od tohoto komplexu volná granula migrují směrem k povrchu oocytu nebo se shromáždí do malých shluků (klastrů) (Fleming et Saacke, 1972), do těchto klastrů se shromáždí většina granul, některá se ale jednotlivě rozptýlí v subkortikální cytoplazmě (Gulyás, 1979). Migrace CG do kortexu během meiotického zrání je v savčích oocytech běžný jev, jak in vivo, tak in vitro. Formace více či méně souvislé monovrstvy CG pod plazmatickou membránou je průběžný proces před ovulací. U prasečích oocytů kultivovaných in vitro, je migrace CG dokončena po 26 hodinách kultivace a v této době většina oocytů dosáhne M I (Wang, 1997a).

Při dozrávání oocytu se většina CG nachází ve vrstvě 2 µm na okraji oocytu, i když některé CG přetrvají v hlubších oblastech ooplazmy. CG nejsou stejná, tvoří škálu forem od jednotné k různě variabilní světlé, tmavé nebo mozaikové (Gulyás, 1979) – u prasete (Szollosi, 1967). Vzhledem k tomu, že jak světlá tak tmavá CG lze nalézt v blízkosti plazmatické membrány zralého oocytu, předpokládá se, že tyto různé typy CG jsou dány obsahem, jeho stavem zrání a funkční různorodostí (Gulyás, 1979). Během přechodu prasečího oocytu z M I do M II fáze dochází k proměně CG ze světlé na tmavou formu, což může být mnohem důležitější než umístění CG (Wang, 1997a).

V savčích oocytech je známa polarita při distribuci CG, protože v oblasti okolo druhého meiotického vřeténka je absence CG. Tato oblast se nazývá „CG – free domain“, čili oblast prostá CG. Toto je dobře pozorovatelné v oocytu myši, kde tato doména zabírá až  41 % z poloviny oocytu, ve které se nachází vřeténko. Je to výsledek redistribuce CG. U prasat nebyl tento jev v průběhu meiotického zrání pozorován (Ducibella et al., 1988).
Načasování distribuce CG během savčí oogeneze nemusí záviset na vrozeném načasování vnitrobuněčných dějů. Synchronizaci regulují spíše buňky vrstvy corona radiata obklopující oocyt (Szollosi, 1978). 
Ve stádiu GV obsahují prasečí oocyty škálu rozptýlených CG v buňce o průměru 6 -10 μm, obvykle o hustotě 33,8 ± 7,3 granulí na 100 μm2. Přechod přes GVBD do metafáze I vyvolá hromadný přesun CG směrem k plazmatické membráně, kde se uskupí v jednoduchou monovrstvu.  Hustota CG v této fázi se zvýší na průměrnou hodnotu 45,3 ±  4,5 granul na 100 μm2 v metafázi I a 45,7 ±  6,2 na 100 μm2 v metafázi II. Přemístění CG v metafázi I má za následek ztrátu CG s prvním pólovým tělískem (Wang et al., 1997b). Hustota CG se liší nejen druh od druhu ale i oocyt od oocytu. Zralý, in vivo kultivovaný oocyt prasat obsahuje 10 – 13 CG / 10 µm² plazmatické membrány (Cran et Cheng, 1985), nebo 46 CG / 100 µm² kortexu. Tento rozdíl může být způsoben rozdílným zdrojem oocytů (Wang, 1997a).

 Zvláštností prasečích oocytů je nedostatečná translokace CG během in vitro kultivace. Předpokládá se, že přemístění CG nějak souvisí s meiotickým zráním. Klíčem k tomuto vývojovému procesu může být vliv kumulárních buněk na prasečí oocyt (Galeati et al., 1991). Dlouhodobé vystavení oocytů signálnímu faktoru kumulárních buněk je nezbytné pro konečnou část zrání oocytu (Wessel et al., 2001).

CG jsou připraveny v kůře oocytu, dokud nedojde ke stimulaci při oplození a exocytóze jejich obsahu. Ta je závislá na kalciu, vyžaduje zvýšení volného intracelulárního vápníku. (Foltz, 1995).

2.1.7.3. Exocytóza kortikálních granul

Do 25 vteřin po aktivaci vajíčka ježovky spermií dosáhne koncentrace volných iontů vápníku v cytoplazmě 1,5 – 2,5 μM (Shen, 1995), což způsobí rychlou exocytózu obsahu CG (Matese et McClay, 1998). Exocytóza CG začíná v místě, kde dojde k fůzi vajíčka se spermií a rozšiřuje se po obvodu vajíčka. U myších oocytů se musí CG přesunout 1 – 2 μm do plazmatické membrány, to prodlouží čas (10 min) než nastane kompletní exocytóza, u ježovek či žab tento přesun není a tak je čas zkrácen na několik vteřin (Ducibella, 1996).
Schopnost vajíček podstoupit exocytózu CG je rozhodující pro tvorbu bloku polyspermie. Oplození oocytů ve fázi neporušeného GV je často spojeno s polyspermií, což může být způsobeno neschopností podstoupit exocytózu CG a nastolit změny v ZP.

Meiotického zrání je doprovázeno rozvojem způsobilosti podstoupit exocytózu CG. Tato získaná kompetence CG podstoupit exocytózu může být způsobena buď přímými mechanismy (například změnami ve vlastnostech CG, které podstoupí exocytózu), nebo nepřímými mechanismy (například vývojem vedoucích drah příslušného signálu potřebného pro exocytózu CG). V oocytu myši může aktivace proteinu G, tak jako produkce druhých poslů hydrolýzou IP3 a diacylglycerolu vyvolat změny ZP související s oplozením (Williams, 1992). 

Vývoj nitrobuněčných signálních drah zapojených do aktivace vajíčka je důležitý proces, který nastává v průběhu meiotického zrání. Vývoj těchto drah je důležitý pro program in vitro oplození, protože vajíčka jsou často získávána před dokončením zrání (Flood et al., 1990). 

Protože IP3 je fyziologický mediátor intracelulárního kalcia uvolněného ve vajíčkách obratlovců, zvýšený výskyt polyspermií u nezralých oocytů může být způsoben alespoň z části jejich neschopností uvolnit dostatečné množství intracelulárního vápníku v odpovědi na IP3 (Ducibella, 1990).

2.1.8. Faktory podílející se na meiotickém zrání a aktivaci oocytů
Nezralé oocyty musí prodělat řadu důležitých pochodů, aby byly schopny vývoje. Významnou roli hraje hlavně znovuzahájení a dokončení meiózy. Znovuzahájení meiózy nezralých oocytů, které je podstatné pro pozdější oplození a aktivaci, navozuje několik biologických faktorů a kaskád (Motlík et al., 1998).
2.1.8.1. Zrání podporující faktor (maturation promoting factor – MPF)

Schopnost či neschopnost oocytu dokončit meiózu II je kontrolována regulační kaskádou cytoplazmických faktorů: zrání podporujícího faktoru (maturation (mitogen) – promoting factor, MPF) a cytostatického faktoru (cytostatic factor, CSF) (Shibuya et Masui, 1989; Nurse,1990).

Bylo zjištěno, že MPF je univerzální regulátor buněčného cyklu jak v meióze, tak v mitóze (Nurse, 1990) a že u prasečích oocytů usnadňuje opětovné zahájení meiózy (Mattioli et al., 1991). Meiotický blok oocytů v M II je udržován nepřetržitou vysokou aktivitou MPF (Nurse, 1990). Protože MPF svou aktivitou způsobuje rozpad jaderné membrány, rozpad jádra, kondenzaci chromozomů, přeskupení mikrofilament a reorganizaci sítě intermediálních filament, hraje tak rozhodující roli v meiotickém zrání. Aktivace MPF začíná v období GVBD, ostře stoupá v M I, klesá na přechodu anafáze I v telofázi I a vysokých hodnot opět znovu dosáhne v průběhu in vitro zrání v M II. Mattioli et al. (1991) uvádí, že v pokusu, ve kterém byla navozena fúze oocytu ve stádiu GV s oocytem v M I nebo M II stádiu obsahujícím velké množství MPF, GVBD nastoupil ihned.

