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Jaderna maturace savcéich oocytu

Tato prace ma za kol zmapovat dosavadni poznatky z oogeneze jednotlivych sav¢ich
druht, jejich jaderné maturace a chyb v jejim prubéhu, nastinit jednotlivé postupy vyuzivané
pti vyzkumech a poukazat na doposud nezjisténa fakta a momentalné zkoumané skutecnosti.
Ma tedy slouzit pfedevSim jako rewiev, rovnéz vétSina fakt uvedenych v této praci byla
zjiSténa z doposud publikovanych ¢lankt, které jsou vSak Casto tykaji ptili§ uzkych témat a
souvislosti mezi jednotlivymi tématy byvaji velmi Casto nejasné ¢i nastinéné pouze okrajove.
Hlavnim cilem této prace je uvést jednotlivé tématické okruhy do souvislosti, nastinit
problematiku jaderné maturace z obecnéjSiho hlediska a uvést do souvislosti maturaci

jadernou s maturaci cytoplazmatickou, ktera je pro vyvoj oocytu stejné nezbytna.

1.Uvod

Zréani (maturace) je proces zahrnujici jadernou a cytoplazmatickou slozku. Oba tyto
procesy jsou spojené a jejich nac¢asovani je pro dalsi vyvoj oocytu a jeho potencidlni oplozeni
kritické. Zacind v raném fetalnim veku, je vSak zastaven ve stddiu diplotene meidzy 1, ve
kterém ziistava do doby tésné pied ovulaci. Po dokonceni prvniho meiotického déleni a
vstupu do druhého je vyvoj oocytu opét zastaven, jeho zakonceni aktivuje vstup spermie pii
oplozeni. Veskeré nacasovani jednotlivych d€ja je druhoveé odlisné a specifické.

Strukturdlni zmény v cytoplasmé zahrnuji znacny nartist cytoplazmy a zmény
v morfologii mitochondrii, akumulaci ribozoémt a ultrastrukturni modifikace Golgiho
komplexu. Nejdilezitéjsi jaderné zmény se tykaji jadra, které prodéla prechod z difusni,
rozvolnéné konfigurace (fibrilogranularni sit) do densni, zna¢né¢ koncentrované podoby,
tvofené vyhradné fibrilarnim materidlem. Tyto zmény jsou provazeny intensivnim nartistem
syntézy prislusnych RNA, kterd klesa spole¢né s naristem oocytu. Produkty téchto RNA jsou
velmi Casto dilezité transkripéni faktory, nezbytné pro spravny pribéh cyklu. Dalsi dulezité
zmény zahrnuji specifické modifikace chromatinu a centrosom-mikrotubularniho systému.
Témer vzrostlé oocyty maji 1-5 MTOC (microtubul organizing centrum), zmény v jejich
pozici v pribéhu maturace jsou spojeny se zménami v centrozomalni fosforylaci. Vesker¢ tyto
procesy jsou nezbytné pro spravné dokonceni redukéniho déleni, tedy ke sniZzeni poctu

chromozoémi(Wickramasinghe and Albertini, 1993).



Tato prace se tyka pfedevsim jadernych zmén v pribchu savéi maturace, nicméné
vzhledem ktomu, ze jsou vesSkeré maturacni procesy uzce spojené, muze dochazet
k ¢aste¢nym prechodiim i do témat tykajicich se spiSe zmén cytoplazmatickych. Tato prace
bude rovnéz ¢astecné omezena na zivociSnymi druhy, na kterych byl doposud udélan vyzkum.
Mezi tyto druhy patii pfedev§im mysi, prasata a skot, obcas potkani a kralici, vyjimecné lidé,

kde se jedna spiSe o zkoumdni geneticky podminénych poruch a nemoci.

2.Meidza

V pribéhu vyvoje oocytli dochazi k redukci poc¢tu chromozémi z diploidniho na
haploidni pocet. Tato kapitola ukazuje obecné schéma meiotického déleni, které lze pouzit na
vSechny zivoc¢isné druhy, u kterych probihd. Toto schéma je rovnéz dualezité pro blizsi
pochopeni nasledujiciho textu, predev§im ndzvy jednotlivych stadii budou vyuzivany i nadale.

Meiotické déleni probihd vzdy ve dvou délicich cyklech, které je mozno Clenit na
jednotlivé faze:

Lredukéni déleni (heterotypické)
A. profaze- délena na dalSich 5 samostatnych fazi:

1. leptotene- v bunécném jadre se opticky diferencuji jednotlivé chromozomy

2. zygotene- dochazi k vzajemnému piikladani neboli synapsim homologickych

chromozému, synapse je vytvafena synaptickymi bilkovinami, spojené pary se

nazyvaji bivalenty

3.pachytene- nadéle pokracuje spiralizace, bivalenty znacné zkraceny

4. diplotene- rozpusténi spojovaciho synaptického komplexu, a postupné se oddaluji

sesterské chromozomy. Uplnému rozchodu vsak zabrafiuji mista, kde doslo

k propleteni téchto chromozému

5.diakineze- postupné oddalovani centromerickych oblasti homologickych

chromozoém, zac¢inaji se rozpoustét jaderné obaly a vytvari se délici vieténko

B. metafaze- vldkna d¢€liciho vieténka se ptichycuji na pary chromozomi, doposud
spojenych v bivalentech.

C. anafaze- kpoélim d¢liciho vieténka odchazeji jednotlivé dvouchromatidové
chromozémy z bivalentd. Z kazdého paru homologickych chromozémii odchézi jeden
homologicky chromozém k jednomu pédlu a druhy k druhému. Timto zptisobem dochazi
k redukei vychoziho diploidniho chromozémového poctu

D. telofaze- tvorba dcefinych bunék, tato faze je u riznych druhti zna¢né odlisna



II.redukéni déleni (homeotypické)
Toto déleni je prakticky shodné s mitdézou, zucastiiuje se ho vSak v kazdém ze dvou jader
pouze haploidni sada chromozéma.

Vysledkem meiotického déleni jednoho vychoziho diploidniho bunééného jadra jsou

Ctyfi haploidni dcefiné bunky, jejichz chromozémy jsou jednochromatidové.

3.00geneze

Vyvoj pohlavnich bungk se u jednotlivych druhti zna¢né lisi, predevsim v zavislosti na
poctu produkovanych vajicek v dospélosti jedince. Savci jich obecné produkuji mensi pocet,
jejich oogonie se v embryondlnim vyvoji déli na limitni pocet prekurzorovych bunék, ktery se
jiz pravdépodobné nezvysuje.

V lidském embryu se rozdéli zhruba stovky oogonii v asovém rozmezi 2-7 mésic
fetalniho vyvoje a vytvoii formaci zhruba 7 milionli germinalnich bun€k. Po sedmém mésici
jejich pocet rapidné klesa. V tomto obdobi vétsina oogonii zanikd, zatimco ostatni vstupuji do
prvniho meiotického déleni (Pinkerton et al., 1961). Tyto buniky se nazyvaji primarni oocyty
a vyvijeji se az do stadia diplotene prvni meiotické profaze, ve které jsou zastaveny do
obdobi puberty. Této fazi se fikd G2 arest ¢i faze germindlniho vacku (viz dale). Prvni ¢ést
meiotického déleni je tedy zahdjena jiz ve fetdlnim vyvoji, ale signaly pro jeho dokonceni
prichdzi nejdiive o dvanéct let pozdéji. Ve skutecnosti jsou nékteré oocyty pozastaveny
v prvnim meiotickém déleni i vice nez 50 let.

Pti déleni primarniho oocytu jeho jadro, které se jinak nazyva germindlni vacek (GV),
praska, a metafdzové délici vieténko migruje k periférii buniky. Timto zptisobem vznikaji dvé
bunky, znichZ jedna neobsahuje témét Zzddnou cytoplazmu, zatimco druha téméf vétSinu
z primarniho oocytu. Mensi buiikka se nazyva polové télisko, vétsi sekundarni oocyt.
V prib¢hu druhého meiotického déleni probihd stejné nerovnomérné rozdéleni cytoplazmy
mezi délici se bunky. Pélové bunky tak obsahuji témét jenom haploidni jadro (Austin, 1960).

Jak jiz bylo feceno, vétSina oocytli v dospélych lidskych vaje¢nicich je pozastavena
v prodlouzeném stadiu diplotene prvni meiotické profaze. Kazdy oocyt je obklopen
primordinalnim folikulem, ktery je tvofen jednotlivymi granuldézné epitelidlnimi buitkami a
méné organizovanymi mesenchymatickymi thékovymi bunikami. Periodicky vstupuje skupina
primordinalnich folikulti do stadia folikularniho rdstu a oocyt prodéla zhruba 500ti ndsobné
zvétseni své cytoplazmy. V souvislosti s riistem oocytil nariista i pocet folikularnich bunck a

béhem tohoto procesu zformuji kolem oocytu souvislou uspotadanou vrstvu bunék. Oocyt



béhem ristové faze ziistdva stile pozastaven v prvnim meiotickém déleni. Plné vzrostly
folikul tedy obsahuje velky oocyt obklopeny vrstvou granuldéznich bunék, z nichz vnitini
vrstva zlstava kolem vajicka 1 v pribéhu ovulace a formuje kumularni bunky obklopujici
oocyt ve vejcovodech (Pinkerton et al., 1961).

Oogenese u mysi zac¢ind délenim primordinalnich germinalnich bunék v osmidenim
embryu. Ve 12 dnu vyvoje, po dokonceni migrace primordindlnich bunék, né¢kolik oogonii
vstoupi do prvni meiotické profaze. V 16 dni vyvoje jsou témét vSechny oocyty ve stadiu
pachytene a v 18 dni nékteré vstupuji do diplotene. V této fazi je vyvoj oocytli zastaven a
zlstava v tomto stadiu do doby tésné pied ovulaci. Vyvoj dokoncuji v dospélosti mysi, hlavni
rust folikulti probih4 predevsim poté, co oocyty jiz dokoncily sviij rist. Rust je kontinudlni,
kon¢i ovulaci vyvinutého oocytu, piipadné degeneraci (atresii) oocytu a jeho folikulu (Eppig

et al., 1977).

4. Molekularni mechanizmy v pribéhu maturace oocytia

Maturace oocytl zahrnuje dva procesy: jadernou maturaci a cytoplazmatickou
maturaci. Obecné plati, Ze oocyt musi dokonc¢it maturaci ve chvili, kdy je vylou¢eno prvni
polarni télisko (jaderna maturace) a oocyt je zastaven v MII fazi. PfestoZe jaderné maturovany
oocyt muze byt oplodnén, nemusi byt zcela vyvinut a mize postradat nékteré cytoplazmatické
faktory nutné pro dokonceni svého vyvoje. Pribéh tplného vyvoje tedy zahrnuje synchronni
jadernou a cytoplazmatickou maturaci.

