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Vliv inhibice fosfatázy 2B na meiotické zrání oocytu prasete 

Souhrn 

Meiotické zrání je řízeno celou řadou regulátorů, mezi které patří také fosfatáza 2B, 

kalcineurin. Kalcineurin prokazatelně reguluje meiotické zrání oocytů u některého hmyzu, 

jako je moucha Drosophila, či žab, například rodu drápatka, Xenopus. 

Naše práce poprvé prokázala zapojení fosfatázy 2B do meiotického zrání oocytu 

prasete. Bylo zjištěno, že při inhibici kalcineurinu je ovlivněno meiotické zrání oocytů in 

vitro. Inhibice kalcineurinu byla studována pomocí pyretroidu deltametrinu a nepyretroidu 

cyklosporinu A u častečně a plně meioticky kompetentních oocytů. Pozorovaný efekt na 

meiotické zrání byl závislý na stupni meiotické kompetence oocytů. U plně dorostlých oocytů 

s úplnou meiotickou kompetencí došlo k narušení meiotického zrání, zatímco u rostoucích 

oocytů s částečně vyvinutou meiotickou kompetencí, bylo naopak meiotické zrání 

stimulováno. Kalcineurin může být tudíž významným regulatorem meiotického zrání a také 

zisku meiotické kompetence. Jeho přesný mechanizmus účinku v oocytech není znám a je 

třeba ho detailně prostudovat.  
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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. 
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1. Úvod 

Reprodukční biotechnologie jako je inseminace, in vitro oplození, transfer embryí, 

klonování a tvorba transgenních jedinců jsou v posledních letech v chovu hospodářských 

zvířat využívány ve větší míře. Tyto techniky však u prasete narážejí na řadu problémů. 

Například mražení prasečích inseminačních dávek a embryí je problematické a i klonování 

má pouze malou účinnost. Většina biotechnologí je ale omezena počtem zralých oocytů ve 

vaječníku. Cestou k získání vyššího počtu těchto zralých oocytů mohou být techniky zvyšující 

vývojovou schopnost rostoucích oocytů ve vaječníku nebo metody růstu oocytů in vitro. 

Oogeneze, zahrnující množení, růst a zrání oocytů, je ovlivněna celou řadou 

regulačních molekul. Jednou z nich může být i kalcineurin, protein s fosfatázovou aktivitou. 

Význam tohoto proteinu je možné studovat pomocí jeho inhibice. K inhibici se velmi často 

používají látky ze skupiny pyretroidů, jako je deltametrin, ale také látky inhibující kalcineurin 

nepyretroidového charakteru, jako je imunosupresivum, cyklosporin A. 
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2. Cíl práce 

Cílem této diplomové práce bylo ověření hypotézy, podle které je protein fosfatáza 2B, 

kalcineurin, nezbytná pro správný průběh meiotického zrání oocytu prasete. 
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3. Literární rešerše 

3. 1 Oogeneze 

Proces vývoje samičích pohlavních buněk (oocytů) je souhrně nazýván oogeneze. 

Složitý proces oogeneze zahrnuje sérii mnoha morfogenetických změn (Coticchio et al., 

2013). Oogeneze začíná již v embryonálním vývoji samice migrací primordiálních 

zárodečných buněk (oogonií) do zárodečného epitelu ovaria, kde dochází k dalšímu vývoji 

(Wartenberg, 1990). Během vývoje musí být genetický materiál buňky zredukován, což je 

uskutečněno v průběhu redukčního dělení – meiózy (Wassarman, 1988). Celý proces 

oogeneze je možné rozdělit na fázi množení, růstu a meiotického zrání (Wassarman, 1988; 

Nussbaum et al., 2004). 

 Fáze množení 

Primordiální zárodečné buňky (PGC, Primordial Germ Cells) jsou založeny ve 

splanchnopleuře a přilehlém entodermu žloutkového váčku z nediferenciovaných buněk 

epiblastu. Tento proces probíhá již během gastrulace embrya (Freeman, 2003). Buňky 

následně migrují (Picton et al., 1998) do zadní části embrya, kde se nakonec usídlí v místě 

vznikající gonadální lišty (Freeman, 2003), kterou je tvořen základ pro vaječníky 

(Chawengsaksophak et al., 2011). Poté je zahájen proces rychlého mitotického množení již 

pohybu neschopných buněk. Tyto buňky jsou označovány jako oogonie (Wassarman, 1988; 

Gosden and Bownes, 1995). Mitotická aktivita oogonií prasete začíná kolem třináctého dne 

života embrya (Eppig et al., 2004; Hunter, 2000). Vzniká obrovský počet oogonií 

(Wartenberg, 1990), kdy z počtu pět tisíc v období dvaceti dnů po oplození je během 

následujících třiceti dnů jejich počet rapidně navýšen až na milion sto tisíc (Hunter, 2000).  

Během embryonálního vývoje oocyty vstupují do meiózy a stávají se z nich oocyty 

primární (Neal and Baker, 1984; Lei et al., 2001). Meióza je zahájena na konci fáze množení 

(Rodrigues et al., 2008). U prasat dochází k zahájení meiózy zhruba ve čtyřicátém dni po 

oplození (Hunter, 2000). Již v profázi prvního meiotického zrání (Profáze I) je zárodečná 

buňka označována jako oocyt a prochází několika stádii, než je vývoj oocytu v této fázi 

zastaven (Rodrigues et al., 2008) k čemuž u prasat dochází okolo 35 dne po porodu (Hunter, 

2000). 
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V profázi prvního meiotického dělení se mitochondrie přikládají těsně k jadernému 

obalu. Oocyt prochází prvním stádiem profáze I leptotene, kdy je kondenzací chromozómů a 

upnutím telomer k jaderné membráně v místě upínacích plotének tvořen charakteristický 

„leptotenní buket“ (Vacek, 2006; Scherthan, 2007). V následujícím stádiu zygotene je 

postupně vytvářena propojovací struktura žebříčkovité povahy neboli synaptický komplex. S 

jeho dvěma laternálními a jedním centrálním elementem jsou spojena chromatinová vlákna 

bivalentů vytvořených zkrácením a spárováním chromozómů (Heyting, 1996). Kondenzace a 

zkracování chromozómů pokračuje i v následujícím stádiu, pachytene. Každý chromozóm je 

zřetelně rozdělen na dvě sesterské chromatidy, přičemž bivalent obsahuje tyto chromatidy 

celkem čtyři a vzniká tetráda chromatid. Dále dojde k překřížení nesesterských chromatid 

(crossing-over) a tím výměně části genetického materiálu mezi homologními chromozómy v 

bivalentech (rekombinace). V průběhu další fáze diplotene dojde k uvolnění jednotlivých 

chromatid ze synaptického komplexu, avšak spojení v místech vzájemného překřížení, tzv. 

chiasmatech, přetrvává. Již zmíněné přerušení profáze I je uskutečněno v pozdním diplotene, 

také zvaném diktyotene. Jádro oocytu obklopené jadernou membránou v této fázi vývoje 

nazýváme zárodečným váčkem (Wassarman, 1988). 

Zhruba třicet pět dnů před narozením jsou u prasete všechny oogonie v profázi I 

(Hunter, 2000) a dochází k obkolpení první vrstvou granulózních buněk (Black and Erickson, 

1968), čímž je vytvořen primární folikul (Hunter, 2000), také zvaný primordiální. 

Primordiální folikuly obsahují jeden primární oocyt, který je obklopen pouze jednou vrstvou 

granulózních buněk (Wartenberg, 1990) plnících hlavně vyživovací funkci během následující 

fáze růstu (Buccione et al., 1990; Shimada, 2009). Populace primordiálních folikulů prasnic je 

odhadována na pětset tisíc při narození (Black and Erickson, 1968). Z ohromného množství 

namnožených folikulů však velká část podléhá atrézii a pouze menšina dojde do stádia 

ovulace (Tilly, 2001). Vývoj primárních oocytů pokračuje až s nástupem období pohlavní 

zralosti a následně v době ovulace (Wartenberg, 1990) vlivem luteinizačního hormonu (LH) 

(Neal and Baker, 1984; Lei et al., 2001). 

Schopnost vzniku nových oocytů obklopených somatickými buňkami (folikulů) je 

ukončena těsně před nebo v okamžiku narození (Zuckerman, 1951; Zuckerman and Baker, 

1977). Hunter (2000) ale uvádí ukončení mitotické aktivity u prasat až sedm dní po porodu. 

Tento fakt byl částečně vyvrácen modernější studií, kterou byla prokázána přetrvávající 

produkce oocytů u juvenilních i dospělých myší (Johnson et al., 2004). Novější tvrzení bylo 

prokázáno i další studií, kde byla u neplodných myší po transplantaci neonatální zárodečné 
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lišty pozorována tvorba nových oocytů (Zou et al., 2009). Johnson et al. (2005) poukazují na 

potenciální možný zdroj nových zárodečných buněk v kostní dřeni či krevních buňkách. Tato 

teorie byla v zápětí vyvrácena (Eggan, 2006). Jiné pokusy prokazují jako možný zdroj 

zárodečných buněk kůži prasete (Dyce et al., 2006; Dyce and Li., 2006) i pankreatické buňky 

potkana (Danner et al., 2007). 

 Fáze růstu 

Působením gonadotropinů (luteinizační hormon LH a folikul stimulační hormon FSH), 

které jsou secernovány předním lalokem hypofýzy, je zahájena a následně udržována růstová 

fáze folikulů (Motlík a Fulka, 1976). Skupiny oocytů vstupují do fáze růstu postupně 

(Wassarman, 1988). V průběhu růstové fáze je u savčích oocytů pozorováno zvětšení sedm až 

desetkrát (Motlík a Fulka, 1976). Dochází k významným strukturálním změnám týkajících se 

uspořádání a velikosti buněčného jádra, jadérka, organel, inkluzí, tělísek, granul v cytoplazmě 

i obalu oocytu. Objem oocytu se zvětší až třista násobně (Wassarman, 1988) – u prasečího 

opocytu dojde ke změně velikosti z 30 na 120 μm (Motlík a Fulka, 1976). 

Již v počátku růstové fáze se tvoří druhá vrstva granulózních buněk kolem oocytu 

(Wassarman, 1988; Hunter, 2000) a folikul je tedy nazýván sekundárním (Driancourt, 1991).  

Utvoření sekundárního folikulu je charakterizováno počátkem vzniku silného, elastického a 

porézního extracelulárního obalu, obklopujícího plasmatickou membránu oocytu, zona 

pellucida (Wassarman and Mortillo, 1991; Fair et al., 1997; Wassarman, 2008), přes který 

mohou k oocytu penetrací proniknout tělu vlastní protilátky, enzymy i malé viry (Wassarman, 

2008). Funguje jako glykoproteinový obal, chrání oocyt a sehrává důlěžitou roli při oplození 

(Yurewicz et al., 1987; Wassarman, 1988). U prasečích oocytů nabývá tento obal síly 8,6 µm 

(Norberg, 1972). Savčí zona pellucida je složena ze tří až čtyř vrstev glykoproteinů (ZP1, 

ZP2, ZP3, ZP4), které mohou polymerovat za vzniku dlouhých vláken propojených společnou 

konstrukční jednotkou, tzv. doménou ZP (Wassarman, 1988; Wassarman and Mortillo, 1991; 

Rath et al., 2006; Louros et al., 2013). Zona pellucida setrvává až do stádia blastocysty, kdy 

dojde k jejímu rozpadu při uhnízdění v děloze (Wassarman, 2008). 

