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Vliv inhibice fosfatazy 2B na meiotické zrani oocytu prasete

Souhrn

Meiotické zrani je fizeno celou fadou regulatorii, mezi které patii také fosfataza 2B,
kalcineurin. Kalcineurin prokazatelné reguluje meiotické zrani oocytu u nékterého hmyzu,
jako je moucha Drosophila, ¢i zab, naptiklad rodu drapatka, Xenopus.

Nase prace poprvé prokdzala zapojeni fosfatdzy 2B do meiotického zrani oocytu
prasete. Bylo zji§téno, Ze pfi inhibici kalcineurinu je ovlivnéno meiotické zrani oocytd in
vitro. Inhibice kalcineurinu byla studovana pomoci pyretroidu deltametrinu a nepyretroidu
cyklosporinu A u casteéné a plné¢ meioticky kompetentnich oocytl. Pozorovany efekt na
meiotické zrani byl zavisly na stupni meiotické kompetence oocyti. U plné dorostlych oocytl
s uplnou meiotickou kompetenci doslo k naruseni meiotického zrani, zatimco u rostoucich
oocyti s casteéné vyvinutou meiotickou kompetenci, bylo naopak meiotické zrani
stimulovano. Kalcineurin mize byt tudiz vyznamnym regulatorem meiotického zrani a také
zisku meiotické kompetence. Jeho pfesny mechanizmus ucinku v oocytech neni znam a je

tieba ho detailn¢ prostudovat.

Klic¢ova slova: prase, oogeneze, oocyt, meiotické zrani, fosfatdza 2B, kalcineurin



The influence of 2B phosphatase inhibition on meiotic

maturation of porcine oocytes

Summary

Meiotic maturation is controlled by many regulators and phosphatase 2B, calcineurin,
is one of them. Calcineurin regulates oocyte meiotic maturation of some species, such as a fly
Drosophila, or of frogs, for example Xenopus.

The involvement of phosphatase 2B in meiotic maturation of a pig oocyte was proved
in our study for the first time. It was discovered that whenever inhibition of calcineurin
appears, oocyte meiotic maturation is influenced in vitro. Inhibition of calcineurin was studied
with the aid of pyrethroid deltamethrin and non-pyrethroid cyclosporin A in oocytes that were
either partially or fully meiotically competent. The observed effects depended on the stage of
meiotic competence of the oocytes. In fully-grown pig oocytes with fully-developed meiotic
competence, maturation was disturbed, whereas in growing pig oocytes with partial meiotic
competence, meiotic maturation was stimulated. Therefore, calcineurin can be a significant
regulator of meiotic maturation and also of the acquisition of meiotic competence in porcine
oocyte. The exact mechanism of its fuction in oocyte is not known and it is neccessary to

examine it in detail.

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

Reproduk¢ni biotechnologie jako je inseminace, in vitro oplozeni, transfer embryi,
klonovani a tvorba transgennich jedincti jsou v poslednich letech v chovu hospodaiskych
zvitat vyuzivany ve vétsi mife. Tyto techniky vSak u prasete nardzeji na tfadu problémd.
Napiiklad mrazeni prasecich inseminacnich ddvek a embryi je problematické a i klonovani
ma pouze malou ucinnost. VéEtSina biotechnologi je ale omezena po¢tem zralych oocytd ve
vajeéniku. Cestou k ziskani vyssiho poctu téchto zralych oocytit mohou byt techniky zvysujici
vyvojovou schopnost rostoucich oocytti ve vaje¢niku nebo metody rdstu oocyti in vitro.

Oogeneze, zahrnujici mnozeni, rist a zrdni oocytl, je ovlivnéna celou ftadou
regulacnich molekul. Jednou z nich muaze byt i kalcineurin, protein s fosfatdzovou aktivitou.
Vyznam tohoto proteinu je mozné studovat pomoci jeho inhibice. K inhibici se velmi ¢asto
pouzivaji latky ze skupiny pyretroidi, jako je deltametrin, ale také latky inhibujici kalcineurin

nepyretroidového charakteru, jako je imunosupresivum, cyklosporin A.



2. Cil prace

Cilem této diplomové prace bylo ovéfeni hypotézy, podle které je protein fosfataza 2B,

kalcineurin, nezbytna pro spravny prub&h meiotického zrani oocytu prasete.



3. Literarni reSerse

3.1 Oogeneze

Proces vyvoje samicich pohlavnich bunék (oocytll) je souhrné¢ nazyvan oogeneze.
Slozity proces oogeneze zahrnuje sérii mnoha morfogenetickych zmén (Coticchio et al.,
2013). Oogeneze zalina jiz v embryonalnim vyvoji samice migraci primordialnich
zarode¢nych bunék (oogonii) do zarodeéného epitelu ovaria, kde dochazi k dal§imu vyvoji
(Wartenberg, 1990). Béhem vyvoje musi byt geneticky material buiky zredukovan, coz je
uskutecnéno v pribéhu redukcéniho déleni — meidzy (Wassarman, 1988). Cely proces
oogeneze je mozné rozdélit na fazi mnoZeni, rGstu a meiotického zradni (Wassarman, 1988;

Nussbaum et al., 2004).

3.1.1 Faze mnoZeni

Primordialni zarodecné bunky (PGC, Primordial Germ Cells) jsou zalozeny ve
splanchnopleufe a pfilehlém entodermu Zzloutkového vacku z nediferenciovanych bunék
epiblastu. Tento proces probihd jiz béhem gastrulace embrya (Freeman, 2003). Bunky
nasledné migruji (Picton et al., 1998) do zadni ¢asti embrya, kde se nakonec usidli v misté
vznikajici gonadalni liSty (Freeman, 2003), kterou je tvofen =zaklad pro vajecniky
(Chawengsaksophak et al., 2011). Poté je zahajen proces rychlého mitotického mnozeni jiz
pohybu neschopnych bunék. Tyto buiiky jsou oznacovany jako oogonie (Wassarman, 1988;
Gosden and Bownes, 1995). Mitoticka aktivita oogonii prasete za¢ina kolem tfinactého dne
zivota embrya (Eppig et al., 2004; Hunter, 2000). Vznikd obrovsky pocet oogonii
(Wartenberg, 1990), kdy z poctu pét tisic v obdobi dvaceti dnii po oplozeni je b&éhem

nasledujicich tficeti dnil jejich pocet rapidn€ navysen az na milion sto tisic (Hunter, 2000).

Béhem embryonalniho vyvoje oocyty vstupuji do meidzy a stavaji se z nich oocyty
primarni (Neal and Baker, 1984; Lei et al., 2001). Meioza je zahajena na konci faze mnozeni
(Rodrigues et al., 2008). U prasat dochazi k zahajeni meidzy zhruba ve Ctyficatém dni po
oplozeni (Hunter, 2000). JizZ v profazi prvniho meiotického zrani (Profaze I) je zarodecna
buiika oznaCovéana jako oocyt a prochazi né€kolika stadii, nezZ je vyvoj oocytu v této fazi
zastaven (Rodrigues et al., 2008) k ¢emuz u prasat dochazi okolo 35 dne po porodu (Hunter,
2000).



V profazi prvniho meiotického déleni se mitochondrie ptikladaji t€sn¢ k jadernému
obalu. Oocyt prochazi prvnim stadiem profaze I leptotene, kdy je kondenzaci chromozémi a
upnutim telomer k jaderné membrané¢ v misté upinacich plotének tvofen charakteristicky
»leptotenni buket (Vacek, 2006; Scherthan, 2007). V nasledujicim stadiu zygotene je
postupné vytvarena propojovaci struktura zebiickovité povahy neboli synapticky komplex. S
jeho dvéma laterndlnimi a jednim centradlnim elementem jsou spojena chromatinova vlakna
bivalentl vytvofenych zkracenim a sparovanim chromozémi (Heyting, 1996). Kondenzace a
zkracovani chromozomii pokracuje i v nasledujicim stadiu, pachytene. Kazdy chromozom je
zieteln€ rozd€len na dvé sesterské chromatidy, pficemz bivalent obsahuje tyto chromatidy
celkem ¢tyfi a vznika tetrada chromatid. Dale dojde k prek¥izeni nesesterskych chromatid
(crossing-over) a tim vymeén¢ casti genetického materialu mezi homolognimi chromozémy v
bivalentech (rekombinace). V prubchu dalsi faze diplotene dojde k uvolnéni jednotlivych
chromatid ze synaptického komplexu, avSak spojeni v mistech vzajemného piekiiZeni, tzv.
chiasmatech, pietrvava. Jiz zminéné pieruseni profaze I je uskute¢néno v pozdnim diplotene,
také zvaném diktyotene. Jadro oocytu obklopené jadernou membranou v této fazi vyvoje
nazyvame zarodeénym vackem (Wassarman, 1988).

Zhruba tficet pét dnli pfed narozenim jsou u prasete vSechny oogonie v profazi |
(Hunter, 2000) a dochazi k obkolpeni prvni vrstvou granuléznich bun¢k (Black and Erickson,
1968), ¢imz je vytvofen primarni folikul (Hunter, 2000), také zvany primordidlni.
Primordialni folikuly obsahuji jeden primarni oocyt, ktery je obklopen pouze jednou vrstvou
granuloznich bun¢k (Wartenberg, 1990) plnicich hlavné vyzivovaci funkci béhem nésledujici
faze rlstu (Buccione et al., 1990; Shimada, 2009). Populace primordialnich folikulii prasnic je
odhadovana na pétset tisic pii narozeni (Black and Erickson, 1968). Z ohromného mnozZstvi
namnozenych folikull vSak velkd Cast podléha atrézii a pouze mensina dojde do stadia
ovulace (Tilly, 2001). Vyvoj primarnich oocytit pokracuje az s nastupem obdobi pohlavni
zralosti a nasledn¢ v dob¢€ ovulace (Wartenberg, 1990) vlivem luteinizaéniho hormonu (LH)
(Neal and Baker, 1984; Lei et al., 2001).

Schopnost vzniku novych oocyti obklopenych somatickymi bunikami (folikull) je
ukoncena tésn¢ pred nebo v okamziku narozeni (Zuckerman, 1951; Zuckerman and Baker,
1977). Hunter (2000) ale uvadi ukonceni mitotické aktivity u prasat az sedm dni po porodu.
Tento fakt byl Castecné vyvracen modernési studii, kterou byla prokdzéna pretrvavajici
produkce oocytli u juvenilnich 1 dospelych mysi (Johnson et al., 2004). Nové¢jsi tvrzeni bylo

prokazano i dalsi studii, kde byla u neplodnych mysi po transplantaci neonatalni zarode¢né
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listy pozorovana tvorba novych oocytt (Zou et al., 2009). Johnson et al. (2005) poukazuji na
potencialni mozny zdroj novych zarodecnych bunék v kostni dfeni ¢i krevnich bunkach. Tato
teorie byla v zapéti vyvracena (Eggan, 2006). Jiné pokusy prokazuji jako mozny zdroj
zarodeCnych bunc¢k kiizi prasete (Dyce et al., 2006; Dyce and Li., 2006) i1 pankreatické bunky
potkana (Danner et al., 2007).

3.1.2 Faze rustu

Piisobenim gonadotropini (luteiniza¢ni hormon LH a folikul stimula¢ni hormon FSH),
které jsou secernovany prednim lalokem hypofyzy, je zahajena a nésledné¢ udrzovana ristova
faze folikuli (Motlik a Fulka, 1976). Skupiny oocyti vstupuji do faze rlstu postupné
(Wassarman, 1988). V pribéhu ristové faze je u savéich oocytl pozorovano zvétseni sedm az
desetkrat (Motlik a Fulka, 1976). Dochazi k vyznamnym strukturalnim zménam tykajicich se
usporadani a velikosti bunééného jadra, jadérka, organel, inkluzi, télisek, granul v cytoplazmé
i obalu oocytu. Objem oocytu se zvétsi az tiista nasobné (Wassarman, 1988) — u praseciho
opocytu dojde ke zménég velikosti z 30 na 120 um (Motlik a Fulka, 1976).