Pribéh jaderné maturace lze rozdélit na nékolik déja, které na sebe navazuji- jsou to
ziskani meiotické kompetence, dokonceni meidzy I a transice (pfechod) do meidzy II, vznik
meiotického aparatu v obou meiotickych délenich a metafdzovy II arest. Nasledujici krok
maturace zacind az ve chvili, kdy je predesly dokoncen a o pribéh jednotlivych etap cyklu se
staraji rizné faktory, které maji velmi ¢asto kindzovou aktivitu. U jednotlivych sav¢ich druhii

se maturace trochu li$i, jednd se predevSim o odliSnosti v nacasovani jednotlivych dé&ji.

vvvvvv

4.1. Ziskani meiotické kompetence

Savéi oocyty jsou zastaveny v ovaridlnich folikulech ve stadiu diplotene prvni
meiotické profaze, kterd se rovnéZz nazyva stddium germindlniho vacku (GV). Nasledujici

stimulace davkou luteizacniho faktoru v pribéhu estralniho cyklu reiniciuje meidzu



rostoucich oocytli. Znovuzahdjeni meiotick¢é maturace je spojeno s rozpadem geminalniho
vacku (GVBD- germinal vesicle breakdown), nasledovaného kondenzaci a reorganizaci
chromatinu. Tyto skutecnosti vedou k zformovani metafdzového délictho vieténka a
nasledujicimu dokonceni prvniho meiotického déleni, Po vstupu do druhé¢ho meiotického
déleni jsou oocyty zastaveny v metafazi Il do fertilizace ¢i partenogenetické aktivace.

Spoustécem pro zakonceni meidzy je preovulacni davka LH (luteizaéniho hormonu).
Nicméné, jsou-li oocyty pfemistény z ovaridlnich folikulii do kultury, meiotickd maturace
probéhne za absenci gonadotropinu. Schopnost dokoncit meidzu spontanné neni patrné vlastni
vSem oocytim, ale zda se, Ze je spojena s jednim typem homogenni bunécné populace v
arestu prvni profaze meidzy. Vysledky pokusti na mysich (Sorensen and Wassarman, 1976),
potkanech (Braw et al., 1981), krélicich (Jelinkova et al., 1994), skotu a prasatech (Motlik et
al., 1986) ukazuji, ze tato schopnost je ziskana nahle béhem oocytarniho riistu. Ve spojitosti
s timto faktem jsou oocyty schopné a neschopné dokoncit meiotické d€leni jinak oznaCované
jako rostouci a plné vzrostlé. Rostouci potkani oocyty nejen Ze nejsou schopny dokoncit
meidzu spontanné, ale ani pod vlivem hormonalniho stimulu.

Rovnéz zmény v mikrotubularni morfologii a aktivit¢ mohou hrat dilezitou roli
v dosazeni meiotické kompetence. Akompetentni oocyty obsahuji nefosforylované
mikrotubul-organizujici centrum (MTOC) s interfazni siti mikrotubulti vyristajicich z tohoto
centra. Na druhou stranu zastavené kompetentni oocyty maji MTOC fosforylované,
s mnohem krat$imi mikrotubuly, které¢ jsou lokalizovany perinuklearné (Wickramasinghe and

Albertini, 1992).

4.1.1. Biochemické zmény béhem rustu oocytu

V rastové fazi oocytl jsou nékteré vznikajici mRNA zabaleny do ribonukleotidovych
Castic. V této form€ je mRNA chranéna proti nukleolytické degradaci a zlstava uskladnéna
v cytoplazmé do doby, nez je pouzita k pfepisu v pribé¢hu maturace nebo ranného
embryonalniho vyvoje. Timto problémem se bude zabyvat predev§im nésledujici kapitola.

Hlavni zmény pii vyvoji oocytli se tykaji molekul kontrolujicich bunécny cyklus.
Tyto molekuly a jejich ucinky nejsou u jednotlivych druhti totozné. Meidza, ale i mitdza, je
fizena MPF-Kindzovym komplexem, ktery je tvofen regula¢ni podjednotkou a podjednotkou
katalytickou. Centralni katalytickou podjednotkou matura¢niho faktoru MPF je molekula
p34cdc2 (viz déle) kterd patii mezi tyrosin kindzy. U rostoucich mySich oocytl je jeji vyskyt

uzce spojen s jejich schopnosti podstoupit rozpad zarode¢ného vacku (GVBD). Kromé tohoto



aktivatoru se predpokladd ptitomnost dalSich faktori umoziujicich oocytim podstoupit
GVBD. Znovuzahdjeni meiézy miize byt tedy zaptic¢inéno bud’ poklesem funkce inhibitor
vlivem folikularniho prostfedi jako vysledek uzavieni gap-junction mezi folikularnimi
buiikami a snizenim koncentrace cAMP ¢i jinych inhibi¢nich molekul v oocytech, ptipadné
miliZze byt reiniciace meidzy zahdjena pozitivnim signalem, ktery je siln€j$i nez signdly pro
pokraovani meiotického arestu. Procesy vedouci k znovuzahdjeni prvniho meiotického
déleni nejsou jeste zcela znamé.

Hypotéza, ze rostouci oocyty neschopné dokoncit meidzu, jsou deficientni
v dalezitych regulacnich faktorech umoziujicich dokoncit meidzu, p34cdc2 ¢i cyklinu B,
v ptipad¢ prasecich oocytl vyvratili Christmann et al. (1994). Koncentrace obou podjednotek
v nekompetentnich a kompetentnich prasecich oocytech je totozna. Podobné vysledky byly
obdrzeny v ptipade potkanich oocytii (Goren et al., 1994). U mysi je situace ponckud odlisna,
zatimco koncentrace cyklinu B se v poslednich fazich vyvoje neméni, syntéza a akumulace
p34cdc2 se zvySuje (Chesnel and Eppig, 1995). U rostoucich mySich oocytl je tedy
koncentrace katalytické podjednotky MPF limitni faktor pro jeho schopnost dokonc¢it meidzu.

U téch rostoucich oocytl, jejichz exprese p34cdc2 a cyklinu B je stile stejnd, mize
byt meiotickd kompetence reprezentovana nedostatkem regula¢nich molekul zodpovédnych
za aktivaci MPF. Tento pfedpoklad je pravdépodobné nejvice platny pro rostouci praseci
oocyty, které se projevuji nulovou histon HI1 kindzovou aktivitou, prestoze piepisuji
maximalni mozné mnozstvi obou podjednotek MPF. Diikaz existence regulacnich elementt,
které kontroluji dosazeni meiotick¢é kompetence byl zkoumdn pomoci kyseliny okadaické
(okadaic acid, OA), specifického inhibitoru proteinové fosfatazy 1 a 2a, ktery indukuje
GVBD v prasecich, mySich a krysich oocytech. Z tohoto pokusu vyplyva, ze aktivita MPF
v inkompetentnich oocytech je ovlivnéna negativni regulaci proteinem citlivym na ptitomnost
2A fosfatazy (Christman et al., 1994).

Mechanizmy vedouci k iniciaci maturace oocytii nejsou u jednotlivych savcich druha
stejné, coz bylo dokdzano pomoci riznych inhibitord, které mély u riznych druhii rizné
ucinky. Naptiklad u mysi byl vstup do metafaze inhibovan nariistem AMP, coZ zpusobilo
inhibici cyklické nukleotid fosfodiestrazy, ¢i inkubaci stejného stddia v médiu obsahujiciho
cyklicky dibuthyryladenosinmonofosfat (dbcAMP), zatimco hovézi oocyty dozravaly do MII
faze bez vyjimky (Fulka et al., 1993).

Cas potiebny k vyvoji oocytii z G2 faze do MII fize je u jednotlivych druhii znaéné
odli$ny. Naptiklad mysi, potkani a krali¢i oocyty vyzaduji 10-12 hodin, oocyty skotu 20hodin

a praseci 36-40h. Pro urceni vlivu jadra, cytoplazmy, ptipadné jejich kombinace na bunécny



cyklus byly provedeny pokusy s fizemi oocytti odlisnych druhti. Experimenty ukazaly, ze ve
vSech moZznych kombinacich fuzi byl cas pottebny kdosazeni GVBD urceny
komponentem fiznich partnert s krat$im pozadovanym ¢asem (Fulka Jr, 1983).

V dalsich pokusech byly fuzovany prasec¢i a mysi karyoplasty s germindlnimi vacky
s minimalni cytoplazmou s neporusenymi oocyty s G2 zastavenymi oocyty od opacného
druhu (viz obrazek 1). Pfi fuzi neporusenych nevyvinutych G2 arestovanych oocytti od obou
druht doslo po 6 hodinach v ptipadé obou oocytii k GVBD. Stejny piipad nastal po fuzi
mysSiho germindlniho vacku s prase¢im karyoplastem. Naopak po flizi prase¢iho germinaliho
vacku s mysim karyoplastem k GVBD nedoslo. Z téchto pokust Ize usoudit, ze je GVBD
koédovano pouze cytoplazmou. Ze tomu tak neni ukazal posledni pokus, kdy byl zfiizovan
praseci oocyt s mySim cytoplastem. V tomto ptipadé doslo k GVBD az po 10 hodinich.V
poslednim pokusu byly vysety mySi oocyty a cytoplasty na médium zhruba ve fazi MII. MPF
byl ptitomen v obou slozkéach, nicméné degradace kindzového komplexu probihala rychleji

v enukleované ¢asti.
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Obrazek 1.: Flze oocytl- P-Gv praseci germinalni vacek, M-GV mysi germindlni vacek,

vpravo stav v kultufe po 8 hodinach (Fulka, 1983)

Z téchto pokusti odvodil Fulka (1983) tyto zavéry: Cas potiebny k dosazeni GVBD u
riznych druht odpovida predevsim casu pozadovanému k aktivaci pre-MPF (napt.u mysi)

nebo syntéze nové regulacni podjednotky MPF (u primath a kopytnatct). Tato



cytoplazmatické regulace je t€Zko modulovatelnd jadernymi komponenty které urcuji stabilitu
MPF-komplexu.

Knobil and Neill (1988) provedli dalsi pokusy tykajici se vlivu poméru velikosti
cytoplazmy k jadru. Ty oocyty, kterym byla odebrdna polovina cytoplazmy, prodélavaly
GVBD se stejnym procentudlnim zastoupenim jako normalné velké oocyty, nicméné s asi
dvouhodinovym zpozdénim. Oocyty se ¢tvrtinovou cytoplazmou mély zpozdény GVBD o 4
hodiny a vétSinou netvofily pdlové télisko. Vytvofené karyoplasty obsahujici miniméalnim
mnozstvi cytoplazmy neprodélaly GVBD nikdy, nicméné jadro zlstalo neporuseno a
vytvéafelo znané¢ kondenzovanou formu. Pro vyvoj oocytu a pfedev§im pro moznost
podstoupeni GVBD je tedy velmi dilezity pomér velikosti cytoplazmy vici jadru, tento

pomér zhruba odpovida vzrostlym oocytiim a jejich schopnosti tento proces prodélat.