V růstové fázi rovněž dochází k rozpadu struktur Golgiho komplexu se separací na 

jednotky putující k zona pellucida ve formě vakuol s glykoproteiny a ve formě budoucích 

kortikálních granul (Gosden et al., 1997). Kortikální granula mají význam především při 

procesu oplození a to v zamezení polyspermie, kdy dojde k vylití jejich obsahu granul do 

perivitelinního prostoru (Wassarman, 1988). 
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S pokračováním fáze růstu vznikají další vrstvy granulózních buněk a tím dochází i k 

růstu folikulu. Následujícím stádiem růstu folikulu je antrální nebo také terciální folikul s již 

utvořenou dutinou (antrum foliculi) (Lüllmann-Rauch, 2012). Ve změnách v terciální folikul 

je zahrnut vývoj vnitřního obalu theca foliculi interna, vnějšího obalu theca foliculi externa 

(Fair, 2003; Lüllmann-Rauch, 2012), bazální laminy, kumulárních buňěk a formace tekutiny 

antrální dutiny (Norberg, 1972; Driancourt, 1991). Buňky antrálního folikulu mohou být 

rozděleny do dvou skupin. Buňky corona radiata, také zvané kumulární buňky, jsou nezbytné 

pro přenos zdrojů energie k oocytu v době poklesu glykolytické aktivity (Shimada, 2009). 

Kumulární buňky lemují oocyt a vytvářejí mezibuněčné komunikační spoje typu gap junction 

(Eppig, 2001). Gap junctions jsou shluky itercelulárních kanálů umožňujících přímou difúzi 

iontů a malých molekul mezi sousedícími buňkami (Goodenough and Paul, 2009). Buňky 

murální pokrývají stěnu folikulu. Intenzivním růstem folikulu je zapříčiněn posun vajíčka z 

centrální pozice směrem ke straně folikulu - vzniká tzv. vejconosný hrbolek, cumulus 

oophorus (Eppig, 2001). Posledním vývojovým stádiem folikulu je pre-ovulační antrální 

folikul (Graafův folikul) s plně vyvynutým a vývojově kompetentním oocytem (Rodrigues et 

al., 2008). Velké množství folikulární tekutiny ve velkém Graafově folikulu umožňuje jeho 

snadnou viditelnost na povrchu vaječníku (Wassarman, 1988). Plně dorostlý folikul prasete 

nabývá velikosti i více jak 5 mm (Marchal et al., 2002).  

Oocyty Graafových folikulů ovulují a jsou oplození schopná (Mitra and Schulz, 1996). 

Fáze meiotického dělení oocytu je dokončena pouze u těch oocytů, které byly při ovulaci 

úspěšně uvolněny z Graafových folikulů a byly oplozeny (Nussbaum et al., 2004). 

Specifické uspořádání cytoplazmy oocytu ve fázi růstu je vytvořeno důsledkem tvorby 

nových organel a genových produktů, přičemž správná replikace organel v ooplazmě, 

především mitochondrií a jejich DNA, sehrává důležitou úlohu v cytoplasmatické dědičnosti 

budoucí zygoty (Schatten, 1994). Somatické buňky zachovávají stálost mRNA a iontů ve 

zvětšujících se oocytech a jsou zdrojem nukleotidů, aminokyselin a fosfolipidů. Počet 

granulózních buněk obklopujících oocyt je přímo závislý na rychlosti růstu oocytů (Herlands 

and Schultz, 1984). Stejně jako se zvětšuje povrch oocytu, vzrůstá i prostup malých molekul 

klíčových pro další růst oocytu pomocí tzv. gap junction (Cecconi et al., 1996). 

Primární oocyt dává během svého dělení v období puberty vzniku sekundárnímu 

oocytu a zárověn i pólovému tělísku, které nemá dostatek cytoplazmatického materiálu pro 

udržení životaschopnosti. Další pólové tělísko je vytvořeno při dělení sekundárního oocytu v 
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době ovulace. Tento přežívající oocyt s haploidním (n) počtem chromozómů je označován 

jako ootida neboli zralé vajíčko (Wartenberg, 1990). 

S velikostí oocytu se zvětšuje i jeho jádro (Hyttel et al., 1999). Stejně jako počet 

jaderných tělísek je rovněž mnohonásobně navýšen i objem nukleoplazmy. Původní 

rozptýlená fibrilogranulární struktura jadérka (Wassarman, 1988), díky které je oocyt 

primárního folikulu neschopen syntézy ribozomů (Hyttel et al., 1999), je ve fázi sekundárního 

oocytu nahrazena hustou, výhradně fibrilární hmotou (Wassarman, 1988; Hyttel et al., 1999) a 

dochází k nárůstu transkripční aktivity (Hyttel et al., 1999). Vysoký význam má v této fázi 

právě intenzivní exprese RNA a proteinů. Dochází k dramatickému nárůstu mitochondrií 

(Norberg, 1972), struktur Golgiho komplexu i polyribozómů, k čemuž došlo důsledkem 

zvýšené potřeby proteosyntézy. Vlivem vysoké transkripční aktivity jsou dále chromozómy 

rozptýleny ve formě euchromatinu (Wassarman, 1988). Endoplazmatickým retikulem (ER) 

jsou v počáteční růstové fázi kolem jaderného obalu tvořeny cisterny, jejichž počet se 

vzhledem k rostoucím nárokům na látkovou syntézu v průběhu zvyšuje. Množství cisteren ER 

se začíná snižovat až se vznikem úzkého perivitelinního prostoru (Fair et al., 1997) mezi 

plazmatickou membránou a zona pellucida pravděpodobně vlivem zrtáty vody po oplození 

(Vacek, 2006). Některé cisterny mohou být pozorovány v periferii cytoplasmy ve formě 

pohárkovitých struktur a jiné komunikují s mitochondriemi (Osuchowska, 2006).  

Mnohé mitochondrie prodělávají ke konci růstové fáze vakuolizaci, čímž je snížena 

jejich aktivita a jsou uchovány pro budoucí využití. Zároveň se jedná o ochranu organizmu 

před účinky volných kyslíkových radikálů vznikajících během jejich energetického 

metabolizmu (Norberg, 1972). V závěru fáze růstu také dochází ke shromažďování 

rozptýlených chromozómů v okolí jadérka, kde dojde k jejich kondenzaci a přeměně na 

heterochromatin, kterým není umožněno navázání transkripční jednotky. Tím je ukončeno 

období intenzivní transkripce (Wassarman, 1988). 

 Meiotická kompetence oocytu 

Schopnost oocytu znovuzahájit a také dokončit meiotické zrání se nazývá meiotická 

kompetence (Schramm and Bavister, 1999). Meiotická kompetence oocytu je závislá na 

mnoha procesech v průběhu celé oogeneze (Marteil et al., 2009), ale i velikosti oocytu a 

folikulu (Motlík et al, 1984). 

Na začátku svého růstu nejsou oocyty schopny zahájit zrání. Takové oocyty, u kterých 

ještě nedošlo, nebo nejsou schopny podstoupit rozpad zárodečného váčku (GV) a nejsou 
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schopny zahájit zrání, se označují jako zcela meioticky nekompetentní. V pozdějších fázích 

růstu by mělo u oocytu dojít k rozpadu buněčné membrány GV s následným vstupem do 

metafáze I. V tomto kroku ještě není plně zajištěna schopnost oocytu ve vývoji pokračovat a 

dokončit meiotické zrání. Proto jsou tyto oocyty pouze částečně meioticky kompetentní 

(Motlík et al, 1984; Schramm and Bavister, 1999). Teprve oocyty schopné zahájit a následně 

dokončit meiotické zrání jsou plně meioticky kompetentní. Meioticky zcela kompetentních 

oocytů je ve srovnání s částečně meioticky kompetentními oocyty jen velmi málo (Motlík et 

al, 1984).  

Prasečí oocyty s vnitřím průměrem menším než 90 µm jsou zcela meioticky 

nekompetentní a nedochází k jejich zrání in vitro (Tichovská et al., 2011). Oocyty prasat o 

velikosti méně než 100 µm z folikulů o velikosti 0,4 – 0,8 mm mají omezenou nebo žádnou 

meiotickou kompetenci. Oocyty o velikosti 110 µm z folikulů o průměru 1 – 1,5 mm mají 

částečnou meiotickou kompetenci, jelikož dochází k pozastavení jejich vývoje v metafázi I. 

Meiotickou kompetenci nabývají prasečí oocyty okolo 14 dní po utvoření antra ve folikulech 

větších než 3 mm (Motlík et al. 1984, Morbeck et al. 1992, Hunter, 2000). Zcela meioticky 

kompetentní jsou prasečí oocyty dosahující velikosti 120 µm (Motlík et al., 1984, Petr et al., 

1994; Tichovská et al., 2011). 

Za jeden ze znaků meiotické kompetence lze považovat chromatin zkondenzovaný do 

hustého prstence okolo jádra (Wickramasinghe et al., 1991). Známkou nabytí meiotické 

kompetence oocytu je u mnoha savců také vytvoření antra ve folikulu (Motlík et al. 1984, 

Morbeck et al. 1992, Hunter, 2000). Rovněž podle fosforylace centrozomu a délky 

mikrotubulů je možné předpokládat schopnost dokončení meiozy, kdy krátké mikrotubuly a 

fosforylovaný centrozom poukazují na meiotickou kompetenci oocytu (Albertini, 1992). 

Na biochemické úrovni je dosažení plné meiotické kompetence charakterizováno 

hromaděním neaktivního komplexu p34cdc2/cyklin B označovaného jako pre-MPF. Po 

vytvoření folikulárního antra již k hromadění pre-MPF nedochází a vyvíjí se schopnost tento 

komplex aktivovat (Kanayama et al., 2002). 

Oocyty získané od prepubertálních prasniček vykazují nižší meiotickou kompetenci, 

než bylo pozorováno u oocytů od cyklujících prasnic. Množství, morfologická kvalita i 

meiotická kompetence se u prasečích oocytů mění v závislosti na stádiu folikulárního vývoje. 

Období pozdní luteální a časné folikulární fáze ve srovnání s ostatními stádii estrálního cyklu 

lze pro získávání normálních a meioticky kompetentních oocytů považovat za nejvhodnější 

(Machatková et al., 2008). 
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 Fáze zrání 

Meiotickým zráním je označena konečná fáze vývoje oocytu a jeho transformace v 

neoplozené vajíčko s haploidním počtem chromozómů (n) neboli přechod ze stádia diplotene 

profáze I do metafáze II (Motlík a Fulka, 1976; Wassarman, 1988). Procesy 

cytoplazmatického a jaderného zrání jsou koordinovány tak, aby došlo k jejich dokončení 

současně (Hunter, 2000). Při jaderném zrání dochází především ke změnám chromatinu, na 

čemž je úspěšnost zrání oocytu závislá (Ferreira et al., 2009; Marteil et al., 2009). 