Jakožto heterodimerický komplex se MPF skládá ze dvou podjednotek: katalytické podjednotky - serin / threonin protein kinázy p34cdc2 a regulační podjednotky – cyklinu B (Gautier et al., 1989). Získání meiotické kompetence je spojeno se zvýšením koncentrace p34cdc2 na konci růstu oocytu. Aktivace MPF závisí na spojení obou podjednotek, jak p34cdc2 tak cyklinu B (de Vantery et al., 1997). Přítomnost komplexu p34cdc2 / cyklin B, dokonce i v inaktivní formě, značí buňku v G2 fázi a její aktivace MPF zahrnuje specifickou defosforylaci p34cdc2  způsobenou fosfatázou cdc25. Aktivace p34cdc2 je vyvolána fosforylací na treoninu 161 protein kinázou zvanou cdc – aktivační kináza a defosforylací na treoninu 14 a tyrozinu 15 (Fesquet et al., 1993). Během zrání in vitro se základní úroveň p34cdc2  u prasat průkazně nemění, takže nekompetentnost pro in vitro zrání prasečích oocytů není důsledkem nedostatku proteinu p34cdc2 (Goudet et al., 1998; Inoue et al., 1998).

 Aktivita MPF může být určena měřením jeho kinázové aktivity pomocí exogenního histonu H1 jako substrátu. Defosforylace p34cdc2 se děje současně se zvýšením aktivity histonové H1 kinázy, to naznačuje, že aktivace preMPF je místo kontroly aktivity MPF (Nurse, 1990). Tato MPF aktivita nastává krátce před GVBD, osciluje u savčích oocytů během meiotického buněčného cyklu a vrcholí v M I a M II (Kalous et al., 1993). GVBD je úplně zastaven cykloheximidem, zatímco kondenzace chromatinu není ovlivněna, to naznačuje, že GVBD a kondenzace chromozómů by mohly být řízeny nezávisle (Kubelka et al., 1995). Změny v aktivitě MPF dobře odpovídají jadernému růstu oocytu, odrážejí tak skutečnost, že MPF vyvolává GVBD a kondenzaci chromozomů před počátkem M I, zatímco snížení jeho aktivity spustí přechod z metafáze do anafáze (Motlík et Kubelka, 1990). V oocytech skotu byl pokles MPF zaznamenán 30 hodin po in vitro zrání a většina oocytů ukázala minimální aktivitu MPF po 40 hodinách (Wu et al., 1997). Toto může vysvětlit, proč se spontánní aktivace objevuje častěji u stárnoucích oocytů. Efektivita jaderného přenosu je vyšší, když se užijí stárnoucí oocyty (Fulka et al., 1991). Zvýšení aktivity MPF během zrání oocytu vyžaduje aktivní syntézu proteinů (Sun et Nagai, 2003) a fosforylačních kaskád. Fosforylace má významnou roli při přechodu G2 v M při mitóze a meióze (Fulka et al., 1991). Charakteristické změny ve fosforylaci bílkovin předcházejí GVBD. Jak meióza I spěje ke GVBD, tak se spolu s výskytem aktivity MPF dostaví i značný nárůst aktivity při fosforylaci buněčných proteinů (Taieb et al., 1997). Takže fosforylace několika podjednotek anafázi podporujícího komplexu (anaphase promoting complex, APC nebo také cyklozom) reguluje jeho aktivitu. APC hraje velmi důležitou roli při regulaci buněčného cyklu a iniciaci segregace chromozomů (King et al., 1996). Proteolýza zprostředkovaná přes APC má křížovou funkci při regulování průchodu oocytu anafází (Stojkovic et al., 1999).

2.1.8.2. Cytostatický faktor (CSF) a Mos

Mechanismus odpovědný za zastavení vývoje oocytu je závislý na stavu cytoplazmy (Clarke et al., 1988). Cytoplazma ovulovaných oocytů obsahuje CSF, který podporuje meiotický blok díky stabilizaci MPF během M II (Murray et al., 1989). V ten samý čas aktivita obou, jak MPF, tak CSF, zůstává v savčích M II oocytech vysoká (Kubiak et al., 1993). Předpokládá se, že CSF podporuje zvýšenou úroveň MPF aktivity (Haccard et al., 1993). Aktivní katalytický komponent CSF je Mos, jde o serin/threonin kinázu, produkt c-mos pro-onkogenu. Mos je nezbytná jak pro aktivaci MPF v průběhu meiózy I a II, tak pro meiotický blok oocytů v M II (Yew et al., 1992; Hunt, 1992). Mos neaktivuje p34cdc2, ale stimuluje aktivitu MAP kinázy. Časový průběh aktivace MAP kinázy v oocytech je shodný s Mos transkripcí (Verlhac et al., 1994). Proto tedy MAP kinázová aktivita působí prostřednictvím Mos. Mos/MAP kinázová kaskáda pravděpodobně slouží k aktivaci a stabilizaci MPF (Choi et al., 1996). V myších oocytech Mos/MAP kinázová kaskáda hraje během meiózy důležitou roli při kontrole organizace mikrotubulů a chromatinu (Verlhac et al., 1996) a ve zralých myších oocytech reguluje velikost a degradaci prvního pólového tělíska (Choi et al., 1996). Mos/MAP kináza může uplatnit dvě funkce: 1) podílí se na druhém meiotickém dělení buněčného cyklu, kde je potlačena S fáze, 2) za spolupráce s cdc2 se podílí na tvorbě bloku v M II (Hirao et Eppig, 1997; Sagata et al., 1989). Kalmodulin-dependentní protein kináza II navozuje inaktivaci MPF a CSF a sama je aktivována vápníkovými ionty uvolněnými v průběhu oplození (Lorca et al., 1993). V myších oocytech je Mos potřebná k nahromadění cyklinu B (Sagata et al., 1989). Buď c – mos kináza nebo komplex této kinázy a cdc2 by mohl plnit funkci CSF. Spojením s cytoskeletárním proteinem, β – tubulinem, hraje Mos roli při organizaci cytoskeletu a udržení meiotického bloku ve zralém oocytu skotu. Po in vitro partenogenetické aktivaci zralého oocytu skotu v M II je Mos eliminován (Wu et al., 1997). Mos deficientní samice myši (Mos-/-) jsou méně plodné a oocyty těchto zvířat nejsou schopny projít blokem v M II a podstoupit partenogenetickou aktivaci. Zrající Mos -/- oocyty nejsou schopny aktivovat MAP kinázu během meiózy, zatím co p34cdc2 kinázová aktivita je normální až do pozdní M II, kdy se sníží (Choi et al., 1996).