4.1.2. Regulace proteinové syntézy

Syntéza proteind je zodpoveédnd za maturaci oocytll a jejich ranny vyvoj, ale mnoho
organizml vyuziva i k pocatecni syntéze proteind transkriptl, které jsou syntetizovany jiz
v priabéhu oogeneze. Tyto transkripty jsou druh od druhu velmi odlisné. Jeden z mechanizmil
mozné kontroly pfepisu mRNA oogonii je kontrola jejich délky Zivota, a to urovni jejich
polyadenylace na 3 ’konci. Jedna tiida m-RNA je v pribc¢hu oogeneze inertni a transkripéné je
aktivovana az béhem transice z profaze I do metafaze II. Pro regulaci polyadenyla¢niho
signalu jsou nezbytné dva faktory: jaderny polyadenylacni signdl (AAUAAA) a na uracil
bohaty (U- rich) cytoplasmaticky polyadenylacni element (CPE) (Vassalli and Stutz, 1995).
Sekvence CPE a jeho relativni poloha k jadernému polyadenyla¢nimu signalu ovliviiuje
intenzitu a na¢asovani polyadenylace.

Post-transkripéni regulace exprese gent je ovlivnéna dvéma hlavnimi modulaénimi
systémy: cilenou degradaci m-RNA a kontrolou jeji transla¢ni aktivity. Polo¢as rozpadu se u
riznych m-RNA znacné 1i8i- od n€kolika minut az po n¢kolik dnt, coz zavisi predev§im na
specifickych endonukledzach. Molekuly m-RNA jsou pfed témito molekulami chranény
5 metylguanosinovymi ¢epickami a 3'polyA konci, které spole¢né interreaguji a kontroluji
stabilitu a odbouravani ptislusné m-RNA. Zkraceni polyA konce a 5’dekapitace umoznuje
exonukleolitickou degradaci mRNA nasledovanou masivnim poklesem koncentrace mRNA
molekul. Na druhou stranu prodlouzeni polyA 5konce degradaci zabratuje a zvySuje stabilitu
mRNA. 51 3’konec rovnéz ovliviiuji regulaci translace- mRNA s velkou homologii bazi na

obou koncich formuji stabilni sekundarni strukturu, kterd znemoziuje translaci. Translac¢ni



aktivita je naopak posilena prodluzovanim polyA konce, které mize byt zapfic¢inéno vazbou
polyadenyla¢niho vazebného proteinu (polyadenylation binding protein) PABD a
specifického translacniho faktoru eIlF4F (ovlivnéni ptepisu viz obrazek2) (Vassalli and Stutz,

1995).

polvAtail shotening polyA tail elongation

Decreased RNA stability
Decreased
translational activation

Obrazek 2.- zkraceni polyA konce zplsobuje pokles stability RNA a pokles jeji transkripéni
aktivity, prodlouzeni polyA konce tyto vlastnosti naopak zvétSuje, (Coding region- kddujici

oblast, 5’cap- 5'Cepicka) (Vassalli and Stutz, 1995)

Translace transkriptii kddujicich proteiny regulujici bunécny cyklus (cykliny a c-mos)
je kontrolovéana polyadenylaci. Syntéza téchto proteind je velmi pfisné kontrolovana. m-RNA
kédujici tyto proteiny je piitomna v pln€ vzrostlych oocytech i v pribéhu maturace a po
oplozeni, ale uroveii jejich piepisu se v prib&hu téchto fazi velmi lisi. Naptiklad koncentrace
cyklinu Al je v oocytech velmi nizka a nariistd v priitbéhu maturace, zatimco cykliny B1 a B2
se v oocytech vyskytuji hojné (Kobayashi et al., 1991).

Sheets et al. (1994) zkoumali moZnost, Ze je translani aktivace m-RNA kodujici
hlavni regulacni proteiny béhem maturace ovlivnénd cytoplazmatickou polyadenylaci, a to
pomoci méteni délky polyA fetézcii v riznych Casech po ovlivnéni oocytli progesteronem.
K monitorovani délky polyA fetézce byla isolovdna veskerd m-RNA, kterd byla
komplementarné spojena s 200 nukleotidovym poly(T) fetézcem DNA. Délka polyA fetézce
byla identifikovdana Western blotingem. Vysledky ukazaly, Ze rozdilnd délka poly-A fetézct

se podilela na odliné délce zivota pfislusSnych molekul: délka polyA c-mos a cyklinu Bl
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vzrostla o 70-220 nukleotidi 4 hodiny po dévce progesteronu, zatimco cykliny B2 a A1 mély
mezi 80 a 100 nukleotidy vice po 5 hodinach. Cyklinové molekuly si zachovavaji délku
polyA fetézce jesté v 2 bunécném embryu, zatimco c-mos polyA se zkrati jesté v prubchu
maturace a v zcela deadenylované formé se vyskytuje po fertilizaci.

3’konce v sobé maji obsazenu informaci, ktera je nezbytnd, nicméné dostacujici pro
regulaci své polyadenylace. Pro dikaz této schopnosti byl proveden pokus, ve kterém byly do
oocyti vpraveny RNA obsahujici pouze 100 nukleotidii své 3’koncové casti. Po jejich
op¢tovné izolaci a zméteni délky poly(A) fetézce bylo zjisténo, Ze jsou stejné dlouhé jako u
jejich normalné dlouhych ekvivalentli (Sheets ef al., 1994).

Ovlivnéni translace polyadenylaci ptislusné m-RNA byla zkoumdna inzerci genu pro
luciferazu do kodujici oblasti pfislusného genu, syntézou m-RNA in vitro a jeji injikaci do
oocytu. Urovei aktivity luciferazy v maturovanych oocytech byla rovna urovni aktivity
v oocytech nematurovanych. Vysledkem pokusu bylo zjisténi, Ze 3'konec stimuloval ptepis
ptislusné m-RNA v zavislosti na urovni polyadenylace, tedy translace byla ovlivnéna délkou
poly(A) tetézce (Sheets et al., 1994).

Zajimavym faktem je, Ze proteinova syntéza je ovlivnéna predevsim 3 koncem, kdyz
zac¢ind na konci opa¢ném. Jedna hypotéza tvrdi, ze 3'konec indukuje tvorbu cepicky na
5’konci, na ¢emz se podili nejen zminénd Cepicka, ale i jiné ¢asti na 3’konci. Pfesné

mechanizmy téchto regulaci jsou zatim nezndmé.

4.2. Dokonceni meiozy 1

Vyvoj GVBD inkompetentnich oocytii na kompetenti se ned&je nahle ¢i v rychlych
krocich, ale zahrnuje nékolik mezistadii, ve kterych meidza dospéje do metafaze I, ale jesté ne
do anafaze. Po oplodnéni mySich oocytl zastavenych v metafdzi I dojde k dekondenzaci
chromatinu a z oplozenych vajicek se vyvinou triploidni blastocysty. (Eppig et al., 1994).
Z tohoto pokusu lze usoudit, ze cytoplazmaticky vyvoj ma vétsi vliv na vyvoj oocytu a jeho
aktivaci v porovnani s vyvojem jadernym. Tento zavér ovSem neni podle nésledujiciho
pokusu (Kono et al.,1996) spravny. Transplantace jadra znematurovaného oocytu do
cytoplastu plné vzrostlého oocytu zptisobila vyvoj do metafdze II, ale po oplozeni nedoslo k
dekondenzaci spermie ani k tvorbé samc¢iho pronukleu. Po pienosu jadra z pln€ vzrostlého
oocytu (Metll) do cytoplastu z oocytu ve stadiu metafaze II byl pritbéh po fertilizaci normalni.

Z toho plyne, ze uplnad diferenciace jak v jaderném, tak v cytoplazmatickém vyvoji je
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nezbytna pro ziskani schopnosti dokonceni meoitického déleni, a to jak u mysi,tak u jinych
savcd.

U mysi pfi fuzi rostoucich s plné vzrostlymi oocyty vznikd po zvySeni koncentrace
MPF odpovéd’ ve formé normalniho podstoupeni GVBD a kondenzace jes§té¢ nematurovaného
oocytarniho chromatinu (Balakier and Czolowska, 1977). Rostouci oocyt, pokud je zfiizovan
s pln¢ vzrostlym oocytem v MII fazi, tedy odpovidd na zvySenou koncentraci MPF
kondenzaci chromatinu, u rostouciho oocytu zfizovaného s jinym v MI fazi tomu tak ale neni.
V tomto piipadé zlstdva jadernd membrana rostouciho oocytu nezménéna, zatimco
metafdzové chromozomy kondenzuji, pfestoze jsou vtéto podobé uzavieny jadernou
membranou (Fulka et al, 1986). Pro¢ je vtomto piipadé zabranéno rozpousténi jaderné
membrany, neni doposud jasné.

Na kone¢ny vyvoj oocytti maji vliv dalsi latky, jako FSH (folikul stimulujici hormon),
rustovy faktor ¢i estrogen, v pozd¢jSich fazich vyvoje také LH (luteiza¢ni hormon).

Jestlize je mnoho oocytll v priubcéhu stimulace FSH vyvinutych, jak je mozné, ze
vétSinou pouze jeden podstoupi GVBD? Zda se, Ze ten folikul, ktery je schopen vyprodukovat
nejvice estrogenu jako odpovéd na FSH je ten, ktery dokonci maturaci, zatimco jiné
degeneruji. V téch sadach folikuli, které¢ odpovidaji na FSH, se zacnou délit jejich kumularni
bunky, a dale za¢nou produkovat velké mnozstvi receptort pro luteiza¢ni hormony na svych
povrchovych bunkach, které po ptijeti signdlu za¢nou produkovat estrogen. Estrogen ma dva
odlisné vlivy na recepci FSH. Na jednu stranu snizuje sekreci FSH, na druhou stranu zvySuje
koncentraci FSH receptorti na folikularnich bunkach. Tudiz, ¢im vic estrogenu bunky
produkuji, tim maji vic FSH receptort a pfijimaji signdly i za snizujici se koncentrace FSH.
V prib¢hu postupného snizovani koncentrace tohoto hormonu se mohou nadéle vyvijet pouze
ty folikuly, které maji dostatecné mmnozstvi pfislusnych receptorti, respektive produkuji
dostate¢né mnozstvi estrogenu (Sorens and Wassarman, 1976).

Jak se podili LH na znovuzahdjeni mitozy? Jako odpovéd na tuto otazky byla
studovana povaha proteinli meiotického bloku. Stejn¢ jako u obojzivelnikl je u savcl
zastaveni mitdzy nezbytné dilezité, protoze v této fazi probihd rast oocytl, diferenciace
struktur specifickych pro oocyty a oocyt nabyvd schopnosti dokonc¢it meidozu (Sorens and
Wassarman, 1976). Experimenty dokazaly, ze oocyty ve folikulu, in vivo i in vitro,
nepodstoupi maturaci, nejsou-li ovlivnény gonadotropinem, zatimco oocyty vyjmuté
z folikuld meidzu dokoncuji spontanné i bez pritomnosti hormonalniho stimulu.