Počátek fáze zrání navazuje na ukončené stádium diktyotene, kdy je pozorován rozpad 

zárodečného váčku (Germinal vesicle break down, GVBD), což je první jasně viditelnou 

známkou znovuzahájení meiózy (Brunet and Maro, 2005). GVBD je možné rozdělit do pěti 

stádií (Sun et al., 2001) seřazených podle intenzity kondenzace chromatinu a stupně rozpadu 

jaderného obalu (Tan et al., 2009). Viditelné jádro i jaderná membrána (Tan et al., 2009) jsou 

spolu s rozptýleným chromatinem po celé jaderné oblasti typické pro počáteční stupeň GV0 

(Guthrie and Garrett, 2000; Sun et al., 2001; Tan et al., 2009). V GV0 rovněž dochází k 

nepatrnému vlnění membrány, které postupně nabývá na intenzitě (Lucas et al., 2002). V 

následujícím GV1 stádiu dochází k formaci kondenzovaného chromatinu do tvaru podkovy, 

nebo prstence (Guthrie and Garrett, 2000; Sun et al., 2001; Tan et al., 2009). Výskyt několika 

menších shluků chromatinu v blízkosti jaderné membrány je příznačný pro GV2, přičemž v 

GV3 nárůst shluků chromatinu a vláken pokračuje (Lucas et al., 2002). Ty jsou následně 

rozptýleny po celé nukleoplazmě a je tvořen základ filamentální sítě (Tan et al., 2009). V 

posledním stadiu GVBD přestává být jadérko i jaderná membrána patrné (Lucas et al., 2002; 

Tan et al., 2009) a nachází se pouze v podobě dubletů spojených s endoplazmatickým 

retikulem, které jsou následně využívány k opětovnému vytvoření prvojaderné a jaderné 

membrány (Wassarman, 1988). U prasat je tento celý děj pozorován po dobu šestnácti až 

osmnácti hodin (Motlík et al., 1984). 

Po GVBD je vytvořeno dělící vřeténko metafáze I (Brunet and Maro, 2005). S formací 

dělícího vřeténka dojde ke kmitání chromozómů kolem metafázní roviny, dokud nenastane 

nástup anafáze I (Schuh and Ellenberg, 2007; Brunet et al., 1999). K tomu je také zapotřebí, 

aby byly mikrotubuly korektně připojeny na chromozomy (Brunet and Maro, 2005).  

Metafáze I je u oocytů prasat kultivovaných in vivo ukončena po dvaceti hodinách a in vitro 

přibližně po šesti až osmi hodinách (Motlík et al., 1984). V anafázi I dochází k rozdělení a 

rozchodu chromozomů, které pokračuje i v telofázi I vydělením prvního pólového tělíska. 

Oocyt tím nabývá haploidního počtu chromozomů (Eppig, 1991). Po dokončení prvního cyklu 
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meiózy vstupují oocyty přímo do druhého meiotického dělení (meiózy II) a opětovně je 

zastaven jejich vývoj, tentokráte v metafázi II (Brunet and Maro, 2005), kdy by měl být oocyt 

připravený k oplození a tím zdárnému ukončení meiotického dělení (Marteil et al., 2009). 

Metafáze II in vitro nastává u prasat po čtyřiceti až čtyřiceti osmi hodinách (Motlík a Fulka, 

1976). K dalšímu zahájení meiózy dochází až po penetraci spermie, nebo po partenogenetické 

aktivaci (Wassarman, 1988). 

Výraznými změnami prochází Golgiho aparát, ribozomy, mitochondrie i 

endoplazmatické retikulum (ER), které jsou podmíněny dynamikou složek cytoskeletu 

umožňujících jejich řízený pohyb v cytoplazmě (Fereira et al., 2009). Pohyb mitochondrií je 

spjat s potřebou energie ve formě ATP, důsledkem čehož se na počátku zrací fáze shlukují 

okolo zárodečného váčku v prstencové formě. S koncem metafáze I jsou mitochondrie 

dočasně rozptýleny a až v metafázi II je opět pozorováno soustředění mitochondrií kolem 

chromatinu (Fereira et al., 2009). Tvorba mitochondriální ATP však po vydělení prvního 

pólového tělíska ztrácí na své původní intenzitě. Tento pokles je přisuzován vzniku volných 

radikálů při mitochondriální syntéze ATP, jejichž zvýšené množství by mohlo být v počáteku 

embryonálního stádia plodu letální (Marteil et al., 2009). 

Při vývoji oocytu jsou základní zásobárnou energie inkluze glykogenu či lipidů ve 

fromě tukových kapének (Osuchowska, 2006; Marteil et al., 2009). Tyto velké tukové 

kapénky (až 4 μm) jsou u prasat označovány jako žloutkové inkluze a byly zaznamenány v 

blízkosti mitochondriálních skupinek (Osuchowska, 2006). Změna v jejich rozdělení v okolí 

meiotického vřeténka byla u prasat pozorována v metafázi II (Marteil et al., 2009). 

ER je situováno poblíž centrální oblasti cytoplazmy (Jaffe and Terasaki, 1994) a v 

průběhu procesu zrání se přemisťuje v podobě kortikálních granul na periferii oocytu. Slouží 

jako úložiště kationtů vápníku uvolněných při penetraci oocytu spermií, čímž je spuštěna 

kortikální reakce, díky které dojde k zabránění polyspermie (FitzHarris et al., 2003). 

Cisterny Golgiho komplexu jsou taktéž soustředěny spíše v okolí jádra a zde dochází v 

průběhu zrání k distribuci do blízkosti plazmatické membrány v podobě kortikálních granul 

(Payne and Schatten, 2003). Kortikální granula jsou v průběhu zrání přemístěna do korové 

oblasti oocytu, jelikož sehrávají klíčovou roli v kortikální reakci. Ve zralém oocytu prasete 

jsou tato granula uložena v podobě souvislé vrstvy těsně sousedící se zona pellucida (Marteil 

et al., 2009). Nárůst tvorby kortikálních granul je pozorován v metafázi I, zatímco v průběhu 

metafáze II již ke zvýšení počtu nedochází (Wang et al., 1997). 
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Do procesu zrání jsou zapojeny i prvky cytoskeletu - mikrotubuly a mikrofilamenta. 

Mikrotubuly jsou významná především při rozdělení větších organel a chromozomů 

meiotického vřeténka, zatímco mikrofilamenta s jemnější strukturou slouží k upřesnění 

polohy chromozomů a přerozdělení menších organel (např. kortikálních granul a cisteren 

endoplazmatického retikula) (Marteil et al., 2009). K jejich rozmístění v periferní oblasti 

oocytu dochází v době mezi GVBD a anafází I (Ferreira et al., 2009). Mikrotubuly 

meiotického vřeténka prasete jsou patrné až při GVBD. V místě napojení na centromeru 

příslušného chromozomu jsou mikrotubuy zakončeny třívrstvými proteinovými strukrturami 

neboli kinetochory (Marteil et al., 2009). V tomto stádiu je vytvořeno vřeténko soudkovitého 

tvaru, které je v metafázi I díky diploidnímu (2n) počtu chromozomů větší než vřeténko v 

metafázi II, kdy je již počet chromozomů haploidní. Oddělení chromozomů a prodlužování 

vřeténka je uskutečněno v anafázi I. V telofázi I je činností mikrotubulů následně jedna sada 

chromozomů vytlačena mimo obsah buňky, dojde ke vzniku prvního pólového tělíska a 

nastává interkinéze. Interkinéze je doba přechodu mezi prvním a druhým meiotickým dělením 

neboli meiózou I a meiózou II. Dělící vřeténko meiózy I je degradováno a opět dochází ke 

kondenzaci chromatinu. Interfáze je vynechána (Ferreira et al., 2009). U prasat vycházejí 

mikrotubuly přímo z kůry oocytu, ne z centromer, a jejich rozložení je uskutečněno až na 

konci fáze zrání (Marteil et al., 2009). Pokud ve fázi meiózy II nedojde k aktivaci oplozením, 

oocyt zaniká (Sun and Nagai, 2003). V průběhu jednoho ovariálního cyklu je připraveno k 

oplození vždy několik folikulů (Cortvrindt et al., 1997). 

Již zmíněné kumulární buňky hrají klíčovou roli i v procesu uvolnění oocytu z 

Graafova folikulu a následném oplození. Jsou rovněž zodpovědné za zahájení imunitních 

pochodů zabraňujících případné bakteriální infekci oocytu (Shimada, 2009). 

3. 2 Hormonální řízení folikulogeneze a oogeneze 

Přerušenou meiózu in vivo znovu zahajuje vlna LH, která je uvolněna po odstranění 

jednoho čí více faktorů (například inhibitoru zrání oocytů) (Stojkovic et al., 1999, Fan et al., 

2002). K dalšímu vývoji folikulu i oocytu je nezbytná dostupnost regulačních gonadotropinů a 

dalších endokrinních faktorů. Dochází tudíž k vývoji krevních kapilár prorůstajících mezi 

vnějším a vnitřním obalem folikulu (Van den Hurk et al., 2000). Na buňkách theca folliculi 

interna jsou formovány receptory pro LH a na buňkách theca folliculi externa jsou formovány 

receptory pro FSH a estrogeny. Pod vlivem LH jsou pak buňkami theca folliculi interna 

produkovány androgeny, které jsou vlivem FSH konvertovány granulózními buňkami na 
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estrogeny. U sekundárního folikulu nedochází k produkci estrogenů, jelikož není schopen 

exprese enzymu aromatázy potřebného k přeměně androgenů na estrogeny. Dochází k 

přípravě na vznik folikulu zcela závislého na hormonálním působení. Pod vlivem estrogenů 

dochází k růstu a dělení granulózních buněk, které jsou za spolupůsobení FSH a estrogenů 

stimulovány k tvorbě sekretů způsobujících tvorbu dutiny folikulu a podněcujících tvorbu 

antrální tekutiny (Wassarman, 1988). FSH je rovněž stimulována tvorba receptorů pro LH na 

granulózních buňkách. Vzestup výdeje LH je pozorován okolo dvacetičtyř hodin před ovulací 

a je rozhodující pro ovulaci i následné utváření žlutého tělíska z Graafova folikulu a redukci 

počtu FSH receptorů na granulózních buňkách, čímž je snížena produkce estrogenů (Reece, 

1998). 

3. 3 Regulátory meiotického zrání 

Přechod z jedné fáze buněčného cyklu do fáze další musí být uskutečněn teprve po 

úplném dokončení všech procesů fáze předchozí (Alberts et al., 2008). Za tuto regulaci 

buněčného cyklu oogeneze odpovídá mnoho regulačních látek (Alberts et al., 2008; Tůmová 

et al., 2013) enzymové i neenzymové povahy. Obecně je možné faktory rozdělit na takové, 

které dělení buňky urychlují, a faktory, které dělení buňky zpomalují, či zcela zastavují 

(Alberts et al., 2008). Zde je popsáno několik nejvýznamnějších faktorů zapojujících se do 

regulace meiotického zrání: 

 MPF – Metaphase Promoting Factor 

Metaphase promoting factor (MPF), řazen mezi protein kinázy (Nurse, 1990), patří k 

univerzálním buněčným regulátorům (Stojkovic et al., 1999) umožňujícím vstup do metafáze 

(Clarke, 1995). Je klíčovým faktorem při procesu formování funkčního dělícího vřeténka ve 

fázi zrání (Hunter, 2000) a je velmi důležitý při iniciaci segregace chromozomů (King et al., 

1996). Rovněž je během kondenzace chromozomů zapojen do procesu reorganizace 

intermediálních filament a přeskupení mikrofilament (Stojkovic et al., 1999).  