2.1.8.3. Mitogeny aktivovaná protein kináza (MAPK)

MAP kináza známá také jako ERK (extracellular – regulated kinase) je zapojena do zrání oocytu a regulaci dynamiky mikrotubulů (Motlík et al., 1998). Jsou charakterizovány dvě formy MAP kinázy, ERK 1 a ERK 2 (de Vantery et al., 1996). MAPK patří do skupiny serin/threonin protein kináz a během zrání savčích oocytů je vysoce aktivní. Četné děje v cytoplazmě a jádře během meiotického zrání jsou vyvolány zvýšenou aktivitou MPF a MAP kinázy (Fissore et al., 1996). Jak MPF, tak MAP, jsou aktivovány v období GVBD (Thibier et al., 1997). U myši je nejdříve aktivovaná MPF a o něco později MAP kináza. Aktivita MAP kinázy je oproti MPF, jehož aktivita klesá mezi dvěma meiotickými metafázemi, zachována během zrání (Verlhac et al., 1994). Během meiózy, ale ne mitózy, korelují změny v organizaci mikrotubulů a kondenzaci chromatinu spíše s aktivitou MAPK než MPF (Verlhac et al., 1994; Zernicka – Goetz et al., 1997). V savčích oocytech MAPK aktivuje kinázová kaskáda, ve které se uplatňuje MAPK a její přímý aktivátor – MAPKK (MAP kináza kinázy) a produkt pro – onkogenu mos (Mansour et al., 1994; Gotoh et al., 1995). V nezralých prasečích oocytech zastavených ve stádiu G2 je inaktivní MAPK lokalizována výlučně v cytoplazmě, později se částečně přesouvá do GV (Inoue et al., 1998). To by mohlo znamenat, že MAPK zprostředkovává přenos zrání vyvolávajících signálů z cytoplazmy do jádra a vyvolá znovuzahájení meiózy. Pozitivní zpětná vazba mezi MAPK a MPF naznačuje, že MAPK sama přenáší signál z cytoplazmy do GV. Snížení aktivity MAPK časově koreluje s formováním prvojádra a MAPK hraje roli v dynamice jaderné membrány. Po partenogenetické aktivaci, nebo oplození myšího oocytu, je komplex p34cdc2/cyklín B inaktivován a následuje snížení aktivity MAPK (Hirao et Eppig, 1997).

2.1.8.4. Vápník

Vápník je důležitý nitrobuněčný posel a jeho ionty regulují mnoho klíčových intracelulárních dějů (Berridge, 1995), účastní se meiotického zrání oocytů (Homa et al., 1993) a procesů probíhajících v somatických kompartmentech folikulů (Jayes et al., 2000). Podílí se na řízení vývoje, růstu a zániku buňky, na přenosu signálu, tvorbě bílkovin, oogenezi, při oplození (Yanagimachi, 1994; Yanagimachi, 1981). Dále má vliv na meiotickou kompetenci, jejíž nástup je spojen s dosažením určité úrovně přílivu vápníkových iontů (Murnane et DeFelice, 1993), znovuzahájení meiotického zrání (rozpadu GV) mnoha druhů savců, například myší, skotu a prasat. Intracelulární vápník se také podílí i na přestupu z meiotické metafáze I do metafáze II. (Carroll et al., 1994; Kaufman et Homa, 1993). Může interagovat s kalmodulinem a aktivovat tak kalmodulin – dependentní protein kinázu II, která inaktivuje MPF a znovuzahájení meiotického zrání (Sun et Nagai, 2003). Výstup z metafáze II a oplození jsou klíčové pro zahájení embryonálního vývoje. Typickou reakcí savčích oocytů na oplozující spermii jsou krátké, periodické vlny volného intracelulárního vápníku (Swann et Ozil, 1994), které trvají nejméně 3 hodiny (Sun et al., 1992). Ke zvýšení vápníku po aktivaci oocytu je potřeba jeho extracelulární příliv (Wang et al., 1999).  Tato oscilační signalizace je určující pro změny dějící se při aktivaci oocytů (Swann et Ozil, 1994). Po oplození musí být pro zahájení vývoje embrya oocyt schopen uvolnit nitrobuněčné zásoby vápníku. Tato schopnost se postupně vyvíjí, na začátku meiotického zrání je malá, během zrání roste a při zastavení meiózy v metafázi II je nejvyšší (Mehlmann et Kline, 1994; Carroll et al., 1994).
Nitrobuněčná signalizace vedoucí přes vápníkové ionty závisí na přílivu těchto iontů z extracelulárního prostoru a na stavu vnitrobuněčných vápníkových depozit. Výsledky ukazují změny v distribuci vnitrobuněčných depozit vápníku mezi plně vyrostlým a rostoucím prasečím oocytem při in vitro kultivaci (Ravindranath et al., 1994). Množství vápníkových depozit v jádru a cytoplazmě oocytu jsou u primárních oocytů rozdílná, v dalších stádiích oogeneze se shodují a znovu se liší u dorostlých, plně meioticky kompetentních oocytů. Rozdíly v množství vápníkových depozit v cytoplazmě a jádře mohou být vysvětlovány přítomností početných, vápník vázajících proteinů uvnitř jádra (Bachs et al., 1994). Díky této skutečnosti se může v jádře hromadit větší množství iontů vápníku, než jaké je obsaženo v cytoplazmě (Himpens et al., 1994). Bylo pozorováno, že v mitochondriích je oproti jádru či cytoplazmě oocytů z primárních nebo antrálních folikulů nižší výskyt vápníkových depozit, ale příčina a význam tohoto nižšího obsahu není u prasečích oocytů ještě jasná. Dále byly pozorovány změny v množství depozit vápníku v cytoplazmě granulózních buněk, což je odraz změn v cytoplazmě oocytu (Rozinek et al., 2006). Tato synchronnost, vzhledem k blízkosti a fungující výměně širokého spektra biologicky aktivních molekul mezi oocytem a granulózními buňkami, není nic překvapujícího (Thibault et al., 1987). Vápníková depozita nebyla pozorována v nitru endoplazmatického retikula (Rozinek et al., 2006), což je významné, protože tato organela je známá jako důležitý zdroj intracelulárního vápníku (Mehlman et al., 1995; Kline, 2000). Na druhou stranu nebyla vápníková depozita nalezena v endoplazmatickém retikulu vajíček drápatky (Bertout et al., 1997), ani v endoplazmatickém retikulu buněk z varlete myši (Ravinranath et al., 1994), či v endoplazmatickém retikulu prasečích oocytů v různých stádiích oogeneze a meiotického zrání (Petr et al., 2001). A depozita vápníku nebyla nalezena ani v jaderné membráně a granulózních buňkách, navzdory tomu, že jsou považovány za důležitý zdroj (Nicotera et al., 1994). Nepřítomnost vápníkových depozit v endoplazmatickém retikulu či jaderné membráně může být způsoben nevázanou formou vápníku nebo mohl být vyloučen v průběhu fixace oocytu (Rozinek et al., 2006).

 Při in vitro kultivaci oocytu, kdy byl do média přidán blokátor vápníkových kanálů- verapamil, dochází po metafázi I k potlačení meiotického zrání oocytu (Rozinek et al., 2003).
Aktivační stimul přinesený při oplození spermií do savčího oocytu vyvolá oscilaci hodnot volných iontů vápníku v cytoplazmě (Whitaker, 2006). Vzor této oscilace, to znamená trvání a počet vrcholů hodnot vápníku a jejich součet, je křížový (Toth et al., 2006). Pulzační signalizace vápníku je v období aktivace oocytu důležitá pro děje následující ihned po proniknutí spermie do oocytu, to znamená pro exocytózu kortikálních granulí, spontánní výstup z meiotického bloku v M II, vstup do prvního meiotického dělení (Xu et al., 1994) a embryonální vývoj (Ozil et al., 2006).

2.1.8.5. Oxid dusnatý (NO)
Oxid dusnatý (NO) je reaktivní plyn, volný radikál (Xie et Nathan, 1994), syntetizovaný enzymem syntázou oxidu dusnatého (NOS) ze semiesenciální aminokyseliny L-argininu (Rokyta, 2000) za vzniku L–citrulinu (Nathan, 1992). 

NOS je známa ve třech izoformách. Dvě z izoforem jsou konstitutivní - endoteliální (eNOS), nacházející se zejména v endotelu cév, a neuronová (nNOS), vyskytující se hlavně v centrálním a periferním nervovém systému. Třetí izoformou je indukovatelná NOS (iNOS), jejíž tvorba je vyvolána vnějšími podněty a tvoří se hlavně v makrofázích a neutrofilních leukocytech (Rokyta, 2000). 

