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Vliv inhibice kalcineurinu na meiotické zrání oocytu 

prasete 

 
 

Souhrn 

 

Meiotické zrání je řízeno celou řadou signálních molekul, mezi které patří také 

fosfatáza 2B, kalcineurin. O kalcineurinu je známo, že reguluje meiotické zrání oocytů 

mouchy rodu Drosophila a žáby rodu Xenopus. Naše práce poprvé prokázala expresi 

kalcineurinu v oocytu prasete, kde jsme detekovali obě známé podjednotky kalcineurinu, 

katalytickou podjednotku A a regulační podjednotku B. Dále byla sledována úloha 

kalcineurinu v oocytu prasete pomocí jeho inhibice pyretroidy a nepyretroidy. Byl zkoumán 

vliv pyretroidu fenvalerátu a nepyretroidu hymenistatinu na meiotické zrání prasečích oocytů 

in vitro. Testovanými látkami inhibujícími kalcineurin bylo ovlivněno meiotické zrání oocytů. 

Pozorovaný efekt byl závislý na stupni meiotické kompetence oocytů. U rostoucích oocytů s 

částečnou meiotickou kompetencí bylo meiotické zrání stimulováno. U plně dorostlých 

oocytů s úplnou meiotickou kompetencí došlo naopak ke zpoždění zrání. 

 

Klíčová slova: prase, oogeneze, oocyt, meiotické zrání, fosfatáza 2B, kalcineurin 

 

  



The effect of calcineurin inhibition on meiotic maturation 

of porcine oocyte 

 
 

Summary 

 

Meiotic maturation is regulated by many signal molecules, including phosphatase 2B, 

calcineurin. Calcineurin regulates meiotic maturation of Drosophila fly oocytes and Xenopus 

frog oocytes. Our work has shown for the first time the expression of calcineurin in pig’s 

oocyte, in porcine oocytes we detected both calcineurin protein subunits; catalytic A subunit 

and regulatory B subunit. Also we examined the role of calcineurin in pig’s oocyte through 

inhibition of pyrethroid and non-pyrethroid. We examined the effect of pyrethroid fenvalerate 

and non - pyrethroid hymenistatin on meiotic maturation of pigs’ oocytes in vitro. Meiotic 

maturation of oocytes was influenced by the tested substances inhibiting calcineurin. The 

observed effect depended on the level of meiotic competence of oocytes. The meiotic 

maturation was stimulated at growing oocytes with partial meiotic competence. On the other 

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

Prase je vývojově blízké člověku a představuje vhodný modelový organismus. Proto je 

často využíváno jako biomedicínský model v mnoha oblastech výzkumu. Využívání a 

výzkum reprodukčních biotechnologií se neustále usilovně rozvíjí, což se odráží i v chovu 

hospodářských zvířat. U prasat se však využití biotechnologií setkává častěji s některými 

komplikacemi než u jiných hospodářských zvířat. V oblasti reprodukčních biotechnologií 

k tomuto faktu může přispívat i nedostatečná znalost přesných mechanizmů, které se podílí na 

řízení procesu zrání oocytů. Meiotické zrání je složitý proces, ve kterém je zapojeno mnoho 

důležitých faktorů, a ne všechny oocyty mají schopnost meiózu opět zahájit. Vznikají složité 

signální dráhy, ve kterých mají, mimo jiné, podstatnou roli mnohé kinázy a fosfatázy. 

V procesu meiotického zrání u savců by mohla mít důležitou roli i fosfatáza 2B, kalcineurin, 

k jejíž aktivaci jsou nezbytné vápenaté ionty. Bylo prokázáno, že kalcineurin se podílí na 

řízení meiotického zrání oocytu u žáby rodu Xenopus a také u mouchy rodu Drosophila. 

Prozkoumání úlohy kalcineurinu v savčích oocytech by mohlo přispět k lepšímu pochopení 

procesu jejich zrání. Cílem této diplomové práce je zjistit, jestli se na řízení meiotického zrání 

oocytu prasete podílí kalcineurin. 
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2 HYPOTÉZA A CÍLE PRÁCE 

Cílem diplomové práce je ověření hypotézy, podle které se na regulaci meiotického 

zrání oocytu prasete podílí protein s fosfatázovou aktivitou, kalcineurin. 
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3 LITERÁRNÍ REŠERŠE 

3.1 Oogeneze a folikulogeneze 

Oogeneze je proces, během kterého vznikají vajíčka, samičí pohlavní buňky. Vývoj 

vajíčka začíná v neonatálním vývoji samice a je dokončen až v dospělosti. V průběhu tohoto 

procesu musí dojít k redukci počtu chromozomů, z diploidního počtu na haploidní. To 

umožňuje redukční dělení neboli meióza, která je během oogeneze dvakrát přerušena prvním 

a druhým meiotickým blokem. Během oogeneze dokončí svůj vývoj jen některá vajíčka a v 

průběhu tohoto procesu jich mnoho zaniká. Oogeneze je obvykle členěna do tří fází – fáze 

množení, růstu a zrání. 

Vajíčko se vyvíjí uvnitř folikulu, který je složen z jedné nebo více vrstev somatických 

buněk. Folikul je základní funkční jednotkou vaječníku a zajišťuje vajíčku vhodné prostředí 

pro jeho správný vývoj. Somatické buňky obklopující vajíčko se postupně dělí a tvoří více 

vrstev, zatímco oocyt roste. Zrání ovariálních folikulů je proces, který se nazývá 

folikulogeneze (Cheon, 2012). 

3.1.1 Primordiální zárodečné buňky 

Oogeneze začíná vývojem primordiálních zárodečných buněk (PGCs – Primordial 

Germ Cells), což je populace buněk, které se objevují během rané embryogeneze. Zárodečné 

buňky se opakovaně mitoticky dělí a výsledkem je vznik buněk označovaných jako oogonie. 

Úsek oogeneze, ve kterém dochází k mitotickému dělení, se označuje jako fáze množení 

(Bielańska-Osuchowska, 2006). 

PGCs jsou extraembryonálního původu, zakládají se ve stěně žloutkového váčku, 

v blízkosti základu allantoisu (Pelosi et al., 2011). Zde se množí a poté odtud migrují 

dorzálním mezenteriem zadního střeva do stále nediferenciovaných, ale vyvíjejících se gonád. 

Zatím není zcela jasné, jak dochází k jejich migraci. Zda je tato migrace řízena samotnými 

PGCs, jejich vlastním pohybem pomocí cytoskeletu nebo je následkem tlaku způsobeného 

pohybem sousedních tkání, je zatím stále předmětem zkoumání. PGCs mění během svého 

vývoje své morfologické a biochemické vlastnosti. Při procesu migrace, ale také během 

počátku osidlování gonád se PGCs značně množí (Palma et al., 2012). Mitotická dělení 

zárodečných buněk jsou pozorovatelná již od 13. dne embryonálního vývoje asi do 7. dne po 

narození (Hunter, 2000). 
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PGCs vstoupí do genitální lišty a tam se v závislosti na pohlavních chromozomech 

diferencují buď v oogonie, nebo spermatogonie (Edson et al., 2009). Zárodečné buňky se ve 

vaječnících mitoticky dělí a později se začínají obklopovat somatickými buňkami, 

pravděpodobně odvozených z povrchového epitelu vyvíjejících se gonád nebo z buněk 

pronikajících z mesonephros. 

PGCs se transformují v oogonie. Oogonie vstupují do prvního meiotického dělení pod 

vlivem různých faktorů, které ještě nebyly zcela objasněny (Palma et al., 2012). Meióza je 

zahájena profází, která je rozdělena do pěti fází: leptotene, zygotene, pachytene, diplotene a 

diakineze. Během profáze dochází k několika klíčovým událostem, zahrnujícím párování 

homologních chromozomů a jejich rekombinaci neboli „crossing over“. Následně oocyty 

postoupí do fáze diplotene a v tomto okamžiku je meióza poprvé přerušena (Sánchez et 

Smitz, 2012). V této fázi jsou jednotlivé oocyty (nyní primární oocyty) obklopeny 

pregranulózními buňkami a společně tak tvoří primordiální folikul (Edson et al., 2009). 

Oocyty v profázi I setrvávají, dokud nejsou meioticky kompetentní a mohou tedy meiózu 

dokončit (Sánchez et Smitz, 2012). Během raných fází meiózy, kdy jsou nutné různé 

transkripční faktory pro správné uspořádání chromozomů a rekombinaci, jsou oocyty velice 

zranitelné, a proto řada z nich v tuto dobu degeneruje (van den Hurk et Zhao, 2005). 

Ke specifickým faktorům, které regulují tvorbu PGCs patří zástupci skupiny TGFβ 

(transforming growth factor β) jako jsou: bone morphogenetic proteins (BMPs), BMP4, 

BMP8b (ektodermálního původu) a BMP2 (endodermálního původu). Migrace a proliferace 

PGCs a jejich osídlování vyvíjejících se gonád jsou kontrolovány mnoha faktory a také jsou 

závislé na interakci PGCs a jejich obklopujících somatických buňkách. In vitro studie 

ukázaly, že BMP2 a BMP4 zvyšují počet PGCs u myší. Activin zas zvyšoval počet PGCs u 

lidí, zatímco u myší inhiboval jejich množení (Sánchez et Smitz, 2012).  

Všeobecně uznávané dogma savčí reprodukční biologie uvádí, že většina savčích 

samic se rodí s konečnou a neobnovitelnou zásobou zárodečných buněk. Podle tohoto 

dogmatu se zárodečné buňky mohou množit pouze během prenatálního období a po narození 

tuto schopnost ztrácí (Greenfeld et Flaws, 2004). Johnson et al. (2004) svou prací tuto 

myšlenku zpochybnili. Ve svých experimentech popisují, že ve vaječnících myší se nacházejí 

buňky, které svými vlastnostmi připomínají zárodečné buňky, které by mohly sloužit jako 

zdroj nových oocytů v dospělosti a mohly by tak nahradit přirozeně zanikající oocyty během 

oogoneze. Zdůvodňují to faktem, že oocyty zanikají v takové míře, že pokud by nebyla 

posílena populace zárodečných buněk, tak by zásoba oocytů byla velmi brzy vyčerpána. 
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 Primordiální folikuly 

Primordiální folikuly se zakládají během fetálního vývoje a populace těchto folikulů 

čítá při narození přibližně 500 000. Dokonce už před narozením se mohou ze skupiny 

primordiálních folikulů začít vyvíjet primární folikuly (Hunter, 2000). U prasnic během 

porodu a po degeneraci mnoha oocytů během počáteční fáze meiózy se množství 

primordiálních folikulů sníží až o 60 % (Pelosi et al., 2011).  

Důležitou událostí folikulogeneze je aktivace primordiálních folikulů. Je to proces, ve 

kterém jsou zablokované primordiální folikuly aktivovány, aby opět zahájily svůj vývoj a 

vstoupily tak do zásob rostoucích folikulů (John et al., 2009). Aktivace začíná brzy po 

vytvoření primordiálních folikulů v plodu a pokračuje po celou dobu života samice, dokud 

není zásoba těchto folikulů vyčerpána. Prvním viditelným znakem, že primordiální folikuly 

byly aktivovány, je začínající přeměna granulózních buněk z dlaždicových na buňky kubické. 

Změna tvaru a také získání mitotické schopnosti granulózních buněk je typickým znakem 

aktivace (Erickson, 2004).  