Jiz v pocatku rustové faze se tvori druhd vrstva granuldéznich bunék kolem oocytu
(Wassarman, 1988; Hunter, 2000) a folikul je tedy nazyvan sekundarnim (Driancourt, 1991).
Utvoreni sekundarniho folikulu je charakterizovano pocatkem vzniku silného, elastického a
porézniho extraceluldrniho obalu, obklopujiciho plasmatickou membranu oocytu, zona
pellucida (Wassarman and Mortillo, 1991; Fair et al., 1997; Wassarman, 2008), ptes ktery
mohou k oocytu penetraci proniknout télu vlastni protilatky, enzymy i1 malé viry (Wassarman,
2008). Funguje jako glykoproteinovy obal, chrani oocyt a sehravé dialézitou roli pfi oplozeni
(Yurewicz et al., 1987; Wassarman, 1988). U prasecich oocyti nabyva tento obal sily 8,6 pm
(Norberg, 1972). Sav¢i zona pellucida je slozena ze tfi az Ctyt vrstev glykoproteint (ZP1,
ZP2, 7ZP3, ZP4), které mohou polymerovat za vzniku dlouhych vldken propojenych spolecnou
konstrukéni jednotkou, tzv. doménou ZP (Wassarman, 1988; Wassarman and Mortillo, 1991,
Rath et al., 2006; Louros et al., 2013). Zona pellucida setrvava az do stadia blastocysty, kdy
dojde k jejimu rozpadu pii uhnizdéni v déloze (Wassarman, 2008).

V ristové fazi rovnéZz dochéazi k rozpadu struktur Golgiho komplexu se separaci na
jednotky putujici k zona pellucida ve form¢ vakuol s glykoproteiny a ve form¢ budoucich
kortikdlnich granul (Gosden et al., 1997). Kortikédlni granula maji vyznam piedev§im pfi
procesu oplozeni a to v zamezeni polyspermie, kdy dojde k vyliti jejich obsahu granul do

perivitelinniho prostoru (Wassarman, 1988).
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S pokracovanim faze ristu vznikaji dal$i vrstvy granuloznich bun¢k a tim dochazi i k
rustu folikulu. Nasledujicim stadiem rustu folikulu je antralni nebo také tercialni folikul s jiz
utvorenou dutinou (antrum foliculi) (Lillmann-Rauch, 2012). Ve zménach v tercidlni folikul
je zahrnut vyvoj vnitiniho obalu theca foliculi interna, vné&jsiho obalu theca foliculi externa
(Fair, 2003; Liillmann-Rauch, 2012), bazalni laminy, kumularnich buni¢k a formace tekutiny
antralni dutiny (Norberg, 1972; Driancourt, 1991). Bunky antralniho folikulu mohou byt
rozdéleny do dvou skupin. Bunky corona radiata, také zvané kumularni buiky, jsou nezbytné
pro pienos zdroji energie k oocytu v dobé poklesu glykolytické aktivity (Shimada, 2009).
Kumularni buniky lemuji oocyt a vytvaieji mezibunécné komunikacni spoje typu gap junction
(Eppig, 2001). Gap junctions jsou shluky itercelularnich kanalti umoznujicich piimou difazi
iontl a malych molekul mezi sousedicimi bunikami (Goodenough and Paul, 2009). Bunky
centralni pozice smérem ke strané folikulu - vznika tzv. vejconosny hrbolek, cumulus
oophorus (Eppig, 2001). Poslednim vyvojovym stadiem folikulu je pre-ovula¢ni antralni
folikul (Graaftv folikul) s pIn¢ vyvynutym a vyvojové kompetentnim oocytem (Rodrigues et
al., 2008). Velké mnozstvi folikularni tekutiny ve velkém Graafové folikulu umoziuje jeho
snadnou viditelnost na povrchu vaje¢niku (Wassarman, 1988). PIn¢ dorostly folikul prasete

nabyva velikosti i vice jak 5 mm (Marchal et al., 2002).

Oocyty Graafovych folikulti ovuluji a jsou oplozeni schopna (Mitra and Schulz, 1996).
Faze meiotického déleni oocytu je dokoncena pouze u téch oocytl, které byly pii ovulaci

usp&sné uvolnény z Graafovych folikuld a byly oplozeny (Nussbaum et al., 2004).

Specifické uspofadani cytoplazmy oocytu ve fazi ristu je vytvoreno diisledkem tvorby
novych organel a genovych produktd, pficemz spravna replikace organel v ooplazmé,
pfedevsim mitochondrii a jejich DNA, sehrava dulezitou tlohu v cytoplasmatické dédicnosti
budouci zygoty (Schatten, 1994). Somatické bunky zachovavaji stdlost mRNA a iontl ve
zvétsujicich se oocytech a jsou zdrojem nukleotidli, aminokyselin a fosfolipidi. Pocet
granul6znich bunék obklopujicich oocyt je ptimo zavisly na rychlosti ristu oocyta (Herlands
and Schultz, 1984). Stejn¢ jako se zvétSuje povrch oocytu, vzrista i prostup malych molekul
kli¢ovych pro dalsi riist oocytu pomoci tzv. gap junction (Cecconi et al., 1996).

Priméarni oocyt davd béhem svého déleni v obdobi puberty vzniku sekundarnimu
oocytu a zarovén i polovému télisku, které nema dostatek cytoplazmatického materialu pro

udrzeni Zivotaschopnosti. Dalsi polové télisko je vytvoteno pii déleni sekundarniho oocytu v
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dobé ovulace. Tento ptezivajici oocyt s haploidnim (n) poctem chromozémil je oznaCovan

jako ootida neboli zralé vajicko (Wartenberg, 1990).

S velikosti oocytu se zvétSuje 1 jeho jadro (Hyttel et al., 1999). Stejné jako pocet
jadernych télisek je rovnéz mnohonasobné navySen i1 objem nukleoplazmy. Pivodni
rozptylend fibrilogranularni struktura jadérka (Wassarman, 1988), diky které je oocyt
primarniho folikulu neschopen syntézy ribozomi (Hyttel et al., 1999), je ve fazi sekundarniho
oocytu nahrazena hustou, vyhradné fibrilarni hmotou (Wassarman, 1988; Hyttel et al., 1999) a
dochazi k nartistu transkripéni aktivity (Hyttel et al., 1999). Vysoky vyznam ma v této fazi
pravé intenzivni exprese RNA a proteini. Dochéazi k dramatickému nartistu mitochondrii
(Norberg, 1972), struktur Golgiho komplexu i polyribozomi, k ¢emuz doslo dusledkem
zvySené potieby proteosyntézy. Vlivem vysoké transkripéni aktivity jsou dale chromozomy
rozptyleny ve form¢ euchromatinu (Wassarman, 1988). Endoplazmatickym retikulem (ER)
jsou v pocatecni rastové fazi kolem jaderného obalu tvofeny cisterny, jejichZz pocet se
vzhledem k rostoucim narokiim na latkovou syntézu v pribéhu zvySuje. Mnozstvi cisteren ER
se zafina snizovat az se vznikem uzkého perivitelinniho prostoru (Fair et al., 1997) mezi
plazmatickou membranou a zona pellucida pravdépodobné vlivem zrtaty vody po oplozeni
(Vacek, 2006). Nekteré cisterny mohou byt pozorovany v periferii cytoplasmy ve formé
poharkovitych struktur a jiné komunikuji s mitochondriemi (Osuchowska, 2006).

Mnohé mitochondrie prodélavaji ke konci rastové faze vakuolizaci, ¢imz je snizena
jejich aktivita a jsou uchovany pro budouci vyuziti. Zaroven se jedna o ochranu organizmu
pfed ucinky volnych kyslikovych radikald vznikajicich béhem jejich energetického
metabolizmu (Norberg, 1972). V zavéru faze rustu také dochazi ke shromazd’ovani
rozptylenych chromozomi v okoli jadérka, kde dojde k jejich kondenzaci a pfeméné na
heterochromatin, kterym neni umoZznéno navazani transkripéni jednotky. Tim je ukonceno

obdobi intenzivni transkripce (Wassarman, 1988).

3.1.3 Meioticka kompetence oocytu

Schopnost oocytu znovuzahdjit a také dokoncit meiotické zrani se nazyva meioticka
kompetence (Schramm and Bavister, 1999). Meiotickd kompetence oocytu je zavisla na
mnoha procesech v prubéhu celé oogeneze (Marteil et al., 2009), ale i velikosti oocytu a
folikulu (Motlik et al, 1984).

Na zacatku svého rustu nejsou oocyty schopny zahajit zrani. Takové oocyty, u Kterych

jesté nedoslo, nebo nejsou schopny podstoupit rozpad zarodeéného vacku (GV) a nejsou
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schopny zah4jit zrani, se oznacuji jako zcela meioticky nekompetentni. V pozdéjSich fazich
rustu by mélo u oocytu dojit k rozpadu bunééné¢ membrany GV s naslednym vstupem do
metafaze I. V tomto kroku jesté neni plné zajiSténa schopnost oocytu ve vyvoji pokracovat a
dokoncit meiotické zrani. Proto jsou tyto oocyty pouze caste¢né meioticky kompetentni
(Motlik et al, 1984; Schramm and Bavister, 1999). Teprve oocyty schopné zahajit a nasledné
dokoncit meiotické zrani jsou plné meioticky kompetentni. Meioticky zcela kompetentnich
oocytl je ve srovnani s ¢aste¢né meioticky kompetentnimi oocyty jen velmi malo (Motlik et
al, 1984).

Prase¢i oocyty s vnitiim primérem mensSim nez 90 pum jsou zcela meioticky
nekompetentni a nedochazi k jejich zrani in vitro (Tichovska et al., 2011). Oocyty prasat o
velikosti méné nez 100 um z folikuld o velikosti 0,4 — 0,8 mm maji omezenou nebo zddnou
meiotickou kompetenci. Oocyty o velikosti 110 um z folikulG o priméru 1 — 1,5 mm maji
¢aste¢nou meiotickou kompetenci, jelikoz dochazi k pozastaveni jejich vyvoje v metafazi L.
Meiotickou kompetenci nabyvaji praseci oocyty okolo 14 dni po utvofeni antra ve folikulech
vétsich nez 3 mm (Motlik et al. 1984, Morbeck et al. 1992, Hunter, 2000). Zcela meioticky
kompetentni jsou praseci oocyty dosahujici velikosti 120 pm (Motlik et al., 1984, Petr et al.,
1994; Tichovska et al., 2011).

Za jeden ze znaku meiotické kompetence 1ze povazovat chromatin zkondenzovany do
hustého prstence okolo jadra (Wickramasinghe et al., 1991). Znamkou nabyti meiotické
kompetence oocytu je u mnoha savci také vytvoreni antra ve folikulu (Motlik et al. 1984,
Morbeck et al. 1992, Hunter, 2000). Rovnéz podle fosforylace centrozomu a délky
mikrotubull je mozné piedpokladat schopnost dokonceni meiozy, kdy kratké mikrotubuly a
fosforylovany centrozom poukazuji na meiotickou kompetenci oocytu (Albertini, 1992).

Na biochemické trovni je dosazeni plné meiotické kompetence charakterizovano
hromadénim neaktivniho komplexu p34cdc2/cyklin B oznafovaného jako pre-MPF. Po
vytvofeni folikularniho antra jiz k hromadéni pre-MPF nedochazi a vyviji se schopnost tento
komplex aktivovat (Kanayama et al., 2002).