Konstitutivní izoformy jsou nazývány také jako kalcium – dependentní izoformy (cNOS) a jsou rychle aktivovány zvýšením vnitrobuněčného vápníku (Moncada et al., 1991). Indukovatelná forma je nazývaná jako kalcium – independentní izoforma (iNOS), je tvořena po několika hodinách od imunologické stimulace (Knowles et Moncada, 1994) a souvisí s cytostatickými a cytotoxickými ději (Nathan, 1992). Konstitutivní NOS musí být aktivovány vazbou Ca2+ na kalmodulin za vzniku komplexu Ca2+/kalmodulin. Vzniklý oxid dusnatý (NO) pak aktivuje cGMP syntázu a zvyšuje tak množství cGMP v buňce. Oproti tomu indukovatelná NOS nevyžaduje Ca2+,  protože obsahuje pevně vázaný kalmodulin. 

Nejznámějšími inhibitory tvorby NOS jsou nitro – l – arginin a metylester arginin (NAME).
cNOS produkuje NO v malém množství (nM), zatímco množství uvolněné iNOS se pohybuje v řádu µM a NO produkce je konstantní (více než 20 hodin) (Dixit et Parvizi, 2001). Produkce NO izoformou iNOS je tedy oproti izoformám cNOS přibližně 1000 x vyšší (Tao et al., 2004). Organizmus má endogenní mechanizmy odstraňující NO. V této funkci se uplatňuje například hemoglobin, se kterým se NO aktivně váže za vzniku methemoglobinu. Uplatnění NO je především při řízení krevního oběhu, dále se uplatňuje v respiračním, gastrointestinálním, urogenitálním, imunitním a nervovém systému (Rokyta, 2000). 
2.1.9. Oxid dusnatý v reprodukci samice 
NO hraje klíčovu roli v mnoha fyziologických procesech včetně reprodukce (Biswas et al., 1998). Několik studií zjistilo přítomnost jednotlivých izoforem NOS v samičích reprodukčních tkáních včetně vaječníku (Zackrisson et al., 1996), vejcovodu (Bryant et al., 1995) a dělohy (Purcell et al., 1999). NO se podílí i na regulaci růstu folikulů a ovulaci (Sengoku et al., 2001), zrání oocytů (eNOS-Hattori et al., 2000), spermatogenezi (Zini et al., 1996) a implantaci embrya v děloze (Moncada et al., 1991).
 NO je znám jako důležitý faktor fyziologie a patofyziologie reprodukce (Rosselli et al., 1998). U prasat byla exprese iNOS a eNOS studována ve vaječníku, kde byla iNOS lokalizována hlavně v oocytech, kumulárních buňkách a žlutém tělísku, zatímco eNOS byla zjištěna v oocytech, kumulárních buňkách, granulózních buňkách, žlutém a bílém tělísku. nNOS byla nalezena nejen v nervových buňkách, ale třeba i v makrofázích. To naznačuje, že nNOS spolu s eNOS a iNOS se může podílet na fyziologii vaječníku (Kim et al., 2005). 
Všechny izoformy NOS se vyskytují v ovariálních folikulech prasat. Exprese eNOS je u prasat spojena se stádiem vývoje těchto ovariálních folikulů (Tao et al., 2004). V časných stádiích folikulárního vývoje bylo nalezeno v thékálních a granulózních buňkách malé množství NOS, oproti stádiím pozdějším (Kim et al., 2005). Exprese NOS v ovariálních folikulech naznačuje, že NO, pocházející z iNOS, je u potkanů uvolňován během ovulace. Tento poznatek je podporován faktem, že inhibicí iNOS byla snížena ovulace až o 54 % (Shukovski et Tsafriri, 1994). To naznačuje, že by v prasečích vaječnících mohly thékální a folikulární buňky sloužit jako zdroj NO (Kim et al., 2005).  Úroveň NO ve vaječníku se u hlodavců před ovulací zvýší, a inhibice NOS farmakologickými inhibitory sníží počet ovulovaných oocytů jak in vitro, tak in vivo (Shukovski et Tsafriri, 1994). Inhibice NOS/NO má za následek významně nižší procento zralých oocytů v metafázi II, větší procento oocytů které zůstaly v metafázi I a zvýšení procenta atypických oocytů. Mnoho z těch oocytů které zůstanou v metafázi I zanikne, pravděpodobně apoptózou (Jablonka – Shariff et al., 1997). NO se váže a aktivuje guanylyl cyklázu a zvyšuje množství cyklického guanozinmonofosfátu (cGMP) v cílových buňkách (Schmidt et al., 1993). cGMP byl zjištěn v granulózních buňkách ve vaječníku potkana a je uvolněn při znovuobnovení meiózy (Tornell et al., 1991). cGMP snižuje úroveň cAMP aktivací cAMP fosfodiesterázy (cAMP – PDE) a tak dovolí pokračovat oocytu ve zrání (Hubbard et Price, 1988).

 K tomu, aby zralý oocyt pokračoval ve vývoji za blok metafáze II, je potřeba aktivační stimul, ten v přirozených podmínkách poskytne spermie (Yanagimachi, 1988). Tímto stimulem je zřejmě fosfolipáza C zeta, která vyvolá zvýšení nitrobuněčných iontů vápníku a následně jejich oscilaci (Konig et al., 2006). Obecně je zastáván názor, že aktivace oocytu je jev závislý na vápníku (Swann et Ozil, 1994), ale u vajíček ježovky je to NO (Kuo et al., 2000).

2.1.9.1 Úloha NO při partenogenetické aktivaci
Donor oxidu dusnatého S – nitroso – N- acetylpenicillamin (SNAP) a následně NO jsou schopny vyvolat in vitro partenogenetickou aktivaci prasečího oocytu (Petr et al., 2005a). Inhibice produkce NO během oplození se škodlivě projeví na vývoji embrya (Tesfaye et al., 2006). Signální kaskáda NO není dostačující pro plnou aktivaci oocytu. Při aktivaci oocytu donorem NO nedochází k exocytóze kortikálních granulí a dělení partenogenetického embrya nepostoupí za čtyřbuněčné stádium. Oocyty prasete jsou donorem NO aktivovány pouze pokud jejich nepřetržitá expozice donoru trvá nejméně 10 hodin (Petr et al., 2005a), ani po takové době expozice ale nemusí poskytnout jak donor, tak samotný NO oocytu adekvátní signál, nebo mohou mít škodlivý vliv.

Typickým způsobem signalizace v živých systémech je spíš oscilace nebo pulzace signálu, než kontinuální nepřetržité působení (Porksen, 2002). To platí pro mnoho druhých poslů (McDonald, 2003), včetně iontů vápníku (Zhou et al., 2007), či donoru NO (Petr et al., 2005a).

Postup oocytu za spontánní blok ve stádiu metafáze II závisí na aktivačních stimulech. V in vivo podmínkách představuje tento stimul spermie (Yanagimachi, 1988). Povaha tohoto stimulu není podrobně známa. Spermie vyvolá v právě oplozeném vajíčku oscilaci nitorbuněčné hladiny volných vápenatých iontů, a proto je aktivace běžně prezentována jako proces závislý na vápníku (Swann et Ozil, 1994).

Oproti tomu Kuo et al. (2000) jako nitrobuněčný signál spouštějící aktivaci předkládá NO, který je velmi důležitou signální molekulou.
NO však neposkytuje prvotní stimul potřebný pro aktivaci oocytů, protože není schopen vyvolat exocytózu kortikálních granul. V oplozeném prasečím oocytu reguluje NO činnost vápníkových kanálů a pump, čímž ovlivňuje množství volných iontů vápníku (Petr et al., 2005b; Berridge et al., 2000). Při oplození oocytů myši spermií, nastane oscilace vápenatých iontů, ale nedojde ke zvýšení produkce NO, to naznačuje, že NO není pro oplození nutný a nevyvolává oscilaci Ca2+ (Hyslop et al., 2001).