Aktivace primordiálních folikulů je vysoce koordinovaný proces, na kterém se podílí 

autokrinní a parakrinní faktory. K těmto faktorům patří mimo jiné Kit ligand (KL), který 

pochází z pregranulózních buněk a podporuje přechod z primordiálního folikulu na primární. 

Dalšími takovými faktory jsou například bFGF (basic fibroblast growth factor) a LIF 

(Leukemia Inhibitory Factor) (Comizzoli et al., 2011). 

3.1.2 Růstová fáze oocytu 

Období, kdy jsou primární oocyty zastaveny v profázi I, se také nazývá jako stádium 

diktyotene a oocyty v tomto stadiu vstupují do růstové fáze. Jejich jádro je označováno jako 

zárodečný váček (GV - Germinal Vesicle) (Wassarman et Albertini, 1994). Během své 

růstové fáze oocyt musí zvětšit svůj objem a velikost, syntetizovat důležité molekuly a 

připravit se tak na další svůj vývoj. Pouze plně dorostlý oocyt je schopný obnovit meiotické 

dělení. 

Růst oocytu u savců je doprovázen souběžným růstem folikulů. Oocyt roste během 

vývoje primárního a hlavně během růstu sekundárního folikulu a navzdory pokračujícímu 

růstu folikulu (v ovulační folikul), oocyt zůstává nadále téměř stejně velký. Během růstové 

fáze průměr prasečího oocytu vzroste přibližně z 30 μm na 120 μm a růst je téměř dokončen. 

Pro růst oocytu jsou nezbytné interakce mezi somatickými buňkami a samotným oocytem, 

které jsou zprostředkované pomocí buněčného spoje typu gap junction (Hunter, 2000). Gap 
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junction jsou kanály, které umožňují výměnu iontů a malých molekul (≤1 kDa) mezi 

sousedními buňkami a složené z proteinů, konexinů. (Santiquet et al., 2013). Tyto spoje 

zajišťují substrát pro energetický metabolismus oocytu. Zásobují oocyt nukleosidy, 

aminokyselinami, fosfolipidy a udržují iontovou rovnováhu (Hunter, 2000). 

Růst oocytu je doprovázen syntézou RNA a proteinů. U myší se oproti somatickým 

buňkám zvyšuje syntéza RNA až 200x a když oocyt dosáhne asi 3/4 svého konečného 

objemu, obsahuje skoro tolik RNA jako plně dorostlý oocyt (Wassarman et Albertini, 1994). 

V období růstu je aktivována řada důležitých genů nezbytných pro další vývoj oocytu, 

například geny, které kódují syntézu proteinů vrstvy zona pellucida. Zona pellucida 

obklopuje membránu vajíčka a je zodpovědná za navázání spermie na vajíčko a také za 

vyvolání akrozomální reakce. Skládá se ze tří nebo ze čtyř ZP glykoproteinů (ZPGs). U 

mnoha savčích druhů jsou přítomny čtyři ZPGs (ZP1, ZP2, ZP3 a ZP4). U prasečích oocytů 

ve vrstvě zona pellucida jsou obsaženy pouze tři ZPGs a to: ZP2, ZP3 a ZP4. Za navázání 

spermie je zodpovědný heterokomplex ZP3 a ZP4 (Takahashi et al., 2013). K dalším 

důležitým proteinům, které oocyt během svého růstu syntetizuje, patří například ribozomální 

a mitochondriální proteiny a histony (Wassarman et Albertini, 1994). 

Během fáze růstu oocytu dochází ke změnám na úrovni organel. Jádro neboli 

zárodečný váček (GV) se v rostoucím oocytu začíná zvětšovat. Když dojde k dokončení 

jaderného růstu, chromatin se více kondenzuje, především v blízkosti jadérka. Jádro 

v rostoucím oocytu obsahuje samostatné velké jadérko a také je obvyklé, že obsahuje jedno 

nebo dvě menší jadérka. Jadérka se postupně s růstem oocytu také zvětšují a u plně dorostlých 

oocytů mají fibrilární jednotnou strukturu. Růst oocytu je také doprovázen zvýšením počtu 

mitochondrií, které mění i svůj tvar postupně z protáhlých na kulaté a oválné (Wassarman et 

Albertini, 1994). Změnami také prochází Golgiho aparát (GA). GA se rapidně zvětšuje a 

začínají se z něho tvořit malé váčky, ze kterých se později vyvíjejí kortikální granula (Liu, 

2011). Kortikální granula jsou specializované skupiny sekrečních váčků a jsou nezbytné pro 

zabránění polyspermickému oplození (Tsai et al., 2011). 

 Primární a sekundární folikul 

 Pokud dojde k aktivaci primordiálních folikulů, nastartuje se další folikulární 

růst a s folikuly souběžně roste i oocyt, který je stále v diktyotenním stavu. Po aktivaci 

primordiálních folikulů se granulózní buňky mění z plochých na kubické a tak vzniká 

primární folikul. Oocyt nadále pokračuje v růstu a granulózní buňky se množí a začínají tak 

obklopovat oocyt ve více vrstvách. Vytvoření více vrstev je považováno za první znak, který 
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signalizuje vznik sekundárního folikulu (West et al., 2009). Sekundární folikul může také být 

označován jako multilaminární folikul (MUFs – multilaminar follicles). U prasnic sekundární 

folikuly dosahují velikosti 300 μm, zatímco oocyty v nich obsažené dosahují asi 90 μm. 

V této fázi oocyt značně roste, granulózní buňky proliferují a další významnou změnou je 

získání vrstvy theca. Ta obklopuje granulózu a diferencuje se na vrstvy theca foliculi externa 

a interna (van den Hurk et Zhao, 2005). Vývoj vrstvy theca je doprovázen vytvořením 

početných malých cév pomocí angiogeneze. To je klíčový děj, protože krev tak může 

cirkulovat kolem folikulu a přinášet živiny a hormony (LH, FSH) a naopak odnášet 

metabolity a sekreční produkty. Theca externa je složena z hustě uspořádaného vaziva 

s převažujícími kolagenními vlákny. Theca interna je silně vaskularizována a slouží tak 

k přívodu hormonů (LH, FSH), živin, vitaminů a kofaktorů potřebných pro růst a diferenciaci 

oocytu a granulózních buněk (Erickson, 2004). 

 Terciární folikul 

Zatímco předchozí vývoj folikulů (primordiálních, primárních, sekundárních) probíhal 

nezávisle na gonadotropinech, terciární folikuly pro svůj vývoj tyto hormony vyžadují. FSH a 

LH jsou klíčové pro růst a vývoj postsekundárních fází stejně jako pro následnou ovulaci a 

luteinizaci (Nagaraja et al., 2010). Terciární folikul bývá také označován jako antrální folikul 

a velmi dobře vyvinutý antrální folikul jako Graafův folikul. Nicméně po preovulačním 

nárůstu gonadotropinů jsou tyto folikuly nazývány jako preovulační (Eppig, 2001). 

Na konci vývoje sekundárního folikulu můžeme rozlišit pět různých strukturních 

jednotek: oocyt obklopený vrstvou zona pellucida, několik vrstev granulózních buněk, bazální 

laminu, vrstvy theca interna a externa. První známkou počátku vývoje terciárního folikulu je 

objevení se dutinky v granulózních buňkách, která se pak postupně zvětšuje a formuje se tak 

antrum (Erickson, 2004). Vytvoření antra způsobí rozdělení granulózních buněk do dvou 

typů: na kumulární buňky, které jsou propojené s oocytem a na murální granulózní buňky, 

které vystýlají folikulární stěnu (Eppig et al., 1997). Okolo přechodu z preantrálního do 

antrálního folikulu dochází k významným vývojovým změnám v oocytu. V tomto období 

oocyty dokončují svůj růst a získávají meiotickou kompetenci (Eppig, 2001). V reakci na 

hormonální stimulaci nastanou dva důležité děje v kumulo-oocytárním komplexu (COC). 

Plně dorostlý oocyt dokončí první meiotické dělení a posléze je opět zablokován v metafázi II 

a kumulární buňky expandují (Buccione et al., 1990). Oocyt, který je stále uzavřený 

v expandovaných kumulárních buňkách je nakonec ovulován do vejcovodu připravený na 

oplození (Buccione et al., 1990). 
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3.1.3 Získání meiotické kompetence 

Jen plně dorostlé oocyty jsou schopné reagovat na preovulační vlnu gonadotropinů a 

zahájit meiózu, dokončit první meiotické dělení a následně být ovulovány. Ačkoli je ve 

vaječnících přítomno velké množství oocytů, pouze malá část z nich je schopna ovulace. 

Velká část oocytů podléhá degeneraci už v průběhu růstové fáze (Hirao et al., 1994). Během 

růstové fáze, zatímco jsou oocyty zablokovány v profázi I, dochází k syntéze a 

shromažďování důležitých makromolekul a organel. Oocyty tak postupně získávají schopnost 

pokračovat v meióze (Kanatsu-Shinohara et al., 2000). 

Získání meiotické kompetence souvisí s velikostí oocytu a jeho folikulu (Blanco et al., 

2011). V době přeměny preantrálního folikulu na antrální folikul probíhají v oocytu důležité 

vývojové změny. Před vytvořením antra se oocyty nejsou schopné vyvíjet dále z diplotenní 

fáze prvního meiotického dělení. Tyto oocyty jsou označovány jako meioticky 

nekompetentní. Nicméně většina oocytů v antrálních folikulech je plně dorostlá a meioticky 

kompetentní. Tyto oocyty mohou pokračovat v meióze. Oocyty, které jsou schopné obnovit 

meiózu, nemusí vždy projít kompletním jaderným zráním a pokračovat do metafáze II. 

Oocyty izolované z malých antrálních folikulů jsou schopné prodělat germinal vesicle 

breakdown (GVBD, rozpad zárodečného váčku) a pokračovat do metafáze I, ale meióza 

většinou v této fázi skončí. Takové oocyty se označují jako částečně kompetentní (Eppig, 

2001). Většina prasečích oocytů získaných z folikulů větších než 1 mm je schopna zahájit 

meiotické zrání in vitro, ale pouze ty které pocházejí z folikulů větších než 2 mm dokončí 

první meiotické dělení in vitro (Motlík et al., 1984).  

Pro meioticky kompetentní oocyty je charakteristický kondenzovaný chromatin 

obklopující jadérko (Kanatsu-Shinohara et al., 2000). 

3.1.4 Meiotické zrání 

Savčí oocyty jsou zablokovány v profázi I, dokud nejsou vystaveny preovulační vlně 

gonadotropinů. Pouze plně dorostlý oocyt je schopný znovuzahájit meiózu. Přechod oocytu 

z diplotene I do metafáze II je nazýván meiotické zrání (Wassarman et Albertini, 1994).  

Plně dorostlý oocyt je těsně obklopen kompaktní vrstvou specializovaných 

granulózních buněk (kumulárních buněk), dohromady s těmito buňkami oocyty tvoří kumulo-

oocytární komplex (COC). Proces znovuzahájení meiózy vyžaduje endokrinní, parakrinní a 

autokrinní signalizační dráhy, které vyžadují úzkou spolupráci oocytu a obklopujících 

granulózních buněk a kumulárních buněk (Sun et al., 2009). Pokud oocyt zahájí opět meiózu, 
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dokončí první meiotické dělení a rozdělí se na dvě dceřiné buňky – na sekundární oocyt a na 

vydělené nefunkční polární tělísko (Virant-Klun et al., 2013). Následně oocyt vstupuje do 

druhého meiotického dělení, to však není dokončeno a oocyty jsou opět pozastaveny druhým 

meiotickým blokem v metafázi II. (Wassarman et Albertini, 1994). Druhý meiotický blok 

přetrvává, dokud vajíčko není aktivováno průnikem spermie při procesu oplození. Vajíčko tak 

dokončí druhé meiotické dělení a vydělí druhé pólové tělísko (Hunter, 2000). 