Zda se, ze meidza je normdln¢ inhibovana folikularnimi bunikami a mubze byt

znovuzahajena gonadotropiny. Hypotéza, Ze folikularni bunky jsou dilezité regulatory
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meidzy, je posilena objevem komunikace granuldéznich bunck s oocytem, a to diky gap
junction, které umoziuji pfechod malym molekuldm mezi témito buitkami. Samice mysi
deficientni v proteinech gap junction jsou sterilni, jejich oocyty jsou neschopné maturace
(Simon et al., 1997).

Gonadotropiny mohou zapfi€init ztratu komunikace mezi folikularnimi bunikami a
oocytem a ta miize byt ptri¢inou reiniciace mitdzy. Zda se, ze folikularni buniky jsou zdrojem
oocytarntho cAMP, protoze zmény v koncentraci cAMP ve folikulech odpovidaji zménam
koncentrace v oocytu. Tento objev vysvétluje, pro¢ oocyty zlstadvaji v meiotickém arestu,
dokud jsou obklopeny folikularnimi bunkami, zatimco dokoncuji meiézu jsou-li tohoto obalu
zbaveny.

Davka gonadotropinu mlize zna¢né snizit koncentraci cAMP v folikularnich bunkach,
coz zpusobi syntézu kyseliny hyaluronové, kterd zapti¢ini mechanickou zabranu kontaktu
mezi buiikami folikulu a oocytem (Larsen et al. 1986). Uzavienim kanali umoziujicich

pritok cAMP z folikuldrnich bun¢k do oocytl dojde v oocytech k znovuzahajeni meidzy.

4.2.1 MPF a dokonc¢eni meidzy I

Existenci maturation promoting factoru (MPF), spojeného s prechodem z faze G2
arestu do M faze byla poprvé dokézana na zabich oocytech. (Masui and Markert, 1971). Dalsi
experimenty demonstrujici narast fosforyla¢ni aktivity v bunikach po aplikaci MPF dokézaly
skute€nost, ze tento faktor ma kindzovou aktivitu a je sloZzen ze dvou podslozek s vahou 34 a
45 kDa.

PIn¢€ vzrostlé oocyty jsou stimulované druhove specifickymi signaly (napt. hormony ¢i
oplodnéni), které se objevuji od faze G2 arestu do M faze. V tomto obdobi obsahuje jejich
cytoplazma MPF a i v ptipadé absence proteinové syntézy vede u oocytll zastavenych v G2
hormonalni stimulaci, je proteinova fosforylace, ktera je spojena s naristem protein-kinazové
aktivity. Aktivita MPF se v prib&hu bunééného cyklu méni v zavislosti na jeho stupni.

MPF se skladé ze dvou podjednotek:

1. Malé podjednotka MPF p34 Cdc2 kinaza :

Malé podjednotka MPF patii mezi proteinkinazy a po své aktivaci mize fosforylovat
rizné jiné proteiny. Jednim zcili MPF je histon HI1, ktery obklopuje DNA.
Fosforylace tohoto proteinu vede k chromozomalni kondenzaci, piipadné¢ dalSimu

jadernému vyvoji. V prib¢hu 15 minut po pfidani MPF se tfi hlavni laminové proteiny
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(A, B a C) jaderného obalu hyperfosforyluji a béhem dalSich 15 minut dojde k jejich
depolymeraci a jaderny obal zanika (Miake-Lye and Kirschner, 1985). Purifikaci MPF
kindzy v in vitro systému byla dok4zéna fosforylace a naslednd depolymerace proteint
jaderného obalu (Ward and Kirschner, 1990). Ttetim cilem MPF je RNA polymeraza
(Cisek and Corden, 1989) a fosforylace RNA polymerazy, kterd mtze byt zodpovédna
za inhibici transkripce béhem mitézy, Cctvrtym pak regulaéni podjednotka
cytoplazmatického myozinu. Ten je po fosforylaci inaktivovan a tudiz neschopen svou
ATPasovou funkei fidit aktinovd filamenta podilejici se na bunécném déleni
(Satterwhite et al., 1992). Inhibice myosinu b¢hem ranych stadii mitdézy mize
zabranovat bunéénému déleni do té doby, nez jsou chromozomy zcela oddéleny.

Mala podjednotka MPF byla v prib&éhu evoluce zna¢né konzervovana a patii
mezi nejvice identické mitdézu-indukujici fosfoproteiny. Po inzerci lidského genu
kédujiciho protein  shodny s malou podjednotkou MPF Xenopus laevis do
kvasinkového genomu doslo k déleni u cdc2 deficientnich jedincti (Solomon, 1993).

2. Velka podjednotka MPF-Cyklin B

vvvvvv

produkt cdcl13 genu, 56 kDa protein p56cdcl3. Tento gen byl klonovan a bylo
zjisténo, ze se jeho kodujici sekvence velmi shoduje se sekvenci genu kéddujiciho
cyklin B proteiny nalezené u fady jinych druhti (Goebl and Byers, 1988; Solomon et
al., 1988). Cykliny B prokazuji v pribé¢hu bunééného cyklu periodické zmény ve své
koncentraci, nejvyssi je v pribéhu S faze a k jejich degradaci dochazi béhem mitozy.
Cykliny jsou ¢asto kddovany mRNA uskladnénymi v cytoplazmé a jestlize je jejich
translace selektivné inhibovand, bunécny cyklus je pozastaven a buitka nedosdhne
stadia mitézy (Minshull et al., 1989). Cyklin B spole¢né s cdc2 kinazou tvoii MPF
komplex. Cyklin B umoziiuje fosforylaci cdc2 podjednotce na zbytcich threoninu 14,
tyrosinu 15 a threoninu 161. Fosforylace na zbytku T-161 je nezbytna pro aktivitu
MPF, zatimco T-14 a Y-15 ji inhibuji. Kdyz tedy dojde k fosforylaci na téchto
pozicich, kinaza zlistava inaktivni, nicméné potencialn¢ funkéni. Tyto potencionalné

funkéni MPF molekuly akumuluji v pribéhu pozdni S faze.

4.2.2. Regulace aktivity MPF

Fosforylovana forma p34cdc2 pritomnd v G2 zastavenych hlodav¢ich oocytech

mizi 2 hodiny po znovuzahdjeni meidésy a v prubéhu metafaze Il se jeji koncentrace jiz
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neméni (Goren and Dekel, 1994). Aktivita H1 kinazy, ktera je vysokd béhem metafaze I a II
klesd po vylouceni polového téliska. U maturujicich sav€ich oocytl tedy defosforylace
p34cdc2 spousti jeji aktivaci po vstupu do prvni metafiaze. Na druhou stranu na aktivitu MPF
nema vliv dalsi fosforylace ¢i defosforylace p34cdc2 podjednotky. Mechanizmus zodpovédny
za zménu kindzové aktivity neni doposud znamy. Nasledujici obrazek 3. ukazuje moznou

kaskadu aktivace p34cdc2, popis viz dalsi text.

Decreased [cAMP]

PN

P N
PN

T T

PTPase inactive PTPase active

P N

(dec""*Q kinase inactiwe} [ p3dede? kinase active }

P N

Meiotic
arrest

Resumption
of meiosis
(M)

Obrazek 3. Mozna kaskéda umoznujici aktivaci p34cdc2 v savéich oocytech, PKA: cAMP-
dependentni protein kindza, PTPase- protein tyrosin fosfataza (Goren and Dekel, 1994)

Goren a Dekel (1994) zkoumali souvislosti koncentrace cAMP a p34cdc2 kindzové
aktivity na oocytech inkubovanych v pfitomnosti vanadatu, ktery znemoziuje defosforylaci
na MPF a tudiz i jeho aktivaci. Tyto experimenty ukazaly, Ze i pfes to, Ze byla vétSina oocytl
v meiotickém arestu, koncentrace jejich cAMP byla srovnatelnd s koncentraci u oocytl
v GVBD. Tyto pokusy tedy ukézaly, Ze sniZeni intracelularni koncentrace cAMP je hlavni,
nikoli vSak nutnou podminkou pro znovuzahijeni meiézy. cAMP vsak slouzi jako inhibitor
MPF aktivace. Jednou aktivované oocyty jiz nejsou nadale citlivé k opétovnému zvySeni jeho
koncentrace. Bylo zjisténo, Ze regulacnim cilem pro cAMP neni exprese p34cdc2, ale post-

transla¢ni modifikace této molekuly.
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Inhibitor PKA (cAMP aktivovand protein kindza), miize indukovat maturaci u izobutyl
metyl xantininu zastavenych oocytli (IBMX, inhibitor cyklické nukleotid fosfodiesterazy,
zpuisobuje nartst koncentrace cAMP). Aktivovana PKA tedy zprostiedkovava negativni vliv
cAMP na vyvoj meidzy. Dalsi experimenty ukazaly, Ze biochemické reakce spojené s cAMP
aktivovanou PKA jsou diilezité prvky regulace u sav¢ich oocyt (Bornslaeger et al., 1986).

Dalsi ¢lenové proteinové kaskady vedouci ke konecné aktivaci MPF nebyly doposud
identifikovany, stejn€ jako protein tyrosin fosfatdza ¢i tyrosin kindza, kterd by byla pfimo ¢i
nepiimo regulovana PKA.

Specifickym typem regulace meiotického bunééného cyklu, ktery umoziuje pokles
aktivity MPF a dokonfeni meidzy 1 v nepfitomnosti p34cdc2 fosfatizy, je neznamy.
Mechanizmy pifedchazejici déjim, které jsou normalné spojené s inaktivaci MPF, jako
dekondenzace chromozémtl, jadernd formace a interfizova reorganizace mikrotubularni sité,

nebyly rovnéz vyjasnény.

4.2.3. Mitogen-aktivovana protein kinaza (MAP Kkinaza) a jeji regulace

Clenové mitogenem aktivovanych proteinti (MAP) jsou serin/threonin proteinové
kindzy, které jsou aktivované fosforylaci na specifickém serinu ¢i threoninu. Po aktivaci
mohou tyto kindzy fosforylovat mnoho dalSich proteind, podobné jako MPF. U mysi byla
prokédzana pfitomnost dvou isoforem tohoto faktoru- 42kDa a 44 kDa. (Sobajima et al.,
1993).

Jak se vlastn¢ liSi regulace meiotického cyklu oocytli od mitotického bunécného
protein kinazy a protein fosfatazy, klicové molekuly jsou pak MPF a dalsi cyklin dependentni
kinazy. V poslednich letech ale bylo zjisténo, ze v pripadé vyvoje oocyti se MAP kindzova
draha od ostatnich bunéénych déleni znacné 1isi.

MOS/MEK1/MAPK/p90rsk signalni drdha reguluje bunécny cyklus kaskadou
fosforylace proteinkindz. MAP kinaza patfi mezi serin/threonin protein kindzy a pro svou
aktivaci vyzaduje fosforylaci na obou podjednotkach. Existuji dva druhy MAP kinaz- ERK1
(p44) a ERK2 (p42), které hraji diilezitou roli v meidéze u savct. (Sun et al., 1999). Pfimym
aktivatorem MAP kinazy je dudlné specifickd protein kindza MEK1 (MAPK kinéza), ktera ji
aktivuje fosforylaci na threoninu-183 a tyrosinu-185 (Crews and Erikson, 1992). Rovnéz
MEK je aktivovéana fosforylaci, jeho aktivatorem je u obratlovci protein MOS, produkt proto-

onkogenu c-mos (podrobnéjsi popis viz dale). C-mos se nachazi v cytoplazmé rostoucich
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oocytll a je prepisovan do proteinu, ktery iniciuje MAPK fosforylacni drahu v pribéhu
maturace.