Aktivace prasečích oocytů donorem NO, SNAP, je závislá na příjmu vápníkových iontů z extracelulárního prostředí, protože při zablokování vápníkových kanálů (například verapamilem) dojde ke snížení počtu aktivovaných oocytů.  NO je ale schopný regulovat uvolnění iontů vápníku i z intracelulárních zásob. Blokace ryanodinových receptorů má za následek inhibici partenogenetické aktivace oocytů donory NO. Z toho se usuzuje na závislost NO-dependentní aktivace prasečích oocytů na uvolnění nitrobuněčných zásob vápníku za pomoci ryanodinových receptorů (Petr et al., 2005b).

Na aktivaci prasečích oocytů donory NO se částečně podílí solubilní guanylát cyklázy (sGC). Pokud jsou oocyty aktivovány ionoforem, není NO nutný (Petr et al., 2006).

2.2. Protein kináza C

 Protein kináza C (PKC) je skupina enzymů, které jsou fyziologicky aktivovány 1, 2 – diacylglycerolem (DAG) a jinými lipidy (Liu et Heckman, 1998). Doposud bylo popsáno 11 různých forem , I, II, , , ε, , (), , a a základě jejich struktury a aktivátorů je lze rozdělit do tří skupin (Viveiros et al., 2003). Izoenzymy PKC se značně liší množstvím a rozšířením v různých typech buněk a tkání. Tyto enzymy fosforylují serinové a treoninové zbytky proteinových substrátů,

Mají uplatnění v některých částech buněčného cyklu a jako přenašeči signálů. Poté, co jsou aktivovány, dojde k navázání na membránové fosfolipidy nebo receptory lokalizované v subcelulárních kompartmentech (Liu et Heckman, 1998).

2.2.1. Izotypy a struktura 
Izotypy PKC se dělí do tří skupin na základě jejich struktury a schopnosti vázat kofaktory (Hug et Sarre, 1993). Dvě z těchto skupin aktivuje DAG nebo jeho zástupce phorbol 12 – myristát 13 – acetát (PMA). Obsazením receptorů pro růstový faktor, neurotransmitery nebo hormony je stimulována hydrolýza inositol fosfolipidů a iniciována produkce DAG (Nishizuka, 1986).

 Na vápníku závislé nebo také běžné PKC (cPKC) izoenzymy (, I, II, ) jsou aktivovány DAG, Ca2+ a membránovým fosfolipidem - fosfatidylserinem (PS). 

Novým PKC (nPKC) izoenzymům (, ε, , a chybí vazebná doména pro Ca2+  a aktivují je PS, DAG a nenasycené mastné kyseliny.

Atypické PKC (aPKC) izoenzymy (, a jsou také aktivovány PS, fosfatidylinositolem nebo nenasycenými mastnými kyselinami (Selbie et al., 1993) a jejich aktivita není stimulována Ca2+ (Ohno et al., 1988). PKCmyší je homologem lidského izoenzymu .

Každý izoenzym PKC je tvořen jednoduchým polypeptidovým řetězcem se dvěmi oblastmi: amino–terminální regulační doménou a karboxyl–terminální katalytickou doménou. V regulační oblasti jsou umístěny sekvence zapojené do vazby fosfolipidových kofaktorů a Ca2+ a účastnící se interakcí protein – protein, které regulují aktivitu a rozmístění PKC.
PKC obsahuje oblasti, které jsou konzervativní a vyskytují se u jejích různých izoenzymů, jsou to oblasti C1 – C4 a variabilní oblasti V1-V5 ((Nishizuka, 1995).

 Oblast C1 je ve všech izoenzymech PKC, u cPKC a nPKC obsahuje dvě sekvence bohaté na cystein, podobné zinkovým prstům běžným v mnoha metaloproteinech a proteinech vázajících DNA, které se uplatňují při regulaci transkripce (Pan et Coleman, 1990). Tyto sekvence jsou nutné, aby došlo k navázání DAG a forbolesterů. V aPKC izoenzymech je taková sekvence pouze jedna(Nishizuka, 1995). 

 V porovnání s ostatními nPKC izoenzymy má jeden z nich - neobvyklou strukturu. Domény vypadající jako zinkové prsty u něho mají nezvykle velké rozestupy 74 aminokyselin. Má také nedostatek typických sekvencí v C1 a slabou vazbu forbolesteru (Johanes et al., 1994), proto je někdy řazen do skupiny aPKC.

Jsou zřejmě tři místa, ve kterých fosfatidylserin (PS) může navázat kontakt s PKC, některé z nich zřejmě obsahuje vazebná místa pro vápník (Lee et Bell, 1991).

 nPKC nemohou být aktivovány ionty vápníku, protože nemají oblast C2. Izoenzymům aPKC oblast C2 chybí také a tak nejsou schopny vázat Ca2+, DAG a forbol estery (Hug et Sarre, 1993). 
Tato oblast je alespoň částečně sídlem receptoru pro aktivovanou kinázu C (RACK1) (Mochly – Rosen et al., 1995).

Oblasti C3 a C4 byly nalezeny u všech PKC izoenzymů jakožto katalytické domény. C3 oblast obsahuje sekvenci vázající ATP stejnou pro všechny protein kinázy s vyjímkou PKC u které se mírně liší (Taylor et al., 1990). Oblast C4 obsahuje místo vázající substrát (Hug et Sarre, 1993).

2.2.2. Úloha PKC při partenogenetické aktivaci

Signalizace tvořená uvnitř buňky ionty vápníku ovlivňuje mnoho cílových systémů. Jedním z těchto cílů je i PKC, která je známa jako přenašeč signálu tvořeného vápenatými ionty. PKC je proto považován za jeden z enzymů hrajících důležitou roli při aktivaci oocytů (Bement, 1992; Fan et al., 2003). Aktivace PKC nemá za následek kompletní spektrum procesů typických pro aktivaci oocytu (Ducibella et Lefevre, 1997), které zahrnuje společně s exocytózou kortikálních granul také pozdější děje, jako je znovuzahájení meiózy. (Fan et al., 2003). 

PKC je cílovým substrátem vápníkových iontů, ale není při oplození hlavním signálem vyvolávajícím oscilaci vápníkových iontů (Jones, 1998).

I když není jisté jakým způsobem vyvolává vápník exocytózu CG, jsou důkazy o tom, že je zprostředkován pomocí aktivace PKC (Fan et al., 2003).

Pokud je aktivita PKC inhibována, partenogenetická aktivace oocytů nenastane ani při zvýšení koncentrace kationtů vápníku pomocí kalcium ionoforu A 23187 (Colonna et al., 1997; Ito et al., 2003). Proto je pro aktivaci nutné společné působení PKC a Ca2+ iontů (Wang et al., 98). Ve studii, kterou uveřejnil Fan et al. (2003), byla aktivace oocytu vyvolána stimulací kalcium ionoforem, který pravděpodobně působí prostřednictvím zvýšení hladiny kalcia v oocytu a tato aktivace se zdá být závislá na kalcium nezávislé PKC Tento závěr se může zdát rozporuplný a to vyvolává otázku, zda a jakým způsobem se ionty vápníku uvolňují při aktivaci na kalciu nezávislých izotypů PKC. Je možné, že vápník aktivuje fosfolipázu C, která iniciuje tvorbu DAG a ten následně aktivuje PKC.
Úloha PKC při aktivaci oocytu je druhově specifická, takže například oocyty prasat nelze aktivovat použitím ani PMA ani DAG. Což by mohlo znamenat, že aktivita cPKC a nPKC pro aktivaci prasečích oocytů nestačí (Fan et al., 2002; Sun et al., 1997).

Některé inhibitory PKC mohou mít inhibiční vliv na partenogenetickou aktivaci vyvolanou různými stimulacemi (Fan et al., 2003).

V prasečích partenogeneticky aktivovaných oocytech dochází k inaktivaci p34cdc2 kinázy Ca2+  dependentní kaskádou, zatímco inaktivace MAP kinázy probíhá prostřednictvím PKC dependentní kaskády. Snížení aktivity obou těchto kináz je nutné pro to, aby partenogenetická aktivace prasečích oocytů byla úspěšná (Ito et al., 2003).