Meióza pokračuje v reakci na preovulační LH vlnu (Mehlmann, 2005). LH vlna 

vyvolá expresi genů potřebných pro prasknutí folikulu a ovulaci oocytu a aktivuje 

mnohonásobnou signální kaskádu, která vede ke zrání oocytu (Conti et al., 2012). Během 

tohoto procesu v oocytu dochází k mnoha změnám, které probíhají jak v jádře, tak 

v cytoplazmě oocytu. Tyto změny označujeme jako jaderné a cytoplazmatické zrání. Jaderné 

zrání se skládá z mnoha kroků zahrnující změny v chromatinu (van den Hurk et Zhao, 2005). 

Cytoplazmatické zrání zahrnuje mnoho změn v cytoplazmě, jako je například redistribuce 

organel (Marteil et al., 2009). 

První událostí znovuzahájení meiózy je rozpad zárodečného váčku. Po GVBD se 

difuzní chromatin kondenzuje do chromozomů, mikrotubuly se uspořádají do meiotického 

vřetena a homologní chromozomy jsou odděleny a vytvoří se první pólové tělísko 

(Wassarman et al., 1976). 

 Jaderné zrání 

Jaderné zrání zahrnuje změny chromatinu během období zrání oocytu (Marteil et al., 

2009). V prasečím oocytu jaderné zrání trvá okolo 44 – 48 hodin (van den Hurk et Zhao, 

2005).  

Na počátku procesu GVBD dochází k nepatrnému vlnění jaderné membrány a 

současně s počáteční fází kondenzace chromozomů dochází ke zmizení jaderných pórů 

(Calarco et al., 1972). Během GVBD byla pozorována různá stádia – GV0 – GV4. V GV0 je 

chromatin rozprostřen po celé ploše GV a je stále viditelné jadérko. Později je chromatin 

uspořádán ve tvaru koňské podkovy, v GV2 se již tvoří shluky chromatinu a nakonec jaderná 

membrána není rozpoznatelná vůbec a jadérko zmizí (Lucas et al., 2002). 

Pro jaderné zrání jsou typické změny v konfiguraci chromozomů. Ve fázi zárodečného 

váčku - germinal vesicle (GV), je přítomné sférické jádro s neporušeným obalem a vláknitým 

chromatinem. V důsledku stimulace gonadotropiny dochází k procesu rozpadu zárodečného 

váčku – GVBD, charakteristickému přítomností kondenzovaného chromatinu a absencí 

viditelné jaderné membrány. V metafázi I jsou chromozomy uspořádané v metafázní destičce 
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umístěné na periferii v ooplazmě. Poslední fází jaderného zrání je metafáze II, typická 

přítomností metafázní destičky na periferii a vydělením prvního pólového tělíska (Landim-

Alvarenga et Maziero, 2014). 

 Cytoplazmatické zrání 

Cytoplazmatické zrání zahrnuje změny v cytoplazmě oocytu, jako je shromažďování 

mRNA a proteinů, přeuspořádání cytoskeletu a organel a také změny v buněčném 

metabolismu. Ačkoli jaderné a cytoplazmatické zrání je často popisováno odděleně, mnoho 

procesů spolu souvisí a jejich koordinace je klíčová pro úspěšný embryonální vývoj (Herrick 

et al., 2006).  

Cytoskelet se během zrání přeskupuje, je zodpovědný za vytvoření meiotického 

vřetena, rozchod chromozomů a za přeuspořádání organel během cytoplazmatického zráni 

(Marteil et al., 2009).  

Mitochondrie syntetizují ATP, molekulu nezbytnou pro správné dokončení zrání. 

Proto jejich rozmístění souvisí s dodáním energie do oblastí se zvýšenou spotřebou ATP, jako 

je například místo tvorby dělícího vřetena nebo pólového tělíska (Van Blerkom, 1991). U GV 

oocytů jsou mitochondrie nashromážděné v buněčném kortexu, ale během GVBD se většina 

nachází v perinukleární oblasti (Sun et al., 2001). Po jaderném zrání jsou mitochondrie 

rozptýleny v celé cytoplazmě kromě centrální oblasti oocytu (Stojkovic et al., 2001).  

Další organelou, která prodělává zásadní změny během zrání oocytu je 

endoplazmatické retikulum (ER). ER prochází jak strukturálními tak biochemickými 

změnami, které jsou nezbytné pro správné intracelulární řízení vápenatých iontů (Stricker, 

2006). Ve stadiu GV je ER rozptýleno v cytoplazmě. Poté se přetvoří v hustý kruh okolo 

vyvíjejícího se vřetena prvního meiotického dělení, které pak obklopí a následně ER migruje 

do kortikální oblasti (FitzHarris et al., 2007). Důležité je také přemístění kortikálních granul. 

V GV oocytu jsou kortikální granula rozmístěna ve shlucích po celé cytoplazmě. Na konci 

zrání se nachází v blízkosti vnitřní strany cytoplazmatické membrány (Ferreira et al., 2009). 

V průběhu zrání oocytu transkripční aktivita je potlačena (Matova et Cooley, 2001). 

mRNA je syntetizována a shromažďována během růstové fáze oocytu (Wassarman et 

Albertini, 1994). Takto uskladněná mRNA má krátký poly (A) konec, čímž je její aktivita 

potlačena. Opět je aktivována cytoplazmatickou polyadenylací, prodlužováním poly (A) 

konce mRNA (Charlesworth et al., 2013). 
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Obrázek 1. : Oogeneze savců 

převzato z: http://www.expertsmind.com/questions/oogenesis-30115797.aspx 

 

3.2 Faktory regulující meiotické zrání  

Meiotické zrání je složitý proces, na jehož řízení se podílí mnoho důležitých faktorů. 

Vznikají tak složité signální kaskády, které regulují správný vývoj oocytu. V následující části 

budou uvedeny některé faktory, které se podílí na řízení meiotického zrání. 

3.2.1 MPF (Maturation Promoting Factor) 

MPF má velmi důležitou roli během procesu zrání oocytu. Přechod oocytu z G2 fáze 

(pozdní profáze I) do M - fáze buněčného cyklu nastává v době GVBD a tento přechod je 

závislý na aktivaci faktoru, který podporuje meiotické zrání a byl označen jako Maturation 

Promoting Factor (MPF) (Norbury et Nurse, 1992). 

MPF se skládá ze dvou podjednotek: z katalytické podjednotky cyklin dependentní 

kinázy 1 (CDK1, známé také jako p34
cdc2

) a z regulační podjednotky zvané cyklin B 

(O´Connel et al., 1992) a nově byla objevena další klíčová součást MPF, Greatwall kináza 
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(Gwl) (Hara et al., 2012). Během meiózy činnost MPF značně kolísá, což může být 

způsobeno fosforylací její podjednotky CDK1 a degradací cyklinu B (Tanquist et Maller, 

2003).  

Cyklin B je syntetizován a shromažďován již během interfáze. Prvním krokem 

k aktivaci MPF je spojení jeho katalytické a regulační podjednotky (Solomon et al., 1990). V 

plně dorostlých prasečích oocytech jsou obě podjednotky spojené (Sun et Nagai, 2003). V G2 

oocytech je tento komplex CDK1 a cyklinu B udržován v inaktivní formě jako pre-MPF 

(Nebreda et Hunt, 1993), fosforylací CDK1 na threoninových a tyrosinových zbytcích 

(Mueller et al., 1995; Palmer et al., 1998). Tuto inhibici MPF způsobují kinázy Wee1 

(pomocí fosforylace CDK1 na Tyr 15) a Myt1 (fosforylace na Thr 14 a Tyr15) (Mitra et 

Schultz, 1996). Proto aktivace pre-MPF během zrání oocytu vyžaduje defosforylaci CDK1 na 

Thr 14 a Tyr 15, což je katalyzováno fosfatázou Cdc25 (Nebreda et Hunt, 1993). Gwl 

nepřímo inhibuje protein fosfatázu PP2A (Castilho et al., 2009; Vigneron et al., 2009), která 

byla popsána jako hlavní fosfatáza, která potlačuje aktivitu MPF (Castilho et al., 2009; 

Mochida et al., 2009). 

Během zrání oocytu aktivita MPF značně kolísá. Nejvyšší aktivity dosahuje během 

metafáze I a metafáze II. Těsně před rozpadem jaderné membrány a kondenzací chromozomů 

MPF narůstá (Hashimoto et Kishimoto, 1988). MPF se podílí na procesu kondenzace 

chromozomů a vytvoření dělícího vřeténka (Lohka et Maller, 1985). Naopak pokles aktivity 

MPF je zaznamenán během postmetafázních událostí, které zahrnují například rozchod 

chromozomů na opačné póly dělícího vřeténka. Proto se zdá, že snížení aktivity MPF zahajuje 

přechod z metafáze I do anafáze I (Hashimoto et Kishimoto, 1988). Vysoká hladina aktivního 

MPF během metafáze II je udržována pomocí cytostatického faktoru (CSF) (Masui et 

Markert, 1971). CSF zabraňuje degradaci cyklinu B a tím udržuje vysokou hladinu aktivního 

MPF (Peters, 2002). Cyklin B je degradován pomocí ubikvitin-dependentní proteolýzy. 

Cyklin B obsahuje ve své N koncové části typickou sekvenci, na kterou se váže ubikvitin 

pomocí komplexu podporující anafázi (Anaphase Promoting Factor, APC). Připojení molekul 

ubikvitinu umožní jeho následnou degradaci v proteozómu (Fung et Poon, 2005). Po oplození 

nebo partenogenetické aktivaci vajíčko dokončí meiotické zrání a zahájí raný embryonální 

vývoj. V tomto období je cyklin B degradován a aktivita MPF klesá, dokud aktivované 

vajíčko nevstoupí do M fáze prvního mitotického buněčného cyklu (Tanquist et Maller, 

2003). 
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MPF reguluje některé morfologické změny, ke kterým dochází v průběhu meiotického 

zrání oocytu. CDK1 fosforyluje laminy jaderné membrány. Dochází tak k rozložení jaderné 

laminy, což je nezbytné pro GVBD (Peter et al., 1990).  

3.2.2 MAPK (Mitogen-Activated Protein Kinase) 

MAPK, také někdy označována jako extracelulárně-regulována kináza (ERK), patří do 

rodiny serin/threonin proteinkináz, které pro svou aktivaci vyžadují dvojí fosforylaci na 

threoninových a tyrozinových zbytcích. V savčích oocytech jsou exprimovány hlavní dvě 

izoformy MAPKs, které mají klíčovou roli v meióze. Jsou to ERK1 (také označována jako 

p44) a ERK2 (p42) (Sun et al., 1999). Přímým aktivátorem MAPK je duálně-specifická 

proteinkináza, která se označuje jako MAPK kináza (známa také jako MEK1, MAPK-ERK 

kináza1). MEK1 aktivuje MAPK pomocí fosforylace na threoninu-183 a tyrosinu-185 uvnitř 

její aktivační smyčky (Crews et Erikson, 1992). MEK je také aktivována pomocí fosforylace, 

a to proteinkinázou Mos. Mos je produktem proto-onkogenu c-mos (Papkoff et al., 1982). U 

nezralých vajíček obojživelníků, je c-mos mRNA uskladněna, ale není translatována. Po 

hormonální stimulaci mRNA proteinkinázy polyadenylována a translatována. V reakci na její 

aktivaci pomocí polyadenylace a syntézy proteinů se hladina Mos dramaticky zvýší, což vede 

k fosforylaci MEK1 a aktivaci MAPK (Russo et al., 2009). Jedním z bezprostředních cílů 

MAPK je p90rsk (kináza ribozomálního proteinu S6) (Dalby et al., 1998). U žáby rodu 

drápatka (Xenopus) se předpokládá, že p90rsk zprostředkovává mnoho funkcí MAPK 

v regulaci postupu meiotického buněčného cyklu (Bhatt et Ferrel, 1999; Gross et al., 1999). 