MPF je složen z regulační a katalytické podjednotky (Nurse, 1990). Katalytická 

podjednotka je tvořena serin/threonin protein kinázou p34
cdc2

 (Fulka et al., 1991) také zvanou 

CDK 1 (Cyclin Dependent Kinase 1) (Gautier et al., 1989). Regulační podjednotka je tvořena 

cyklinem B (Dunphy et al., 1988, Gautier and Maller 1988). Nedostatek exprimovaného 

cyklinu B byl pozorován u oocytů zcela postrádajících meiotickou kompetenci (Blanco and 

Montoya, 2011). V průběhu meiózy je koncentrace katalytických podjednotek stále stejná, 
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avšak koncentrace regulačních podjednotek je ubikvitin-dependentním systémem výrazně 

snížena a to v období mezi metafází I a metafází II (Alberts et al., 1998). Součástí komplexu 

MPF je i GWL - kináza Greatwall (Hara et al., 2012; Dupre et al., 2013) vyvolávající procesy 

vedoucí k fosforylaci a aktivaci cdc25, čímž je nezbytná pro vstup a udržení M fáze (Zhao et 

al., 2008). 

Spojením obou podjednotek je vytvořen pouze neaktivní komplex pre-MPF (Gautier et 

al., 1991, de Vantéry et al., 1997), jenž je přítomen v růstové fázi oocytů (Murray and 

Kirschner, 1989). Aktivita MPF je ovlivněna hladinou fosforylace a aktivní syntézy proteinů 

v buňce (Procházka et al., 1989, Chen et al., 2000). Fosforylací cdc2 na tyrosinu 15 a 

threoninu 14 (Gautier et al., 1991; Clarke, 1995; Touny and Banerjee, 2006) je pre-MPF 

držen v neaktivní formě (Clarke, 1995; Fulka et al., 1991; Marlovits et al., 1998). K aktivaci 

MPF je nutná nejen defosforylace dvou zmíněných center CDC25 fosfátázou, ale i fosforylace 

threoninu 161 kinázou CDK (CAK, cdc-aktivační kináza), což je inhibováno protein 

fosfátázou typ-2A a zároveň stimulováno MPF jakožto součástí pozitivní zpětné vazby 

procesu (Clarke, 1995). Po konečné aktivaci komplexu MPF (Brunet and Maro, 2005) 

dochází v oocytu ke znovuzahájení meiózy (Motlík and Kubelka, 1990). 

V metafázi prvního meiotického dělení, při rozpadu zárodečného váčku, je vlivem 

působení cytostatického faktoru (CSF) pozorována vzrůstající aktivita MPF (Murray and 

Kirschner, 1989). Vrcholu aktivity MPF je dosaženo v metafázi I (Kikuchi et al., 1995). Ta 

však při přechodu z metafáze do anafáze klesá (Kishimoto and Kariatani, 1976; Motlík and 

Kubelka 1990; Mattiloli et al., 1991), jelikož je vlivem APC (Anaphase Promoting Complex) 

(King et al., 1996) umožněno připojení ubikvitinu na cyklin B. Ten je následně rozpoznán a 

degradován proteazomem (Glotzer et al., 1991; Alberts et al., 1998). K opětovnému navýšení 

aktivity MPF dochází v období metafáze II (Kikuchi et al., 1995). 

 MAPK – Mitogen Activated Protein Kinase 

MAP kináza, řazena k serin/threonin proteinům (Ferrell et al., 1991; Haccard et al., 

1993), zastává důležitou úlohu při přenosu extracelulárního signálu ve vnitřním prostředí 

buňky. Jsou proto označovány také jako extracelulárně regulované kinázy (ERK) (Haccard et 

al., 1993). MAPK je součástí regulace zrací fáze oocytů (Fan and Sun, 2004), kdy se podílí na 

přenosu signálu indikujícího začátek zrání z cytoplazmy do jádra (Inoue et al., 1998). V 

cytoplazmě prasečích oocytů v G2 fázi je MAPK přítomna pouze v neaktivní formě. Při 

přechodu z G2 do M fáze je před GVBD část MAPK soustředěna do zárodečného váčku. 
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Přenos signálu do jádra má významný vliv na chování jaderné membrány, jelikož injekční 

aplikací MAPK do zárodečného váčku byl rozpad urychlen, zatímco po aplikaci do 

cytoplazmy nebyla pozorována žádná změna (Stojkovic et al., 1999). 

Aktivace MAP kinázy je druhově specifická a dochází k ní podobně jako u MPF na 

treoninových a serinových zbytcích (Verlhac et al., 1994). U prasete k aktivaci dochází ještě 

před GVBD (Josefsberg et al., 2003). Někteří autoři uvádějí, že aktivace MAP kinázy je 

spojená s prvotní aktivací MPF (Inoue et al, 1995; Lee et al, 2000), avšak existují i pozdější 

názory tvrdící opak (Inoue et al, 1998; Villa-Diaz and Miyano, 2004). Za základní látku 

aktivující MAPK oocytu je také považována p90rsk (Fan and Sun, 2004). MAP kináza oproti 

MPF vykazuje vysokou aktivitu v celé fázi zrání, kdy dojde k poklesu až po oplození či po 

partenogenetické aktivaci (Sun et al., 2001, Zhang et al., 2001). 

U prasete nebyl prokázán negativní vliv narušení aktivity MAP kináz na zahájení 

meiózy (Josefsberg et al., 2003), stejně jako na rozpad zárodečného váčku, který probíhá i při 

znemožnění nástupu aktivity MAP kináz pomocí inhibitoru MEK (Tong et al., 2003). I přesto 

se aktivní MAP kináza významně podílí na urychlení rozpadu zárodečného váčku prasat 

(Josefsberg et al., 2003). Přítomnost MAP kinázy je důležitá při regulaci dynamiky 

mikrotubulů (de Vantéry et al., 1997) a je jí ovlivněna i velikost a extruze prvního pólového 

tělíska (Choi et al., 1996). MAPK taktéž zaujímá důležitou roli v metafázi II (Villa-Diaz and 

Miyano, 2004). 

 CSF – Cytostatic factor 

Oocyty zastavené v metafázi II jsou ve druhém meiotickém bloku zastaveny pomocí 

skupiny molekul nazývané cytostatický faktor (CSF). CSF je přítomen v cytoplasmě 

ovulovaných oocytů. Brání zde degradaci cyklinu B, který je nutný pro udržení aktivity MPF 

(Stojkovic et al., 1999). Byly popsány enzymy Mos (Colledge et al., 1994; Hashimoto et al, 

1994), Cdk2 (Gabrieli et al 1993), Emi (Tunquist and Maller, 2003), díky kterým je zabráněn 

vývoj z metafáze II do anafáze II (Masui and Markert 1971; Clarke et al., 1988) inhibicí 

degradace cyklinu B. CSF je zapojen i při procesu oplození (Schmidt et al., 2006).  

Mos, serin/threonin kináza, je aktivní katalytická součást (Watanabe et al., 1989, Yew 

et al., 1992), která je produktem proto-onkogenu c-mos. Jedná se o nepostradatelnou součást 

metafáze II i procesu aktivace MPF (Hunt, 1992; Yew et al., 1992). CSF je inhibována 

činnost mikrotubulárních motorů. Tím je udrženo neporušené dělící vřeténko a pomocí CSF 
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dochází k zadržení oocytu v metafázi II (Shiina et al., 1992). Po degradaci CSF přechází 

oocyt do anafáze II a meiotický vývoj pokračuje (Jones, 2005). 

Mezi další molekuly CSF patří i SAC (Spindle Assembly Checkpoint) proteiny. Ty 

jsou důležité pro zastavení buněk v metafázi II pomocí inhibice Anaphase Promoting 

komplexu (APC). Po aktivaci tohoto komplexu dochází k degradaci cyklinu B a výstupu z 

druhého meiotického bloku (Sagata, 1997). 

 Vápník 

K funkci iontů vápníku patří přenášení intracelulárních signálů, regulace 

fyziologických procesů, membránová excitabilita, buněčný a mitochondriální metabolismus, 

proteosyntéza, průběh buněčného cyklu a apoptóza. Podstatná role vápníku je zaznamenána i 

v průběhu meiotického zrání (Homa et al., 1993; Takeo et al., 2010) a oplození oocytů 

(Yanagimachi, 1981; Miyazaki, 1991). Nejvíce iontů vápníků bylo v prasečích oocytech 

nalezeno v karyoplazmě, vakuolách, mitochondriích a na povrchu lipidových granul 

(Clapham, 1995; Petr et al., 2002). Vápník je do cytosolu transportován především přes 2 

signální kaskády – dráhu využívající inositol 1,4,5 trifosfátové receptory (IP3R) a dráhu 

využívající ryanodinové receptory (RyR) (Petr et al., 2002). Do lumenu zásobních organel se 

ionty vápníku z cytoplasmy dostávají pomocí ATPázových SERCA pump (Pozzan et al., 

1994). Vápenaté ionty mají nezastupitelnou roli především v časné fázi výstupu z bloku v 

profázi I (Wassarmann, 1988). 

Ve všech eukaryotických buňkách je přítomen protein vázající na sebe vápník 

kalmodulin (CaM) (Tunquist and Maller, 2003), který se podílí na regulaci mnoha různých 

cílových enzymů, čímž ovlivňuje mnohé buněčné funkce. Kalmodulinem jsou 

zprostředkovány procesy jako zánět, imunitní reakce, apoptóza a mnoho dalších (Cheung, 

1980). Kalmodulin dependentní kináza CaMK II má ve vývojí oocytů nezastupitelnou roli, 

jelikož se podílí na iniciaci degradace cyklinu B, jenž tvoří součást MPF (Lorca et al., 1993). 

Schopnost uvolnit vápník z vnitrobuněčných zásob je vyvinuta v průběhu zrání oocytu a je po 

oplození oocytu nepostradatelná k zahájení vývoje (Carroll et al., 1994; Mehlmann and Kline, 

1994; Knott et al., 2006). 

 Oxid dusnatý 

Oxid dusnatý (NO) patří mezi plynné mediátory zvané gasotransmitery, které snadno 

prostupují přes buněčnou membránu (Wang, 2002). V mnoha fyziologických i patologických 
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pochodech je NO zapojen díky schopnosti regulace intracelulárních i extracelulárních procesů 

(Dixit and Parvizi, 2001; Bu et al., 2003). V nízké koncetraci má jako vnitrobuněčný posel v 

organizmu nepostradatelnou funkci, avšak ve vysoké koncentraci může NO způsobit nevratné 

škody – např. buněčnou smrt oocytu (Bu et al., 2003). Vlivem krátkého poločasu rozpadu (pět 

až deset vteřin) je jeho působení jen lokální (Alberts et al., 1998). 