Oocyty ziskané od prepubertalnich prasni¢ek vykazuji nizs§i meiotickou kompetenci,
nez bylo pozorovadno u oocytli od cyklujicich prasnic. Mnozstvi, morfologicka kvalita i
meiotickd kompetence se u prasecich oocytli méni v zavislosti na stadiu folikuldrniho vyvoje.
Obdobi pozdni lutealni a ¢asné folikularni fdze ve srovnani s ostatnimi stadii estralniho cyklu
1ze pro ziskavani normalnich a meioticky kompetentnich oocyti povaZovat za nejvhodné;si

(Machatkova et al., 2008).
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3.1.4 Faze zrani

Meiotickym zranim je oznacena konecna faze vyvoje oocytu a jeho transformace v
neoplozené vajicko s haploidnim poc¢tem chromozomii (n) neboli pfechod ze stadia diplotene
profaze 1 do metafaze II (Motlik a Fulka, 1976; Wassarman, 1988). Procesy
cytoplazmatického a jaderného zrani jsou koordinovany tak, aby doslo k jejich dokonceni
souCasn¢ (Hunter, 2000). Pfi jaderném zrani dochézi predevsim ke zméndm chromatinu, na
¢emz je uspé$nost zrani oocytu zavisla (Ferreira et al., 2009; Marteil et al., 2009).

Pocatek faze zrani navazuje na ukoncené stadium diktyotene, kdy je pozorovan rozpad
zarode¢ného vacku (Germinal vesicle break down, GVBD), coz je prvni jasn¢ viditelnou
znamkou znovuzahajeni meidzy (Brunet and Maro, 2005). GVBD je mozné rozdélit do péti
stadii (Sun et al., 2001) sefazenych podle intenzity kondenzace chromatinu a stupné rozpadu
jaderného obalu (Tan et al., 2009). Viditelné jadro i jaderna membrana (Tan et al., 2009) jsou
spolu s rozptylenym chromatinem po celé jaderné oblasti typické pro pocatecni stupeii GVO
(Guthrie and Garrett, 2000; Sun et al., 2001; Tan et al., 2009). V GVO0 rovnéz dochazi k
nepatrnému vinéni membrany, které postupné nabyva na intenzit¢ (Lucas et al., 2002). V
nasledujicim GV1 stadiu dochézi k formaci kondenzovaného chromatinu do tvaru podkovy,
nebo prstence (Guthrie and Garrett, 2000; Sun et al., 2001; Tan et al., 2009). Vyskyt n¢kolika
menSich shlukli chromatinu v blizkosti jaderné membrany je ptizna¢ny pro GV2, pfi¢emz v
GV3 nérGst shluki chromatinu a vldken pokracuje (Lucas et al., 2002). Ty jsou nasledné
rozptyleny po celé nukleoplazmé a je tvofen zéklad filamentalni sit¢ (Tan et al., 2009). V
poslednim stadiu GVBD pfestava byt jadérko i jaderna membrana patrné (Lucas et al., 2002;
Tan et al., 2009) a nachdzi se pouze v podobé dubletii spojenych s endoplazmatickym
retikulem, které jsou nasledné vyuzivany k opétovnému vytvoreni prvojaderné a jaderné
membrany (Wassarman, 1988). U prasat je tento cely déj pozorovan po dobu Sestnécti az
osmnacti hodin (Motlik et al., 1984).

Po GVBD je vytvoteno délici vieténko metafaze I (Brunet and Maro, 2005). S formaci
déliciho vieténka dojde ke kmitani chromozomu kolem metafazni roviny, dokud nenastane
nastup anafaze I (Schuh and Ellenberg, 2007; Brunet et al., 1999). K tomu je také zapotiebi,
aby byly mikrotubuly korektné pfipojeny na chromozomy (Brunet and Maro, 2005).
Metafaze I je u oocytti prasat kultivovanych in vivo ukoncena po dvaceti hodinach a in vitro
pfiblizné po Sesti az osmi hodinach (Motlik et al., 1984). V anafazi I dochazi k rozdé¢leni a
rozchodu chromozomt, které¢ pokracuje 1 v telofazi I vydélenim prvniho pdlového téliska.

Oocyt tim nabyva haploidniho po¢tu chromozomt (Eppig, 1991). Po dokonceni prvniho cyklu
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meidzy vstupuji oocyty piimo do druhého meiotického déleni (meidzy II) a opétovné je
zastaven jejich vyvoj, tentokrate v metafazi Il (Brunet and Maro, 2005), kdy by m¢l byt oocyt
pfipraveny k oplozeni a tim zdarnému ukonceni meiotického déleni (Marteil et al., 2009).
Metafaze II in vitro nastava u prasat po Ctyficeti az Ctyficeti osmi hodinach (Motlik a Fulka,
1976). K dalsimu zahajeni meiodzy dochdzi az po penetraci spermie, nebo po partenogenetické
aktivaci (Wassarman, 1988).

Vyraznymi zménami prochazi Golgiho apardt, ribozomy, mitochondrie i
endoplazmatické retikulum (ER), které jsou podminény dynamikou slozek cytoskeletu
umoziujicich jejich fizeny pohyb v cytoplazmé (Fereira et al., 2009). Pohyb mitochondrii je
spjat s potiebou energie ve form¢ ATP, disledkem ¢ehoz se na pocatku zraci faze shlukuji
okolo zarode¢ného vacku v prstencové formé. S koncem metafaze I jsou mitochondrie
docasné rozptyleny a az v metafazi Il je opét pozorovano soustfedéni mitochondrii kolem
chromatinu (Fereira et al., 2009). Tvorba mitochondrialni ATP vSak po vydé€leni prvniho
polového téliska ztraci na své piivodni intenzité. Tento pokles je pfisuzovan vzniku volnych
radikalt pii mitochondrialni syntéze ATP, jejichz zvySené mnozstvi by mohlo byt v pocateku
embryonalniho stadia plodu letalni (Marteil et al., 2009).

Pfi vyvoji oocytu jsou zakladni zdsobarnou energie inkluze glykogenu ¢i lipida ve
fromé¢ tukovych kapének (Osuchowska, 2006; Marteil et al., 2009). Tyto velké tukové
kapénky (az 4 pm) jsou u prasat oznacovany jako zloutkové inkluze a byly zaznamenéany v
blizkosti mitochondrialnich skupinek (Osuchowska, 2006). Zména v jejich rozdéleni v okoli
meiotického vieténka byla u prasat pozorovana v metafazi II (Marteil et al., 2009).

ER je situovano pobliz centralni oblasti cytoplazmy (Jaffe and Terasaki, 1994) a v
prubéhu procesu zrani se premistuje v podobé& kortikalnich granul na periferii oocytu. Slouzi
jako ulozisté kationtd vapniku uvolnénych pii penetraci oocytu spermii, ¢imz je spusSténa
kortikalni reakce, diky které dojde k zabranéni polyspermie (FitzHarris et al., 2003).

Cisterny Golgiho komplexu jsou taktéz soustiedény spiSe v okoli jadra a zde dochazi v
pribéhu zrani k distribuci do blizkosti plazmatické membrany v podobé kortikalnich granul
(Payne and Schatten, 2003). Kortikalni granula jsou v priabéhu zrani premisténa do korové
oblasti oocytu, jelikoz sehravaji klicovou roli v kortikalni reakci. Ve zralém oocytu prasete
jsou tato granula uloZena v podob¢ souvislé vrstvy tésné sousedici se zona pellucida (Marteil
et al., 2009). Narast tvorby kortikalnich granul je pozorovan v metafazi I, zatimco v priabéhu

metafaze II jiz ke zvySeni poctu nedochazi (Wang et al., 1997).
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Do procesu zrani jsou zapojeny i prvky cytoskeletu - mikrotubuly a mikrofilamenta.
Mikrotubuly jsou vyznamnad piedev§im pii rozdéleni vétSich organel a chromozomu
meiotického vfeténka, zatimco mikrofilamenta s jemnéjsi strukturou slouzi k upfesnéni
polohy chromozomu a pterozdéleni mensich organel (napt. kortikalnich granul a cisteren
endoplazmatického retikula) (Marteil et al., 2009). K jejich rozmisténi v periferni oblasti
oocytu dochazi v dobé mezi GVBD a anafizi I (Ferreira et al.,, 2009). Mikrotubuly
meiotického vieténka prasete jsou patrné az pii GVBD. V misté napojeni na centromeru
pfislusného chromozomu jsou mikrotubuy zakonceny tifivrstvymi proteinovymi strukrturami
neboli kinetochory (Marteil et al., 2009). V tomto stadiu je vytvofeno vieténko soudkovitého
tvaru, které je v metafazi I diky diploidnimu (2n) po¢tu chromozomu vétsi nez vieténko v
metafazi 11, kdy je jiz po€et chromozomil haploidni. Oddéleni chromozomt a prodluzovani
vieténka je uskute¢néno v anafazi I. V telofazi I je ¢innosti mikrotubuld nasledné jedna sada
chromozom vytlaena mimo obsah builky, dojde ke vzniku prvniho poélového téliska a
nastava interkinéze. Interkinéze je doba piechodu mezi prvnim a druhym meiotickym délenim
neboli meidzou I a meidzou II. Délici vieténko meidzy I je degradovano a opét dochazi ke
kondenzaci chromatinu. Interfdze je vynechana (Ferreira et al., 2009). U prasat vychazeji
mikrotubuly pfimo z klry oocytu, ne z centromer, a jejich rozlozeni je uskute¢néno az na
konci faze zrani (Marteil et al., 2009). Pokud ve fazi meidzy Il nedojde k aktivaci oplozenim,
oocyt zanika (Sun and Nagai, 2003). V prubéhu jednoho ovaridlniho cyklu je pfipraveno k
oplozeni vzdy né€kolik folikulti (Cortvrindt et al., 1997).

JiZ zminéné kumularni buiky hraji klicovou roli i v procesu uvolnéni oocytu z
Graafova folikulu a nasledném oplozeni. Jsou rovnéz zodpovédné za zahajeni imunitnich

pochodu zabranujicich ptipadné bakterialni infekci oocytu (Shimada, 2009).

3. 2 Hormonalni rizeni folikulogeneze a oogeneze

Pferusenou meidzu in vivo znovu zahajuje vina LH, ktera je uvolnéna po odstranéni
jednoho ¢i vice faktori (napiiklad inhibitoru zrani oocytt) (Stojkovic et al., 1999, Fan et al.,
2002). K dalsimu vyvoji folikulu i oocytu je nezbytna dostupnost regulaénich gonadotropint a
dal§ich endokrinnich faktorti. Dochazi tudiz k vyvoji krevnich kapilar proristajicich mezi
vngj$im a vnitinim obalem folikulu (Van den Hurk et al., 2000). Na bunkach theca folliculi
interna jsou formovany receptory pro LH a na bunkach theca folliculi externa jsou formovany
receptory pro FSH a estrogeny. Pod vlivem LH jsou pak buiikami theca folliculi interna

produkovany androgeny, které jsou vlivem FSH konvertovany granul6znimi buitkami na
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estrogeny. U sekundarniho folikulu nedochéazi k produkci estrogenti, jelikoz neni schopen
exprese enzymu aromatazy potfebného k prfeméné androgeni na estrogeny. Dochazi k
ptipravé na vznik folikulu zcela zavislého na hormondalnim ptsobeni. Pod vlivem estrogenti
dochdzi k ristu a déleni granuldéznich bunék, které jsou za spoluptisobeni FSH a estrogenii
stimulovany k tvorbé sekretli zpiisobujicich tvorbu dutiny folikulu a podnécujicich tvorbu
antralni tekutiny (Wassarman, 1988). FSH je rovnéz stimulovana tvorba receptorti pro LH na
granul6znich bunikach. Vzestup vydeje LH je pozorovéan okolo dvacetictyi hodin pfed ovulaci
a je rozhodujici pro ovulaci i nasledné utvareni zlutého téliska z Graafova folikulu a redukci

poctu FSH receptorti na granul6znich bunkach, ¢imz je snizena produkce estrogent (Reece,

1998).