 V oocytech žab rodu Xenopus je meiotické zrání spuštěno hormonální stimulací 

progesteronem, která vede k syntéze c-mos proteinu a následné aktivaci MAPK (Sagata et al., 

1988; Posada et al., 1993). Tato kaskáda pravděpodobně vyvolá aktivaci MPF a následný 

rozpad zárodečného váčku. U savčích vajíček (mimo myších) je nezbytnost aktivity MAPK 

pro znovuzahájení meiózy stále kontroverzní. Některé studie naznačují, že u prasečích a 

bovinních oocytů může být ve znovuzahájení meiózy zapojena MAPK (Ohashi et al., 2003). 

Na druhou stranu inhibice aktivity MAPK nepotlačila GVBD u bovinních oocytů (Kagii et 

al., 2000). 

U prasečích oocytů není zcela jasné, kdy přesně k aktivaci MAPK dochází, zda má 

tato aktivace přímou souvislost se znovuzahájením meiózy. Liang et al. (2005) ve své studii 

ukázali, že v prasečích oocytech dochází k aktivaci MAPK až po GVBD. Další výzkumy 

ovšem potvrdily, že mikroinjekce MAPK do prasečího oocytu významně urychluje nástup 

GVBD (Inoue et al., 1998). Podle jiných studií se u domestikovaných zvířat aktivace MAPK 
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přímo neúčastní časných událostí znovuzahájení meiózy, ale uplatňuje se spíše v dějích 

následujících po GVBD (Liang et al., 2007).  

Existují důkazy, že MAPK je zapojena do řízení uspořádání mikrotubulů během 

meiózy savčích oocytů (Verlhac et al., 1994). Aktivace Mos/MAPK kaskády v myších 

oocytech vede k částečné kondenzaci chromozomů. Dále se také MAPK podílí na vytvoření 

dělícího vřetena (Choi, et al., 1996). Pokud je aktivace MAPK inhibována, vede to k selhání 

vydělení prvního pólového tělíska a stejně tak i k selhání vytvoření dělícího vřetena (Lee et 

al., 2000). 

3.2.3 Cytostatický faktor 

Cytostatický faktor (CSF) je komplex molekul, které se podílí na udržení druhého 

meiotického bloku. Cytostatický faktor během metafáze II udržuje aktivitu MPF na vysoké 

úrovni tím, že zabraňuje degradaci cyklinu B (Peters, 2002). 

Za nezbytnou součást cytostatického faktoru je považována proteinkináza Mos, která 

je potřebná pro stimulaci aktivity MAPK (Sagata et al., 1989). Systém Mos/MAPK nejspíše 

přispívá k aktivaci a stabilizaci MPF (Madwick et Jones, 2007). Přesný mechanismus účinku 

Mos však není zcela jasný. Bylo prokázáno, že Mos pomáhá udržet blok v metafázi II tím, že 

spouští signalizační dráhu, která vede k inhibici APC/C (Anaphase Promoting Factor/ 

Cyclosome), který je zodpovědný za degradaci cyklinu B (Peters, 2002). 

Oocyt může opustit MII blok až po aktivaci spermií. Průnik spermie do oocytu 

způsobuje oscilace hladin Ca
2
+ iontů a dokončení druhého meiotického dělení oocytu 

(Madwick et Jones, 2007). 
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Obrázek 2. : Průběh meiotického zrání oocytu. (A) Znázorněn je pouze jeden pár 

homologních chromozomů. Po S – fázi následují dvě buněčná dělení, vzniká tak haploidní 

gameta. Během meiózy I (MI) se homologní chromozomy rozdělí mezi oocyt a první pólové 

tělísko (PB I). V metafázi II (MII) oocyt zastaví svůj buněčný cyklus. Druhý meiotický blok 

je udržován pomocí CSF, dokud tento blok nepřeruší spermie. Oocyt dokončí druhé meiotické 

dělení a vydělí druhé pólové tělísko (PB II). (B) Během vstupu a výstupu oocytu z metafáze 

aktivita MPF osciluje. (C) Meiotický blok oocytu v MII je udržován pomocí CSF (Madwick 

et Jones, 2007). 

3.2.4 Cyklické nukleotidy  

Cyklický adenosinmonofosfát (cAMP) patří mezi faktory regulující meiotické zrání. 

cAMP udržuje oocyty v prvním meiotickém bloku. Vysoká hladina cAMP zabraňuje 

spontánnímu zrání in vitro, zatímco pokles cAMP v oocytu je spojován s obnovením meiózy 

(Dekel et al, 1984; Schultz et al, 1983). 

cAMP může být syntetizován endogenně samotným oocytem nebo je tvořen 

v kumulárních buňkách (Zhang et al., 2007). Z kumulárních buněk cAMP difunduje do 

oocytu pomocí gap junction. Po LH stimulaci dochází k přerušení spojů mezi oocytem a 
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folikulárními buňkami, což vede k poklesu cAMP v oocytu a následnému obnovení meiózy 

(van den Hurk et Zhao, 2005). V oocytu je cAMP tvořen aktivitou G-proteinů, které stimulují 

aktivitu adenylát cyklázy a ta následně katalyzuje syntézu cAMP. Pokud je aktivita některých 

z těchto proteinů inhibována, oocyt uzavřený ve folikulu dále není schopný udržet meiotický 

blok (DiLuigi et al., 2008). 

Po získání meiotické kompetence je buněčný blok v profázi I je udržován vysokou 

hladinou cAMP prostřednictvím cAMP – dependentní proteinkinázy, proteinkinázy A (PKA). 

PKA je enzym, který se skládá ze dvou podjednotek, z katalytické a regulační. Pokud se 

cAMP naváže na regulační podjednotku, aktivuje PKA. Aktivovaný enzym pak fosforyluje 

proteiny, které jsou nezbytné k udržení meiotického bloku (Wassarman et Albertini, 1994). 

Naopak k prolomení meiotického bloku je potřebná fosfodisteráza (PDE), která hydrolyticky 

degraduje cAMP, což způsobí jeho pokles a následné pokračování meiózy. U savčích oocytů 

se jedná především o fosfodiesterázu typu 3A (PDE3A). Dalším cyklickým nukleotidem, 

který se pravděpodobně podílí na udržení meiotického bloku je cyklický guanosinmonofosfát 

- cGMP. cGMP prochází z kumulárních buněk přes gap junction do oocytu, kde inhibuje 

hydrolýzu cAMP způsobenou PDE3A. Touto inhibicí je udržována vysoká hladina cAMP, 

což zamezuje další meiotický postup (Tripathi et al., 2010).  

3.2.5 Vápník 

Vápník je velmi důležitou signální molekulou, která se uplatňuje v různých typech 

buněk. Také v savčích oocytech má velmi důležitou roli. Je nezbytný při meiotickém zrání a 

během fertilizace, kdy se uplatňuje při aktivaci oplozeného vajíčka. Důležitou zásobárnou 

vápenatých iontů je zejména endoplazmatické retikulum, ze kterého jsou Ca
2+

 uvolňovány do 

intracelulárního prostředí. V oocytech prasete vápenaté ionty byly především detekovány 

v karyoplazmě, vakuolách, mitochondriích a na povrchu lipidových granul (Petr et al., 2001). 

Různé extracelulární stimuly způsobují pohyb vápenatých iontů z vnějšího prostředí 

buňky (pomocí vápenatých kanálů) nebo z vnitřních zásob buňky do intracelulárního 

prostředí (Chin et Means, 2000). Uvolňování vápníku z intracelulárních zásob do cytosolu je 

řízeno pomocí dvou typů kanálů - ryanodinových receptorů – RyR a inositol 1,4,5 

trifosfátových (IP3) receptorů (IP3R) (Bootman et Berridge, 1995). V signální kaskádě 

zahrnující IP3R se uplatňuje enzym fosfolipáza C (PLC). Její aktivace je podporována 

receptory pro extracelulární signály. (Berridge, 1993). PLC katalyzuje rychlou hydrolýzu 

fosfolipidu fosfatidyl inositolu 4,5 – bisfosfátu (PIP2). Výsledkem této reakce jsou dva 

intracelulární buněční poslové – diacylglycerol (DAG) a IP3 (Rhee, 2001). IP3 se váže na své 
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receptory (IP3R), což vede k uvolňování Ca
2+

 do cytoplasmy (Berridge, 1993). Ryanodinové 

receptory, které se nacházejí převážně ve svalových buňkách, byly nalezeny i v prasečích 

oocytech, kde řídí uvolňování vápenatých iontů do intracelulárního prostoru (Macháty et al., 

1997). 

Kalmodulin (CaM) je protein schopný vázat vápenaté ionty. Navázáním vápenatých 

iontů změní svou konformaci, což mu umožňuje aktivovat nebo inhibovat některé cílové 

enzymy. Například takto vzniklý komplex vápník/kalmodulin aktivuje velmi významnou 

Ca
2+

/kalmodulin dependentní proteinkinázu (CaMK), především CaMKII (Chin et Means, 

2000). Ta je potřebná pro vyvolání degradace cyklinu B, která je nutná pro inaktivaci MPF a 

výstup z MII bloku (Nishiyama et al., 2007). Komplex Ca
2+

/kalmodulin aktivuje také 

fosfatázu 2B, které je věnována samostatná kapitola. 

3.2.6 Oxid dusnatý (NO) 

Oxid dusnatý patří mezi gasotransmitery, což jsou plynné látky, které jsou schopné 

přenášet buněčný signál. Jsou v buňkách syntetizovány pomocí specifických enzymů, které 

podléhají přísným regulačním mechanismům (Althaus et Clauss, 2013). NO je produkován 

různými druhy buněk v různých orgánech. Reguluje celou řadu důležitých fyziologických 

procesů včetně reprodukce (Rosseli et al., 1998). 

Oxid dusnatý je produkován enzymem NO-syntázou z L-argininu a molekulárního 

kyslíku, prostřednictvím procesu, při kterém vzniká L-citrulin. Byly identifikovány tři 

izoformy NO-syntázy, které jsou zodpovědné za tvorbu NO. Jedná se o nervovou NOS 

(nNOS, NOSI), endoteliální (eNOS, NOSIII) a indukovatelnou NOS (iNOS, NOSII) 

(Förstermann et al., 1994). nNOS byla objevena v neuronech v mozku, eNOS 

v endoteliálních buňkách a tvorba iNOS může být indukována cytokiny a bakteriálními 

produkty (Huang, 2000). Izoformy nNOS a eNOS jsou také označovány jako konstitutivní 

NOS (cNOS), jsou zodpovědné za kontinuální tvorbu malého množství NO jen po krátkou 

dobu. K aktivaci těchto dvou izoforem je nezbytný komplex vápník/kalmodulin. Naopak 

iNOS je na vápníku a kalmodulinu nezávislá a produkuje větší množství NO (Rosseli et al., 

1998). Všechny tři izoformy mohou být nalezeny v různých typech buněk a v daném typu 

buněk může být exprimována více než jedna izoforma NO-syntázy (Van Voorhis et al., 

1994). 