NO se jako neurotransmiter podílí na šíření nervového vzruchu v organismu. Jeho 

úloha dále spočívá ve vazodilataci krevních cév (Aberts et al., 1998; Bian et al., 2012), 

procesu proliferace a diferenciace buněk (Hattori et al., 2000) a apoptóze (Stefanelli et al., 

1999). Podílí se také na regulaci mnoha procesů reprodukce jako navozování ovulace, aktivity 

pohlavních hormonů, prokrvení pohlavních orgánů, vývoj folikulu i oocytu a nidace embrya 

(Jablonka-Shariff and Olson, 2000). NO pravděpodobně hraje klíčovou roli v regulaci 

signalizace řídící přechod mezi metafází I a metafází II, stejně tak i přerušení meiozy v 

metafázi II (Jablonka-Shariff a Olson, 1998). 

 V savčích buňkách je oxid dusnatý syntetizován enzymem NO-syntázou (NOS) 

(Nathan and Xie, 1994), jejíž existence byla poprvé prokázána roku 1989 a dnes jsou známé 

celkem tři NOS izoformy (Janssensen et al., 1992): 

- Nervová NO-syntáza (nNOS, NOS1,NOS-I) má hlavní místo výskytu v nervové 

tkáni mozku (Bredt et al., 1990). Její přítomnost byla popsána v oocytech prasete (Kim et al., 

2005) a později, během meiotického zrání in vitro, i v kumulárních buňkách (Chmelíková et 

al., 2010).  

- Indukovatelná NO-syntáza (iNOS, NOS2, NOS-II) (Hattori et al., 2000) je 

produkována řadou buněk, včetně savčích folikulů a je schopná dlouhodobé, stálé syntézy NO 

(Jablonka-Shariff a Olson, 1997) ve větším množství (Bian et al., 2012). Aktivita tohoto typu 

syntázy je významná především pro vývoj terciálního folikulu, ovulaci a progresi žlutého 

tělíska (Tao et al., 2004). Součástí aktivity iNOS je navázání kalmodulinu, proto je 

označována jako Ca
2+

 dependentní (Rosselli et al., 1998; Alderson, 2001). Inhibicí iNOS-

syntázy dojde ke snížení hladiny NO, v důsledku čehož je spuštěna kaskáda dějů, a 

výsledkem je pokračování zrání oocytu z fáze diplotene (Pandey and Chaube, 2015). 

- Endoteliální NO-syntáza (eNOS) byla nalezena v buňkách endotelia (Alderson, 

2001), savčích folikulech (Jablonka-Shariff and Olson, 1997), Leydigových a Sertoliho 

buňkách, ve spermatidách (Ambrosino et al., 2003), kumulárních buňkách, oocytech (Tao et 

al., 2004; Chmelíková et al., 2010) i buňkách endoteliálních (Tao et al., 2004). eNOS je 

schopna pouze krátkodobé syntézy menšího množství NO. eNOS je spojena s vývojem 
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oocytu, folikulu a progresí i regresí žlutého tělíska (Tao et al., 2004). eNOS je stejně jako 

izoforma iNOS Ca
2+

 dependentní (Janssens et al., 1992). 

 Sirovodík 

Stejně jako NO je sirovodík (H2S) řazen mezi buněčné signální gasotransmitery. 

Prekurzorem endogenního sirovodíku je aminokyselina L-cystein. Syntéza endogenního H2S 

je katalyzována třemi enzymy (Kamoun, 2004). 3-merkaptopyruvát sulfurtransferázou 

(MPST) je H2S syntetizován v mitochondriích i v cytosolu. Cystathionine beta-syntáza (CBS) 

probíhá ve vaječnících s nejvetší expresí ve folikulárních buňkách ve všech stádiích 

folikulárního vývoje. Genovou inhibicí CBS byla způsobena inhibice zrací fáze oocytu (Zhu 

et al., 2011). Třetím enzymem umožňující produkci sulfanu je cystathionin gama-lyáza 

(CSE). Aktivita tohoto enzymu byla prokázána především v cévní soustavě (Zhao et al., 

2001). Působení H2S bylo prokázáno nejen na zrání oocytu, ale i na průběh a délku estrálního 

cyklu, růst folikulů a plodnost samic i samců (Zhu et al., 2011). 

 Cyklické nukleotidy 

Cyklické nukleotidy, především cyklický guanosinmonofosfát (cGMP) a cyklický 

adenosinmonofosfát (cAMP), jsou významnými regulátory meiotického zrání (Norris et al., 

2009). Inhibitor fosfodiesterázy (která štěpí cAMP), dibutyrylcyklický adenosinmonofosfát 

(dbcAMP), aktivátor adenyl cyklázy (katalyzuje vznik cAMP z ATP) či isobutyl metylxantin 

(IBMX) mohou zablokovat rozpad zárodečného váčku (Wassarman, 1988), kdy 

pravděpodobně dochází k působení cAMP přes cAMP dependentní protein kinázu (Sirard et 

al., 2001). 

K zastavení meiózy dochází fosforylací určitých proteinů oocytu protein kiázou, avšak 

nízkou urovní cAMP lze zapříčinit jejich defosforylaci a tím obnovu procesu meiotického 

zrání (Wassarman, 1988). Ke snížení hladiny cAMP v oocytu může dojít zvýšením 

hydrolytické degradace oocytu fosfodiesterázou nebo pozastavením přenosu cAMP z 

granulózních buněk přes gap junction (Sengoku et al., 2001). Ke znovuzahájení meiotického 

zrání v oocytu je však nutné nejprve zvýšení a až poté snížení intracelulární hladiny cAMP.  

Oba děje jsou odezvou na preovulační vlnu LH (Dekel et al., 1988). 

Ačkoli je funkce cAMP při regulaci meiotického zrání oocytu poměrně dobře známa, 

úloha cGMP zcela objasněna není. Pokusy bylo zjištěno, že hladina cGMP je u preovulačních 

oocytů ovlivnitelná LH a prostaglandinem, kdy po stimulaci oocytů in vivo došlo k jejímu 
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výraznému poklesu. Snížení hladiny cGMP je však závislé na aktivaci epidermálních 

růstových faktorů. cGMP je v oocytu zapojen do zachování blokace meiotického zrání. cAMP 

a cGMP spolupracují při řízení zastavení meiotického zrání prostřednictvím regulace PDE3A 

(Vaccari et al., 2009). 

 PKC - Protein kináza C 

Protein kináza C (PKC) z rodiny lipid-dependentních serin/threonin kináz má hlavní 

roli při mnoha procesech - modulování buněčné membrány, přenášení imunitních odpovědí, 

regulace transkripce, buněčný růst aj. (Nishizuka, 1992; Dekker and Parker, 1994). PKC má 

přinejmenším 12 izoforem (Way et al., 2000), které je možné rozdělit do tří podtříd: klasické, 

nové a atypické (Fan et el., 2002). Přesná funkce všech izoforem v oocytu však zatím není 

objasněna (Viveiros et al., 2003). Izoformy PKC α, β1 a γ (především však α-izoforma), 

označované jako klasické, se podílejí na regulaci funkce jádra a exocytóze kortikálních granul 

u oocytů prasete (Fan et el., 2002). Mezi nové izoformy patří například δ, ϵ, θ, η a mezi 

atypické je řazena například izoforma λ (Überall et al., 1997). U myší byla přítomnost 

izoforem α, β1, δ, a γ prokázána v kumulárních buňkách i oocytu, ale izoforma ϵ byla 

detekována pouze v kumulárních buňkách (Downs et al., 2001). Přímou aktivací PKC je zrání 

oocytů potlačeno, zatímco stimulací oocytů bez kumulárních buněk je vyvolán podnět k 

pokračování meiózy (Downs et al., 2001). Aktivita PKC byla zaznamenána již v profázi I s 

nárůstem během meiotického zrání a vrcholem v metafázi I (MI). Použitím PKC inhibitoru 

bisindolylmaleimide I (BIM) u oocytů v pozdní fázi MI byla přechodně snížena aktivita MPF 

a tím podpořen postup do metafáze II (MII). Aktivita MAPK ale zůstala během přechodu z 

MI do MII zvýšená. PKC-δ, řazena mezi nové izovormy (Viveiros et al., 2003), je spojena s 

dělícím vřeténkem a chromozómy ve fázi MII. PKC se účastní regulačních mechanismů 

zpožďujících vstup do anafáze I. Její inhibicí je spuštěn předčasný vstup do interfáze. Ztráta 

regulační kontroly aktivity PKC v průběhu zrání oocytu narušuje kritický přechod z MI do 

MII, což vede k časnému ukončení meiózy (Viveiros et al., 2001). 

 Fosfátázy - kalcineurin 

Fosfátázy jsou enzymy schopné defosforylovat fosfátové ionty a molekuly s volnou 

hydroxylovou skupinou. Jejich největší význam je regulace mitotického i meiotického 

buněčného cyklu (Mochida et al., 2010; Domingo-Sananes et al., 2011; Mochida and Hunt, 

2012). Pro správný průběh meiotického zrání oocytu je důležitá současná spolupráce mnoha 
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protein kináz a protein fosfatáz (Swain et al., 2003; Adhikari et al., 2012). K této skupině patří 

kalcineurin (také znám jako fosfatáza 2B) z rodiny serin/threonin fosfatáz (Klee et al., 1988; 

Kincaid, 1993; Rusnak and Mertz, 2000; Sullivan and Rubin, 2002), který má 

nepostradatelnou roli při převodu vápníkových iontů na vnitrobuněčné procesy (Chang, 

2007). Serin/threonin fosfátázy jsou podle biochemických parametrů děleny na  PP1, PP2A, 

PP2B nebo kalcineurin, PP4, PP5, PP6 a PP7 (Cohen, 2002). Narozdíl od PP1 a PP2A (Rime 

and Ozon, 1990) je úloha ostatních serin/threonin fosfátáz při regulaci meiotického zrání 

oocytů savců jen málo prozkoumána (Takeo et al., 2010). 

Kalcineurin je heterodimer složený z katalytické a regulační podjednotky (Klee et al, 

1998; Rusnak and Mertz, 2000). Katalytická (A) podjednotka je u savců přítomna ve třech 

izoformách (A-α, A-β, A-γ) a obsahuje jedno místo pro navázání kalmodulinu. Regulační (B) 

podjednotka se vyskytuje pouze ve dvou izoformách (B1 a B2) (Klee et al, 1998). 

3.3.9.1 Aktivita kalcineurinu 

Aktivita kalcineurinu je zacílena na regulaci proteinů prostřednictvím defosforylace 

(Jessus and Haccard, 2007). Kalcineurin má poměrně úzkou specifitu substrátů (Klee et al., 

1988), jejichž spolupůsobení je však nezbytné k správnému průběhu mnoha biologických 

funkcí (Kingsbury and Cunningham, 2000; Abbasi et al., 2006). 

Přesný mechanizmus aktivace kalcineurinu zatím nebyl plně objasněn (Stemmer and 

Klee, 1994; Takeo et al., 2010). Pro aktivaci kalcineurinu jsou nezbytné ionty železa a zinku 

(Yu et el., 1995; Klee et al., 1998), ale především ionty vápníku a kalmodulin. Tento proces 

tedy vyžaduje zvýšenou koncentraci vápenatých iontů (Stemmer and Klee, 1994; Sobotková a 

Bartůňková, 2008). Ionty vápníku jsou vázány na čtyři vazebná místa. Jedno z těchto míst 

vykazuje silnou afinitu k vápníku, zatímco ostatní tři vykazují afinitu slabší (Sobotková a 

Bartůňková, 2008). Při obsahu Ca
2+

 nižším než 10
-7

M je vápník navázán pouze na místa s 

vysokou afinitou a, ačkoliv podjednotky zůstanou spojeny, enzym postrádá aktivitu. Navázání 

Ca
2+

 na podjednotku B má pravděpodobně pouze strukturální nikoliv řídící význam (Stemmer 

and Klee, 1994).  