Prvnim a nejlépe zndmym substraitem MAPK v oocytech je 90-kDA protein kinaza,
p90rsk (ribosomalni S6 kinaza), kterd je aktivovana ERK1/2 in vivo i in vitro fosforylaci na
bunécného cyklu, ktery je aktivovan MAPK signalni drahou. (Bhatt and Ferrel, 1999)

Nacasovani a aktivace MAPK drahy se na rozdil od aktivace MPF u jednotlivych
sav€ich druhii zna¢né 1i§i. U nékterych druhti, jako napiiklad u mys$i a potkanii, MAPK
nepotiebuje pro svou aktivaci jiz aktivovany MPF a tento d¢j probihd samovolné 2 hodiny po
GVBD. Po FSH indukovaném znovuzahajeni meidézy byla aktivita MAPK detegovatelnd 8
hodin poté, zatimco k GVBD doslo az po 12 hodinach (Su et al, 2001).

U vétsich a domestikovanych druhit neni souvislost mezi aktivni MAP kindzou a
GVBD vzdy zcela jasna. V ptipadé praseCich, bovinnich, oslich a kofiskych oocytli jsou
v cytoplazmé akumulovany lipidova granulosa a jadro neni viditelné. Vzhledem k dlouhému
rozmezi délky stadia G2 arestu u odlisnych druhd, které kolisd od 8 po 24 hodin, je pribéh
GVBD asynchronni.

V ptipadé bovinnich oocytl probiha aktivace MAPK a MPF simultanné po 6 hodinach
v kultufe, coz je diive, néZ dojde k GVBD (po 8 hod). V ptipad¢ oslich oocytl byla aktivace
MAPK (10-12 hod) vi¢i MPF a GVBD opozdéna (8 hod), u prasecich oocytil se objevila
mald aktivita MAPK po GVBD (18 hod), k jejimu zvySeni na maximalni hladinu doslo az po
30 hodinach v kultufe, ve stadiu metafaze I. Podobny pribéh aktivace MAPK prokazovaly 1
krali¢i a lidské oocyty (Sun et al., 1999; Yu et al, 2002).

P90rsk je u sav¢ich oocytli ve stadiu G2 arestu ¢astecné fosforylovana mechanizmy
nezavislymi na MAPK draze. K jeji plné fosforylaci dochazi po GVBD a to jiz MAPK
drahou. U doposud studovanych druhii vzristd aktivita MAPK drahy i p90rsk s postupem
meidzy, ve stadiu MI kulminuje a zistava vysoka az do faze MII arestu (Yu et al., 2002; Tong
et al., 2003).

MAPK aktivita neni nutna pro spontanni znovuzahajeni meidézy u oocytl, které byly
zbaveny kumularnich bun€k. V ptipad€ spontanni maturace mysSich a potkanich oocytti doslo
k aktivaci MAPK drahy 2 hodiny po GVBD (Tan et al., 2001). Injekce aktivni MAP kinazy
do germinalniho vacku rapidné zvysila GVBD. Nicméné injekce antisence RNA praseciho c-
mos proteinu, ktery ptisobi proti aktivit¢ MAP kinazy, k inhibici GVBD nevedlo, piestoze
fosforylace (aktivace) MAP kindzy byla zcela inhibovana (Gordo et al., 2001). Pfitomnost

inhibitorti v maturaénim médiu blokuje aktivaci MAP kindzy, a to jak v oocytech s kumulem
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(COC- cumulus oocyte complex), tak v denudovanych (bez kumuldrnich bunék), nicméné
GVBD blokuje pouze v obalenych oocytech, coz vede k zavéru, ze aktivace MAP kinazy je
nutnd pro GVBD COC, zatimco pro denudované neni.

MAPK a cAMP/PKA. GVBD probiha po snizeni aktivity cAMP dependentni protein
kinazy A (PKA). Blokovan mlize byt dybutyryl cyklickym AMP, piipadné isobutyl-metyl-
xantinem (IBMX). Po ptidani téchto ihibitord do kultury s prase¢imi a myS§imi oocyty dochazi
k nariistu koncentrace cAMP a GVBD a aktivace MAPK je inhibovana. Byly-li tyto latky
ptidany do kultury az po GVBD, neprobéhla aktivace MAPK a na MAPK zavislé procesy-
tvorba meiotického vieténka, vylouceni prvniho poélového téliska ani formace MII déliciho
vieténka (Sun et al, 1999). Z téchto vysledkli se usuzuje, ze snizeni koncentrace cAMP je
nutné pro aktivaci MAPK, nicméné k inhibici GVBD dochazi spiSe cestou cAMP/MPF,

protoze aktivovana MAPK neni pro tento déj nutna.

4.2.4. PKC

V soucasné dobé je v savCich oocytech nalezeno celkem 8 izoforem fosfokinazy C
(PKC). Ptestoze je jasné, ze aktivovana PKC inhibuje GVBD u denudovanych mysich oocytt,
jeho role pti dokonceni meidzy u obalenych oocytli zatim neni jasnd. Nékteré vyzkumy
ukazuji, ze farmakologické a fyziologické aktivatory PKC inhibuji nebo zpomaluji
znovuzahajeni meidzy (Fan et al., 2002), zatimco jiné fikaji, ze PKC aktivatory troven
meidzy zvySuji (Coskun and Lin, 1995). Nékteré PKC jsou prepisovany v normalnich mySich
oocytech v pribéhu maturace a minimalné jedna izoforma, PKC9, je fosforylovana pii
znovuzahajeni meidzy a asociovana s meiotickym vietynkem do dokonceni prvniho
meiotického déleni, je tedy mozné, Ze hraje klicovou roli pti piechodu z MI do MII.

Soucasné vyzkumy predpokladaji, Ze ma dokonfeni meidzy souvislost s PKC
aktivovanou signalni drdhou, nicméné blizs$i klasifikace tohoto plsobeni vyzaduje dalsi

vyzkum.

4.3.Tvorba meitotického déliciho vieténka

Oocyty postradaji centrosomy a jejich mikrotubuly polymeruji v ¢astech cytoplazmy,
které se nazyvaji MTOC (mikrotubule organizing centers). Po GVBD je MTOC aktivovan
v sousedstvi chromozémi a mikrotubuly jsou v této oblasti preferencné stabilizovany (Ou and

Rattner, 2004). Nahodné¢ orientované rostouci mikrotubuly jsou poté organizovany do
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bipolarni soustavy kolem chromozémi. Chromozomy hraji diilezitou roli v kontrole velikosti
a lokalizaci vieténka, po jehoz sloZeni se chromozdmy vazi na jeho ekvatoridlni rovinu. Na
skladani vieténka se podili malda GTP4za Ran (Karsenti and Vernos, 2001). Béhem M féaze se
nachazi Ran vazajici GTP v blizkosti chromozémii a aktivuje velké mnozstvi faktor
zodpovédnych za formovani déliciho vieténka.

Obé po sobé nasledujici déleni v pribé¢hu meiotického déleni jsou asymetrické a vedou
k vytvoteni malych dcefinych bunck, kterym se tikd polové. Tato asymetrie je zplsobena
umisténim vieténka v periferii oocytu. MI délici vieténko se zaklada v centru buiiky, na jejiz
v priabéhu metafazového II arestu (Maro and Verlhac, 2002).

Oocyty nemaji centrosomy a d¢lici vieténka postradaji astralni mikrotubuly,
v urovani pozice délicitho vieténka musi hrat roli jiné faktory a mechanizmy, nez je tomu
v ptipad¢ mitotického déleni. Molekularni zaklad téchto déju je stale v oblasti spekulaci.

Dvousroubovicova struktura je nezbytnou podminkou pro spravné oddéleni dvou sad
chromatid béhem bunééného deleni. U sav€ich oocytl neni orientace vieténka urcena
v rannych fazich maturace. Tubulin za¢ind polymerovat do mikrotubuld ve vSech smérech
kolem kondenzovaného chromatinu po GVBD. Teprve po dosazeni MI faze zalinaji
mikrotubuly tvofit orientované bipolarni vieténko, ¢imz se zna¢né lisi od mitézy. (Brunet et
al., 1998).

Prestoze nebyly v pribéhu G2 arestu v oocytech pfitomny zadné mikrotubuly,
imunoblotingem byla zjiSténa pritomnost tubulinu v té samé koncentraci, jako v jinych fazich
maturace. (Josefsberg et al., 2000). Tubulin je tedy u savci pritomen jak v pre-maturujicich,
tak u maturujicich i maturovanych oocytti. Rovnéz B-aktin je pfitomen v oocytech v té samé
koncentraci od stadia G2 po MII (Wang et al., 2000). Hlavni cytoskeletalni proteiny (aktin a
tubulin) v prasecich oocytech jsou syntetizovany b&éhem rlstu oocytl, ale jiz ne u plné
vzrostlych oocytl. Stejné vysledky byly zjistény i u mysi. Signdly zapftiCiilujici polymeraci
mikrotubulil jsou zatim nezndmé.

Molekularnimi mechanizmy tvorby déliciho vieténka se budou zabyvat nésledujici

kapitoly.

4.3.1. Vliv MPF

V pribéhu MI je tvorba vieténka velmi pomaly proces. Jeho kinetika roste s nartistem

aktivity MPF. (Polanski et al., 1998). Prvni uroven aktivity MPF je nutnd pro organizaci
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mikrotubulti do bipolarni struktury, o néco vyssi pro aktivaci kinetochori, coz umoznuje
stabilizaci mikrotubularni sit¢ (Brunet et al., 1998). Aktivita MPF muize neptimo kontrolovat
rovnéz spravnou migraci, pozici a funkénost dé€liciho vieténka. U téch druhd, u kterych zavisi
aktivita MPF na koncentraci cyklinu B (napf. u mysi), ktera se v pribéhu vyvoje méni, pak

veskera regulace formovani déliciho vieténka zavisi na jeji trovni.

4.3.2. MAP kinaza a formovani meitotického aparatu

Znovuzahajeni meiotické maturace je spojeno s intenzivni reorganizaci mikrotubuldrni
sité. V interfazi se dlouhé a relativné stabilni mikrotubuly nachéazeji v celé¢ cytoplazmé.
Béhem mitézy jsou mikrotubuly naopak kratké a méné stabilni a jsou koncentrované
pfedevsim v oblasti kolem déliciho vieténka.