Oxid dusnatý je důležitým regulátorem folikulogeneze, atrezie folikulů, 

steroidogeneze, biosyntézy prostaglandinu, ovulace, růstu oocytu a jeho zrání (Hattori et 

Tabata, 2006). Práce Kima et al. (2005) prokázala, že všechny typy izoforem NOS byly 
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exprimovány v prasečích vaječnících během folikulárního vývoje, což naznačuje, že oxid 

dusnatý je zapojen do folikulárního vývoje nebo procesu ovulace. Výskyt NOS ve vaječnících 

byl závislý na stadiu vývoje folikulů. Jablonka-Shariff et Olson, (1998) zjistili, že NO má vliv 

na meiotické zrání oocytu. Ve svém experimentu použili myši s vyblokovaným genem pro 

eNOS. Nedostatek eNOS způsobil, že většina oocytů nedozrála až do metafáze II a zůstala 

v metafázi I. Výrazně více oocytů vykazovaly atypické morfologické změny. 

3.2.7 Sirovodík (H2S) 

Sirovodík patří, stejně jako oxid dusnatý mezi gasotransmitery. Za většinu endogenní 

produkce sirovodíku v savčích tkáních jsou zodpovědné dva enzymy – cystathionin-β-syntáza 

(CBS) a cystathionin-γ- lyáza (CSE), které využívají L-cysteinu jako hlavního substrátu pro 

syntézu sirovodíku. Jejich exprese se liší v různých tkáních (Wang, 2002). Dalším enzymem, 

který zajišťuje tvorbu sirovodíku je 3-merkaptopyruvát sulfurtransferáza (Kolluru et al., 

2013). Liang et al. (2006) předpokládají, že CBS může mít určitou roli ve folikulogenezi. 

Zjistili, že u myší byl gen pro CBS exprimován všude ve vaječnících a jeho nejsilnější 

exprese byla ve folikulárních buňkách ve všech stádiích. CBS se pravděpodobně podílí i na 

zrání oocytu a má vliv na pravidelnost estrálního cyklu (Zhu et al., 2011). 

3.3 Kalcineurin 

Reverzibilní fosforylace proteinů, kterou umožňují kinázy a fosfatázy, je velmi 

důležitou formou signalizace a nezbytným mechanismem regulace ve všech živých 

organizmech (Shi, 2009). 

Kalcineurin patří mezi serin/threonin protein fosfatázy, což je rodina enzymů, které 

defosforylují proteiny na serinových a threoninových zbytcích. Kalcineurin se také označuje 

jako protein fosfatáza 2B (PP2B). K jeho aktivaci je potřebný kalmodulin a vápenaté ionty 

(Wera et Hemmings, 1995). Kalcineurin sehrává důležitou roli při mnoha Ca
2+

 dependentních 

biologických procesech (Li et al., 2011). 

3.3.1 Struktura kalcineurinu  

Kalcineurin je heterodimer, který se skládá ze dvou podjednotek – z katalytické 

podjednotky A (kalcineurin A) a z regulační podjednotky B (kalcineurin B) (Li et al., 2011).  

Podjednotka A obsahuje katalytickou doménu, která vykazuje vysokou homologii 

s ostatními serin/threonin protein fosfatázami a další tři domény, které jsou typické pouze pro 
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kalcineurin. Jsou to doména vázající kalcineurin B, doména vázající kalmodulin a 

autoinhibiční doména. Tyto tři oblasti dohromady tvoří regulační doménu podjednotky A. 

Katalytická doména kalcineurinu A zprostředkovává interakci se substrátem a její důležitou 

součástí je binukleární kovové centrum, které váže zinek a železo. (Rusnak et Mertz, 2000).  

Podjednotka B obsahuje čtyři typické motivy nazývající se EF – hands, které mají 

schopnost vázat vápenaté ionty. Některé z těchto míst mají afinitu k vápenatým iontům vyšší 

a slouží ke stabilizaci heterodimerní struktury kalcineurinu, nazývají se strukturální. Místa 

s nižší afinitou k Ca
2+

 slouží částečně ke stimulaci aktivity kalcineurinu a umožňují navázání 

kalmodulinu na jeho cílové místo na kalcineurinu A (Li et al., 2011). 

 

Obrázek 3. : Jednotlivé oblasti kalcineurinu. Kalcineurin A (katalytická podjednotka) je 

zobrazen v odstínech červené, kalcineurin B (regulační podjednotka) v odstínech zelené. Na 

kalcineurinu A se nachází katalytická doména a regulační doména. Regulační doména se 

skládá ze tří oblastí – z domény vázající kalcineurin B (CNB), domény vázající kalmodulin a 

autoinhibiční domény. Kalcineurin B obsahuje 4 typické motivy EF - hands (Li et al., 2011). 

3.3.2 Výskyt kalcineurinu v tkáních a jeho izoformy 

Kalcineurin se vyskytuje v mnoha savčích tkáních, zejména v mozku. Kalcineurin A i 

B byl nalezen v placentě, srdci, varlatech T a B lymfocytech, v tukové tkáni a mnoha dalších 

tkáních (Rusnak et Mertz, 2000). U savců jsou známy tři izoformy kalcineurinu A, které jsou 

produkty různých genů. Jsou to kalcineurin Aα, kalcineurin Aβ a kalcineurin Aγ (Klee et al., 

1998). Izoformy kalcineurinu B u savců existují dvě a to izoforma B1 a B2. Izoforma B2 se 

nachází pouze ve varlatech a váže se na izoformu kalcineurinu Aγ. Izorforma B1 se váže na 
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izoformu kalcineurinu Aα, ale i na Aβ a vyskytuje se v mnoha buněčných typech (Ueki et al., 

1992). 

3.3.3 Aktivace kalcineurinu a jeho regulace 

Aktivace kalcineurinu vyžaduje jeho konformační změnu, která je způsobena 

navázáním vápenatých iontů na místa s nízkou afinitou na kalcineurinu B. Navázaní Ca
2+

 

způsobí, že na kalcineurinu A se doména vázající kalmodulin oddělí od domény vázající 

kalcineurin B. Toto oddělení umožní následující navázání kalmodulinu na kalcineurin, což 

vede k odsunutí autoinhibičního peptidu z aktivního místa a k plné aktivaci kalcineurinu (Li et 

al., 2011). Autoinhibiční peptid v nepřítomnosti komplexu Ca
2+

/kalmodulinu se váže na 

aktivní místo kalcineurinu (místo, kde se váže substrát) a tím inhibuje enzym (Rusnak et 

Mertz, 2000). 

Aktivita kalcineurinu je regulována pomocí změn hladin intracelulárního Ca
2+

. Pokud 

je v buňkách nízká hladina vápenatých iontů, kalcineurin není schopný vázat kalmodulin a 

zůstává tak v inaktivní formě. Pokud se ale hladina intracelulárního vápníku zvýší, Ca
2+ 

se 

váže na kalmodulin, který změní svou konformaci a může se následně vázat na kalcineurin a 

aktivuje tak jeho fosfatázovou aktivitu (Rusnak et Mertz, 2000).  

Fosfatázová aktivita kalcineurinu je dále regulována oxidačními mechanismy. Aktivita 

kalcineurinu je pravděpodobně inhibována oxidanty peroxidem vodíku a superoxidem. Jak již 

bylo uvedeno, kalcineurin obsahuje ve svém aktivním místě zinek a železo. Podle Sommer et 

al. (2000) kalcineurin v aktivní formě obsahuje dvojmocné železo (Fe
2+

). Právě jednou 

z možností jak oxidanty inhibují aktivitu kalcineurinu je, že superoxid a peroxid vodíku 

potlačují jeho katalytickou činnost tím, že způsobí oxidaci Fe
2+

 na Fe
3+

 (Sommer et al., 2000). 

3.3.4 Inhibitory kalcineurinu 

Mezi velmi dobře známé inhibitory kalcineurinu patří cyklosporin A (CsA) a 

takrolimus FK506. Cyklosporin A a FK506 jsou široce využívaná imunosupresiva, především 

při transplantaci orgánů, která inhibují kalcineurin. Tato imunosupresiva nejsou sama o sobě 

schopná inhibice kalcinerinu, pokud však vytvoří komplexy se svými příslušnými 

endogenními partnery, imunofiliny, vykazují schopnost inhibovat kalcineurin. Cyklosporin A 

tvoří komplex s cyklofilinem A, FK506 se váže na FK506 vázající protein 12 (FKBP12). Tyto 

komplexy výrazně omezují přístup substrátů na aktivní místo kalcineurinu a inhibují tak 

defosforylaci cílových proteinů kalcineurinu (Sieber et Baumgrass, 2009). Podobný účinek 
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jako cyklosporin A vykazuje například hymenistatin (Dutta, 2002). FK506 má několik 

derivátů se stejným mechanismem účinku. Patří mezi ně imunosupresivní sloučeniny 

ascomycin a pimecrolismus (Sieber et Baumgrass, 2009).  

Dalšími účinnými inhibitory kalcineurinu jsou pyretroidy, konkrétně cypermetrin, 

deltametrin a fenvalerát (Enan et Matsumara, 1992). Pyretroidy jsou látky s insekticidním 

účinkem. Na základě své chemické struktury mohou být děleny do dvou skupin: na pyretroidy 

typu II, které obsahují kyanidovou skupinu a pyretroidy typu I, které tuto skupinu neobsahují. 

Cypertmetrin, deltametrin a fenvalerát patří do skupiny pyretroidů typu II (Bradberry et al., 

2005). 

Katalytické centrum kalcineurinu má velmi podobnou strukturu a konformaci jako jiné 

serin/threonin protein fosfatázy (PP1 a PP2A) a tak mnoho inhibitorů, které se vážou na 

katalytické centrum, inhibují i tyto fosfatázy. Některé z těchto inhibitorů mohou vykazovat 

odlišnou afinitu k příslušným fosfatázám. K takovým inhibitorům se řadí kyselina okadaová 

nebo endothall. Dalším inhibitorem kalcineurinu je dibuferin (metabolit hub) (Sieber et 

Baumgrass, 2009). 

3.3.5 Funkce kalcineurinu 

Kalcineurin se uplatňuje v mnoha fyziologických procesech, má schopnost 

defosforylovat širokou škálu proteinů. Jedněmi z velmi dobře známých substrátů kalcineurinu 

jsou některé proteiny z rodiny NFAT (Nuclear Factor of Activated T cell) (Sieber et 

Baumgrass, 2009). Aktivovaný kalcineurin je defosforyluje, což vede k jejich translokaci 

z cytoplazmy do jádra, kde NFAT spolupracují s dalšími faktory a podporují genovou 

transkripci (Macian, 2005). Defosforylaci NFAT mohou inhibovat již zmíněné komplexy 

léčivo – imunofilin, které se vážou na kalcineurin a v důsledku toho NFAT zůstávají 

v cytoplazmě (Reynolds et Al-Daraji, 2002). Kalcienurin je pravděpodobně jedinou protein 

fosfatázou, která defosforyluje NFAT (Sieber et Baumgrass, 2009). I když tyto transkripční 

faktory NFAT byly původně objeveny v T – buňkách, jejich exprese probíhá i mimo imunitní 

systém. Kalcineurin-NFAT signalizace je zapojena do regulačních procesů v různých tkáních. 