Aktivita kalcineurinu je řízena mnoha regulátory. Jedním z nich je Sarah (Sra) z 

rodiny RCAN. Proteiny RCAN jsou zpravidla pozitivními regulátory kalcineurinu (Takeo et 

al., 2010). Dalším významným regulátorem, taktéž z rodiny RCAN (Porta et al., 2007), je 

kofaktor modulatory calcineurin-interacting protein (MCIP) s prokázaným pozitivním i 

negativním vlivem na kalcineurin. MCIP je kódován geny mcip1 a mcip2. Fibroblasty myších 

embryí postrádající oba tyto geny vykazují narušenou aktivaci jaderného faktoru aktivujícího 
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T-buňky - NFAT (Sanna et al., 2006). MCIP je tedy nezbytný pro účinné navázání 

kalcineurinu a NFAT (Abbasi et al., 2006; Sanna et al., 2006). Deficit mcip1/2 má u myší 

stejný fenotypový projev (dramatické poškození svalových vláken s pomalou oxidací, 

poškození v podobě srdeční hypertrofie, poškození pracovní paměti a zvýšená lokomoční 

aktivita) jako deficit kalcineurinu Aβ (Sanna et al., 2006). Prostřednictvím reverzibilní 

fosforylace MICP se na aktivaci kalcineurinu zásadně podílí i MAPK (Abbasi et al., 2006). 

Existují inhibitory kalcineurinu z řady insekticidů – pyretroidů jako je cypermetrin, 

deltametrin a fenvalerát (Zhao et al., 2008) i látky nepyretroidní povahy jako je cyklosporin A 

a hymenistatin I (Cebrat et al., 1996). Za nejvýznamnější inhibitor kalcineurinu je však 

polypeptid cyklosporin A (Sobotková a Bartůňková, 2008), který je spolu s dalším 

inhibitorem kalcineurinu FK506 řazen mezi imunosupresivní léky (Liu et al., 1991; Rusnak 

and Mertz, 2000) užívané při léčbě autoimunitních onemocnění i při transplantacích orgánů. 

Cyklosporin A, izolovaný z plísně Cylindrocarpon lucidum a Tolyypocladium inflatum, a 

FK506, izolovaný z půdní bakterie Streptomyces tsukubaensis (Siemion et al., 1999), blokují 

defosforylaci a jaderný transport transkripčního faktoru NFAT (Liu et al., 1991; Ruff and 

Leach, 1995; Shaw et al., 1995). 

3.3.9.2 Výskyt kalcineurinu 

Přítomnost kalcineurinu je zaznamenána ve velkém množství organizmů od kvasinek 

po savce (Kincaid, 1993; Sanna et al., 2006). Izoformy A-α, A-β, vážící se na regulační 

podjednotku B1, byly detekovány ve všech tkáních (Molkentin, 2004) a izoforma A-γ, vážící 

se na regulační podjednotku B2, byla u savců nalezena v tkáni mozku, varlat (Molkentin, 

2004), srdce i v kosterní svalovině (Depreux et al., 2010). Kalcineurin byl pozorován v 

rostoucím prasečím oocytu, v plně dorostlém oocytu i v průběhu meiotického zrání oocytu in 

vitro. Podjednotka A a podjednotka B byly především lokalizovány v kůře všech oocytů 

prasete. Lokalizace jednotlivých podjednotek se však během meiotického zrání mění 

(Tůmová at al., 2013). V jádře dochází během růstu k expresi příslušných mRNA (pro 

všechny izoformy kalcineurinu), které jsou zde dočasně deponovány, nebo rovnou využity pro 

zajištění specifických potřeb dané buňky (Rusnak and Mertz, 2000). mRNA izoforem Aβ, Aγ 

a B2 byla nalezena v oocytech a mRNA izoforem Aβ, Aγ, B1 a B2 byla nalezena v 

kumulárních buňkách (Tůmová at al., 2013). 

Genom mouchy rodu Drosophila obsahuje tři geny kódující podjednotku A (CanA1, 

Pp2B-14D, CanA-14F) a dva kódující podjednotku B (CanB, CanB2) (Takeo et al., 2010). K 

expresi Pp2B-14D, CanA-14F a CanB2 dochází již v raném stádiu vývoje embrya a vaječníků 
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(Takeo et al., 2006). Ztrátou funkce genu CanB2 je u Drosophila způsobena sterilita s 

meiotickými defekty (Takeo et al., 2010). 

3.3.9.3 Funkce kalcineurinu 

Prostřednictvím signalizace závislé na Ca
2+ 

ovlivňuje kalcineurin činnost iontových 

kanálů (Klee et al., 1998) a tím i změny v genové transkripci (Rusnak and Mertz, 2000). Má 

významnou roli např. v převodu vápníkových signálů na buněčné procesy (Klee et al., 1988; 

Kincaid, 1993), při aktivaci T-buněk (Liu et al., 1991; Abbasi et al., 2006) i apoptóze 

(Yazdanbakhsh et al, 1995). 

Nenahraditelnou roli zastupuje kalcineurin při aktivaci a následném transportu NFAT 

z cytoplasmy do jádra (Liu et al., 1991; Ruff and Leach, 1995; Shaw et al., 1995). Přímou 

komunikací kalcineurinu s NFAT je ovlivněno mnoho signálních a regulačních buněčných 

procesů savců (Roehrl et al., 2004). Kalcineurin spolu s NFAT chrání neurony Rcan1 

(calcineurinu 1) proti oxidativnímu stresu (Porta et al., 2007), který je základem dysfunkce 

neuronů u mnoha neurodegenerativních onemocnění (Porta et al., 2007). Proteiny kódované 

genem RCAN1 (regulátor kalcineurinu 1) interagují s kalcineurinem a dochází k inhibici 

kalcineurin-dependentních signálních drah, čímž dochází ke zvýšení oxidativního stresu a 

ovlivnění vývoje centrální nervové soustavy. Nadměrná exprese tohoto genu v mozkové tkáni 

je prokázána u plodů s Downovým syndromem a může také způsobit vznik neurofibriálních 

klubek, která jsou typická pro Alzheimerovu chorobu (Wu and Song, 2013). 

Kalcineurinem je také specificky ovlivněna defosforylace transkripčního faktoru Elk1, 

čímž dochází k pozitivnímu ovlivnění jeho transkripční aktivity (Tian and Karin, 1999). 

Signalizace kalcineurinu při regulaci meiózy v oocytech je popsána u drápatky 

Xenopus laevis (Nishiyama et al., 2007) i mouchy rodu Drosophila (Thao et al., 2006; Thao et 

al., 2010), kdy je kalcineurin nezbytný k postupu meiózy z metafáze I (Thao, et al., 2010) a 

výstupu z metafáze II (Mochida a Hunt, 2007; Nishiyama et al., 2007; Takeo et al., 2010). 

Aktivace kalcineurinu provázená následující inaktivací v oplozeném oocytu je potřebná pro 

úspěšný začátek vývoje embrya drápatky (Nishiyama et al., 2007). 

V ranném embryonálním vývoji je kalcineurinem ovlivněna dekondenzace chromatinu 

a také změny v cytoskeletu včetně migrace prvojader (Jessus and Haccard, 2007). Kalcineurin 

zastává funkci i při defosforylaci komplexu anaphase-promoting complex/cyclosome 

(APC/C), který je zodpovědný za degradaci cyklinu B a aktivitu MPF (Mochida and Hunt, 

2007). Oocyty ze zárodečných buněk s nedostatkem regulační podjednotky B2 byly po 

aktivaci neschopné dokončit meiózu. Uvolněné oocyty vykazovaly pozastavení v 
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chromozómové konfiguraci anafáze I (Takeo et al., 2010). Důsledky blokace kalcineurinu 

v průběhu zrání zatím nejsou známy. 
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4. Materiál a metodika 

4. 1 Získávání a kultivace oocytů 

Oocyty byly získány z vaječníků prasnic poražených na jatkách. Odebrané vaječníky 

byly transportovány v termosce s fyziologickým roztokem (0,9 % chlorid sodný) zahřátým na 

39 °C. Z vaječníků byly získávány oocyty rostoucí a oocyty s ukončeným růstem. 

Z tenkých pásů z povrchu vaječníků (10 - 15 mm dlouhých a 1 – 2 mm širokých) 

odebraných skalpelem byly získány rostoucí oocyty různých rozměrů. Pásy tkáně byly 

umístěny do Petriho misek s kultivačním mediem. K uvolnění oocytů z folikulů došlo za 

poušití špičky jehly 25G. Vnitřní průměr oocytů (bez zona pellucida) byl měřen objektivovým 

mikrometrem připevněným na mikroskopu. 

Z folikulů o průměru 2 – 5 mm byly za použití jehly 20G získávány oocyty s 

ukončeným růstem. K pokusům byly využity pouze ty oocyty, které měly kompaktní obal z 

kumulárních buněk. 

K následujícím pokusům byly vybrány pouze oocyty obklopené několika vrstvami 

kumulárních buněk. Před kultivací byly oocyty třikrát opláchnuty v kultivačním médiu.  

Jako kultivační medium bylo použito modifikované médium M199 (GibcoBRL, Life 

Technologies, Paisley, Skotsko). Médium M199 bylo obohaceno o hydrogenuhličitan sodný 

(0,039 mL 7,0% roztoku na ml média), laktát vápenatý (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% fetální bovinní sérum (GibcoBRL, Life Technologies, Německo). 

Oocyty byly kultivovány 24, 48 a 72 hodin ve čtyřjamkových Petriho miskách (Nunc, 

Roskilde, Dánsko) obsahujících 3,0 mL kultivačního média při 39 °C v prostředí směsi 5% 

CO2 a vzduchu. 

4. 2 Stanovení vlivu inhibice fosfátázy 2B 

Pro stanovení vlivu inhibice kalcineurinu byl v různých koncentracích použit inhibitor 

kalcineurinu ze skupiny pyretroidů - deltametrin. Tento kalcineurin inhibující pyretroid byl 

pořízen od Sigma-Aldrich (Německo). 50mM zásobního roztoku bylo zředěno 

dimethylsulfoxidem (DMSO). Kontrolními experimenty bylo prokázáno, že čistý DMSO o 

stejné koncentraci, jaká byla užita během kultivace oocytů s deltametrinem, neměl na zrání 

oocytů in vitro žádný významný vliv. 
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Před každou kultivací byl k dosažení konečné koncentrace testované substance do 

kultivačního média přidán zásobní roztok. Rostoucí oocyty s částečnou meiotickou 

kompetencí byly kultivovány s deltametrinen o koncentraci 0, 10, 25, 50 a 100 µM. U plně 

dorostlých oocytů s úplnou meiotickou kompetencí byl testován deltametrin o stejné 

koncentraci, tedy 0, 10, 25, 50 a 100 µM. 

Dále byl použit inhibitor kalcineurinu z jiné skupiny, ze skupiny nepyrtroidních látek. 