3. 3 Regulatory meiotického zrani

Ptechod z jedné faze bunécného cyklu do faze dals$i musi byt uskutecnén teprve po
uplném dokonceni vSech procest faze piedchozi (Alberts et al., 2008). Za tuto regulaci
bunécného cyklu oogeneze odpovidd mnoho regulacnich latek (Alberts et al., 2008; Tamova
et al., 2013) enzymové i neenzymové povahy. Obecné je mozné faktory rozdé€lit na takové,
které déleni buiky urychluji, a faktory, které d€leni bunky zpomaluji, ¢i zcela zastavuji
(Alberts et al., 2008). Zde je popsano n€kolik nejvyznamngjsich faktorti zapojujicich se do

regulace meiotického zrani:

3.3.1 MPF — Metaphase Promoting Factor

Metaphase promoting factor (MPF), fazen mezi protein kindzy (Nurse, 1990), patii k
univerzalnim bunéénym regulatoram (Stojkovic et al., 1999) umoznujicim vstup do metafaze
(Clarke, 1995). Je klicovym faktorem pii procesu formovani funkéniho déliciho vieténka ve
fazi zrani (Hunter, 2000) a je velmi dllezity pfi iniciaci segregace chromozomi (King et al.,
1996). Rovnéz je behem kondenzace chromozomil zapojen do procesu reorganizace
intermedialnich filament a pfeskupeni mikrofilament (Stojkovic et al., 1999).

MPF je slozen z regulacni a katalytické podjednotky (Nurse, 1990). Katalyticka
podjednotka je tvofena serin/threonin protein kinazou p34°®? (Fulka et al., 1991) také zvanou
CDK 1 (Cyclin Dependent Kinase 1) (Gautier et al., 1989). Regula¢ni podjednotka je tvofena
cyklinem B (Dunphy et al., 1988, Gautier and Maller 1988). Nedostatek exprimovaného
cyklinu B byl pozorovéan u oocytl zcela postradajicich meiotickou kompetenci (Blanco and

Montoya, 2011). V pribéhu meidzy je koncentrace katalytickych podjednotek stile stejna,
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avSak koncentrace regulacnich podjednotek je ubikvitin-dependentnim systémem vyrazné
snizena a to v obdobi mezi metafazi I a metafazi II (Alberts et al., 1998). Soucasti komplexu
MPF je i GWL - kinaza Greatwall (Hara et al., 2012; Dupre et al., 2013) vyvolavajici procesy
vedouci k fosforylaci a aktivaci cdc25, ¢imz je nezbytna pro vstup a udrzeni M faze (Zhao et
al., 2008).

Spojenim obou podjednotek je vytvofen pouze neaktivni komplex pre-MPF (Gautier et
al., 1991, de Vantéry et al., 1997), jenz je pfitomen v rastové fazi oocytd (Murray and
Kirschner, 1989). Aktivita MPF je ovlivnéna hladinou fosforylace a aktivni syntézy proteint
v bunice (Prochazka et al., 1989, Chen et al., 2000). Fosforylaci cdc2 na tyrosinu 15 a
threoninu 14 (Gautier et al., 1991; Clarke, 1995; Touny and Banerjee, 2006) je pre-MPF
drzen v neaktivni formé (Clarke, 1995; Fulka et al., 1991; Marlovits et al., 1998). K aktivaci
MPF je nutna nejen defosforylace dvou zminénych center CDC25 fosfatazou, ale i fosforylace
threoninu 161 kindzou CDK (CAK, cdc-aktivaéni kindza), coz je inhibovano protein
fosfatazou typ-2A a zaroven stimulovano MPF jakozto soucasti pozitivni zpétné vazby
procesu (Clarke, 1995). Po konecné aktivaci komplexu MPF (Brunet and Maro, 2005)
dochazi v oocytu ke znovuzahajeni meidzy (Motlik and Kubelka, 1990).

V metafdzi prvniho meiotického dé€leni, pfi rozpadu zdrodecného vacku, je vlivem
pusobeni cytostatického faktoru (CSF) pozorovana vzrustajici aktivita MPF (Murray and
Kirschner, 1989). Vrcholu aktivity MPF je dosazeno v metafazi I (Kikuchi et al., 1995). Ta
vSak pfi prechodu z metatize do anafaze klesa (Kishimoto and Kariatani, 1976; Motlik and
Kubelka 1990; Mattiloli et al., 1991), jelikoz je vlivem APC (Anaphase Promoting Complex)
(King et al., 1996) umoZnéno pfipojeni ubikvitinu na cyklin B. Ten je nasledné rozpoznan a
degradovan proteazomem (Glotzer et al., 1991; Alberts et al., 1998). K opétovnému navyseni
aktivity MPF dochazi v obdobi metafaze 11 (Kikuchi et al., 1995).

3. 3.2 MAPK — Mitogen Activated Protein Kinase

MAP kinaza, fazena k serin/threonin proteinum (Ferrell et al., 1991; Haccard et al.,
1993), zastava dulezitou ulohu pii prenosu extracelularniho signalu ve vnitinim prostiedi
buniky. Jsou proto oznacovany také jako extracelularné regulované kinazy (ERK) (Haccard et
al., 1993). MAPK je soucasti regulace zraci faze oocytti (Fan and Sun, 2004), kdy se podili na
ptenosu signalu indikujiciho zacatek zrani z cytoplazmy do jadra (Inoue et al., 1998). V
cytoplazmé prasecich oocyti v G2 fazi je MAPK pfitomna pouze v neaktivni forme. Pfi

pfechodu z G2 do M faze je pfed GVBD ¢ast MAPK soustfedéna do zarodec¢ného vacku.
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Ptenos signalu do jadra ma vyznamny vliv na chovani jaderné membrany, jelikoz injekcni
aplikaci MAPK do zéarode¢ného vacku byl rozpad urychlen, zatimco po aplikaci do
cytoplazmy nebyla pozorovana zadna zména (Stojkovic et al., 1999).

Aktivace MAP kinazy je druhové specifickd a dochazi k ni podobné jako u MPF na
treoninovych a serinovych zbytcich (Verlhac et al., 1994). U prasete k aktivaci dochazi jesté
pied GVBD (Josefsberg et al., 2003). N¢&kteti autoii uvadeji, ze aktivace MAP kinazy je
spojend s prvotni aktivaci MPF (Inoue et al, 1995; Lee et al, 2000), avSak existuji i pozd&jsi
nazory tvrdici opak (Inoue et al, 1998; Villa-Diaz and Miyano, 2004). Za zéakladni latku
aktivujici MAPK oocytu je také povazovana p90rsk (Fan and Sun, 2004). MAP kinaza oproti
MPF vykazuje vysokou aktivitu v celé fazi zrani, kdy dojde k poklesu az po oplozeni ¢i po
partenogenetické aktivaci (Sun et al., 2001, Zhang et al., 2001).

U prasete nebyl prokdzan negativni vliv naruseni aktivity MAP kinaz na zahdjeni
meiodzy (Josefsberg et al., 2003), stejn¢ jako na rozpad zarodecného vacku, ktery probihd i pfi
znemoznéni nastupu aktivity MAP kindz pomoci inhibitoru MEK (Tong et al., 2003). I piesto
se aktivni MAP kinaza vyznamné podili na urychleni rozpadu zarode¢ného vacku prasat
(Josefsberg et al., 2003). Pfitomnost MAP kinazy je dilezita pii regulaci dynamiky
mikrotubuld (de Vantéry et al., 1997) a je ji ovlivnéna i velikost a extruze prvniho polového
téliska (Choi et al., 1996). MAPK taktéz zaujima dilezitou roli v metafazi II (Villa-Diaz and
Miyano, 2004).

3. 3.3 CSF - Cytostatic factor

Oocyty zastavené v metafazi II jsou ve druhém meiotickém bloku zastaveny pomoci
skupiny molekul nazyvané cytostaticky faktor (CSF). CSF je pfitomen v cytoplasmé
ovulovanych oocytll. Brani zde degradaci cyklinu B, ktery je nutny pro udrZeni aktivity MPF
(Stojkovic et al., 1999). Byly popsany enzymy Mos (Colledge et al., 1994; Hashimoto et al,
1994), Cdk2 (Gabrieli et al 1993), Emi (Tunquist and Maller, 2003), diky kterym je zabranén
vyvoj z metafaze 11 do anafiaze II (Masui and Markert 1971; Clarke et al., 1988) inhibici
degradace cyklinu B. CSF je zapojen i pii procesu oplozeni (Schmidt et al., 2006).

Mos, serin/threonin kindza, je aktivni katalyticka soucast (Watanabe et al., 1989, Yew
et al., 1992), ktera je produktem proto-onkogenu c-mos. Jedna se o nepostradatelnou soucast
metafaze II 1 procesu aktivace MPF (Hunt, 1992; Yew et al., 1992). CSF je inhibovana

¢innost mikrotubuldrnich motort. Tim je udrzeno neporusené délici vieténko a pomoci CSF
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dochazi k zadrzeni oocytu v metafazi II (Shiina et al., 1992). Po degradaci CSF piechazi
oocyt do anafaze II a meioticky vyvoj pokracuje (Jones, 2005).

Mezi dalsi molekuly CSF patii i SAC (Spindle Assembly Checkpoint) proteiny. Ty
jsou dulezité pro zastaveni bunck v metafdzi II pomoci inhibice Anaphase Promoting
komplexu (APC). Po aktivaci tohoto komplexu dochazi k degradaci cyklinu B a vystupu z
druhého meiotického bloku (Sagata, 1997).

3. 3.4 Vapnik

K funkci iontd véapniku patii prendseni intraceluldrnich signala, regulace
fyziologickych procesii, membranova excitabilita, bunéény a mitochondridlni metabolismus,
proteosyntéza, pribéh bunééného cyklu a apoptdza. Podstatné role vapniku je zaznamenana i
v pribéhu meiotického zrani (Homa et al., 1993; Takeo et al., 2010) a oplozeni oocytl
(Yanagimachi, 1981; Miyazaki, 1991). Nejvice iontl vapnikd bylo v praseCich oocytech
nalezeno v karyoplazmé, vakuoldch, mitochondriich a na povrchu lipidovych granul
(Clapham, 1995; Petr et al., 2002). Vapnik je do cytosolu transportovan piedevsim pies 2
signalni kaskady — drahu vyuzivajici inositol 1,4,5 trifosfatové receptory (IP3R) a drahu
vyuzivajici ryanodinové receptory (RyR) (Petr et al., 2002). Do lumenu zasobnich organel se
ionty véapniku z cytoplasmy dostdvaji pomoci ATP4azovych SERCA pump (Pozzan et al.,
1994). Vapenaté ionty maji nezastupitelnou roli ptedev§im v ¢asné fazi vystupu z bloku v
profazi I (Wassarmann, 1988).

Ve vSech eukaryotickych bunikdach je pfitomen protein vézajici na sebe vapnik
kalmodulin (CaM) (Tunquist and Maller, 2003), ktery se podili na regulaci mnoha rtiznych
cilovych enzymi, ¢imZz ovliviluje mnohé bunééné funkce. Kalmodulinem jsou
zprostiedkovany procesy jako zanét, imunitni reakce, apoptéza a mnoho dalSich (Cheung,
1980). Kalmodulin dependentni kindza CaMK II mé ve vyvoji oocytl nezastupitelnou roli,
jelikoz se podili na iniciaci degradace cyklinu B, jenzZ tvoii souc¢ast MPF (Lorca et al., 1993).
Schopnost uvolnit vapnik z vnitrobunéénych zasob je vyvinuta v priibéhu zrani oocytu a je po
oplozeni oocytu nepostradatelna k zahajeni vyvoje (Carroll et al., 1994; Mehlmann and Kline,
1994; Knott et al., 2006).