(Chang et al., 2004). Kalcineurin se dále uplatňuje v procesech, které zahrnují nervový vývoj 

a paměť, imunitní odpověď a vývoj svalů (Rusnak et Mertz, 2000). Kalcineurin se podílí i na 

některých procesech, které probíhají ve vajíčku. 

Nárůst hladiny intracelulárních vápenatých iontů ve vajíčku a následné aktivování 

Ca
2+ 

dependentních signalizačních drah jsou klíčové procesy, které vedou k prolomení 

meiotického bloku při fertilizaci. Oplození vajíčka vyvolá přechodné zvýšení koncentrace 
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cytoplazmatického Ca
2+

, což vede k aktivaci CaMKII. Aktivace CaMKII je nezbytná k tomu, 

aby mohlo dojít k prolomení druhého meiotického bloku, který je udržován cytostatickým 

faktorem. Nishiyama et al. (2007) a Mochida et Hunt, (2007) zjistili, že aktivace kalcineurinu, 

stejně jako CaMKII, v oocytech žab rodu Xenopus je nutná pro výstup z metafáze II 

a kalcineurin je pravděpodobně důležitý i pro další procesy potřebné pro zahájení 

embryonálního vývoje. Nishiyama et al. (2007) zjistili, že aktivita kalcineurinu i CaMKII 

vzrůstá ihned po zvýšení intracelulárních hladin Ca
2+

 a jejich přechodná aktivace předchází 

inaktivaci Cdk1 pomocí degradace cyklinu B. Z dalších jejich vyplívá, že aktivace 

kalcineurinu probíhá nezávisle na aktivaci CaMKII. Kalcineurin byl nalezen také u mouchy 

rodu Drosophila v raném embryu a ve vaječnících (Takeo et al., 2006). Kalcineurin zde také 

sehrává úlohu během meiotického dělení (Takeo et al., 2010). Inhibice kalcineurinu může 

narušit některé události, ke kterým dochází v oocytu po zvýšení intracelulárních hladin Ca
2+

. 

Jedná se například o degradaci cyklinu B, migraci prvojader, přeuspořádání cytoskeletu 

v kortikální oblasti buňky nebo defosforylaci proteinů, které byly fosforylovány během 

M fáze (Jessus et Haccard, 2007). 
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4 MATERIÁL A METODY 

4.1 Odběr vaječníků a izolace oocytů 

Vaječníky byly odebírány na místních jatkách z poražených prasniček, které se 

nacházely v neznámém stádiu pohlavního cyklu. Z jatek do laboratoře byly vaječníky 

transportovány během jedné hodiny ve vyhřátém fyziologickém roztoku (0,9% chlorid sodný) 

na 39°C. Z vaječníků byly získávány oocyty ve fázi růstu a oocyty s ukončeným růstem. 

 Zisk oocytů ve fázi růstu 

Oocyty ve fázi růstu různých velikostí byly získávány z tenkých pruhů ovariální tkáně 

(10 - 15 mm dlouhé a 1 – 2 mm široké), které byly odříznuté z povrchu vaječníků pomocí 

skalpelu. Následně byly tyto pruhy ovariální tkáně vloženy do Petriho misek, které 

obsahovaly kultivační médium. Poté byly oocyty uvolněny z jejich folikulů. To bylo 

provedeno otevřením folikulární stěny pomocí hrotu jehly 25 G. Měření vnitřního průměru 

oocytů (bez vrstvy zona pellucida) probíhalo pod mikroskopem s okulárovým mikrometrem. 

Oocyty byly rozděleny do čtyř velikostních kategorií: 80 – 89 µm, 90 – 99 µm, 100 – 110 µm 

a 120 µm. 

K dalším pokusům byly vybrány pouze ty oocyty, které byly obklopené několika 

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

médiu. 

 Zisk oocytů s ukončeným růstem 

Oocyty s ukončeným růstem byly získávány z folikulů o velikosti 2 – 5 mm v průměru 

pomocí aspirace jehlou 20G. K dalším pokusům byly použity pouze oocyty s kompaktním 

obalem kumulárních buněk. 

4.2 Kultivace oocytů 

Jako kultivační médium bylo použito médium M199 (GibcoBRL, Life Technologies, 

Paisley, Skotsko), které bylo modifikováno hydrogenuhličitanem sodným (0,039 ml 7% 

roztoku na mililitr média), laktátem vápenatým (0,6 mg/ml), gentamicinem (0,025 mg/ml), 

HEPES (1,5 mg/ml), 13,5 IU eCG: 6,6 IU hCG/ml (P.G.600 Intervet, Boxmeer, Holandsko) a 

10% fetálním telecím sérem (GibcoBRL, Life Technologies, Německo). 
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Kultivace oocytů probíhala po dobu 24, 48 nebo 72 hodin v Petriho miskách o 

průměru 3,5 cm (Nunc, Roskilde, Dánsko), které obsahovaly 3,0 ml kultivačního média 

vyhřátého na 39°C v prostředí směsi 5% CO2 se vzduchem. 

4.3 Stanovení kalcineurinu v oocytu metodou Western blot 

Oocyty byly zbaveny kumulárních buněk a následně byly promyty ve třech 200 μl 

kapkách fosfátového pufru PBS (Sigma-Aldrich, Německo). Pak byly tyto oocyty dány do 

mikrozkumavky se 7 μl koncentrovaného vzorkového pufru. Takto byly povařeny ve vodní 

lázni po dobu 3 minut a následně byly zamraženy. Kumulární buňky, které byly na začátku 

odstraněny z oocytů, byly centrifugovány při 5000 otáčkách 3 minuty v 1 ml PBS. Tyto 

buňky byly poté přemístěny do 7 μl koncentrovaného SDS vzorkového pufru. Po dobu 3 

minut byly takto povařeny a pak zamraženy. Vzorky byly skladovány při -20°C nejvýše 14 

dnů. Připravené vzorky byly před elektroforetickou separací naředěny 13 μl redestilované 

vody. Pozitivní kontrolou byl čistý protein kalcineurin v množství 5 ng (Sigma-Aldrich 

Chemie Gmbh, Německo, C-1907). 

Elektroforetická separace proteinových vzorků probíhala nejprve v zaostřovacím 4 % 

polyakrylamidovém gelu s dodecylsulfátem sodným (SDS-PAGE) a následně v 12,5 % 

separačním SDS-PAGE gelu. Po rozdělení proteinů v gelu podle molekulové hmotnosti byly 

tyto přetištěny na nitrocelulózovou membránu (Hybond, Amersham Pharmacia Biotech, 

USA). Přetištění proteinů na membránu bylo ověřeno pomocí hmotnostního markeru (Bio-

Rad, Montreal, Kanada, 161-0318). Tento hmotnostní marker byl využit i pro identifikaci 

proteinů. 

Membrána byla blokována přes noc v 2 % roztoku netučného mléka a PBS, který 

obsahoval 0,1% Tween 20. Membrána byla inkubována po dobu 2 hodin společně s primární 

anti-kalcineurin A protilátkou (Sigma.Aldrich, Německo, C1956) v koncentraci 1:10 000 

nebo anti-kalcineurin B protilátkou v koncentraci 1:3 000. Následovalo promytí a inkubace 

membrány spolu se sekundární myší protilátkou (Amersham GE Healthcare, Life Sciences, 

Velká Británie, NIF825) o koncentraci 1:30 000. Přenesené proteiny značené protilátkami 

byly zviditelněny pomocí ECL Advance Western Blotting detekčního kitu (Amersham 

Pharmacia Biotech, Velká Británie). Snímány a kvantifikovány byly pomocí digitálního blot 

skeneru (C-DiGit Blot Scanner (LI-COR Biosciences, USA). 
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4.4 Ošetření oocytů inhibitory kalcineurinu 

K inhibici kalcineurinu byly použity dva inhibitory: inhibitor ze skupiny pyretroidů, 

fenvalerát a inhibitor nepyretroidové povahy, hymenistatin I. Pyretroid, který inhibuje 

kalcineurin – fenvalerát byl zakoupen od Sigma-Aldrich (Německo). Oba inhibitory byly 

rozpuštěny v dimethylsulfoxidu. Zásobní roztok 50 mM byl zředěn v DMSO. Předběžné 

experimenty ukázaly, že přidání čistého DMSO ve stejných koncentracích používaných při 

kultivaci oocytů s pyretroidem, nemělo žádný významný účinek na zrání oocytů in vitro. 

Testovány byly rostoucí oocyty s částečnou meiotickou kompetencí a oocyty s ukončeným 

růstem. 

Aby se docílilo požadované koncentrace testované látky, před každou kultivací byl do 

kultivačního média přidán zásobní roztok. Oocyty ve fázi růstu s částečnou meiotickou 

kompetencí byly testovány s fenvalerátem v koncentracích 0, 10, 25, 50 a 100 µM a 

s hymenistatinem I v koncentracích 0, 2, 4 a 8 µM. 

Meioticky kompetentní oocyty s ukončeným růstem byly testovány s fenvalerátem o 

koncentracích 0, 10, 25, 50 a 100 µM a s hymenistatinem I o koncentracích 0; 0,5; 2; 4; 8 µM. 

Rozsah koncentrací testovaných chemických látek byl založen na předchozích 

pokusech (data nejsou uvedena) a jsou uvedeny pouze koncentrace s významným účinkem na 

zrání oocytů. 

4.5 Hodnocení oocytů 

Na konci kultivace byly oocyty přeneseny na sklíčko a fixovány pomocí roztoku 

kyseliny octové a ethanolu (1:3, v/v) nejméně po dobu 24 hodin a následně barveny 1,0% 

orceinem. Fáze meiotického zrání byly hodnoceny pod mikroskopem s fázovým kontrastem. 

Jednotlivé fáze jaderného zrání - stádium zárodečného váčku (GV), pozdní diakineze (LD), 

metafáze I (MI), anafáze I (AI), telofáze I (TI) a metafáze II (MII) byly vyhodnoceny 

v souladu s kritérii popsanými Motlíkem a Fulkou (1976). Abnormální konfigurace 

chromatinu, která neodpovídala výše uvedeným kritériím, byla vyhodnocena jako 

degenerativní. Pomocí obarvení kultivovaných oocytů trypanovou modří byla zhodnocena 

jejich životaschopnost. Čtyřicet oocytů z každé kategorie, to znamená meioticky kompetentní 

oocyty s ukončeným růstem, oocyty ve fázi růstu s částečnou meiotickou kompetencí a 

oocyty ve fázi růstu meioticky nekompetentní, byly hodnoceny po ošetření příslušnou 

chemickou látkou – fenvalerátem a hymenistatinem I. Po 48 hodinové kultivaci prasečích 
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oocytů, což je doba potřebná pro jejich zrání, byly tyto oocyty zkoumány pomocí barvení 

trypanovou modří.  

Žádný z provedených pokusů neprokázal jakýkoli vliv pyretroidu na životaschopnost 

oocytů. Proto jsou uvedeny pouze výsledky získané po kultivaci s použitou nejvyšší 

koncentrací v daném pokusu zkoumajícího zrání oocytu. 

4.6 Experimentální schéma 

Experiment 1: Ověření meiotické kompetence 

 Cílem bylo ověřit meiotickou kompetenci oocytů prasete v daných laboratorních 

podmínkách. Kultivovány byly oocyty čtyř velikostních kategorií: 80 – 89 µm, 90 – 99 µm, 

100 – 110 µm a 120 µm. Kultivace probíhala po dobu 48 hodin. Hodnocení oocytů bylo 

provedeno pomocí mikroskopu s fázovým kontrastem. Jednotlivé fáze zrání byly 

vyhodnoceny na základě kritérií popsanými Motlíkem a Fulkou (1976). 