MAPK signalizaéni drdha se dle vyzkumt podili na regulaci mikrotubuldrni
organizace b&hem sav¢i oocytarni meidzy. MAPK je pfitomna ve vieténku a je Castecné
asociovana s MTOC v pélech vieténka a rovnéz v cytoplazmeé (Verlhac et al., 1994).
V mysich a prase€ich oocytech je aktivni MAPK pfitomna v polech vieténka v metafazi a
migruje do jeho stfedni Casti v pribéhu anafidze. Béhem vylucovani polového téliska je
MAPK asociovdna s cytokinetickym kruhem (Hatch and Capco, 2001). P90rsk prokazuje
v praseCich oocytech béhem meiotické maturace stejnou Urovenn bunécné distribuce jako
MAPK.Toto rozmisténi déla z MAPK hlavniho kandidata pro ucast ve skladani déliciho
vieténka a mikrotubularni organizaci.

Aktivace MAPK/MOS kaskady v mySich oocytech v pfipad¢ inhibice aktivity MPF
vede k Castecné dekondenzaci chromozoému a k zformovani mikrotubularni sité (Choi et al.,
1996). Mysi oocyty pod vlivem protilatky proti MOS nevytvaii meiotické vieténko (Zhao et
al., 1991). Diilezit4 role MAPK pfi organizaci mikrotubuld byla dokazéana i u jinych savc¢ich
druhti. Oocyty skotu, do kterych byla vstiiknuta MKP-1 mRNA, MAPK specificka fosfataza,
ktera inhibuje MAPK aktivaci, obsahovaly neorganizované difuzni vieténko (Gordo et al.,
2001). MAPK byla v prase¢ich oocytech lokalizovéana stejné jako y—tubulin, coz dokazuje, Ze
je dilezitd pro tvofeni mikrotubularni sit¢ (Sun et al., 2001). Pokud byla aktivita MAPK
inhibovana latkou UO0126 (inhibitor MAP kinéz), doSlo rovnéz k inhibici chromozémové
separace, tvorby prvniho pélového téliska a MII déliciho vieténka (Lee et al., 2000). Nicméné
bylo dokazéno, ze mysi oocyty deficientni v MAPK aktivit¢ se mohou i nadale délit a

vytvaiet prvni polové télisko (Verlhac et al., 2000).
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Velikostni rozdil mezi dcefinymi buitkami a souvisi s asymetrickou pozici vieténka
pfed cytokinezi. Pohyb vieténka je typickym nasledkem interakci mezi vieténkem a
bunécnym kortexem. U divokého typu mySich oocytii se meiotické vieténko formuje v centru
bukky a migruje k jednomu z péli tésné pred vyloucenim pdlového téliska. Vieténko se
v prib¢hu anafdze jiz neprodluzuje. U oocytli ovlivnénych U0126 se tvoii délici vieténko
centralné¢ a prodluzuje se, ale jiz nedochédzi k jeho migraci, coz vede k tvorbé enormné
velkého polového téliska (Tong et al., 2003). Nekterd vieténka se v U0126 ovlivnénych
oocytech béhem transice z metafaze I do anafdze I natolik prodlouzi, ze vytvoii velkou
strukturu obklopujici celou buniku. Z téchto pokust tedy plyne, ze je MOS/MAP kindzova
kaskada nezbytnd pro vytvofeni normalni morfologie déliciho vieténka a chromozoéma.

Migrace vieténka prvniho polového téliska nezavisi na funkci mikrotubuli, ale
mikrofilamentii, coz bylo dokdzano experimenty s pouzitim nokodazolu ¢i cytochalasinu D.
(Zhu et al., 2003). Tyto pokusy ukazuji, Ze MAPK miiZze kontrolovat rovnéz organizaci
mikrofilamentarni sité, a to moznd pres myosin IIA, molekule hrajici v migraci vieténka,

nicméné piesny vliv MAPK zlistava nejasny.

4.3.3. Lokalizace centromerovvch proteini a jejich asociace s chromozomy a

mikrotubuly

Centromerové proteiny (CENPs) jsou nutné pro pfipojeni chromozémi k
mikrotubullim. Dva typy centromerovych proteinti byly nalezeny i v kinetochorech. Hlavni
funkce kinetochorli spociva v zajisténi spojeni mezi chromozémy a mikrotubuly, tudiz se
podileji na sefazeni chromozému v metafazi a jejich separaci v anafézi.

Centromerni proteiny se d¢li na dvé skupiny:

1. konstitutivni, které¢ jsou pritomny v prubehu celého bunééného cyklu (napft.
NENP-A, CENP-B, CENP-C, CENP-D) (Craig et al., 1999)

2. ptechodné proteiny, které jsou detegovatelné pouze v uritych stadiich
bunécéného cyklu, predev§im v metafazi (CENP-E, CENP-F, MAD1, MAD2,
budl, bud2) (Craig et al., 1999)

V pribéhu celého bunééného cyklu jsou v prasecich oocytech podle vyzkumu Ma et
al. (2003) pfitomny minimaln¢ dva typy CENPs. Ke spojeni mezi CENPs a mikrotubuly
dochazi po GVBD, dokoncuje se v MI fazi a oddéleni nastdvd na pocatku MII faze.

Lokalizace proteinii se méni spoleéné s rozchodem chromozémi a jejich formaci. Timto
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zpusobem je zfejm¢ kontrolovano spravné setfazeni s segregace chromozomii béhem
maturace.

V prasecich oocytech byly nalezeny ptfedevSim dva typy centromernich proteini-
CENP-A a CENP-B. Tyto vysledky jsou odlisné od vyzkumt délanych na mysich a jinych
sav€ich oocytech. V mysich oocytech byly nalezeny pfedevsim CENP-A a CENP-B, zatimco
v lidskych mitotickych buiikdch to byly CENP-A, CENP-B a CENP-C. Mysi oocyty bez
CENP-B byly schopny normalniho pribéhu mitdzy i meidzy (Tomascic-Cheeseman et al.,
2002), zatimco inhibice lidskych ¢i mySich CENP-B v somatickych buiikdch vedla k rozbiti
spojeni centromer béhem interfaze a funkce kinetochorti byla zcela porusena (Bernat et al.,
1991).Zatim neni jisté, jestli je odliSnost v jednotlivych vysledcich zapfi¢inéna odliSnym
druhem, jinym typem bunék ¢i pouzitymi metodami. Funkce jednotlivych typl proteinti
nebyla jesté ptili§ prozkoumana.

Koncentrace CENP-B a CENP-D prudce nartsta po GVBD a nejvyssi trovné dosahuji
ve fazi MII. CENPs jsou tedy syntetizovany nejen v pln€ vzrostlych oocytech, ale i v prib&éhu
maturace, coZz mize byt divodem k jejich upotiebeni v pritbéhu segregace chromozémii (Ma
et al., 2003). Koncentrace jednotlivych centromernich proteini a pfedevs$im jeji zmény nebyly
doposud zkoumany.

Ptestoze nebyly v pribéhu GV staddia v oocytech pritomny zadné mikrotubuly,
imunoblotingem byla zjiSténa pritomnost tubulinu v té samé koncentraci, jako v jinych fazich
maturace (Josefsberg et al., 2000). Tubulin je tedy u savcii pfitomen jak v prematurovanych,
tak u maturujicich i maturovanych oocytd. Rovnéz B-aktin je pfitomen v oocytech v té dané
koncentraci od stadia GV po MII (Wang et al.,2000). Hlavni cytoskeletdlni proteiny (aktin a
tubulin) jsou v prasecich oocytech syntetizovany béhem rustu, ale jiz ne u plné vzrostlych
oocytl. Stejné vysledky byly zjistény 1 u mysi. Signaly zapfi€iilujici polymeraci mikrotubulii
jsou zatim neznamé. Nekteré mohou pochéazet z GVBD.

Kinetochory jsou pro oocyty dualezitou strukturou, kterd kontroluje sefazeni
chromozoémli a zajiStuje spojeni mikrotubuli s centromerami v pribéhu separace
chromozému a tudiz se podileji na spravném zakonceni meidzy. Dysfunkéni kinetochory
nebo porucha ve stavbé CENPs mulze zapfiCinit nespravny prabéh anafiaze a vést
k nerovnomérnému rozchodu sesterskych chromatid béhem bunécného déleni (Brunet et al.,
1999).

Kinetochory jsou v pritbéhu evoluce vysoce konzervované (Rieder and Salmon, 1998),
mezi rozchodem chromozémil u mysi a prasat byly nalezeny velké podobnosti. Mikroinjekce

protilatky proti kinetochoru ¢i centromeram vedla k poruseni spojeni chromozémt v profazi |
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a zapfiCinila nespravné sefazeni chromozémi ve vieténku, coz vyustilo v abnormalni meiézu
(Simerely et al., 1990). CENPs jsou tedy dilezité v fazeni a separaci chromozomii béhem
meiozy.

Motorové proteiny ovliviiuji funkei kinetochorti. VéEtSina motorovych proteinil je s
nimi asociovana a jejich aktivita je spojena s pohybem chromozomti. Motorovy protein Mad 2
usmériuje nespojené kinetochory a prodluzuje prematuracni anafazi do té doby, nez jsou
vsechny kinetochory spojeny s mikrotubuly (Hoffman et al., 2001). Tento protein je pfitomen
na kinetochorech v priib¢hu celé¢ meidzy, a to i ve fazi MII (Kallio et al.,2000). Lokalizace
CENP-E v oocytech je rovnéz odlisna od jeho lokalizace v somatickych butikach, nicméné u
obou typl je dulezity pfi kontrole spravného sefazeni a struktury chromozémi. Jednotlivé
typy CENPs pravdépodobné spolupracuji a i pfes odlisSny mechanizmus jsou dulezité pro

segregaci chromozomt jak pii meidze, tak mitodze.

4.3.4. Koordinace segregace sesterskvch chromatid

Vlastni separace chromosomli béhem mitotick¢ho déleni zdvisi nejméné na dvou
chromosom- asociovanych proteinovych komplexech. Na centromefe musi byt vytvofeny
funkéni kinetochory pro zajisténi spojeni chromatid s opaénymi poly déliciho vieténka. Dalsi
nutné spojeni je mezi centromerou a raménky sesterskych chromatid. Jeho zachovani do
anafaze je nutné pro predejiti nespravného rozchodu sesterskych chromatid.

V porovnani mitdzou, chovani chromozémi béhem meiotického bunééného déleni je
komplexni a nezbytné vyzaduje kinetochorovy kohezni komplex. Prvni meiotické déleni
zahrnuje separaci homolognich, spiSe neZ sesterskych chromatid. Uspé$nd chromozomaélni
segregace v MI fazi vyzaduje specialni kohezni mechanizmy pro zajisténi spojeni mezi témito
homolognimi chromatidami a jejich migraci na stejny p6l déliciho vieténka. (Moore et al.,
1998). Homeotypické déleni je podobné mitotickému, protoze zahrnuje rozchod sesterskych
chromatid. Nicmén¢, protoze MI a MII probihd bez vlozené S faze, pro uspésny rozchod
chromozéma v MII je nutna pfitomnost mechanizmt zajistujicich spojeni chromozému nejen
v anafazi I, ale pretrvavajicich az do anafazell. Tyto mechanizmy jsou vSak stale neznamé.