3. 3.5 Oxid dusnaty

Oxid dusnaty (NO) patii mezi plynné mediatory zvané gasotransmitery, které snadno

prostupuji pies bunéénou membranu (Wang, 2002). V mnoha fyziologickych 1 patologickych
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pochodech je NO zapojen diky schopnosti regulace intracelularnich i extracelularnich procest
(Dixit and Parvizi, 2001; Bu et al., 2003). V nizké koncetraci ma jako vnitrobuné¢ny posel v
organizmu nepostradatelnou funkci, avsak ve vysoké koncentraci mize NO zpuisobit nevratné
Skody — napft. bunéénou smrt oocytu (Bu et al., 2003). Vlivem kratkého poloc¢asu rozpadu (pét
az deset vtefin) je jeho ptsobeni jen lokalni (Alberts et al., 1998).

NO se jako neurotransmiter podili na Sifeni nervového vzruchu v organismu. Jeho
uloha dale spociva ve vazodilataci krevnich cév (Aberts et al., 1998; Bian et al., 2012),
procesu proliferace a diferenciace bunc¢k (Hattori et al., 2000) a apoptoze (Stefanelli et al.,
1999). Podili se také na regulaci mnoha procesii reprodukce jako navozovani ovulace, aktivity
pohlavnich hormont, prokrveni pohlavnich organt, vyvoj folikulu i oocytu a nidace embrya
(Jablonka-Shariff and Olson, 2000). NO pravdépodobné hraje klicovou roli v regulaci
signalizace tidici pfechod mezi metafazi 1 a metafazi II, stejn¢ tak i preruseni meiozy v
metafazi II (Jablonka-Shariff a Olson, 1998).

V savcich buikach je oxid dusnaty syntetizovan enzymem NO-syntazou (NOS)
(Nathan and Xie, 1994), jejiz existence byla poprvé prokazana roku 1989 a dnes jsou znamé
celkem tfi NOS izoformy (Janssensen et al., 1992):

- Nervova NO-syntaza (nNOS, NOS1,NOS-I) mé hlavni misto vyskytu v nervové
tkani mozku (Bredt et al., 1990). Jeji pfitomnost byla popsana v oocytech prasete (Kim et al.,
2005) a pozdgji, béhem meiotického zrani in vitro, i v kumularnich bunkach (Chmelikova et
al., 2010).

- Indukovatelnd NO-syntaza (iNOS, NOS2, NOS-II) (Hattori et al., 2000) je
produkovana fadou bunék, véetné savcich folikult a je schopnd dlouhodobé, stalé syntézy NO
(Jablonka-Shariff a Olson, 1997) ve vétsim mnozstvi (Bian et al., 2012). Aktivita tohoto typu
syntazy je vyznamna predevSim pro vyvoj tercidlniho folikulu, ovulaci a progresi zlutého
teliska (Tao et al., 2004). Soucasti aktivity iNOS je navazani kalmodulinu, proto je
oznacovana jako Ca?* dependentni (Rosselli et al., 1998; Alderson, 2001). Inhibici iNOS-
syntazy dojde ke snizeni hladiny NO, v disledku c¢ehoz je spusténa kaskada déju, a
vysledkem je pokra¢ovani zrani oocytu z faze diplotene (Pandey and Chaube, 2015).

- Endotelidlni NO-syntaza (eNOS) byla nalezena v bunikdch endotelia (Alderson,
2001), savcich folikulech (Jablonka-Shariff and Olson, 1997), Leydigovych a Sertoliho
bunikach, ve spermatidach (Ambrosino et al., 2003), kumularnich bunikach, oocytech (Tao et
al., 2004; Chmelikova et al., 2010) i bunkach endotelialnich (Tao et al., 2004). eNOS je

schopna pouze kratkodobé syntézy mensiho mnozstvi NO. eNOS je spojena s vyvojem
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oocytu, folikulu a progresi i regresi zlutého téliska (Tao et al., 2004). eNOS je stejné jako
izoforma iNOS Ca?* dependentni (Janssens et al., 1992).

3. 3. 6 Sirovodik

Stejné jako NO je sirovodik (HS) fazen mezi bunééné signalni gasotransmitery.
Prekurzorem endogenniho sirovodiku je aminokyselina L-cystein. Syntéza endogenniho H»S
je katalyzovdna tfemi enzymy (Kamoun, 2004). 3-merkaptopyruvat sulfurtransferazou
(MPST) je H,S syntetizovan v mitochondriich i v cytosolu. Cystathionine beta-syntaza (CBS)
probiha ve vajecCnicich s nejvetsi expresi ve folikularnich bunkach ve vSech stadiich
folikularniho vyvoje. Genovou inhibici CBS byla zpiisobena inhibice zraci faze oocytu (Zhu
et al.,, 2011). Ttetim enzymem umoziujici produkci sulfanu je cystathionin gama-lyaza
(CSE). Aktivita tohoto enzymu byla prokazana piedev§im v cévni soustavé (Zhao et al.,
2001). Pusobeni H,S bylo prokazano nejen na zrani oocytu, ale i na pribéh a délku estralniho

cyklu, rtst folikulii a plodnost samic i samct (Zhu et al., 2011).

3. 3.7 Cyklické nukleotidy

Cyklické nukleotidy, ptedev§im cyklicky guanosinmonofosfat (¢cGMP) a cyklicky
adenosinmonofosfat (cAMP), jsou vyznamnymi regulatory meiotického zrani (Norris et al.,
2009). Inhibitor fosfodiesterazy (ktera §tépi cAMP), dibutyrylcyklicky adenosinmonofosfat
(dbcAMP), aktivator adenyl cyklazy (katalyzuje vznik cAMP z ATP) ¢i isobutyl metylxantin
(IBMX) mohou zablokovat rozpad zarode¢ného vacku (Wassarman, 1988), kdy
pravdépodobné dochazi k plisobeni cAMP pies cAMP dependentni protein kinazu (Sirard et
al., 2001).

K zastaveni meidzy dochézi fosforylaci urcitych proteint oocytu protein kiazou, avSak
zrani (Wassarman, 1988). Ke sniZeni hladiny cAMP v oocytu muize dojit zvySenim
hydrolytické degradace oocytu fosfodiesterazou nebo pozastavenim pirenosu cAMP z
granuléznich bungk pies gap junction (Sengoku et al., 2001). Ke znovuzahajeni meiotického
zrani v oocytu je vSak nutné nejprve zvySeni a az poté sniZeni intracelularni hladiny cAMP.
Oba dgje jsou odezvou na preovula¢ni vinu LH (Dekel et al., 1988).

Ackoli je funkce cAMP pii regulaci meiotického zrani oocytu pomérné dobie znama,
uloha cGMP zcela objasnéna neni. Pokusy bylo zjisténo, ze hladina cGMP je u preovulacnich

oocytt ovlivnitelnd LH a prostaglandinem, kdy po stimulaci oocyt in vivo doslo k jejimu
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vyraznému poklesu. Snizeni hladiny cGMP je vSak zavislé na aktivaci epidermalnich
rastovych faktorti. cGMP je v oocytu zapojen do zachovani blokace meiotického zrani. cAMP
a cGMP spolupracuji pii fizeni zastaveni meiotického zrani prostiednictvim regulace PDE3A

(Vaccari et al., 2009).

3. 3. 8 PKC - Protein kinaza C

Protein kindza C (PKC) z rodiny lipid-dependentnich serin/threonin kindz mé hlavni
roli pfi mnoha procesech - modulovani bunééné membrany, pfenaSeni imunitnich odpovédi,
regulace transkripce, buné¢ny rast aj. (Nishizuka, 1992; Dekker and Parker, 1994). PKC ma
pfinejmensim 12 izoforem (Way et al., 2000), které je mozné rozdélit do tii podtiid: klasické,
nové a atypické (Fan et el., 2002). Piesna funkce vSech izoforem v oocytu vSak zatim neni
objasnéna (Viveiros et al., 2003). Izoformy PKC a, Bl a y (pfedev§im vSak a-izoforma),
oznacované jako klasické, se podileji na regulaci funkce jadra a exocytoze kortikalnich granul
u oocytt prasete (Fan et el., 2002). Mezi nové izoformy patii naptiklad 6, €, 6, n a mezi
atypické je fazena napiiklad izoforma A (Uberall et al., 1997). U mysi byla piitomnost
izoforem a, Bl, d, a y prokdzana v kumularnich buikach i oocytu, ale izoforma € byla
detekovéana pouze v kumularnich buiikach (Downs et al., 2001). Pfimou aktivaci PKC je zrani
oocytil potlaceno, zatimco stimulaci oocytll bez kumularnich bunék je vyvolan podnét k
pokracovani meidzy (Downs et al., 2001). Aktivita PKC byla zaznamendna jiz v profazi [ s
nariistem béhem meiotického zrani a vrcholem v metafazi I (MI). PouzZitim PKC inhibitoru
bisindolylmaleimide I (BIM) u oocytl v pozdni fazi MI byla pifechodné sniZzena aktivita MPF
a tim podpoten postup do metafaze II (MII). Aktivita MAPK ale zlstala béhem piechodu z
MI do MII zvysena. PKC-9, fazena mezi nové izovormy (Viveiros et al., 2003), je spojena s
délicim vieténkem a chromozémy ve fazi MII. PKC se ucastni regulacnich mechanismi
zpozd'ujicich vstup do anafaze I. Jeji inhibici je spustén piredCasny vstup do interfaze. Ztrata
regulacni kontroly aktivity PKC v pribéhu zrani oocytu narusuje kriticky pfechod z MI do

MII, coz vede k ¢asnému ukonceni meidzy (Viveiros et al., 2001).

3. 3.9 Fosfatazy - kalcineurin

Fosfatazy jsou enzymy schopné defosforylovat fosfatové ionty a molekuly s volnou
hydroxylovou skupinou. Jejich nejvétsi vyznam je regulace mitotického i meiotického
bunééného cyklu (Mochida et al., 2010; Domingo-Sananes et al., 2011; Mochida and Hunt,

2012). Pro spravny prubéh meiotického zrani oocytu je dulezita soucasna spoluprace mnoha
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protein kinaz a protein fosfataz (Swain et al., 2003; Adhikari et al., 2012). K této skupiné patii
kalcineurin (také znam jako fosfataza 2B) z rodiny serin/threonin fosfataz (Klee et al., 1988;
Kincaid, 1993; Rusnak and Mertz, 2000; Sullivan and Rubin, 2002), ktery ma
nepostradatelnou roli pfi pievodu vapnikovych iontl na vnitrobunééné procesy (Chang,
2007). Serin/threonin fosfatazy jsou podle biochemickych parametrti déleny na PP1, PP2A,
PP2B nebo kalcineurin, PP4, PP5, PP6 a PP7 (Cohen, 2002). Narozdil od PP1 a PP2A (Rime
and Ozon, 1990) je uloha ostatnich serin/threonin fosfataz pti regulaci meiotického zrani
oocytl savcl jen malo prozkoumana (Takeo et al., 2010).

Kalcineurin je heterodimer slozeny z katalytické a regula¢ni podjednotky (Klee et al,
1998; Rusnak and Mertz, 2000). Katalyticka (A) podjednotka je u savci pfitomna ve tiech
izoformach (A-a, A-B, A-y) a obsahuje jedno misto pro navazani kalmodulinu. Regulaéni (B)

podjednotka se vyskytuje pouze ve dvou izoformach (B1 a B2) (Klee et al, 1998).
3.39.1 Aktivita kalcineurinu

Aktivita kalcineurinu je zacilena na regulaci proteint prostfednictvim defosforylace
(Jessus and Haccard, 2007). Kalcineurin ma pomérné tizkou specifitu substrati (Klee et al.,
1988), jejichz spoluptisobeni je vSak nezbytné k spravnému pribéhu mnoha biologickych
funkei (Kingsbury and Cunningham, 2000; Abbasi et al., 2006).