Experiment 2: Průkaz přítomnosti kalcineurinu 

Účelem bylo prokázat přítomnost kalcineurinu v prasečích oocytech a jejich přilehlých 

kumulárních buňkách. Analyzovány byly oocyty na konci růstové fáze, ve stádiu zárodečného 

váčku a během jejich následné kultivace 24 a 48 hodin, do stádia první a druhé meiotické 

metafáze. Stanovení přítomnosti kalcineurinu bylo provedeno pomocí metody Western blot. 

Byla detekována katalytická a regulační podjednotka kalcineurinu. 

Experiment 2: Inhibice kalcineurinu 

Cílem experimentu bylo zjistit, zda se kalcineurin podílí na meiotickém zrání oocytu 

prasete. K tomuto účelu byly použity částečně meioticky kompetentní oocyty ve fázi růstu a 

meioticky kompetentní oocyty s ukončeným růstem. K inhibici kalcineurinu byly použity dva 

inhibitory. Fenvalerát, ze skupiny pyretroidů a hymenistatin I, inhibitor nepyretroidové 

povahy. Kultivace oocytů s danými inhibitory kalcineurinu probíhala po dobu 24, 48 a 72 

hodin. 

4.7 Statistická analýza výsledků 

Každé ošetření zvolenou koncentrací testovaných chemických látek bylo provedeno na 

40 oocytech. Každé ošetření bylo provedeno třikrát. Korelace mezi koncentrací pyretroidů a 
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jejich účinkem na meiotické zrání prasečího oocytu byla stanovena pomocí Spearmanova 

korelačního koeficientu. 

Koncentrace daného pyretroidu, která je potřebná k vyvolání inhibice zrání u 50 % 

oocytů s ukončeným růstem (inhibiční koncentrace 50, InhM50) a koncentrace pyretroidů 

potřebná k indukci zrání do MII u 50 % rostoucích oocytů s částečnou meiotickou kompetencí 

(indukční koncentrace 50, Ind50), byly vypočítány pomocí nelineární regrese. 

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

porovnáno s kontrolní skupinou za použití 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). 
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5 VÝSLEDKY 

5.1 Ověření meiotické kompetence oocytů  

Cílem experimentu bylo v našich kultivačních a experimentálních podmínkách zjistit 

meiotickou kompetenci oocytů prasete o různé velikosti vnitřního průměru 

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 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.  

Prokázali jsme, že oocyty prasete získávají meiotickou kompetenci graduálně 

v závislosti na své velikosti.  

Tabulka 1. Ověření meiotické kompetence oocytů prasete o různých vnitřních 

průměrech po dobu 48 hod. kultivace v experimentálních laboratorních podmínkách 

Fáze 

meiotického 

zrání 

% oocytů v dané fázi 

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. 

Kultivace probíhala 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 Detekce proteinu kalcineurinu v prasečím oocytu 

Pomocí metody Western blot bylo potvrzeno, že se obě podjednotky kalcineurinu 

vyskytují v prasečích oocytech s ukončeným růstem a v jejich kumulárních buňkách (obr. 4 a 

5). Byla potvrzena reakce protilátky proti kalcineurinu A s proteinem, který měl molekulovou 

hmotnost 58 kDa, což odpovídalo molekulové hmotnosti kalcineurinu A. Stejně tak byla 

potvrzena reakce protilátky proti kalcineurinu B s proteinem, jehož molekulová hmotnost byla 

18 kDa, což odpovídalo molekulové hmotnosti kalcineurinu B. 

 

Obrázek 4. : Detekce kalcineurinu A v oocytech a kumulárních buňkách metodou 

Western blot 

 

PP – čistý protein kalcineurin z hovězího mozku 1 ng. GV – oocyty s ukončeným růstem ve 

fázi zárodečného váčku. GVcc – kumulární buňky z oocytů ve fázi GV. MI – oocyty ve stádiu 

metafáze I. MIcc – kumulární buňky z oocytů ve fázi MI. MII – oocyty ve stádiu metafáze II. 

MIIcc – kumulární buňky z oocytů ve fázi MII. Ve všech vzorcích bylo 150 oocytů nebo 

jejich kumulárních buněk. 
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Obrázek 5.: Detekce kalcineurinu B v oocytech a kumulárních buňkách metodou 

Western blot 

 

PP – čistý protein kalcineurin z hovězího mozku 1 ng. GV – oocyty s ukončeným růstem ve 

fázi zárodečného váčku. GVcc – kumulární buňky z oocytů ve fázi GV. MI – oocyty ve stádiu 

metafáze I. MIcc – kumulární buňky z oocytů ve fázi MI. MII – oocyty ve stádiu metafáze II. 

MIIcc – kumulární buňky z oocytů ve fázi MII. Ve všech vzorcích bylo 150 oocytů nebo 

jejich kumulárních buněk. 

 

5.3 Vliv inhibitorů kalcineurinu na oocyty ve fázi růstu s částečnou 

meiotickou kompetencí 

Procento oocytů ve fázi růstu, které dozrály do stádia metafáze II, významně vzrostlo 

po 48 hodinové in vitro kultivaci pod vlivem kalcineurin – inhibujícího pyretroidu 

(fenvalerátu). Procento oocytů, které nebyly schopny obnovit meiózu a projít rozpadem 

zárodečného váčku (GVBD) se značně snížilo (Tabulka 2 a 3). 

Po kultivaci oocytů ve fázi růstu pod vlivem nepyretroidového inhibitoru kalcineurinu 

– hymenistatinem I byly pozorovány podobné účinky jako po kultivaci s fenvalerátem. 

(Tabulka 2 a 4).  

Během 48 hodinové kultivace rostoucích prasečích oocytů s částečnou meiotickou 

kompetencí s maximálními koncentracemi testovaných látek, což bylo 100 µM fenvalerátu 

(n=50) a 8 µM hymenistatinu I (n=50), nebyly pozorovány žádné degenerace oocytů. 

Životaschopnost po 48 hodinové kultivaci nebyla významně ovlivněna. 
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Tabulka 2. 

Vliv kultivace rostoucích prasečích oocytů s částečnou meiotickou kompetencí (vnitřní 

průměr 110 µm) s fenvalerátem a hymenistatinem I.  

Testované látky 

Spearmanův 

korelační koeficient 

mezi koncentracemi 

a zráním do MII 

Indukční koncentrace 

50 (µM) 

Množství 

testovaných oocytů 

Fenvalerát 0.92
A
 48 600 

Hymenistatin I 0.85
A
 7 480 

Spearmenův korelační koeficient mezi koncentracemi daných látek a procentem oocytů, které 

dozrály do stádia metafáze II byl významný (
A
), pokud hladina významnosti P byla menší než 

0,05. 

Indukční koncentrace 50 – koncentrace daných pyretroidů, která byla potřebná pro indukci 

zrání do metafáze II u 50 % rostoucích oocytů s částečnou meiotickou kompetencí. 

Tabulka 3. 

Vliv pyretroidu fenvalerátu na zrání oocytů s částečnou meiotickou kompetencí 

Stádium 

zrání 

Koncentrace fenavalerátu (μM) 

0 10 25 50 100 

GV (%) 18+2
a
 14+3

a
 13+2

a
 7+1

ab
 0+0

b
 

MI – TI (%) 65+3
a
 66+4

a
 49+3

b
 42+3

bc
 37+4

c
 

MII (%) 17+2
a
 20+2

a
 38+3

b
 51+4

c
 63+4

d
 

a,b,c,d 
Významné rozdíly na hladině (P < 0.05) mezi procenty oocytů v příslušné fázi jaderného 

zrání s různým ošetřením (rozdíly v rámci řádků) jsou označeny rozdílnými horními indexy. 

Pro každé ošetření (pro každou koncentraci pyretroidu) bylo použito 120 oocytů 
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Tabulka 4. 

Vliv nepyretroidu hymenistatatinu I na zrání oocytů s částečnou meiotickou kompetencí 

Stádium zrání 

Koncentrace hymenistatinu I (μM) 

0 2 4 8 

GV (%) 18+2
a
 8+1

ab
 0+0

ab
 0+0

b
 

MI – TI (%) 65+3
a
 63+3

a
 68+3

a
 44+4

b
 

MII (%) 17+3
a
 29+2

ab
 32+3

b
 56+4

c
 

a,b,c,d 
Významné rozdíly na hladině (P < 0.05) mezi procenty oocytů v příslušné fázi jaderného 

zrání s různým ošetřením (rozdíly v rámci řádků) jsou označeny rozdílnými horními indexy. 

Pro každé ošetření (pro každou koncentraci pyretroidu) bylo použito 120 oocytů 

 

5.4 Vliv inhibitorů kalcineurinu na oocyty s ukončeným růstem 

Testovaný kalcineurin – inhibující pyretroid ovlivnil schopnost meioticky 

kompetentních oocytů s ukončeným růstem dokončit zrání v průběhu 48 hodin. Tento vliv byl 

závislý na dávce (tabulka 5 a 6). Bylo pozorováno pouze opoždění zrání. Jestliže oocyty byly 

kultivovány po dobu 72 hodin se 100 µM fenvalerátu, všechny oocyty dozrály do stádia 

metafáze II (100% MII ve fenvalerátu). 

Po 48 hodinové kultivaci plně dorostlých prasečích meioticky kompetentních oocytů 

pod vlivem specifického nepyretroidového inhibitoru kalcineurinu – hymenistatinu I, byl 

pozorován podobný účinek (tabulka 5 a 7) jako po kultivaci s fenvalerátem. 

Hymenistatin I také pouze zpomalil zrání plně dorostlých oocytů. Jestliže plně dorostlé 

oocyty byly kultivovány po dobu 72 hodin s 8 µM hymenistatinu I, 88 % z těchto oocytů 

dozrálo do metafáze II. Všechny zbývající oocyty dosáhly metafáze I. Prodloužení kultivace 

oocytů s nepyretroidovým inhibitorem kalcineurinu o 24 hodin (celkový čas kultivace bylo 72 

hodin) vedla ke zrání na stejné úrovni jako 48 hodinová kultivace bez inhibitoru. 

Během 48 hodinové kultivace prasečích oocytů s ukončeným růstem s plně 

meiotickou kompetencí s maximálními koncentracemi testovaných látek, což bylo 100 µM 
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fenvalerátu a 8 µM hymenistatinu I (n=5), nebyly pozorovány žádné degenerace oocytů. Také 

životaschopnost oocytů nebyla výrazně ohrožena po 48 hodinové kultivaci. 

Tabulka 5. 

Vliv kultivace oocytů s ukončeným růstem s plnou meiotickou kompetencí s 

fenvalerátem a hymenistatinem I. 

Testovaná látka 

Spearmanův 

korelační koeficietn 

mze koncentracemi a 

zráním do MII 

Inhibiční koncentrace 

50 (µM) 

Počet testovaných 

oocytů 

Fenvalerate - 0.94
A

 79 600 

Hymenistatin I -0.91
A

 10 600 

Spearmenův korelační koeficient mezi koncentracemi daných látek a procentem oocytů, které 

dozrály do stádia metafáze II byl významný (
A
), pokud hladina významnosti P byla menší než 

0,05. 

Inhibiční koncentrace 50 – koncentrace daných pyretroidů, která byla potřebná pro vyvolání 

inhibice zrání u 50 % oocytů s ukončeným růstem. 