Koordinace segregace sesterskych chromatid se zkoumd ptedevsim v souvislosti

s hlavnimi poruchami- non-disjunkcemi, které vedou k zdvaznym chorobam.
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4.3.5.Polo-like kinazy

Polo-like kinazy jsou na cyklinech nezavislé serin/threonin protein kinazy, které jsou
dilezit¢ pro bunécny cyklus. Objeveny byly od kvasinek az po savce, vcetné Cloveéka.
Mutantni organizmy s chybnymi polo-like kindzami vykazuji chybny pribéh meidzy i mitozy,
a to chybnou segregaci chromozémt, poruchy mikrotubuldrniho aparatu déliciho vieténka a
bunécného déleni (Glover et al., 1996). Pfestoze je enzymt polo-like kindz vice, obecné plati,
ze se podileji na dynamice mikrotubuldrniho aparatu déliciho vieténka a cytoskeletu obecné, a
jsou piechodné spojeny s fadou mitotickych struktur. Jsou rovnéz dilezit¢é v G2 a M fazi
meidzy 1 mitdzy.

Hlavni charakteristikou vSech Polo-like kindz je pfitomnost fylogeneticky velmi
konzervativni aminokyselinové sekvence na C-terminalnim konci molekuly, ktera obsahuje
ptiblizné 30 aminokyselinovych zbytkll, a je nazvéna polo-box. VétSina Polo kindz disponuje
dvéma polo-boxy, které lokalizuji enzym v buiice a tim zajiStuji jeho spravnou funkci.
Vsechny Polo-like kinazy maji také vysoce konzervovanou N-termindlni oblast, kde se
naléza katalytickd kindzova doména.

Plk1: Polo-like kinaza 1 je dilezitym regulatorem bunécného cyklu, jeji m-RNA byla
detegovana predevsim v proliferujicich buinkach, bunkich nediferencovanych a
embryonalnich tkanich. U dospélych jedinct se téméf nevyskytuje, vyjimku tvoti vaje¢niky a
varlata, tato kindza je tedy nezbytna pro fyziologicky prubéh meidzy.

Polo-like kindza 1 je akumulovana v G2 arestu, v polech déliciho vieténka ve fazi MI
a poté se premistuje do stfedni oblasti déliciho vietynka v anafazi a telofazi I. Plk1 je rovnéz
lokalizovana v MII polech déliciho vieténka a na jeho vldknech v anafazi telofazi II. Tyto
vysledky vedou k zavéru, ze je Plkl hlavnim reguldtorem mikrotubularni organizace a

cytokineze v mysich oocytech (Tong et al., 2002, Yao et al, 2003).

4.4.Transice mezi MI a MII

Charakteristickym znakem meidsy oocytl jsou dvé samostatnd déleni, mezi kterymi
chybi S faze, coz vede ke tvorb¢ jedné haploidni germindlni bunky. Obdobi mezi dvémi
meiotickymi délenimi se nazyva interkineze; oocytim je v této fazi zabanéno vstoupit do
interfdze. Aktivita MPF vtomto obdobi klesa, zatimco aktivita MAPK je zachovédna na
vysoké urovni. Po mikroinjekci protilatek proti MOS a tudiz i zdbrané aktivace MAPK doslo
v mySich oocytech k replikaci DNA (Gebauer et al., 1994). Z tohoto diivodu se predpoklada,
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ze je aktivita MAPK nezbytnd pro zabranéni replikace DNA. V pfipad¢ pouziti oocytii z mysi
deficientnich na c-mos ale dochazi k normalni interkinezi i v nepfitomnosti MAPK aktivity
(Tong et al., 2003).

Vstup do anafaze I je zavisly na dvou klicovych procesech- regulaci MPF aktivity a
vytvoreni prvniho meiotického vieténka spojeného s chromozomy. V pritbéhu prechodu mezi
MI a MII dochazi k poklesu aktivity MPF vlivem ubiquitinové degradace cyklinu B diky APC
(anaphase- promoting complex). U sav€ich oocytli dochazi pouze k caste¢né degradaci
cyklinl v pribéhu anafaze. Bylo-li u krysich oocytil zabranéno opétovné reaktivaci MPF na
konci telofaze, bunécny cyklus se zastavil a nedospél do meidzy 11.

Prechod mezi metafazi a anafazi I, stejné jako faktory a jejich regulace, které ho
zpusobuji, byl doposud zjistén pouze u Xenopus laevis. Mozny vliv cyklin dependentni

kindzy, c-mos protoonkogent u savctl je naznacen v nasledujicich kapitolach.

4.4.1. Supresorova aktivita syntézy DNA

V meiotickém cyklu dospéje oocyt z metafiaze I do metafaze II bez vlozené interfaze.
Zatimco je tento prechod pozadovan pro snizeni ploidie pfed oplozenim, jejich regulacni
mechanizmy jsou stale nejasné. Hypotéz tykajicich se téchto mechanizmil téchto mechanizmil
je nékolik:

1. specifické molekuly-aktivatory, zarucujici tento prechod

2. specifické inhibitory pfedchazejici dekondenzaci chromatinu a jeji replikaci

3. DNA syntéza po metafazi I neprobihd, protoze nedojde k oddé€leni chromatid
Pii fazi replikujiciho se jadra v S fazi s denukleovanym oocytem zstala kondenzace
chromatinu neporusena a DNA replikace se prudce snizila (Fulka et al., 1995). Dokonce i po
odstranéni inhibitorti syntézy DNA trvalo relativné dlouho, nez byla zaznamenana synteticka
aktivita DNA syntdz. Hypotéza je, ze funkce c-mos-mitogen-aktivované kinazy predchazi
dekondenzaci chromozéml po ukonceni metl. Po pfidani inhibitorti této kinazy (napt. 6-
dimetylaminopurinu), dosSlo k normdlni replikaci DNA (Colledge et al., 1994). Replikaci
DNA tedy ptedchéazeji urcité specifické inhibitory (pravdépodobné fosfatdzy) mezi met I a

metll, tyto faktory jsou u riznych druht savet rozdilné.

4.4.2. CDK2
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Cyklin dependentni kindza 2 je aktivovana vazbou cyklinu A nebo cyklinu E a je
vseobecné znama jako kriticky regulacni faktor v mitotickém bunééném cyklu. V meiotickém
cyklu oocyti se aktivace v pribéhu druhé meidzy shoduje s reaktivaci MPF, coz bylo
v pomérné nedavnych vyzkumech dokézali Sigiura et al.(2005) i v pfipad¢ savcich oocytt.

Po wvsttiknuti protilatek proti Cdk2 do maturujicich prasecich oocyti a jejich
nasledovné kultivaci dochdzelo k pomérné castému nezastaveni oocytit v MIl fazi a
zformovani pronukleu. VétSina takto ovlivnénych oocytl netvotila zddné nebo jedno polové
télisko, lze tedy predpokladat, ze se pronukleus tvoiil vzdy mezi fazemi MI A MII. Protilatka
proti Cdk2 patrné inhibuje reaktivaci MPF a s tim spojenou transici mezi prvnim a druhym
meiotickym délenim, CDK2 bude mit tedy funkci spojenou s reaktivaci MPF, ptipadné se
bude podilet na pfechodu mezi MI a MII, a to regulaci urovné degradace cyklinu B inhibici
aktivity APC (anaphase- promoting complex), podobné, jako je tomu u somatickych bunék
(Sigiura et al., 2005).

Zatim neni ptili§ jasné, jestli je Cdk 2 nezbytna pro spravnou maturaci ooctll. Zatimco
prvni vyzkum (Furuno et al.,1997), ve kterém byl pouzit inhibitor Cdk2, p21Cip, ukazuje, ze
je tento faktor postradatelny, druhy (Sigiura et al., 2005) tvrdi piesny opak- tedy ze je aktivita
Cdk2 nutna pro spravnou maturaci oocytd, predev§im pro vstup do druhého meiotického

déleni.

4.4.3. Mos kinazy

C-mos protoonkogen je pfepisovan pouze v samcich a sami¢ich pohlavnich buiikach
(Mutter and Wolgermuth, 1987), ma tedy nezbytnou funkci v meiotickém bunécném cyklu.
Mos je serin/threonin kinaza, kterd byla detekovatelnd v mySich oocytech v pribéhu celé
meidzy. Jeho pfitomnost byla dokdzana u oocytl arestovanych v prvni meiotické profazi,
béhem GVBD, v metafdzi I a Anafazi, stejn¢ jako u oocytl pozastavenych v metafazi II
(Paules et al., 1989).

Mikroinjekce c-mos antisense oligonukleotidi do G2 arestovanych oocytl jim sice
nezabrani vstupu do MI faze ani podstoupeni GVBD, ale takovy oocyt ztraci schopnost
tvorby prvniho polového téliska (Paules et al., 1989). Navic ztrata funkce c-mos vede v téchto
maturujicich oocytech k zabranéni vyvoje do meidzy II a k zabrané kondenzace chromozoému
a zformovani jaderné membrany. Aktivace MPF, ktera je spojena s ptechodem z GV do M
faze, je rovnéz zéavisld na Mos kinaze. Unikatni charakteristiky pfechodu mezi dvéma

bunéénymi délenimi u oocytl, jako karyokineze bez ptitomnosti cytokineze, defosforylace
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inaktivni p34cdc2 a vysokd MAP kindzova aktivita mohou byt zplisobeny vlivem
proteinovych produkt mos kindzy.

Na druhou stranu nasledujici pokusy ukazaly, Zze Mos kindza nezabranuje sav¢im
oocytim vstoupit do intrameiotické interfaize mezi metafazi I a II (Colledge et al., 1994).
Analyzy mySich oocyti smutantnim c-mos genem ukézaly, Ze jejich schopnost
znovuzahajeni maturace a vyvoje z metafdze I do metafaze II je nepozménéna. Nicméné
jejich schopnost arestu v metafazi Il byla casteCné¢ oslabena a vedla ke spontanni
partenogenetické aktivaci. Mos kindza je u mys$i nezbytna pro metafazovy arest oocytd ve
druhém meiotickém déleni pted oplozenim.

Mos patii mezi potencidlni aktivatory MAP kindzové drahy, ale tato funkce zatim

nebyla u Zadného druhu zcela jisté potvrzena.

4.5.Druhé meiotické déleni a metafazovy Il arest

Na rozdil od prvniho meiotického déleni je vstup do druhého velmi podobny mitdze-
MPF aktivita vzroste a vieténko se tvofi rychle. Navic jsou chromozémy II meiotického
déleni identick¢ s mitotickymi chromozomy, tvoii sesterské chromatidy s aktivnimi
kinetochory. Na druhou stranu dochézi k dlouhému pozastaveni oocytll na nékolik hodin (do

oplozeni). Tento metafdzovy arest je zapficinén aktivitou cytostatickych faktort.

