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Jaderná maturace savčích oocytů 
 

Tato práce má za úkol zmapovat dosavadní poznatky z oogeneze jednotlivých savčích 

druhů, jejich jaderné maturace a chyb v jejím průběhu, nastínit jednotlivé postupy využívané 

při výzkumech  a poukázat na doposud nezjištěná fakta a momentálně zkoumané skutečnosti. 

Má tedy sloužit především jako rewiev, rovněž většina fakt uvedených v této práci byla 

zjištěna z doposud publikovaných článků, které jsou však často týkají příliš úzkých témat a 

souvislosti mezi jednotlivými tématy bývají velmi často nejasné či nastíněné pouze okrajově. 

Hlavním cílem této práce je uvést jednotlivé tématické okruhy do souvislostí, nastínit 

problematiku jaderné maturace z obecnějšího hlediska a uvést do souvislostí maturaci 

jadernou s maturací cytoplazmatickou, která je pro vývoj oocytu stejně nezbytná. 

 

1.Úvod 

 

Zrání (maturace) je proces zahrnující jadernou a cytoplazmatickou složku. Oba tyto 

procesy jsou spojené a jejich načasování je pro další vývoj oocytu a jeho potenciální oplození 

kritické. Začíná v raném fetálním věku, je však zastaven ve stádiu diplotene meiózy 1, ve 

kterém zůstává do doby těsně před ovulací. Po dokončení prvního meiotického dělení a 

vstupu do druhého je vývoj oocytu opět zastaven, jeho zakončení aktivuje vstup spermie při 

oplození. Veškeré načasování jednotlivých dějů je druhově odlišné a specifické. 

Strukturální změny v cytoplasmě zahrnují značný nárůst cytoplazmy a změny 

v morfologii mitochondrií, akumulaci ribozómů a ultrastrukturní modifikace Golgiho 

komplexu. Nejdůležitější jaderné změny se týkají jádra, které prodělá přechod z difusní, 

rozvolněné konfigurace (fibrilogranulární síť) do densní, značně koncentrované podoby, 

tvořené výhradně fibrilárním materiálem. Tyto změny jsou provázeny intensivním nárůstem 

syntézy příslušných RNA, která klesá společně s nárůstem oocytu. Produkty těchto RNA jsou 

velmi často důležité transkripční faktory, nezbytné pro správný průběh cyklu. Další důležité 

změny zahrnují specifické modifikace chromatinu a centrosom-mikrotubulárního systému. 

Téměř vzrostlé oocyty mají 1-5 MTOC (microtubul organizing centrum), změny v jejich 

pozici v průběhu maturace jsou spojeny se změnami v centrozomální fosforylaci. Veškeré tyto 

procesy jsou nezbytné pro správné dokončení redukčního dělení, tedy ke snížení počtu 

chromozómů(Wickramasinghe and Albertini, 1993). 
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 Tato práce se týká především jaderných změn v průběhu savčí maturace, nicméně 

vzhledem k tomu, že jsou veškeré maturační procesy úzce spojené, může docházet 

k částečným přechodům i do témat týkajících se spíše změn cytoplazmatických. Tato práce 

bude rovněž částečně omezena na živočišnými druhy, na kterých byl doposud udělán výzkum. 

Mezi tyto druhy patří především myši, prasata a skot, občas potkani a králíci, výjimečně lidé, 

kde se jedná spíše o zkoumání geneticky podmíněných poruch a nemocí.  

 

2.Meióza 

 

V průběhu vývoje oocytů dochází k redukci počtu chromozómů z diploidního na 

haploidní počet. Tato kapitola ukazuje obecné schéma meiotického dělení, které lze použít na 

všechny živočišné druhy, u kterých probíhá. Toto schéma je rovněž důležité pro bližší 

pochopení následujícího textu, především názvy jednotlivých stádií budou využívány i nadále. 