Tabulka 6. 

Vliv pyretroidu fenvalerátu na zrání oocytů s plnou meiotickou kompetencí 

Stádium zrání 

Koncentrace fenvalerátu (μM) 

0 10 25 50 100 

GV (%) 0+0
a
 0+0

a
 0+0

a
 7+3

a
 18+3

b
 

MI – TI (%) 2+0
a
 3+1

a
 29+3

b
 37+4

b
 37+1

b
 

MII (%) 98+0
a
 97+1

a
 71+3

b
 56+2

c
 45+3

c
 

a,b,c,d 
Významné rozdíly na hladině (P < 0.05) mezi procenty oocytů v příslušné fázi jaderného 

zrání s různým ošetřením (rozdíly v rámci řádků) jsou označeny rozdílnými horními indexy. 

Pro každé ošetření (pro každou koncentraci pyretroidu) bylo použito 120 oocytů 
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Tabulka 7. 

Vliv nepyretroidu hymenistatinu I na zrání oocytů s plnou meiotickou kompetencí 

Stádium zrání 

Koncentrace hymenistatinu I (μM) 

0 0,5 2 4 8 

GV (%) 0+0
a
 0+0

a
 0+0

a
 0+0

a
 7+2

a
 

MI – TI (%) 0+0
a
 9+1

ab
 20+2

b
 35+3

c
 38+5

c
 

MII (%) 100+0
a
 91+1

ab
 80+2

b
 65+3

c
 55+4

c
 

a,b,c,d 
Významné rozdíly na hladině (P < 0.05) mezi procenty oocytů v příslušné fázi jaderného 

zrání s různým ošetřením (rozdíly v rámci řádků) jsou označeny rozdílnými horními indexy. 

Pro každé ošetření (pro každou koncentraci pyretroidu) bylo použito 120 oocytů 

  



35 
 

6 DISKUZE 

V oocytu prasete a jeho kumulárních buňkách byla potvrzena přítomnost proteinu 

kalcineurinu. Kalcineurin se vyskytuje v oocytech v obou podjednotkách, v katalytické 

podjednotce (kalcineurin A) i v regulační podjednotce (kalcineurin B). Tato práce byla první, 

ve které se kalcineurin podařilo detekovat u savčího oocytu. Z literatury byla doposud 

popsána exprese proteinu kalcineurinu pouze v oocytech žáby rodu drápatka Xenopus 

(Nishiyama et al., 2007; Mochida et Hunt, 2007) a u mouchy rodu Drosophila (Takeo et al., 

2006). Výskyt kalcineurinu u prasete byl pozorován v somatických buňkách, například byl 

prokázán v kosterní svalovině (de Jonge et al., 2006). Dokonce přítomnost kalcineurinu byla 

potvrzena i u samčích prasečích pohlavních buněk, ve spermiích (Tash et al., 1988). To, že 

kalcineurin je přítomný v prasečích oocytech během meiotického zrání naznačuje, že by mohl 

mít důležitou roli v tomto procesu. Nishiyama et al. (2007) a Mochida et Hunt, (2007) zjistili, 

že je kalcineurin v oocytech Xenopus laevis nutný pro výstup z metafáze II a nejspíše je 

důležitý i pro další procesy, které jsou potřebné pro zahájení embryonálního vývoje. Stejně 

tak i u mouchy rodu Drosophila je kalcineurin nutný pro správné dokončení meiotického 

zrání (Takeo et al., 2010). 

Dále tato práce prokázala, že je kalcineurin zapojen do regulace procesu zisku 

meiotické kompetence i meiotického zrání. Tento fakt potvrdily experimenty, ve kterých byl 

protein kalcineurin zablokován pyretroidovými a nepyretroidovými inhibitory. K tomuto 

účelu bylo využito zrání in vitro oocytů prasete s různou úrovní meiotické kompetence pod 

vlivem pyretroidu, který má inhibiční účinek na kalcineurin – fenvalerátu. Zrání rostoucích 

prasečích oocytů s částečnou meiotickou kompetencí se zvýšilo, pokud tyto oocyty byly 

kultivovány s danými koncentracemi fenvalerátu. Naopak, pokud byly plně meioticky 

kompetentní oocyty s ukončeným růstem kultivovány s tímto pyretroidem, tak zrání bylo 

zpomaleno. Jakým způsobem pyretroid ovlivňuje zrání oocytů, není zcela jasné. Protože 

fenvalerát je známým specifickým inhibitorem kalcineurinu (Enan et Matsumura, 1992) je 

tedy možné, že účinek tohoto pyretroidu, který byl pozorován v této práci, je zprostředkován 

přes jeho vliv na kalcineurin. Tento předpoklad byl podpořen výsledky, které byly získány 

z pokusů, ve kterých oocyty byly kultivovány společně se specifickým nepyretroidovým 

inhibitorem kalcinerinu – hymenistatinem I. V těchto pokusech účinek hymenistatinu I na 

zrání prasečích pocytů byl velmi podobný jako vliv fenvalerátu. Nicméně nelze vyloučit, že 

pyretroid ovlivňuje oocyty skrze iontové kanály, které jsou důležité během zrání savčích 
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oocytů (Tosti et Boni, 2004), protože pyretroidy působí negativně především právě na iontové 

kanály (Bradberry et al., 2005). 

Proč měly inhibitory kalcineurinu opačný vliv (inhibice a indukce meiózy) na zrání 

meioticky kompetentních oocytů s ukončeným růstem a na zrání oocytů ve fázi růstu 

s částečnou meiotickou kompetencí není jasné. Pro výstup savčích oocytů ze stádia metafáze I 

a pokračování meiózy je nutný pokles aktivity MPF (Hampl et Eppig, 1995). Inaktivace 

tohoto komplexu může probíhat přes různé mechanismy. Inhibice MPF může být způsobena 

destrukcí jeho podjednotky, cyklinu B (Fung et Poon, 2005). Aktivita MPF může být také 

ovlivněna jeho fosforylací či deforsforylací (Norbury et Nurse, 1992). Jednou z možností proč 

inhibitory kalcineurinu mají tento opačný efekt na zrání prasečích oocytů, může být to, že 

různé mechanizmy jsou cílem těchto inhibitorů u oocytů ve fázi růstu a oocytů s ukončeným 

růstem. 

Pyretroidní insekticidy se využívají po celém světě a lidé a zvířata jsou jejich účinkům 

vystaveny při mnoha příležitostech. Hrozbou pro všechny živočichy je kontaminovaná 

potrava (Torres et al., 1996). Pyretroidy jsou však používány také jako obyčejné přísady 

domácích insekticidů. Toto neregulované užívání insekticidů v domácím prostředí zvyšuje 

riziko vystavení velké části populace nepříznivým účinkům pyretroidů (Soderlund, 2012). 

Důkazy o hromadění fenvalerátu v organizmu lidí a hlodavců naznačují, že je škodlivé mimo 

jiné i pro jejich reprodukční systém (Arena et al., 2008; Gao et al., 2010). Proto zkoumání, 

jaký vliv mají pyretroidy na savčí oocyty, si zaslouží zvláštní pozornost.  

Pyretroidy jsou chemické látky lipofilní povahy a mohou se ukládat v tkáních s vysokým 

obsahem tuku. Protože prasečí oocyty obsahují velké množství lipidů (obvykle 156 ng) 

(McEvoy et al., 2000) na rozdíl od myších oocytů (4 ng na oocyt) (Lowenstein et Cohen, 

1964) nebo oocytu skotu (58 ng na oocyt) (Ferguson et Leese, 1999), nebo oocytu ovce (89 

ng na oocyt) (Coull et al., 1998), nelze vyloučit možnost, že ovlivnění prasečích oocytů 

pyretroidy je větší, než u jiných druhů.  
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7 ZÁVĚR 

V této práci byl prokázán výskyt proteinu kalcineurinu v průběhu meiotického zrání 

prasečího oocytu. V oocytech byla potvrzena exprese obou podjednotek kalcineurinu – 

kalcineurinu A i kalcineurinu B.  

Na základě zablokování proteinu kalcinerinu pyretroidovými a nepyretroidovými 

inhibitory bylo dále prokázáno, že je kalcineurin zapojen do regulace procesu zisku meiotické 

kompetence i meiotického zrání. Zrání částečně kompetentních oocytů se zvýšilo, pokud byly 

oocyty kultivovány s danými koncentracemi fenvalerátu. Stejný inhibitor měl opačný efekt na 

meiotické zrání oocytů s plnou meiotickou kompetencí, zrání zpomaloval. Podobný účinek 

byl pozorován i v případě kultivace oocytů s nepyretroidovým inhibitorem, hymenistatinem I. 

Přesný mechanizmus působení kalcineurinu v oocytu není znám a je třeba se v dalších 

pracích na sledování úlohy této fosfatázy zapojené do regulace meiotického zrání a zisku 

meiotické kompetence zaměřit. 
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9 SEZNAM POUŽITÝCH ZKRATEK 

APC/C Anaphase Promoting Factor/Cyclosome 

bFGF basic Fibroblat Growth Factor 

BMPs Bone Morphogenetic Proteins 

CaM Kalmodulin 

CaMK Ca
2+

/kalmodulin dependentni proteinkináza 

cAMP Cyklický adenosinmonofosfát 

CBS Cystathionin-β-syntáza 

CDK1 Cyklin dependentní kináza 1 

cGMP Cyklický guanosinmonofosfát 

cNOS Konstitutivní syntáza oxidu dusnatého 

CsA Cyklosporin A 

CSF Cytostatický faktor 

COC Kumulo – oocytární komplex 

CSE Cystathionin-γ-lyáza 

DAG Diacylglycerol 

eNOS Endoteliální syntáza oxidu dusnatého 

ER Endoplazmatické retikulum 

ERK Extracelulárně regulovaná kináza; MAPK 

FK506 Takrolismus 

FKBP12 FK506 vázající protein 12 

FSH Folikulostimulační hormon 

GA Golgiho Aparát 
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GV Zárodečný váček (Germinal Vesicle) 

GVBD Rozpad zárodečného váčku (Germinal Vesicle Breakdown) 

iNOS Indukovatelná syntáza oxidu dusnatého 

IP3 Inositol 1,4,5 trifosfát 

IP3R Inositol 1,4,5 trifosfátové receptory 

KL Kit Ligand 

LH Luteinizační hormon 

LIF Leukemia Inhibitory Factor 

NO Oxid dusnatý 

nNOS Nervová syntáza oxidu dusnatého 

MI Metafáze I 

MII Metafáze II 

MAPK Mitogen-Activated Protein Kinase 

MEK1 MAPK kinase - Mitogen-Activated Protein Kinase kinase 

MPF Maturation Promoting Factor 

mRNA Messengerová ribonukleová kyselina 

MUFs Multilaminar Follicles 

NFAT Nuclear Factor of Activated T cell 

p90rsk Kináza ribozomálního proteinu S6 

PGCs  Primordiální zárodečné buňky 

PDE Fosfodiesteráza 

PDE3A Fosfodietsteráza typu 3A 

PIP2 Fosfatidyl inositol 4,5 – bis fosfát 
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PKA Proteinkináza A 

PKC Proteinkináza C 

PLC Fosfolipáza C 

PP1 Protein fosfatáza 1 

PP2A Protein fosfatáza 2A 

PP2B Protein fosfatáza 2B 

rRNA Ribozomální ribonukleová kyselina 

RyR Ryanidinové receptory 

TGFβ Transforming Growth Factor  

ZPGs Glykoproteiny vrstvy zona pellucida 

 