2.2.3. Vliv PKC na exocytózu kortikálních granul

Výskyt PKC v plazmatické membráně oocytu naznačuje, že se může účastnit především exocytózy CG během aktivace a oplození. Toto je také podporováno skutečností, že exocytóza CG je narušena v přítomnosti inhibitorů PKC (Fan et al., 2002). 

Aktivátory PKC 1-oleoyl-2-acetyl-glycerol (OAG) nebo forbol 12-myristát-13-acetát (PMA) vyvolávají v prasečích oocytech uvolnění CG, tento jev je na Ca2+ nezávislý a může být překonán pomocí inhibitorů PKC (Sun et al., 1997).

PMA navozuje exocytózu CG a membránový přesun cPKCα a γ. Tyto účinky byly ale v přítomnosti staurosporinu (silný inhibitor PKC) inhibovány, což by mohlo znamenat, že aktivace PKC je pro jejich translokaci a uvolnění CG nutná (Yanagimachi, 1994; Gulyas, 1979). Ošetření prasečího oocytu kalcium ionoforem, nebo stimulace elektrickými pulzy mělo za následek přesun tří izoforem cPKC do okrajových částí tohoto oocytu, a uvolnění CG . Z těchto tří PKC (α, βI a γ) nejvýrazněji migrovala PKCα, což naznačuje, že tato PKC je k tomuto ošetření mnohem vnímavější než zbylé dvě PKC a že může být prostředníkem exocytózy CG vyvolané zvýšením Ca2+ (Fan, 2002).

 Izotypy cPKCa zřejmě nehrají příliš důležitou roli v aktivaci prasečích oocytů pomocí vápníku (Sedmíková et al., 2006). 
Forbolestery aktivované pomocí PKC působí některé ze změn souvisejících se zonou pellucidou po oplození (Jones, 1998). Endo et al. (1987) zjistil, že přidáním forbolesteru do intaktní zony pellucidy myších oocytů zabraňuje penetraci spermie a tím i oplození oocytů.  Po oplození nastanou změny v glykoproteinech zony pellucidy ZP2 a ZP3, které jsou vyvolány uvolněním CG z oocytu. Proto by mělo být možné vyvolat uvolnění CG forbol esterem. 

Skutečnost, že phorbol estery jsou schopny vyvolat uvolnění CG, neukazuje, že PKC je skutečně aktivován při oplození. Nejpřesvědčivější důkazy o roli PKC při uvolnění CG během fertilizace podává Ducibella et Lefevre (1997), kteří blokovali uvolnění CG vyvolané forbolestery za pomoci známých inhibitorů PKC. Zjistili však, že tyto stejné inhibitory neměly žádný účinek na uvolnění CG vyvolané spermií. To naznačuje existenci signálních drah v oocytu, ve kterých vede aktivace PKC k uvolnění CG, tyto dráhy ale nejsou využity při oplození spermií. 

3. CÍL PRÁCE

Cílem práce je ověřit hypotézu, že aktivátor PKC může zlepšit míru exocytózy kortikálních granulí prasečích oocytů aktivovaných donorem NO.

4. MATERIÁL A METODY
4.1. Materiál

4.1.1. Složení a příprava média NCSU-37 pro in vitro zrání 
100 ml média NCSU-37 (tab. 1) je obohaceno o 0,0069g cysteinu, 100 µl β-merkaptoetanolu a 10 µl inzulínu. Pro in vitro kultivaci je k 9 ml obohaceného média NCSU-37 přidán 1 ml prasečí folikulární tekutiny.

	Složky média
	g/100 ml

	NaCl (S-9888)
	0,63553

	NaHCO3 (S-5761)
	0,21059

	KCL (S-5405)
	0,03563

	KH2PO4 (P-5655)
	0,01619

	MgSO4•7H2O (M-1880)
	0,02933

	CaCl2•2H2O (C-7902)
	0,02499

	Glukóza (G-7021)
	0,1

	Glutamin (G-5763)
	0,01461

	D-Sorbitol (S-1876)
	0,21864

	Penicilin G (P-3032)
	0,0065

	Streptomicyn (S-9137)
	0,0125


                                        Tab. 1: Složení média NCSU-37.

Těsně před in vitro kultivací oocytů bylo médium NCSU-37 obohaceno o dibutyril cAMP (dbcAMP) a hormony PMSG: hCG (tab. 2).

	Složka
	Koncentrace

	PMSG
	10 Ul/ml

	hCG
	10 Ul/ml

	dbcAMP
	1 mM


Tab. 2: Koncentrace hormonů a dbcAMP v médiu NCSU-37.

4.1.2. Příprava zásobních roztoků

· PBS:

 29 g       Na2HPO4 . 12 H2O

 2,96 g    NaH2PO4 . 2 H2O

 5,84 g    NaCl

Vše rozpustit v 1000 ml H2O (destilované), upravit pH na 7,2 – 7,3 a skladovat jen několik týdnů.

· 3,7 % formaldehyd v PBS:
3,7 g paraformaldehydu
50 ml H2O (redestilované)
Roztok je zahříván a míchán, teplota nesmí přesáhnout 70 °C, většina paraformaldehydu se rozpustí, roztok je mírně zakalený. Po vychladnutí se za stálého míchání přidávají kapky 1 N NaOH do úplného vyčeření roztoku. Tím je získán 7,4 % roztok paraformaldehydu, který se po ochlazení smíchá s PBS v poměru 1:1 (5 ml 7,4 % paraformaldehydu a 5 ml PBS). Tento roztok nelze uchovávat, vždy je potřeba připravit čerstvý.

· 5 % roztok BSA:

1 g BSA se rozpustí ve 20 ml destilované H2O. 

4.2. Získávání vaječníků

Vaječníky byly získávány na jatkách od prepubertálních prasniček z blíže neurčených chovů. Tyto prasničky se nacházely v neznámém stádiu pohlavního cyklu. Transport vaječníků do laboratoře probíhal v termoskách s fyziologickým roztokem (0,9 % chlorid sodný) o teplotě 38 - 39 ºC.  

4.3. Získávání oocytů a in vitro kultivace 

Oocyty s ukončeným růstem byly získávány aspirací folikulární tekutiny, z folikulů o velikosti 2 – 5 mm, pomocí injekční stříkačky s jehlou. Poté byly přeneseny na Petriho misku a pod stereomikroskopem (Nikon SMZ 645, Japonsko) byly vybírány ke kultivaci jen oocyty s kompaktním kumulem a neporušenou cytoplazmou. Pro in vitro kultivaci oocytů byly používány 4 důlkové misky NUNC, do každého důlku bylo napipetováno 500 µl NCSU-37, přidáno 10 µl PSMG/HCG (gonadotropin séra březích klisen/lidský choriový gonadotropin) a 10 µl dibutyryl cAMP. Kultivace probíhala při teplotě 39 ºC, ve směsi 5 % CO2 se vzduchem po dobu 20 – 22 hodin. Poté byly oocyty opláchnuty v médiu NCSU-37 a kultivovány dalších 20 – 22 hodin v čistém NCSU-37 médiu (bez přídavku PSMG/HCG a dibutyryl cAMP) do stádia metafáze II. Po dozrání byly oocyty za pomoci skleněné pipety zbaveny kumulárních buněk. 
Pro kontrolu zrání byly oocyty zbavené kumulárních buněk fixovány a barveny. Na podložní sklíčko vyčištěné lihem se nanesou dva proužky vazelíny mezi které se umístí do kapky oocyty a přiklopí krycím sklíčkem. Poté je celý preparát fixován v roztoku kyseliny octové a etanolu (1:3, 15:45 ml) po dobu 24 hodin. Následně jsou oocyty barveny 1 % vodným roztokem orceinu. Stádium dosaženého meiotického zrání je vyhodnoceno pod mikroskopem.