Meiotické dělení probíhá vždy ve dvou dělicích cyklech, které je možno členit na 

jednotlivé fáze: 

I.redukční dělení (heterotypické) 

A. profáze- dělena na dalších 5 samostatných fází: 

1. leptotene- v buněčném jádře se opticky diferencují jednotlivé chromozómy  

2. zygotene- dochází k vzájemnému přikládání neboli synapsím homologických 

chromozómů, synapse je vytvářena synaptickými bílkovinami, spojené páry se 

nazývají bivalenty 

3.pachytene- nadále pokračuje spiralizace, bivalenty značně zkráceny 

4. diplotene- rozpuštění spojovacího synaptického komplexu, a postupně se oddalují 

sesterské chromozómy. Úplnému rozchodu však zabraňují místa, kde došlo 

k propletení těchto chromozómů 

5.diakineze- postupné oddalování centromerických oblastí homologických 

chromozómů, začínají se rozpouštět jaderné obaly a  vytváří se dělící vřeténko 

B. metafáze- vlákna dělícího vřeténka se přichycují na páry chromozomů, doposud 

spojených v bivalentech. 

C. anafáze- k pólům dělícího vřeténka odcházejí jednotlivé dvouchromatidové 

chromozómy z bivalentů. Z každého páru homologických chromozómů odchází jeden 

homologický chromozóm k jednomu pólu a druhý k druhému. Tímto způsobem dochází 

k redukci výchozího diploidního chromozómového počtu 

D. telofáze- tvorba dceřiných buněk, tato fáze je u různých druhů značně odlišná 
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II.redukční dělení (homeotypické) 

Toto dělení je prakticky shodné s mitózou, zúčastňuje se ho však v každém ze dvou jader 

pouze haploidní sada chromozómů. 

Výsledkem meiotického dělení jednoho výchozího diploidního buněčného jádra jsou 

čtyři haploidní dceřiné buňky, jejichž chromozómy jsou jednochromatidové. 

 

3.Oogeneze 

 

Vývoj pohlavních buněk se u jednotlivých druhů značně liší, především v závislosti na 

počtu produkovaných vajíček v dospělosti jedince. Savci jich obecně produkují menší počet, 

jejich oogonie se v embryonálním vývoji dělí na limitní počet prekurzorových buněk, který se 

již pravděpodobně nezvyšuje. 

 V lidském embryu se rozdělí zhruba stovky oogonií v časovém rozmezí 2-7 měsíc 

fetálního vývoje a vytvoří formaci zhruba 7 miliónů germinálních buněk. Po sedmém měsíci 

jejich počet rapidně klesá. V tomto období většina oogonií zaniká, zatímco ostatní vstupují do 

prvního meiotického dělení (Pinkerton et al., 1961).  Tyto buňky se nazývají primární oocyty 

a vyvíjejí se až do stádia diplotene první meiotické profáze, ve které jsou zastaveny  do 

období puberty. Této fázi se říká G2 arest či  fáze germinálního váčku (viz dále). První část 

meiotického dělení je tedy zahájena již ve fetálním vývoji, ale signály pro jeho dokončení 

přichází nejdříve o dvanáct let později. Ve skutečnosti jsou některé oocyty pozastaveny 

v prvním meiotickém dělení i více než 50 let.  

Při dělení primárního oocytu jeho jádro, které se jinak nazývá germinální váček (GV), 

praská, a metafázové dělící vřeténko migruje k periférii buňky. Tímto způsobem vznikají dvě 

buňky, z nichž jedna neobsahuje téměř žádnou cytoplazmu, zatímco druhá téměř většinu 

z primárního oocytu. Menší buňka se nazývá pólové tělísko, větší sekundární oocyt. 

V průběhu druhého meiotického dělení probíhá stejné nerovnoměrné rozdělení cytoplazmy 

mezi dělící se buňky. Pólové buňky tak obsahují téměř jenom haploidní jádro (Austin, 1960).  

Jak již bylo řečeno, většina oocytů v dospělých lidských vaječnících je pozastavena 

v prodlouženém stádiu diplotene první meiotické profáze. Každý oocyt je obklopen 

primordinálním folikulem, který je tvořen jednotlivými granulózně epiteliálními buňkami a 

méně organizovanými mesenchymatickými thékovými buňkami. Periodicky vstupuje skupina 

primordinálních folikulů do stádia folikulárního růstu a oocyt prodělá zhruba 500ti násobné 

zvětšení své cytoplazmy. V souvislosti s růstem oocytů narůstá i počet folikulárních buněk a 

během tohoto procesu zformují kolem oocytu souvislou uspořádanou vrstvu buněk. Oocyt 



 5

během růstové fáze zůstává stále pozastaven v prvním meiotickém dělení. Plně vzrostlý 

folikul tedy obsahuje velký oocyt obklopený vrstvou granulózních buněk, z nichž vnitřní 

vrstva zůstává kolem vajíčka i v průběhu ovulace a formuje kumulární buňky obklopující 

oocyt ve vejcovodech (Pinkerton et al., 1961). 