Pfesny mechanizmus aktivace kalcineurinu zatim nebyl plné¢ objasnén (Stemmer and
Klee, 1994; Takeo et al., 2010). Pro aktivaci kalcineurinu jsou nezbytné ionty zeleza a zinku
(Yu et el., 1995; Klee et al., 1998), ale predevsim ionty vapniku a kalmodulin. Tento proces
tedy vyzaduje zvySenou koncentraci vapenatych iontd (Stemmer and Klee, 1994; Sobotkova a
Barttnkova, 2008). Ionty vapniku jsou vazany na Ctyfi vazebnd mista. Jedno z téchto mist
vykazuje silnou afinitu k vapniku, zatimco ostatni tii vykazuji afinitu slabsi (Sobotkova a
Bartaiikova, 2008). Pii obsahu Ca®" niz§im nez 10'M je vapnik navazan pouze na mista s
vysokou afinitou a, ackoliv podjednotky zlistanou spojeny, enzym postrada aktivitu. Navazani
Ca®* na podjednotku B mé pravdépodobné pouze strukturalni nikoliv fidici vyznam (Stemmer
and Klee, 1994).

Aktivita kalcineurinu je fizena mnoha reguldtory. Jednim z nich je Sarah (Sra) z
rodiny RCAN. Proteiny RCAN jsou zpravidla pozitivnimi regulatory kalcineurinu (Takeo et
al., 2010). Dalsim vyznamnym regulatorem, taktéz z rodiny RCAN (Porta et al., 2007), je
kofaktor modulatory calcineurin-interacting protein (MCIP) s prokazanym pozitivnim i
negativnim vlivem na kalcineurin. MCIP je kdédovan geny mcipl a mcip2. Fibroblasty mysich

embryi postradajici oba tyto geny vykazuji narusenou aktivaci jaderného faktoru aktivujiciho
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T-bunky - NFAT (Sanna et al., 2006). MCIP je tedy nezbytny pro u¢inné navazani
kalcineurinu a NFAT (Abbasi et al., 2006; Sanna et al., 2006). Deficit mcip1/2 ma u mysi
stejny fenotypovy projev (dramatické poskozeni svalovych vldken s pomalou oxidaci,
poskozeni v podobé¢ srdecni hypertrofie, poSkozeni pracovni paméti a zvySenda lokomocni
aktivita) jako deficit kalcineurinu AP (Sanna et al., 2006). Prostfednictvim reverzibilni
fosforylace MICP se na aktivaci kalcineurinu zasadné podili i MAPK (Abbasi et al., 2006).
Existuji inhibitory kalcineurinu z fady insekticid — pyretroidta jako je cypermetrin,
deltametrin a fenvalerat (Zhao et al., 2008) i latky nepyretroidni povahy jako je cyklosporin A
a hymenistatin | (Cebrat et al., 1996). Za nejvyznamnéj$i inhibitor kalcineurinu je vSak
polypeptid cyklosporin A (Sobotkova a Bartinkova, 2008), ktery je spolu s dalSim
inhibitorem kalcineurinu FK506 fazen mezi imunosupresivni 1éky (Liu et al., 1991; Rusnak
and Mertz, 2000) uzivané pfi 1é¢b¢ autoimunitnich onemocnéni i pfi transplantacich organd.
Cyklosporin A, izolovany z plisn¢ Cylindrocarpon lucidum a Tolyypocladium inflatum, a
FK506, izolovany z pudni bakterie Streptomyces tsukubaensis (Siemion et al., 1999), blokuji
defosforylaci a jaderny transport transkripéniho faktoru NFAT (Liu et al., 1991; Ruff and

Leach, 1995; Shaw et al., 1995).
3.3.9.2 Vyskyt kalcineurinu

Pfitomnost kalcineurinu je zaznamenana ve velkém mnozstvi organizmt od kvasinek
po savce (Kincaid, 1993; Sanna et al., 2006). Izoformy A-a, A-B, vazici se na regulacni
podjednotku B1, byly detekovany ve vSech tkanich (Molkentin, 2004) a izoforma A-y, vazici
se na regulaéni podjednotku B2, byla u savcti nalezena v tkani mozku, varlat (Molkentin,
2004), srdce i v kosterni svaloviné (Depreux et al., 2010). Kalcineurin byl pozorovan v
rostoucim prase¢im oocytu, v plné dorostlém oocytu i v prub&éhu meiotického zrani oocytu in
vitro. Podjednotka A a podjednotka B byly pfedevsim lokalizovany v kufe vSech oocytl
prasete. Lokalizace jednotlivych podjednotek se vSak behem meiotického zrani méni
(Tamova at al., 2013). V jadfe dochazi béhem rustu k expresi pfislusnych mRNA (pro
vSechny izoformy kalcineurinu), které jsou zde do¢asné deponovany, nebo rovnou vyuzity pro
zajisténi specifickych potieb dané bunky (Rusnak and Mertz, 2000). mRNA izoforem AP, Ay
a B2 byla nalezena v oocytech a mRNA izoforem AP, Ay, Bl a B2 byla nalezena v
kumularnich buiikédch (Ttimov4 at al., 2013).

Genom mouchy rodu Drosophila obsahuje tii geny kodujici podjednotku A (CanAl,
Pp2B-14D, CanA-14F) a dva kodujici podjednotku B (CanB, CanB2) (Takeo et al., 2010). K
expresi Pp2B-14D, CanA-14F a CanB2 dochazi jiz v raném stadiu vyvoje embrya a vajec¢niki
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(Takeo et al., 2006). Ztratou funkce genu CanB2 je u Drosophila zptisobena sterilita s
meiotickymi defekty (Takeo et al., 2010).

3.3.9.3 Funkce kalcineurinu

Prostfednictvim signalizace zavislé na Ca* ovliviiuje kalcineurin ¢innost iontovych
kanala (Klee et al., 1998) a tim i zmény v genové transkripci (Rusnak and Mertz, 2000). Ma
vyznamnou roli napf. v pfevodu vapnikovych signalti na buné¢né procesy (Klee et al., 1988;
Kincaid, 1993), pti aktivaci T-bunék (Liu et al., 1991; Abbasi et al., 2006) i apoptdze
(Yazdanbakhsh et al, 1995).

Nenahraditelnou roli zastupuje kalcineurin pii aktivaci a nasledném transportu NFAT
z cytoplasmy do jadra (Liu et al., 1991; Ruff and Leach, 1995; Shaw et al., 1995). Pfimou
komunikaci kalcineurinu s NFAT je ovlivnéno mnoho signalnich a regula¢nich bunéénych
procesit savci (Roehrl et al.,, 2004). Kalcineurin spolu s NFAT chrani neurony Rcanl
(calcineurinu 1) proti oxidativnimu stresu (Porta et al., 2007), ktery je zdkladem dysfunkce
neuronll u mnoha neurodegenerativnich onemocnéni (Porta et al., 2007). Proteiny kdédované
genem RCANI (regulator kalcineurinu 1) interaguji s kalcineurinem a dochazi k inhibici
kalcineurin-dependentnich signalnich drah, ¢imz dochazi ke zvySeni oxidativniho stresu a
ovlivnéni vyvoje centralni nervové soustavy. Nadmérna exprese tohoto genu v mozkové tkani
je prokézana u plodit s Downovym syndromem a miize také zpiisobit vznik neurofibridlnich
klubek, ktera jsou typicka pro Alzheimerovu chorobu (Wu and Song, 2013).

Kalcineurinem je také specificky ovlivnéna defosforylace transkripéniho faktoru Elk1,
¢imz dochazi k pozitivnimu ovlivnéni jeho transkripéni aktivity (Tian and Karin, 1999).

Signalizace kalcineurinu pfi regulaci meidzy v oocytech je popsana u drapatky
Xenopus laevis (Nishiyama et al., 2007) i mouchy rodu Drosophila (Thao et al., 2006; Thao et
al., 2010), kdy je kalcineurin nezbytny k postupu meidzy z metataze 1 (Thao, et al., 2010) a
vystupu z metafaze II (Mochida a Hunt, 2007; Nishiyama et al., 2007; Takeo et al., 2010).
Aktivace kalcineurinu provazena nasledujici inaktivaci v oplozeném oocytu je potfebna pro
uspesny zacatek vyvoje embrya drépatky (Nishiyama et al., 2007).

V ranném embryonalnim vyvoji je kalcineurinem ovlivnéna dekondenzace chromatinu
a také zmény v cytoskeletu véetné migrace prvojader (Jessus and Haccard, 2007). Kalcineurin
zastava funkci i1 pii defosforylaci komplexu anaphase-promoting complex/cyclosome
(APC/C), ktery je zodpoveédny za degradaci cyklinu B a aktivitu MPF (Mochida and Hunt,
2007). Oocyty ze zarodecnych bunék s nedostatkem regulacni podjednotky B2 byly po

aktivaci neschopné dokonéit meiézu. Uvolnéné oocyty vykazovaly pozastaveni v
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chromozémové konfiguraci anafaze I (Takeo et al., 2010). Dusledky blokace kalcineurinu

V prib¢hu zrani zatim nejsou znamy.
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4. Material a metodika

4.1  Ziskavani a kultivace oocyti

Oocyty byly ziskany z vaje¢nikli prasnic poraZzenych na jatkach. Odebrané vajecniky
byly transportovany v termosce s fyziologickym roztokem (0,9 % chlorid sodny) zahtatym na
39 °C. Z vaje¢nikl byly ziskavany oocyty rostouci a oocyty s ukoncenym ristem.

Z tenkych pasti z povrchu vajecnikit (10 - 15 mm dlouhych a 1 — 2 mm Sirokych)
odebranych skalpelem byly ziskany rostouci oocyty riiznych rozmérli. Pasy tkané byly
umistény do Petriho misek s kultivaénim mediem. K uvolnéni oocytii z folikulti doslo za
pousiti $pi¢ky jehly 25G. Vnitini pramér oocytt (bez zona pellucida) byl méten objektivovym
mikrometrem ptipevnénym na mikroskopu.

Z folikuli o priméru 2 — 5 mm byly za pouziti jehly 20G ziskdvany oocyty s
ukonéenym rustem. K pokusum byly vyuzity pouze ty oocyty, které mély kompaktni obal z
kumularnich bunék.

K nasledujicim pokusim byly vybrany pouze oocyty obklopené nékolika vrstvami
kumularnich bunék. Pied kultivaci byly oocyty tiikrat oplachnuty v kultivaénim médiu.

Jako kultiva¢ni medium bylo pouzito modifikované médium M199 (GibcoBRL, Life
Technologies, Paisley, Skotsko). Médium M199 bylo obohaceno o hydrogenuhli¢itan sodny
(0,039 mL 7,0% roztoku na ml média), laktat vapenaty (0,6 mg/mL), gentamicin (0,025
mg/mL), HEPES (1,5 mg/mL), 13,5 IU eCG: 6,6 IU hCG/mL (P.G.600 Intervet, Boxmeer,
Holland) a 10% fetalni bovinni sérum (GibcoBRL, Life Technologies, Némecko).

Oocyty byly kultivovany 24, 48 a 72 hodin ve ¢tyfjamkovych Petriho miskach (Nunc,
Roskilde, Dénsko) obsahujicich 3,0 mL kultivacniho média pti 39 °C v prostfedi smési 5%

CO, a vzduchu.