Oocyty byly kultivovány v přítomnosti cyklosporinu A. Stejně jako v případě deltametrinu 

byly kultivovány oocyty s částečnou meiotickou kompetencí a oocyty s plnou meiotickou 

kompetencí na konci růstové fáze. Inhibitor byl použit v koncentraci 0, 1, 4 a 8 µM u 

rostoucích oocytů a v koncentracích 0, 0,1, 1, 4 a 8 µM u oocytů s ukončeným růstem a plnou 

meiotickou kompetencí. 

4. 3 Hodnocení fáze zrání oocytů 

Na konci kultivace byly oocyty umístěny na podložní sklíčko a fixovány nejméně 24 

hodin ve směsi etanolu a kyseliny octové (3:1, v/v). Následně byly jaderné struktury barveny 

1% orceinem. Pro stanovení stádia zrání byl použit fázový kontrastní mikroskop.  

Fáze jaderného zrání - zárodečného váčku (GV), pozdní diakineze (LD), metafáze I 

(MI), anafáze I (AI), telofáze I (TI) a metafáze II (MII), byly hodnoceny podle kritérií 

popsaných Motlíkem a Fulkou (1976). Abnormální konfigurace chromatinu neodpovídající 

kritériím byla považována za degeneraci. Životaschopnost oocytů byla hodnocena po 

obarvení trypanovou modří. Čtyřicet oocytů z každé kategorie (rostoucí meioticky 

nekompetentní oocyty, rostoucí oocyty s částečnou meiotickou kompetencí a plně dorostlé 

meioticky kompetentní oocyty) bylo vždy hodnoceno po ošetření jednotlivou chemickou 

látkou (tj. deltametrinem a cyklosporinem A). Jelikož čas je při zrání oocytů jedním z faktorů 

ovlivňujících jeho průběh, byly pozorovány také oocyty kultivované 48 hodin a následně 

obarvené trypanovou modří. Výsledky dřívějších experimentů neprokázaly vliv pyretroidů na 

životaschopnost oocytů, a proto jsou v této práci prezentovány pouze výsledky z pozorování 

oocytů po kultivaci za použití vyšších koncentrací. 

4. 4 Statistická analýza 

Každý experiment byl proveden u 40 oocytů a byl opakován třikrát. Pro hodnocení 

korelace mezi koncentrací pyretroidů a jejich efektem na zrání prasečích oocytů byl použit 

Spearmanův koeficient pořadové korelace. 
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Koncentrace příslušných pyretroidů potřebná pro iniciaci zrání až do MII fáze u 50% 

rostoucích oocytů s částečnou meiotickou kompetencí (iniciační koncentrace 50, IndM50) a 

koncentrace pyretroidů nezbytná pro vyvolání inhibice zrání u 50% plně dorostlých oocytů 

(inhibiční koncentrace 50, InhM50) byly vypočítány pomocí nelineární regrese. 

Procento oocytů v dané fázi meiotického zrání v každé koncentraci inhibitoru bylo 

porovnáno s kontrolní skupinou za použítí χ
2
–testu. Celkové procento oocytů, které dosáhly 

stanovené fáze meiotického zrání, se ve všech opakováních nelišilo o více než 2,5%. 

Jako statisticky významné byly hodnoceny rozdíly na hladině (P < 0.05). 



 

 

32 

 

5. Výsledky 

5. 1 Ověření meiotické kompetence oocytů 

Cílem experimentu bylo v našich kultivačních a experimentálních podmínkách zjistit 

meiotickou kompetenci oocytů prasete o různných velikostech vnitřního průměru –80 – 89 

µm, 90 - 99 µm, 100 - 110 µm a 120 µm. 

Zjistili jsme, že v našich laboratorních podmínkách jsou oocyty velikostní skupiny 80-

89 μm i oocyty o velikosti vnitřního průměru 90-99 μm zcela meioticky nekompetentní. Při 

48 hodinové kultivaci v podmínkách in vitro nepostoupily za stádium zárodečného váčku. 

Skupina oocytů o velikosti vnitřního průměru 100-110 µm zahrnovala oocyty s již částečně 

vyvinutou meiotickou kompetencí. Tyto oocyty byly při 48 hodinové kultivaci schopné dojít 

do stádia první meiotické metafáze. Nebyly však schopny prolomit první meiotický blok. 

Oocyty o velikosti 120 µm jsou již zcela kompetentní dokončit meiotické zrání. V našich 

laboratorních podmínkách dosáhly po 48 hodinách druhé meiotické metafáze (viz Tabulka 1).  

Prokázali jsme, že oocyty prasete získávají meiotickou kompetenci graduálně 

v závislosti na své velikosti. 

Tabulka 1.: Ověření meiotické kompetence oocytů prasete o různé velikosti po dobu 

48 hod. kultivace v experimentálních laboratorních podmínkách. 

 % oocytů v dané fázi meiotického zrání 

Fáze 

meiotického 

zrání 

80 – 89 µm 90 – 99 µm 100 – 110 µm 120 µm 

GV 97,8 ± 2,2
a
 88,5 ± 6,0

a
 12,8 ± 5,4

b
 6,2 ± 6,1

b
 

MI 1,5 ± 1,0
a
 9,9 ± 4,7

a
 87,2 ± 5,4

b
 6,9 ± 4,8

a
 

MII 0,7 ± 0,7
a
 1,6 ± 1,2

a
 0,0 ± 0,0

a
 86,9 ± 5,7

b
 

GV: fáze zárodečného váčku; MI: fáze první meiotické metafáze; MII: fáze druhé 

meiotické metafáze 

Analyzovány byly oocyty s vnitřním průměrem 80-89, 90-99, 100-110 a 120 µm. Byly 

kultivovány v modifikovaném médiu M199 po dobu 48 hodin. Získaná data byla prezentována jako 

průměr ± směrodatná odchylka. Různá písmena v exponentech hodnot označují v rámci řádků 

statisticky významnou odlišnost (P ‹ 0,05). Pokus byl čtyřikrát opakován. 
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5. 2 Vliv inhibitorů na rostoucí oocyty s částečnou meiotickou 

kompetencí 

Po 48 hodinové kultivaci oocytů in vitro pod vlivem kalcineurin-inhibičního 

pyretroidu se procento oocytů dozrálých do fáze MII značně navýšilo a procento oocytů 

neschopných znovuzahájit meiózu a prodělat GVBD se značně snížilo (Tabulka 2, Graf 1). 

Obdobný efekt byl pozorován u rostoucích prasečích oocytů kultivovaných s nepyretroidním 

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

V průběhu 48 hodinové kultivace rostoucích prasečích ocytů s částečnou meiotickou 

kompetencí s testovanými látkami o maximální koncentraci (100 µM deltametrin (n = 50), a 8 

µM cyklosporin A (n = 50)) nebyla pozorována jejich degenerace. Rovněž nebyla významně 

ovlivněna ani jejich životaschopnost. 

Tabulka 2: Vliv kultivace rostoucích oocytů prasete s částečnou meiotickou 

kompetencí (vnitřní průměr 110 µm) s deltametrinem a cyklosporinem A. 

Testovaná látka 

SCC  mezi 

koncentrací a 

zráním do MII 

Hodnota SCC 

Inhibiční 

koncentrace 50 

(µM) 

Počet 

testovaných 

oocytů 

Deltametrin 0.91 + 74 480 

Cyklosporin A 0.90 + 5 480 

Spearmanův koeficient korelace (SCC) mezi koncentrací dané látky a procentem oocytů dozrávajících 

do faze metafáze II byl významný (+), když byla hodnota P < 0,05. 

Graf 1: Vliv deltametrinu na vývoj rostoucích oocytů prasete s částečnou 

meiotickou kompetencí po 48 hodin dlouhé kultivaci. 
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a,b,c 
Statisticky významné rozdíly (P < 0.05) mezi procentuálním vyjádřením oocytů v 

konkrétním stádiu vývoje s různými koncentracemi testovaného inhibitoru (t.j. rozdíly mezi 

koncentracemi pyretroidu deltametrinu) jsou popsány různými horními indexy. 

Pro každou koncentaci deltametrinu bylo použito 120 oocytů. 

 

Graf 2: Vliv cyklosporinu A na vývoj rostoucích oocytů prasete s částečnou 

meiotickou kompetencí po 48 hodin dlouhé kultivaci. 

 
a,b,c 

Statisticky významné rozdíly (P < 0.05) mezi procentuálním vyjádřením oocytů v 

konkrétním stádiu vývoje s různými koncentracemi testovaného inhibitoru (t.j. rozdíly mezi 

koncentracemi pyretroidu cyklosporinu A) jsou popsány různými horními indexy. 

Pro každou koncentaci cyklosporinu A bylo použito 120 oocytů. 

5. 3 Vliv inhibitorů na oocyty s ukončenou růstovou fází a 

plnou meiotickou kompetencí 

U plně dorostlých meioticky kompetentních oocytů byla schopnost meiotického zrání 

ovlivněna po 48 hodinové kultivaci v podmínkách in vitro s kalcineurin-inhibičním 

pyretroidem - deltametrinem. Tento efekt byl však závislý na množství testované látky 

(Tabulka 3, Graf 3).  Zrání oocytů bylo deltametrinem pouze zpomaleno. Při kultivaci oocytů 

dlouhé 72 hodin s 25 µM deltametrinu dozrála většina oocytů až do fáze MII (96% oocytů v 

MII). 

Obdobný efekt byl pozorován i po 48 dlouhé kultivaci plně dorostlých prasečích 

oocytů s úplnou meiotickou kompetencí se specifickým nepyretroidním inhibitorem 

kalcineurinu – cyklosporinem A (Tabulka 3, Graf 4).  Meiotické zrání plně dorostlých oocytů 
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bylo cyklosporinem A rovněž pouze zpomaleno. Při prodloužení kultivace z 48 na 72 hodin v 

médiu s přídavkem 8 µM cyklosporinu A bylo 91% oocytů dozrálých do stádia MII. Všechny 

zbylé oocyty dosáhly stádia MI. Prodloužení kultivace oocytů s nepyretroidní inhibitorem 

kalcineurinu o 24 hodin (celkový čas kultivace byl tedy 72 hodin) vedl k dozrání oocytů do 

stejného stádia, které bylo zaznamenáno i po 48 hodin dlouhé kultivaci v médiu bez 

inhibitorů. 

Během 48 hodin dlouhé kultivace plně dorostlých meioticky kompetentních oocytů 

prasete se všemi látkami o maximální koncentraci, tedy s 100 µM deltametrinu (n = 50) a 8 

µM cyklosporinu A (n = 50), nebyla pozorována degenerace oocytů. Rovněž životaschopnost 

oocytů nebyla po 48 hodinové kultivaci významně ovlivněna. 

Spearmanův koeficient korelace (SCC) mezi koncentrací dané látky a procentem oocytů dozrávajících 

do faze metafáze II byl významný (+), když byla hodnota P < 0,05. 

Graf 3: Vliv deltametrinu na vývoj plně dorostlých oocytů prasete s úplnou 

meiotickou kompetencí po 48 hodin dlouhé kultivaci. 

 

Tabulka 3: Vliv kultivace plně dorostlých oocytů prasete s úplnou meiotickou 

kompetencí (vnitřní průměr 110 µm) s deltametrinem a cyklosporinem A. 