4.4. Kultivace oocytů s donorem NO a aktivátorem PKC

V tomto experimentu byly zralé oocyty rozděleny do tří experimentálních skupin a do tří skupin kontrolních. První skupina oocytů byla kultivována s použitím S-nitroso-N-acetylpenicillaminu (SNAP), donorem NO, v médiu o koncentraci 2 mM po dobu 10 hodin. Druhá skupina oocytů byla kultivována po dobu 10 hodin s aktivátorem všech izoforem PKC, forbolmyristylacetátem (PMA), o koncentraci 400 µM. Třetí skupinu tvořily oocyty kultivované za přítomnosti jak SNAP o koncentraci 0,5 mM, tak aktivátoru PKC (SNAP + PMA).

Pro pozitivní kontrolu exocytózy kortikálních granul byl k aktivaci oocytů použit kalcium ionofor A23187 (50 µM). Pro negativní kontrolu byly oocyty kultivovány pouze v čistém médiu. Poslední kontrolní skupinu tvořil dimethylsulfoxid (DMSO), který byl použit proto, že je rozpouštědlem aktivátoru PKC.
Kultivace in vitro probíhala po dobu 10 hodin.

	Skupina
	Koncentrace testované složky

	kontrola
	pouze čisté médium

	kalcium ionophor
	50 µM (5 min)

	DMSO
	1 %

	PMA
	100 nM

	SNAP
	2 mM

	SNAP+PMA
	0,5 mM + 100 nM


Tab. 3: Koncentrace látek obsažených v experimentálních a pokusných skupinách.

4.5. Barvení kortikálních granul

Oocyty zbavené kumulárních buněk byly opláchnuty v PBS (2 – 3 min.). Poté byly 30 minut fixovány v 3,7 % (w/v) paraformaldehydu v PBS, a třikrát po 2 min. opláchnuty v PBS. Fixované oocyty byly 5 min. permeabilizovány v 1 % (w/v) Tritonu -X100 v PBS a byly znovu třikrát, vždy po 2 min., opláchnuty v PBS. Poté byly oocyty přemístěny do směsi 45 µl PBS a 0,5 µl lektinu konjugovaného s fluorescein-5- izothiokyanátem (FITC-PNA) a inkubovány 30 min. ve tmě pro vizualizaci exocytózy kortikálních granul. Na posledních 10 min. byl přidán Hoechst 33258 (10 µl/ml) pro obarvení chromatinu. Oocyty byly znovu omyty, třikrát v PBS a následně třikrát v ekvilibračním roztoku. 

V etanolu se vyčistila podložní a krycí sklíčka, na podložní se lakem vytvořil rámeček, do kterého se do kapky montovacího média přenesou oocyty, přiklopí se krycím sklíčkem a jeho okraj se zalakuje. Takto upravený preparát lze ve tmě a při 4 ºC uchovávat několik týdnů. Fluorescence jednotlivých vzorků byla stanovena na konfokálním mikroskopu Leica SPE.

	Fluorochrom
	Excitace
	Emise
	Barva

	Hoechst
	535 nm
	410 nm
	Modrá

	FITC
	495 nm
	519 nm
	Zelená


Tab. 4: Hodnoty barviv použitých pro zviditelnění chromatinu a kortikálních granul.
4.6. Analýza vzorků

Vzorky byly analyzovány s použitím laserového konfokálního mikroskopu. Vyhodnocení fluorescence CG v kortikální oblasti oocytu probíhalo pomocí programu analýzy obrazu. Data získaná analýzou obrazu byla statisticky vyhodnocena metodou jednofaktorová ANOVA, při hladině významnosti p <0,001.

4.7. Schéma experimentu

Experiment byl rozdělen do tří pokusných skupin a do tří skupin kontrolních. V každé skupině bylo hodnoceno 10 oocytů. Experiment byl 4 x zopakován.

5. VÝSLEDKY

Účelem tohoto experimentu bylo zjistit účinky forbol-12-myristil-13-acetátu (PMA, aktivátor protein kinázy C) na exocytózu kortikálních granul v oocytech aktivovaných S-nitroso-N-acetylpenicillaminem (SNAP, donor oxidu dusnatého).
V experimentální skupině oocytů kultivovaných v přítomnosti donoru NO (SNAP) nebyla exocytóza kortikálních granul pozorována. Naopak u oocytů kultivovaných v přítomnosti forbolmyristylacetátu (PMA) k exocytóze CG došlo. Ve skupině, kde byla do kultivačního média přidána kombinace SNAP a PMA uvolnění CG nebylo pozorováno.

V kontrolních skupinách po 10 hodinách kultivace nastala exocytóza CG pouze ve skupině oocytů ošetřených kalcium ionoforem. U oocytů kultivovaných v čistém médiu a s DMSO nebyla exocytóza CG pozorována.

Analýzou obrazu byla vyhodnocena fluorescence CG a stanovena hustota kortikální oblasti (tab. 5). Statisticky významné rozdíly v hustotě kortikální oblasti oocytů byly zaznamenány mezi skupinou oocytů ošetřených SNAP nebo SNAP v kombinaci s PMA a skupinou oocytů ošetřených pouze PMA. Hustota CG u oocytů kultivovaných v přítomnosti PMA se významně lišila od všech ostatních skupin, jak experimentálních tak pokusných. V kontrolních skupinách se významně lišila skupina oocytů ošetřených calcium ionoforem, u kterých byla zaznamenána vyšší míra exocytózy CG než u oocytů ve skupinách kontrola a DMSO.

	Skupina
	Počet oocytů
	Hustota kortikální oblasti

	kontrolní
	kontrola
	10
	25,9 ± 1,7a

	
	kalcium ionophor
	10
	13,0 ± 3,2b

	
	DMSO
	10
	21,2 ± 2,8a

	pokusná
	PMA
	10
	0,7 ± 0,4c

	
	SNAP
	10
	17,2 ± 2,2ab

	
	SNAP+PMA
	10
	20,0 ± 2,4a


Tab. 5: Hustota kortikální oblasti obarvené pomocí PNA-FITC. V kontrolních a pokusných skupinách byla sledována hustota korové oblasti oocytu, která byla obarvena pomocí  PNA konjugované s FITC. V tabulce jsou uvedeny průměrné hodnoty ± směrodatná odchylka. Superskripty a, b, c označují statisticky významné rozdíly.
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Graf 1: Průměrná hustota kortikální oblasti oocytu, značená jako PNA konjugovaná s FITC v jednotlivých skupinách.
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 Obr. 1: Oocyt ze skupiny kontrola. Oocyty byly kultivovány pouze v čistém médiu CSU-37. U těchto oocytů nenastala exocytóza kortikálních granul. Barveno pomocí fluorescein-5- izothiokyanátu, FITC (zelená barva). Šipka značí CG. 400x zvětšeno, snímáno v ekvatoriální rovině. 
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Obr. 2: Oocyt ze skupiny kalcium ionophor. Oocyty byly kultivovány v médiu obohaceném o DMSO a CaIo. V této skupině oocytů byla exocytóza CG zaznamenána. Barveno FITC. 400x zvětšeno, snímáno v ekvatoriální rovině.
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Obr. 3: Oocyt ze skupiny DMSO. Oocyty byly kultivovány v médiu obohaceném pouze o DMSO. V této skupině exocytóza CG nenastala. Barveno FITC. Šipka značí CG. 400x zvětšeno, snímáno v ekvatoriální rovině.
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Obr. 4: Oocyt ze skupiny PMA. Oocyty byly kultivovány v médiu obohaceném PMA. U oocytů ošetřených PMA byla exocytóza CG zaznamenána. Barveno FITC. 400x zvětšeno, snímáno v ekvatoriální rovině.
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Obr. 5: Oocyt ze skupiny SNAP. Oocyty byly kultivovány v médiu obohaceném o SNAP. V této skupině exocytóza CG nenastala. Barveno FITC. Šipka značí CG. 400x zvětšeno, snímáno v ekvatoriální rovině.
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Obr. 6: Oocyt ze skupiny SNAP-PMA. Oocyty byly kultivovány v médiu obohaceném o SNAP+PMA. U těchto oocytů kortikální reakce nenastala. Barveno FITC. Šipka značí CG. 400x zvětšeno, snímáno v ekvatoriální rovině.