4.2  Stanoveni vlivu inhibice fosfatazy 2B

Pro stanoveni vlivu inhibice kalcineurinu byl v riznych koncentracich pouzit inhibitor
kalcineurinu ze skupiny pyretroidt - deltametrin. Tento kalcineurin inhibujici pyretroid byl
pofizen od Sigma-Aldrich (Némecko). 50mM zasobniho roztoku bylo zfedéno
dimethylsulfoxidem (DMSO). Kontrolnimi experimenty bylo prokazano, ze ¢isty DMSO o
stejné koncentraci, jaka byla uzita béhem kultivace oocyti s deltametrinem, nemél na zrani

oocytd in vitro zadny vyznamny vliv.
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Ptfed kazdou kultivaci byl k dosazeni kone¢né koncentrace testované substance do
kultivaéniho média pfidan zasobni roztok. Rostouci oocyty s casteCnou meiotickou
kompetenci byly kultivovany s deltametrinen o koncentraci 0, 10, 25, 50 a 100 uM. U pln¢
dorostlych oocyti s uplnou meiotickou kompetenci byl testovan deltametrin 0 stejné
koncentraci, tedy 0, 10, 25, 50 a 100 uM.

Déle byl pouzit inhibitor kalcineurinu z jiné skupiny, ze skupiny nepyrtroidnich latek.
Oocyty byly kultivovany v pfitomnosti cyklosporinu A. Stejné jako v ptipadé deltametrinu
byly kultivovany oocyty s Castecnou meiotickou kompetenci a oocyty s plnou meiotickou
kompetenci na konci rtstové faze. Inhibitor byl pouzit v koncentraci 0, 1, 4 a 8 uM u
rostoucich oocytii a v koncentracich 0, 0,1, 1, 4 a 8 uM u oocytl s ukon¢enym riistem a plnou

meiotickou kompetenci.

4.3 Hodnoceni faze zrani oocyti

Na konci kultivace byly oocyty umistény na podlozni sklicko a fixovany nejmén¢ 24
hodin ve smési etanolu a kyseliny octové (3:1, v/v). Nasledné byly jaderné struktury barveny
1% orceinem. Pro stanoveni stadia zrani byl pouzit fazovy kontrastni mikroskop.

Faze jaderného zréni - zarode¢ného vacku (GV), pozdni diakineze (LD), metafaze I
(MI), anafaze I (Al), telofaze 1 (TI) a metafaze 11 (MII), byly hodnoceny podle kritérii
popsanych Motlikem a Fulkou (1976). Abnorméalni konfigurace chromatinu neodpovidajici
kritériim byla povaZovdna za degeneraci. Zivotaschopnost oocytll byla hodnocena po
obarveni trypanovou modii. Ctyficet oocytd z kazdé kategorie (rostouci meioticky
nekompetentni oocyty, rostouci oocyty s ¢aste€nou meiotickou kompetenci a plné dorostlé
meioticky kompetentni oocyty) bylo vzdy hodnoceno po oSetieni jednotlivou chemickou
latkou (tj. deltametrinem a cyklosporinem A). Jelikoz Cas je pii zrani oocytt jednim z faktort
ovliviiyjicich jeho prabéh, byly pozorovany také oocyty kultivované 48 hodin a nasledné
zivotaschopnost oocytl, a proto jsou v této praci prezentovany pouze vysledky z pozorovani

oocytl po kultivaci za pouziti vySsich koncentraci.

4.4  Statisticka analyza

Kazdy experiment byl proveden u 40 oocytii a byl opakovan tfikrat. Pro hodnoceni
korelace mezi koncentraci pyretroidt a jejich efektem na zrani prasecich oocyti byl pouzit

Spearmantiv koeficient pofadové korelace.
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Koncentrace ptislusnych pyretroidi potfebna pro iniciaci zrani az do MII faze u 50%

.....

koncentrace pyretroidii nezbytna pro vyvolani inhibice zrani u 50% plné dorostlych oocyti

(inhibi¢ni koncentrace 50, InhMsp) byly vypocitany pomoci nelinearni regrese.

Procento oocyti v dané fazi meiotického zrani v kazdé koncentraci inhibitoru bylo
porovnano s kontrolni skupinou za pouziti xz—testu. Celkové procento oocytl, které dosahly

stanovené faze meiotického zrani, se ve vSech opakovanich nelisilo o vice nez 2,5%.

Jako statisticky vyznamné byly hodnoceny rozdily na hladin¢ (P < 0.05).
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5. Vysledky

5.1 Ovéreni meiotické kompetence oocyti

Cilem experimentu bylo v naSich kultiva¢nich a experimentalnich podminkach zjistit
meiotickou kompetenci oocytll prasete o riznnych velikostech vnitiniho priméru —80 — 89

um, 90 - 99 um, 100 - 110 pum a 120 pum.

Zjistili jsme, ze v nasich laboratornich podminkéch jsou oocyty velikostni skupiny 80-
89 um i oocyty o velikosti vnitfniho priméru 90-99 pum zcela meioticky nekompetentni. Pti
48 hodinové kultivaci v podminkach in vitro nepostoupily za stadium zarodeéného vacku.
Skupina oocytii o velikosti vnitiniho praméru 100-110 um zahrnovala oocyty s jiz ¢aste¢né
vyvinutou meiotickou kompetenci. Tyto oocyty byly pti 48 hodinové kultivaci schopné dojit
do stadia prvni meiotické metafaze. Nebyly vSak schopny prolomit prvni 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 (viz Tabulka 1).

Prokazali jsme, Zze oocyty prasete ziskdvaji meiotickou kompetenci gradualné

V zavislosti na své velikosti.

Tabulka 1.: Ovéreni meiotické kompetence oocytii prasete o riizné velikosti po dobu

48 hod. kultivace v experimentalnich laboratornich podminkach.

% oocytt v dané fazi meiotického zrani
Faze
meiotického 80 -89 pm 90 -99 pm 100 — 110 pm 120 pm
zrani
GV 97,8 £2,2° 88,5 +6,0° 12,8 +5.4° 6,2+6,1°
Ml 1,5+1,0° 9,9+47° 87,2+54" 6,9+ 4,8
MII 0,7+0,7% 16+1.2° 0,0+0,0% 86,9+5,7

GV: faze zarodetného vacku; MI: faze prvni meiotické metafaze, MIIl: faze druhé

meiotické metafaze

Analyzovany byly oocyty s vnitinim primérem 80-89, 90-99, 100-110 a 120 pm. Byly

kultivovany v modifikovaném médiu M199 po dobu 48 hodin. Ziskana data byla prezentovana jako

primér + smérodatnd odchylka. Riznd pismena v exponentech hodnot oznacuji v rameci fadka

statisticky vyznamnou odlisnost (P < 0,05). Pokus byl ¢tyfikrat opakovan.
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5.2

VIiv inhibitori na rostouci oocyty s ¢astenou meiotickou

kompetenci

Po 48 hodinové kultivaci oocyti in vitro pod vlivem kalcineurin-inhibi¢niho

pyretroidu se procento oocytt dozralych do faze MII zna¢né navysilo a procento oocytll

neschopnych znovuzahajit meidzu a prodélat GVBD se zna¢né snizilo (Tabulka 2, Graf 1).

Obdobny efekt byl pozorovan u rostoucich prasecich oocytl kultivovanych s nepyretroidnim

inhibitorem kalcineurinu — cyklosporinem A (Tabulka 2, Graf 2).

V prubéhu 48 hodinové kultivace rostoucich prasecich ocytl s ¢asteCnou meiotickou

kompetenci s testovanymi latkami o maximalni koncentraci (100 uM deltametrin (n = 50), a 8

uM cyklosporin A (n = 50)) nebyla pozorovana jejich degenerace. Rovnéz nebyla vyznamné

ovlivnéna ani jejich zivotaschopnost.

Tabulka 2: Vliv Kkultivace rostoucich oocyti prasete s &astenou meiotickou

kompetenci (vnitini primér 110 pm) s deltametrinem a cyklosporinem A.

SCC mezi Inhibiéni Pocet
Testovana latka koncentraci a Hodnota SCC koncentrace 50 testovanych
zranim do MII (M) oocyti
Deltametrin 0.91 + 74 480
Cyklosporin A 0.90 + 5 480

Spearmantiv koeficient korelace (SCC) mezi koncentraci dané latky a procentem oocytii dozravajicich

do faze metafaze II byl vyznamny (+), kdyz byla hodnota P < 0,05.

Graf 1: Vliv deltametrinu na vyvoj rostoucich oocyti prasete s &isteénou

meiotickou kompetenci po 48 hodin dlouhé kultivaci.
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abe Statisticky vyznamné rozdily (P < 0.05) mezi procentudlnim vyjadienim oocytii v
konkrétnim stddiu vyvoje s rlznymi koncentracemi testovaného inhibitoru (t.j. rozdily mezi
koncentracemi pyretroidu deltametrinu) jsou popsany riznymi hornimi indexy.

Pro kazdou koncentaci deltametrinu bylo pouzito 120 oocytu.

Graf 2: Vliv cyklosporinu A na vyvoj rostoucich oocyti prasete s ¢asteénou

meiotickou kompetenci po 48 hodin dlouhé kultivaci.
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abe Statisticky vyznamné rozdily (P < 0.05) mezi procentudlnim vyjadienim oocytii v
konkrétnim stadiu vyvoje s ruznymi koncentracemi testovaného inhibitoru (t.j. rozdily mezi
koncentracemi pyretroidu cyklosporinu A) jsou popsany rtiznymi hornimi indexy.

Pro kazdou koncentaci cyklosporinu A bylo pouzito 120 oocyta.

5.3 Vliv inhibitori na oocyty s ukoncenou rustovou fazi a

plnou meiotickou kompetenci

U pln¢ dorostlych meioticky kompetentnich oocyt byla schopnost meiotického zrani
ovlivnéna po 48 hodinové kultivaci v podminkach in vitro s kalcineurin-inhibi¢nim
pyretroidem - deltametrinem. Tento efekt byl vSak zavisly na mnozZstvi testované latky
(Tabulka 3, Graf 3). Zrani oocyt bylo deltametrinem pouze zpomaleno. Pti kultivaci oocyti
dlouhé 72 hodin s 25 uM deltametrinu dozrala vétSina oocyti az do faze MII (96% oocytl v
MII).

Obdobny efekt byl pozorovan 1 po 48 dlouhé kultivaci pln¢ dorostlych praseich
oocyti s uUplnou meiotickou kompetenci se specifickym nepyretroidnim inhibitorem

kalcineurinu — cyklosporinem A (Tabulka 3, Graf 4). Meiotické zrani plné dorostlych oocyti
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bylo cyklosporinem A rovnéZ pouze zpomaleno. Pii prodlouZeni kultivace z 48 na 72 hodin v
médiu s pfidavkem 8 uM cyklosporinu A bylo 91% oocytt dozralych do stadia MII. VSechny
zbylé oocyty dosahly stadia MI. Prodlouzeni kultivace oocytl s nepyretroidni inhibitorem
kalcineurinu o 24 hodin (celkovy ¢as kultivace byl tedy 72 hodin) vedl k dozrani oocyti do
stejného stadia, které bylo zaznamenano i po 48 hodin dlouhé kultivaci v médiu bez
inhibitort.

Béhem 48 hodin dlouhé kultivace plné dorostlych meioticky kompetentnich oocytii
prasete se vSemi latkami o maximalni koncentraci, tedy s 100 uM deltametrinu (n = 50) a 8
uM cyklosporinu A (n = 50), nebyla pozorovana degenerace oocyti. Rovnéz Zivotaschopnost

oocytl nebyla po 48 hodinové kultivaci vyznamné ovlivnéna.

Tabulka 3: Vliv kultivace plné dorostlych oocytii prasete s iplnou meiotickou

kompetenci (vnitfni primér 110 pm) s deltametrinem a cyklosporinem A.

SCC mezi Inhibi¢ni
Pocet testovanych
Testovana latka koncentraci a Hodnota CSS koncentrace 50
oocytu
zranim do MII (LM) Y
Deltametrin -0.98 + 50 600
Cyklosporin A -0.95 + 3 600

Spearmantiv koeficient korelace (SCC) mezi koncentraci dané latky a procentem oocytii dozravajicich

do faze metafaze Il byl vyznamny (+), kdyz byla hodnota P < 0,05.