4.5.1. Cytostatické faktory

Syntéza a degradace MPF vede k normélnimu pribéhu bunécného cyklu. Dojde-li
k zastaveni degradace cyklinu, MPF zistavd nadale aktivni a buikka je pozastavena
v metafazi, k ¢emuz dochazi béhem oocytarni maturace. Vyvijejici se oocyt zastavi bunécny
cyklus proteiny nazyvajicimi se cytostatické faktory (CSF), které je uchovavaji v metafazi
druhého bunécného déleni. Tyto proteiny zahrnuji produkty c-mos a cdk-2 gend, a zda se, ze
hraji roli v blokovani degradace cyklinu. Pokud nedochézi k této degradaci, MPF je aktivni a
oocyt ziistdva ve stadiu metafiaze. Nartist koncentrace vapenatych iontii pfi oplozeni zpiisobi
aktivaci protedz specificky inaktivujicich CSF. Jsou-li CSF degradovany, miize dojit
k degradaci cyklinu a bunika mize dospét do S faze. Jednim z efektl néarGstu koncentrace
vapenatych iontd je tedy iniciace degradace cyklinu umoziujici butice zacit replikovat DNA
(Miyano et al, 2000). Prib¢h bunétného déleni je kontrolovan aktivitou MPF, ktera je

ovliviiovana cyklickymi rytmy v syntéze a degradaci cyklinu.
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Pro zachovani stabilni struktury déliciho vieténka v pribéhu metafdzového II arestu je
nezbytnd jeho interakce se dvéma proteiny- MISS (MAP kinase-interacting and spindle-
stabilizing protein)a DOCIR (Deleted oral cancer 1 related) (Terret et al., 2003). Oba tyto
proteiny jsou substraty pro MAP kindazu. DOCIR je pfitomen v oocytu v pribéhu celé jeho
maturace, zatimco MISS pouze béhem MII. Neptitomnost DOCIR vede ke tvorbé dlouhého
vieténka, bez MISS se tvofi neorganizovand MII vieténka Casto postradajici jeden z poli.
V obou pfipadech se vytvari normalni vieténko, které se vSak pozdéji stdva neorganizované,
coz potvrzuje nutnou pfitomnost obou proteinli ve vytvafeni spravného vieténka v MII. MISS
1 DOCIR jsou regulovany mnohakrokovou fosforylaci, pfedevsim ptes aktivni MAP kindzu a
dalsi kinazy- napt. MPF. Kooperace mezi MPF a MAP kinazovou cestou, ktera vede
k aktivnim CSF, hraje klicovou roli v metafdzovém II arestu, coz je vlastné znacné

prodlouzend metafaze I1. Pfesna regulace stability MPF zatim nebyla u savct zjisténa.

GVED Fertilization

Prametaphase & metaphase | Metaphase |l arrest |

®OOOOD O
- VAN

MAPK
Obrazek 4. Aktivita MPF a MAPK u mysi v pribéhu maturace oocytii (Verlhac et al., 1994).

5. Kontrolni body bunééného déleni

Checkpointy jsou definované jako mechanizmy, které¢ kontroluji spravné nacasovani
bunééného cyklu a jeho kritické body, jako je spravna replikace DNA ¢i separace
chromozému. Zatimco u somatickych bunek jsou checkpointy diilezitou soucasti bunééného
cyklu, zd4d se, Ze u oocytl a embryi maji mnohem menSi schopnost kontrolovat jisté
abnormality ve svych somatickych ¢astech a vyvijeji se, 1 kdyz maji uréité poruchy ve
struktute DNA, nicméné jejich schopnost opravit DNA je i nadale zachovéna.

Po ozafeni oocytl skotu vinovou délkou 254nm pied zacatkem maturace (Bradshaw et
al., 1995) prob¢hla normalni kondenzace chromatinu bez ohledu na pfitomnost Cci

neptitomnost inhibitor opravnych DNA&z. Na druhou stranu u normalnich somatickych
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bunék dosSlo po ozafeni k zastaveni bunééné¢ho cyklu ve fazi G2. Z tohoto pokusu tedy
vyplyva, ze prechod z G2 do M faze neni u oocytll blokovan UV zatfenim, vyvoj je vSak
mozny pouze do stadia metafaze- dale je totiz blokovan chybami v délicim vieténku.

Po fizi mysich oocytl ve fazi G2 arestu a blastomernich bunék v S fazi doslo
k normalni kondenzaci chromozoémii. (Fulka et al., 1995). Toto stddium oocyti tedy neni
schopno rozeznat replikujici se DNA a podstoupi GVBD 1 v pfitomnosti nezreplikovaného
chromatinu. Rovnéz aktivace MPF nebyla zastavena nezreplikovanou DNA, coz bylo
dokazano fuzi enukleovanych oocyti (bez kondenza¢ni chromozomové aktivity) s S fazi
somatickych bun¢k (Fulka J. Jr, 1998). Checkpointy jsou tedy u plné vzrostlych oocytii
zastavené Ci siln€ inhibované.

Je mozné, ze ziejmy nedostatek DNA zévislych checkpointi u plné vzrostlych oocytl
miiZze byt vysvétlen pritomnosti téchto checkpointii v pozdéjsi fazi vyvoje. Jako dikaz tohoto
nazoru byly pouzity ndsledujici pokusy: Dvé sady chromozoémli v ndhodné fhzovanych
oocytech byly vzdy nalezeny v tom samém morfologickém staddiu, jmenovité¢ dvé metafaze,
dveé anafdze nebo dv¢ telofaze. Je zajimavé, Ze oocyty ve stadiu metafize I fizované s oocyty
ve stadiu anafidze ¢i telofdze I vzdy odpovidaly na signaly zbuniky s vice pokrocilym
vyvojem. Vyvoj z anafaze I do telofdze byl zastaven po fizi ranné metafdzovych I oocytl
s oocyty ve fazi anafaze 1. Fuze pozdni metafdze I a metafdze Il nevedla k zastaveni vyvoje
z MI do Al, zatimco vyvoj MII byl zastaven. Fuze dvou synchronnich oocytl ve fazi metafaze
I pokrac¢oval norméalnim vyvojem (Fulka et al., 1995).

Pro zjiSténi, zda oocyty v pozdni metafazi I rozeznaji poskozenou DNA byly
zfuzovany normalni maturujici oocyty MI s partnerem preinkubovanym v etopsidu (inhibitor
topoizomerazy II, ktery zpisobuje shlukovani chromatinu). Po fazi podstoupily chromozomy
z nepoSkozeného partnera normalni pfechod do anafize telofize a nasledné¢ doslo i
k vylouceni prvniho polového téliska, zatimco preinkubované v etopsidu vytvofily natdhnutou
strukturu ¢aste¢né rozdélenou mezi cytoplasmu a polové télisko (Fulka et al., 1997). Vysledky
téchto pokusit mohou byt interpretovany nasledovné: Pied stfednim metafazovym
checkpointem dochazi ke kontrole a synchronizaci bunééného déleni po fiizi asynchronnich
bunék. Po midle-metafdizovém checkpointu se zda, ze signal pro zahdjeni anafize je
generovan objevi-li se ve stfedni metafizi normdlni Sroubovicovd formace. Tento signal
pronikne celou butikou a prekona vliv veskerych inhibitorti generovany hyperkondenzaci
chromatinu ¢i dalsi Sroubovici DNA z vnikl¢é spermie ¢i experimentalni fizi bunék. U savc¢ich
oocytll tedy nedochazi k inhibici vyvoje pfitomnosti abnormalnich chromozému, nicméné

normalni chromozoémy zajist'uji signal pro iniciaci anafaze.
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Ptechod z metafize do anafize a segregace homolognich chromozoml (prvni
meiotické déleni) nebo chromatid (druhé meiotické déleni) jsou skutecnosti definujici meidzu.
Predpoklada se, Ze v normalnich oocytech zavisi signaly vedouci k segregaci chromozoému jak
na integrité Sroubovice, tak na centromerickych zménach provazejici separaci chromozomii.
Navic je nutnym krokem k ukonceni metatdze degradace MPF . Po zastaveni proteosyntézy
v mySich oocytech cyklohexemidem dosSlo v snizeni aktivity MPF a piechod z metafaze do
anafaze prob¢hl normélné. Na druhou stranu oocyty v metafazi [ kultivované v médiu
s etoposidu pro posilnéni spojeni homolognich chromozémt a pozd¢ji v cycloheximidu dojde
k 12ti hodinovému zpozdéni pii vytvareni polového téliska. V téchto oocytech je MPF
degradace extrémné pomald. (Fulka Jr. et al, 1998)

Podobné vysledky byly obdrzeny po inhibici oocytit metll etopsidem ¢i kolocemidem.
Doslo k inhibici separace chromatid (etopsid) a k absenci normalni Sroubovice vedouci
k inhibici degradace MPF a tudiz k neschopnosti oocytu pokracovat ve vyvoji zmet I 1 II
(Fulka et al., 1994).

Vyzkum checkpointll u vyvijejicich se oocytii neni jesté¢ ukoncen, nicméné je ziejmé,
Ze maturujici oocyty a embrya v ranné fazi vyvoje nejsou schopny rozeznat poSkozeni DNA a

abnormality chromatinu.

6. Vyzkum

Momentalni vyzkum se za¢ind ¢im dal vic orientovat na problematiku maturace
savCich oocytl. Diivéjsi vyzkum se zabyval spiSe maturaci oocytl u jinych druhid- $lo
predevsim o modelovy druh Xenopus laevis. U tohoto druhu jsou velmi Casto zjiSténa i fakta,
kterd u savcil zlstavaji 1 naddle nezndmd. Lze sice predpokladat souvislosti a podobnosti
napiiklad u stejnych regulacnich drah, ale tyto druhy jsou od sebe natolik vzdaleny, Ze
dokonce stejné faktory maji velmi Casto odliSné vlastnosti ¢i konecné misto své piisobnosti.
Fakta uvedend v této praci jsou pouze takovda, ktera byla zjiSténa na savéich druzich-
nevylucuji vSak, Ze u druhu, u kterého nebyla maturace zkoumana, probiha vzdy v této praci
popsanym zplusobem.

s aktivitou MAP kindzové drdhy. Ani vliv téchto kindz na maturaci neni zcela podrobné
zndm- existuji i drobné rozdily v nazorech jednotlivych autorG na tento problém. Rovnéz
nebyla vyloucena moznost pritomnosti jinych, dosud nezjisténych faktorti- naopak se velmi

Casto predpoklada.
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VSeobecné je vyzkum maturace sav€ich oocytl obtizny, protoze v ptirozenych
podminkach probihd v téle samice. V podminkach in vitro je sice snaha co nejvice se piiblizit
skutecnym podminkdm, nicméné stdle existuje moznost piitomnosti faktorti ovliviiujicich
maturaci oocytl in vivo, které jsou nezndmé.

Co se ty¢e vyzkumu lidskych oocytli, zkoumaji se predevSim rlzné€ geneticky
podminéné poruchy, na které ma vliv chybnd maturace oocytli- naptiklad Spatny rozchod
chromozomovych sad, vedouci ke vzniku aneuploidie ¢i polypliodie. DalSim okruhem
vyzkumu je potencionalni schopnost oocytu byt oplozen, piipadné chyby ve vyvoji
zabranujici oplodnéni. V tomto ptipadé se jedna spiSe o cytoplazmaticky vyvoj, moje prace se

mu tedy nevénuje.
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