6. DISKUZE

Meiotické zrání oocytů se spontánně zastavuje v bloku MII a dokončení zrání je možné iniciovat aktivačním impulzem pocházejícím od spermie pronikající do vajíčka nebo nejrůznějšími impulzy vyvolávajícími v in vitro podmínkách partenogenetickou aktivaci, kterou mimo jiné ovlivňují řídící molekuly PKC a NO a jejich signální dráhy.

Cílem práce bylo ověřit hypotézu, zda aktivátor PKC může zlepšit míru exocytózy kortikálních granulí prasečích oocytů aktivovaných donorem NO.

Mechanismy zapojené do aktivace prasečích oocytů závislé na NO nejsou zatím zcela objasněny. Je již ale zřejmé, že se signální kaskáda závislá na NO zapojuje do regulace signalizace vápníkem, která se uplatňuje při aktivaci oocytů. Tuto roli vápníkových iontů potřebných pro aktivaci oocytů potvrdil Hyslop et al. (2001), když srovnával roli Ca-dependentních a NO-dependentních signálních kaskád při aktivaci oocytu.

 Donor oxidu dusnatého, SNAP, partenogeneticky aktivuje prasečí oocyty pouze v přítomnosti dostatečného množství intracelulárního vápníku, což potvrzuje zjištění o propojení Ca a NO-dependentních signálních kaskád v oocytech. Na jedné straně vápenaté ionty aktivují kalmodulin, který aktivuje NOS odpovědnou za produkci NO v buňkách (Nathan, 1992). Na straně druhé prostřednictvím regulace vápníkových kanálů a pump regulujících příjem a výdej vápníku probíhající mezi buňkou a extracelulárním prostředím, NO ovlivňuje množství nitrobuněčného vápníku (Berridge et al., 2000).

Signální kaskáda NO funguje v oocytech a je aktivována během aktivace oocytu po oplození nebo partenogenezi, ale není dostačující pro plnou aktivaci oocytu. Při aktivaci oocytu donorem NO chybí exocytóza kortikálních granulí a dělení partenogenetického embrya nepostoupí za čtyřbuněčné stádium (Petr et al., 2005a). Pokud jsou oocyty myši oplozeny spermií, nastane oscilace vápenatých iontů, ale nezvýší se produkce NO, což znamená, že NO není pro oplození nezbytný (Hyslop et al., 2001).

Toto potvrzují i výsledky našich experimentů.  U oocytů, které byly aktivovány donorem NO, S-nitroso-N-acetylpenicillaminu (SNAP), exocytóza kortikálních granulí nenastala.
U zralých oocytů, kultivovaných 10 hodin v přítomnosti forbolmyristylacetátu (PMA),  aktivátoru všech izoforem PKC, byla exocytóza kortikálních granulí zaznamenána.
Aktivace PKC však nemá za následek kompletní spektrum procesů typických pro aktivaci oocytu (Ducibella et Lefevre, 1997), která zahrnuje společně s exocytózou kortikálních granul také pozdější děje, jako je znovuzahájení meiózy. (Fan et al., 2003). 

PKC je cílovým substrátem vápníkových iontů, ale není při oplození hlavním signálem vyvolávajícím jejich oscilaci (Jones, 1998).

I když není jisté, jakým způsobem navozuje vápník exocytózu CG, jsou důkazy svědčící o tom, že je zprostředkován pomocí aktivace PKC (Fan et al., 2003).

Pokud je inhibována aktivita PKC, nenastane partenogenetická aktivace oocytů, ani pokud je s pomocí kalcium ionoforu A23187 zvýšena koncentrace kationtů vápníku (Colonna et al., 1997). Proto je pro aktivaci nutné společné působení PKC a Ca2+ iontů (Wang et al.,1998).
Přesun PKC do plazmatické membrány oocytu naznačuje, že se může účastnit především exocytózy CG během aktivace a oplození. Toto je také podporováno skutečností, že exocytóza CG je narušena v přítomnosti inhibitorů PKC (Fan et al., 2002). 

Aktivátor PKC forbol-12-myristát-13-acetát (PMA) vyvolává v prasečích oocytech uvolnění CG, tento jev je na Ca2+ nezávislý a může být překonán pomocí inhibitorů PKC (Sun et al., 1997).

PMA navozuje exocytózu CG a membránový přesun cPKCα a γ. Tyto účinky byly ale v přítomnosti staurosporinu (silný inhibitor PKC) inhibovány, což by mohlo znamenat, že aktivace PKC je pro jejich translokaci a uvolnění CG nutná (Yanagimachi, 1994; Gulyas, 1979). 
Pro ověření hypotézy, že aktivátor PKC může zlepšit míru exocytózy kortikálních granulí prasečích oocytů aktivovaných donorem NO, byly oocyty kultivovány v přítomnosti forbol-12-myristát-13-acetátu (PMA) i S-nitroso-N-acetylpenicillaminu (SNAP) zároveň. Tato kombinace však míru kortikální reakce po partenogenetické aktivaci oocytu nezlepšila. Naopak exocytóza kortikálních granulí nebyla zaznamenána.
Působení donoru oxidu dusnatého SNAP pravděpodobně inhibuje vliv PKC na uvolnění CG.
Cyklický guanosinmonofosfát (cGMP) je klíčová regulační molekula uplatňující se v mnoha buněčných procesech, kterí jsou spojeny s aktivací cGMP kinázy a poklesem cytozolové hladiny vápníku (Moncada et al., 1991).

Ruth et al. (1992) na základě svých pokusů zjistil, že cGMP kináza snižuje Ca2+. Tyto účinky jsou specifické pro cGMP kinázu a nemohou být napodobeny působením cAMP kinázy.
Vypadá to ale, že cGMP kináza snižuje Ca2+ tím, že mírní syntézu 1,4,5- trifosfátu a může tak inhibovat aktivitu fosfolipázy C, která je součástí aktivační kaskády PKC (Ruth et al., 1993).

7. ZÁVĚR
Cílem této práce bylo ověřit hypotézu, zda je možné použitím aktivátoru všech izoforem protein kinázy C (forbol-12-myristát-13-acetát, PMA) zlepšit míru exocytózy kortikálních granulí prasečích oocytů partenogeneticky aktivovaných donorem oxidu dusnatého (S-nitroso-N-acetylpenicillamin, SNAP).

V této studii bylo prokázáno, že pokud je aktivátor všech izoforem PKC, PMA, který je schopen vyvolat exocytózu kortikálních granul, použit v kombinaci s donorem oxidu dusnatého, SNAP, nemá pozitivní vliv na zlepšení míry exocytózy CG, protože ta nebyla v takto ošetřených oocytech zaznamenána.

Další studie zaměřené na vliv jednotlivých izoforem PKC na exocytózu kortikálních granul v prasečích oocytech partenogeneticky aktivovaných oxidem dusnatým a na objasnění, jakým způsobem jsou jsou propojeny signální dráhy PKC a NO mohou přinést zatím neznámé informace potřebné pro správné pochopení mechanismů působících při oplození a aktivaci.

Důkladnější poznání vzájemného vlivu kaskád oxidu dusnatého a protein kinázy C při aktivaci oocytů a exocytóze kortikálních granul bude mít za následek vývoj lepších technik aktivace oocytů a následné zlepšení vývoje embryí. Což by mohlo hrát významnou roli při uplatnění biotechnologií v oblasti reprodukce hospodářských zvířat, či v oblasti asistované reprodukce u lidí.
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