Graf 3: Vliv deltametrinu na vyvoj plné dorostlych oocytii prasete s iplnou

meiotickou kompetenci po 48 hodin dlouhé kultivaci.
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abe Statisticky vyznamné rozdily (P < 0.05) mezi procentudlnim vyjadienim oocytil v

konkrétnim stddiu vyvoje s rlznymi koncentracemi testovaného inhibitoru (t.j. rozdily mezi

koncentracemi pyretroidu deltametrinu) jsou popsany riznymi hornimi indexy.

Pro kazdou koncentaci deltametrinu bylo pouzito 120 oocytt.

Graf 4: Vliv cyklosporinu A na vyvoj plné dorostlych oocytii prasete s aplnou

meiotickou kompetenci po 48 hodin dlouhé kultivaci.
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abed Statisticky vyznamné rozdily (P < 0.05) mezi procentudlnim vyjadfenim oocytd v

konkrétnim stddiu vyvoje s rlznymi koncentracemi testovaného inhibitoru (tj. rozdily mezi

koncentracemi pyretroidu cyklosporinu A) jsou popsany riznymi hornimi indexy.

Pro kazdou koncentaci cyklosporinu A bylo pouzito 120 oocytu.
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6. Diskuze

V této praci byla sledovana uloha kalcineurinu béhem meiotického zrani oocyta
S riznym stupném meiotické kompetence pomoci inhibice kalcineurinu. K inhibici byl vyuzit
inhibitor z fady pyretroidt deltametrin a nepyretroid cyklosporin A. Zrani rostoucich oocytl
prasete s Caste¢nou meiotickou kompetenci bylo testovanymi koncentracemi deltametrinu
stimulovano. Naproti tomu u zcela dorostlych oocyti s uplnou meiotickou kompetenci bylo
pozorovano vyrazné zpozdéni zrani.

Mechanismus pisobeni pyretroidd na zrani oocytll neni zcela objasnén (Soderlund,
2010). Toxicky efekt pyretroidt je obvykle spojen s plisobenim pyretroidd na iontové kanaly
nervovych bun¢k (Tayebati et al., 2009; Soderlund, 2010). Iontové kanaly jsou dalezité i pti
slozitém procesu zrani sav¢ich oocytt (Tosti and Boni, 2004). Nelze tedy vylouc¢it moznost,
Ze oocyty jsou pyretroidy ovlivnény pravé skrze iontové kanaly. Latka deltametrin je rovnéz
znama jako velmi specificky inhibitor protein fosfatazy 2B, kalcineurinu (Enan and
Matsumura, 1992). Z toho divodu se zda byt velmi pravdépodobné, Ze efekt pyretroidi na
meiotické zrani oocytl popsany v této praci je disledkem inhibice kalcineurinu.

Tato domnénka byla pozdéji podpofena experimenty, béhem kterych byly oocyty
kultivovany se specifickym nepyretroidnim inhibitorem kalcineurinu cyklosporinem A.
Plsobeni téchto inhibitori na zrani oocytli prasete bylo velmi podobné jako plisobeni
pyretroidu inhibujiciho kalcineurin. Psobeni deltametrinu na iontové kanaly navic mize byt
disledkem inhibice kalcineurinu, ktery je zapojen do regulace vépnikovych kanalt (Yakel,
1997). Po specifické inhibici L-type vapnikovych kanali bylo rovnéz zaznamenano opozdéné
zrani plné dorostlych oocyt s tiplnou meiotickou kompetenci (Rozinek et al., 2003). Je vSak
nemozné vyloucit ptipadné ptsobeni i dalsich inhibitori kalcineurinu.

Opacny efekt, tj. zahajeni meidzy rostoucich oocytll prasete s ¢asteCnou meiotickou
kompetenci a inhibice meidzy u plné€ dorostlych oocytl s uplnou meiotickou kompetenci, je
po oSetieni inhibitory kalcineurinu piekvapivy. Zrani sav¢ich oocytl je mimo jiné zavislé na
cyklin-dependentni kinaze 1 (CDK1), ktera spolu s cyklinem B vytvatii komplex MPF.
SniZeni aktivity MPF je nezbytné pro vystup z faze MI a nasledny vstup do faze Al
Spontanni blokace zrani rostoucich oocytl s ¢aste¢nou meiotickou kompetenci ve fazi MI je
zpusobena neschopnosti téchto oocytli inaktivovat (nebo alesponn ¢astecné inaktivovat)
komplex MPF (Hampl and Eppig, 1995). MPF muze byt inaktivovan destrukci cyklinu B (Yu,

2002). Jsou zde vsak i alternativni drahy inaktivace MPF, napf. jeho navazani na separin nebo
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fosforylace ¢i defosforylace MPF (Gorr et al., 2006). Protein fosfatazy, véetné kalcineurinu,
mohou hrat dualezitou roli pfi mnoha mechanismech aktivace a inaktivace MPF. Pravé
ovlivnéni téchto mechanismit mize byt cilem inhibitorii kalcineurinu jak u rostoucich oocytl
s CasteCnou meiotickou kompetenci, tak i u oocyti s ukoncenou rustovou fazi a plnou
meiotickou kompetenci s Uplnou meiotickou kompetenci. Vysledkem je pravé opacny efekt
na zrani.

Oocyty in vitro vystavené chemikaliim ovlivijicich pribéh meiotického zrani maji
omezenou schopnost oplozeni (Casas et al., 2010). Pyretroidy mohou kvalitu oocyti ovlivnit
obdobné. Vlivem pyretroidi mohou mit dorostlé oocyty s opozdénym zranim omezenou
schopnost oplozeni a nasledného vyvoje. Reprodukce samic mtize byt narusena i podpoienim
zrani rostoucich oocytl s Castecnou meiotickou kompetenci. Takové oocyty znovu zahajuji
meidzu bez dokoncené syntézy mRNA, kterd je v prubéhu embryonalniho vyvoje nezbytna
pro spravné zrani i korektni prub¢h zahajeni mitozy (Wassarman, 1988).

Vliv pyretroidi na savéi oocyty zasluhuje pozornost, jelikoz jsou jejich t€inku oocyty
vystaveny v mnoha situacich. K primarni kontaminaci pyretroidy dochazi stravou (Julien et
al., 2008). Metabolity pyretroida byly zaznamenany u zna¢né ¢asti lidské populace (Heudorf
and Angerer, 2001). Pyretroidy jsou rovnéz u lidi (Taplin and Meinking, 1987) i zvitat
(Gassner et al., 1997; Sassine et al., 2004) uzivany cilené, napt. jako insekticidy a latky proti
blecham a klistatim (Fox et al., 1993). Celkové mnozstvi pfijatych pyretroidi do organismu
se pohybuje v gramech. Absorbce pyretroidt je variabilni (od 0,5 do 50%). U lidi je ale
obecné nizka (Perger and Szadkowski, 1994).

Hladina pyretroidd i hladina jejich rezidui v organizmu je diky rychlé metabolizaci a
vylucovani vétSiny z nich (kromé okamziku ihned po vystaveni pyretroidim) obvykle velmi
nizka (Elflein et al., 2003). U lidi vystavenych pyretroidim je hladina pyretroidi i jejich
rezidui v krvi velmi nizka (1ppb) nebo nedetekovatelna (Ramesh and Ravi, 2004; Liao et al.,
2011). I navzdory nezjistitelné hladiny v krvi byla u testovanych osob obvykle hladina
pyretroida a jejich rezidui vy$$i v mocéi (az 1 uM) (Leng et al., 1997). Hladina pyretroida v
krevni plazmé tedy neodrazi skutecnou hladinu téchto insekticidu v téle (Kim et al., 2010).
Pyretroidy maji lipofilni charakter, a proto jsou ukladany v tucich v€etné tuku mléka. Dojné
kravy lokalné oSetfované pyretroidem vylucovaly na 1 kg mléka od 0.025 mg do 0.168 mg
pyretroidu (Rothwell et al., 2001; Sassine et al., 2004). Podobné hladiny pyretroida byly
detekovany i v lidském mléce (permethrin 14,51 pg/l, cypermethrin 4,24 ng/l, deltametrin
8,39 ug/l) (Bouwman et al., 2006). Hladina pyrethroidt pfijatych kojenci se pak pohybuje od
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0.67 do 9.0 pg na kg té€lesné hmotnosti za den (Feo et al., 2012). Tuk, ale i kiize a svaly, jsou
schopné akumulovat pyretroidy (az 10 pg/ml) a chovaji se jako zasobarny s pomalym
uvolnovanim (Kim et al., 2008). Osetiovani zvitat proti ektoparazitim pomoci pytertroidi je
rovnéz zdrojem rozsahlé a vytrvalé komntaminace prostfedi, kdy byla hladina jejich rezidui
na nékterych mistech detekovatelnd i nékolik tydnii po zahdjeni oSetfovani s poloCasem
rozpadu az 44 dnu (Gassner et al., 1997).

V této praci byl zkouméan vliv pyretroidi na zrani oocytli prasete v koncentracich
(IndM50 nebo InhM50), které byly mnohem vys$s$i nez hladiny obvykle detekované v
organismu lidi ¢i zvifat pyretroidim vystavenych. Z toho divodu by se mohlo zdat, Ze
vysledky této prace maji pouze omezenou vyznamnost. Dle mnoha autori vSak mohou
pyretroidy (obzvlasté v nékterych tkanich) ptechodné dosahnout srovnatelnych hladin (Kim et
al., 2010). Zvifata i lidé mohou byt nahodné ¢i zamérné vystaveni takovému mnozstvi
pyretroidii, kterym je hladina téchto latek pfinejmensim docasné zvySena na hladinu
srovnatelnou s koncentraci v této praci.

Lipofilnim charakterem pyretroidl je podpoiena jejich afinita k tkdnim a buikam s
vysokym obsahem tuku. V oocytech je mnozstvi lipidd druhové odlisné. Prase¢i oocyty
obvykle obsahuji 156 ng lipida (McEvoy et al., 2000), coz je mnohem vice nez u oocyti mysi
- 4 ng na oocyt (Lowenstein and Cohen, 1964), krav - 58 ng na oocyt (Ferguson and Leese,
1999) nebo ovci - 89 ng na oocyt (Coull et al., 1998). Proto lze usuzovat na vétsi zatizeni
lipofilnimi pyretroidy u prasec¢ich oocytd. S ohledem na vzrustajici problém plodnosti lidi je

nezbytné tuto problematiku zkoumat i nadale.
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7. Zavér

Pomoci experimenti byl prokazan vyznamny vliv inhibitori fosfatazy 2B,
kalcineurinu na meiotické zrani oocytu prasete. Oocyty byly in vitro podrobeny inhibici
vlivem pesticidni latky ze skupiny pyretroida deltametrinu i latky nepyretroidni povahy
cyklosporinu A. Testovanymi inhibitory nebyla zptsobena degenerace oocytii a nebyla jimi
ovlivnéna ani zivotaschopnost oocyti. Pyretroidem inhibujicim kalcineurin vSak bylo
vyznamné ovlivnéno meiotické zrani oocyti. Pozorovany efekt byl zavisly na stupni
meiotické kompetence oocyti. U pln¢€ dorostlych oocytli s Gplnou meiotickou kompetenci
doslo k naruSeni meiotického zrani, zatimco u rostoucich oocytl s ¢astecné vyvinutou
meiotickou kompetenci, bylo naopak meiotické zrani stimulovano. Kalcineurin mize byt
tudiz vyznamnym regulatorem meiotického zrani a také zisku meiotické kompetence. Jeho

pfesny mechanizmus t¢inku v oocytech neni zndm a je tfeba ho detailn€ prostudovat.
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