Testovaná látka 

SCC  mezi 

koncentrací a 

zráním do MII 

Hodnota CSS 

Inhibiční 

koncentrace 50 

(µM) 

Počet testovaných 

oocytů 

Deltametrin - 0.98 + 50 600 

Cyklosporin A - 0.95 + 3 600 
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a,b,c 
Statisticky významné rozdíly (P < 0.05) mezi procentuálním vyjádřením oocytů v 

konkrétním stádiu vývoje s různými koncentracemi testovaného inhibitoru (t.j. rozdíly mezi 

koncentracemi pyretroidu deltametrinu) jsou popsány různými horními indexy. 

Pro každou koncentaci deltametrinu bylo použito 120 oocytů. 

 

Graf 4: Vliv cyklosporinu A na vývoj plně dorostlých oocytů prasete s úplnou 

meiotickou kompetencí po 48 hodin dlouhé kultivaci. 

 

a,b,c,d 
Statisticky významné rozdíly (P < 0.05) mezi procentuálním vyjádřením oocytů v 

konkrétním stádiu vývoje s různými koncentracemi testovaného inhibitoru (t.j. rozdíly mezi 

koncentracemi pyretroidu cyklosporinu A) jsou popsány různými horními indexy. 

Pro každou koncentaci cyklosporinu A bylo použito 120 oocytů. 
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6. Diskuze 

V této práci byla sledována úloha kalcineurinu během meiotického zrání oocytů 

s různým stupněm meiotické kompetence pomocí inhibice kalcineurinu. K inhibici byl využit 

inhibitor z řady pyretroidů deltametrin a nepyretroid cyklosporin A. Zrání rostoucích oocytů 

prasete s částečnou meiotickou kompetencí bylo testovanými koncentracemi deltametrinu 

stimulováno. Naproti tomu u zcela dorostlých oocytů s úplnou meiotickou kompetencí bylo 

pozorováno výrazné zpoždění zrání. 

Mechanismus působení pyretroidů na zrání oocytů není zcela objasněn (Soderlund, 

2010). Toxický efekt pyretroidů je obvykle spojen s působením pyretroidů na iontové kanály 

nervových buněk (Tayebati et al., 2009; Soderlund, 2010). Iontové kanály jsou důležité i při 

složitém procesu zrání savčích oocytů (Tosti and Boni, 2004). Nelze tedy vyloučit možnost, 

že oocyty jsou pyretroidy ovlivněny právě skrze iontové kanály. Látka deltametrin je rovněž 

známa jako velmi specifický inhibitor protein fosfátazy 2B, kalcineurinu (Enan and 

Matsumura, 1992). Z toho důvodu se zdá být velmi pravděpodobné, že efekt pyretroidů na 

meiotické zrání oocytů popsaný v této práci je důsledkem inhibice kalcineurinu. 

Tato domněnka byla později podpořena experimenty, během kterých byly oocyty 

kultivovány se specifickým nepyretroidním inhibitorem kalcineurinu cyklosporinem A. 

Působení těchto inhibitorů na zrání oocytů prasete bylo velmi podobné jako působení 

pyretroidu inhibujícího kalcineurin. Působení deltametrinu na iontové kanály navíc může být 

důsledkem inhibice kalcineurinu, který je zapojen do regulace vápníkových kanálů (Yakel, 

1997). Po specifické inhibici L-type vápníkových kanálů bylo rovněž zaznamenáno opožděné 

zrání plně dorostlých oocytů s úplnou meiotickou kompetencí (Rozinek et al., 2003). Je však 

nemožné vyloučit případné působení i dalších inhibitorů kalcineurinu. 

Opačný efekt, tj. zahájení meiózy rostoucích oocytů prasete s částečnou meiotickou 

kompetencí a inhibice meiózy u plně dorostlých oocytů s úplnou meiotickou kompetencí, je 

po ošetření inhibitory kalcineurinu překvapivý. Zrání savčích oocytů je mimo jiné závislé na 

cyklin-dependentní kináze 1 (CDK1), která spolu s cyklinem B vytváříí komplex MPF. 

Snížení aktivity MPF je nezbytné pro výstup z fáze MI a následný vstup do fáze AI. 

Spontánní blokace zrání rostoucích oocytů s částečnou meiotickou kompetencí ve fázi MI je 

způsobena neschopností těchto oocytů inaktivovat (nebo alespoň částečně inaktivovat) 

komplex MPF (Hampl and Eppig, 1995). MPF může být inaktivován destrukcí cyklinu B (Yu, 

2002). Jsou zde však i alternativní dráhy inaktivace MPF, např. jeho navázání na separin nebo 
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fosforylace či defosforylace MPF (Gorr et al., 2006). Protein fosfátázy, včetně kalcineurinu, 

mohou hrát důležitou roli při mnoha mechanismech aktivace a inaktivace MPF. Právě 

ovlivnění těchto mechanismů může být cílem inhibitorů kalcineurinu jak u rostoucích oocytů 

s částečnou meiotickou kompetencí, tak i u oocytů s ukončenou růstovou fází a plnou 

meiotickou kompetencí s úplnou meiotickou kompetencí. Výsledkem je právě opačný efekt 

na zrání. 

Oocyty in vitro vystavené chemikáliím ovlivňujících průběh meiotického zrání mají 

omezenou schopnost oplození (Casas et al., 2010). Pyretroidy mohou kvalitu oocytů ovlivnit 

obdobně. Vlivem pyretroidů mohou mít dorostlé oocyty s opožděným zráním omezenou 

schopnost oplození a následného vývoje. Reprodukce samic může být narušena i podpořením 

zrání rostoucích oocytů s částečnou meiotickou kompetencí. Takové oocyty znovu zahajují 

meiózu bez dokončené syntézy mRNA, která je v průběhu embryonálního vývoje nezbytná 

pro správné zrání i korektní průběh zahájení mitózy (Wassarman, 1988). 

Vliv pyretroidů na savčí oocyty zasluhuje pozornost, jelikož jsou jejich účinku oocyty 

vystaveny v mnoha situacích. K primarní kontaminaci pyretroidy dochází stravou (Julien et 

al., 2008). Metabolity pyretroidů byly zaznamenány u značné části lidské populace (Heudorf 

and Angerer, 2001). Pyretroidy jsou rovněž u lidí (Taplin and Meinking, 1987) i zvířat 

(Gassner et al., 1997; Sassine et al., 2004) užívány cíleně, např. jako insekticidy a látky proti 

blechám a klíšťatům (Fox et al., 1993). Celkové množství přijatých pyretroidů do organismu 

se pohybuje v gramech. Absorbce pyretroidů je variabilní (od 0,5 do 50%). U lidí je ale 

obecně nizká (Perger and Szadkowski, 1994). 

Hladina pyretroidů i hladina jejich reziduí v organizmu je díky rychlé metabolizaci a 

vylučování většiny z nich (kromě okamžiku ihned po vystavení pyretroidům) obvykle velmi 

nízká (Elflein et al., 2003). U lidí vystavených pyretroidům je hladina pyretroidů i jejich 

reziduí v krvi velmi nízká (1ppb) nebo nedetekovatelná (Ramesh and Ravi, 2004; Liao et al., 

2011). I navzdory nezjistitelné hladiny v krvi byla u testovaných osob obvykle hladina 

pyretroidů a jejich reziduí vyšší v moči (až 1 µM) (Leng et al., 1997). Hladina pyretroidů v 

krevní plazmě tedy neodráží skutečnou hladinu těchto insekticidů v těle (Kim et al., 2010). 

Pyretroidy mají lipofilní charakter, a proto jsou ukládány v tucích včetně tuku mléka. Dojné 

krávy lokálně ošetřované pyretroidem vylučovaly na 1 kg mléka od 0.025 mg do 0.168 mg 

pyretroidu (Rothwell et al., 2001; Sassine et al., 2004). Podobné hladiny pyretroidů byly 

detekovány i v lidském mléce (permethrin 14,51 µg/l, cypermethrin 4,24 µg/l, deltametrin 

8,39 µg/l) (Bouwman et al., 2006). Hladina pyrethroidů přijatých kojenci se pak pohybuje od 
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0.67 do 9.0 μg na kg tělesné hmotnosti za den (Feo et al., 2012). Tuk, ale i kůže a svaly, jsou 

schopné akumulovat pyretroidy (až 10 µg/ml) a chovají se jako zásobárny s pomalým 

uvolňováním (Kim et al., 2008). Ošetřování zvířat proti ektoparazitům pomocí pytertroidů je 

rovněž zdrojem rozsáhlé a vytrvalé komntaminace prostředí, kdy byla hladina jejich reziduí 

na některých místech detekovatelná i několik týdnů po zahájení ošetřování s poločasem 

rozpadu až 44 dnů (Gassner et al., 1997). 

V této práci byl zkoumán vliv pyretroidů na zrání oocytů prasete v koncentracích 

(IndM50 nebo InhM50), které byly mnohem vyšší než hladiny obvykle detekované v 

organismu lidí či zvířat pyretroidům vystavených. Z toho důvodu by se mohlo zdát, že 

výsledky této práce mají pouze omezenou významnost. Dle mnoha autorů však mohou 

pyretroidy (obzvláště v některých tkáních) přechodně dosáhnout srovnatelných hladin (Kim et 

al., 2010). Zvířata i lidé mohou být náhodně či záměrně vystaveni takovému množství 

pyretroidů, kterým je hladina těchto látek přinejmenším dočasně zvýšena na hladinu 

srovnatelnou s koncentrací v této práci. 

Lipofilním charakterem pyretroidů je podpořena jejich afinita k tkáním a buňkám s 

vysokým obsahem tuku. V oocytech je množství lipidů druhově odlišné. Prasečí oocyty 

obvykle obsahují 156 ng lipidů (McEvoy et al., 2000), což je mnohem více než u oocytů myší 

- 4 ng na oocyt (Lowenstein and Cohen, 1964), krav - 58 ng na oocyt (Ferguson and Leese, 

1999) nebo ovcí - 89 ng na oocyt (Coull et al., 1998). Proto lze usuzovat na větší zatížení 

lipofilními pyretroidy u prasečích oocytů. S ohledem na vzrůstající problém plodnosti lidí je 

nezbytné tuto problematiku zkoumat i nadále. 
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7. Závěr 

Pomocí experimentů byl prokázán významný vliv inhibitorů fosfátázy 2B, 

kalcineurinu na meiotické zrání oocytů prasete. Oocyty byly in vitro podrobeny inhibici 

vlivem pesticidní látky ze skupiny pyretroidů deltametrinu i látky nepyretroidní povahy 

cyklosporinu A. Testovanými inhibitory nebyla způsobena degenerace oocytů a nebyla jimi 

ovlivněna ani životaschopnost oocytů. Pyretroidem inhibujícím kalcineurin však bylo 

významně ovlivněno meiotické zrání oocytů. Pozorovaný efekt byl závislý na stupni 

meiotické kompetence oocytů. U plně dorostlých oocytů s úplnou meiotickou kompetencí 

došlo k narušení meiotického zrání, zatímco u rostoucích oocytů s částečně vyvinutou 

meiotickou kompetencí, bylo naopak meiotické zrání stimulováno. Kalcineurin může být 

tudíž významným regulatorem meiotického zrání a také zisku meiotické kompetence. Jeho 

přesný mechanizmus účinku v oocytech není znám a je třeba ho detailně prostudovat. 
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