Oogenese u myší začíná dělením primordinálních germinálních buněk v osmidením 

embryu. Ve 12 dnu vývoje, po dokončení migrace primordinálních buněk, několik oogonií 

vstoupí do první meiotické profáze. V 16 dni vývoje jsou téměř všechny oocyty ve stádiu 

pachytene a v 18 dni některé vstupují do diplotene. V této fázi je vývoj oocytů zastaven a 

zůstavá v tomto stádiu do doby těsně před ovulací. Vývoj dokončují v dospělosti myši, hlavní 

růst folikulů probíhá především poté, co oocyty již dokončily svůj růst. Růst je kontinuální, 

končí ovulací vyvinutého oocytu, případně degenerací (atresií) oocytu a jeho folikulu (Eppig 

et al., 1977). 

 

4. Molekulární mechanizmy v průběhu maturace oocytů 

 

Maturace oocytů zahrnuje dva procesy: jadernou maturaci a cytoplazmatickou 

maturaci. Obecně platí, že oocyt musí dokončit maturaci ve chvíli, kdy je vyloučeno první 

polární tělísko (jaderná maturace) a oocyt je zastaven v MII fázi. Přestože jaderně maturovaný 

oocyt může být oplodněn, nemusí být zcela vyvinut a může postrádat některé cytoplazmatické 

faktory nutné pro dokončení svého vývoje. Průběh úplného vývoje tedy zahrnuje synchronní 

jadernou a cytoplazmatickou maturaci. 

Průběh jaderné maturace lze rozdělit na několik dějů, které na sebe navazují- jsou to  

získání meiotické kompetence, dokončení meiózy I a transice (přechod) do meiózy II, vznik 

meiotického aparátu v obou meiotických děleních a metafázový II arest. Následující krok 

maturace začíná až ve chvíli, kdy je předešlý dokončen a o průběh jednotlivých etap cyklu se 

starají různé faktory, které mají velmi často kinázovou aktivitu. U jednotlivých savčích druhů 

se maturace trochu liší, jedná se především o odlišnosti v načasování jednotlivých dějů. 

Nejdůležitější faktory, podmiňující maturaci, jsou nicméně stejné. 

 

4.1. Získání meiotické kompetence 

 

Savčí oocyty jsou zastaveny v ovariálních folikulech ve stádiu diplotene první 

meiotické profáze, která se rovněž nazývá stádium germinálního váčku (GV). Následující 

stimulace dávkou luteizačního faktoru v průběhu estrálního cyklu reiniciuje meiózu 
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rostoucích oocytů. Znovuzahájení meiotické maturace je spojeno s rozpadem geminálního 

váčku (GVBD- germinal vesicle breakdown), následovaného kondenzací a reorganizací 

chromatinu. Tyto skutečnosti vedou k zformování metafázového dělicího vřeténka a 

následujícímu dokončení prvního meiotického dělení, Po vstupu do druhého meiotického 

dělení jsou oocyty zastaveny v metafázi II do fertilizace či partenogenetické aktivace. 

Spouštěčem pro zakončení meiózy je preovulační dávka LH (luteizačního hormonu). 

Nicméně, jsou-li oocyty přemístěny z ovariálních folikulů do kultury, meiotická maturace 

proběhne za absenci gonadotropinu. Schopnost dokončit meiózu spontánně není patrně vlastní 

všem oocytům, ale zdá se, že je spojena s jedním typem homogenní buněčné populace v 

arestu první profáze meiózy. Výsledky pokusů na myších (Sorensen and Wassarman, 1976), 

potkanech (Braw et al., 1981), králících (Jelinkova et al., 1994), skotu a prasatech (Motlik et 

al., 1986) ukazují, že tato schopnost je získaná náhle během oocytárního růstu. Ve spojitosti 

s tímto faktem jsou oocyty schopné a neschopné dokončit meiotické dělení jinak označované 

jako rostoucí a plně vzrostlé. Rostoucí potkaní oocyty nejen že nejsou schopny dokončit 

meiózu spontánně, ale ani pod vlivem hormonálního stimulu. 

Rovněž změny v mikrotubulární morfologii a aktivitě mohou hrát důležitou roli 

v dosažení meiotické kompetence. Akompetentní oocyty obsahují nefosforylované 

mikrotubul-organizující centrum (MTOC) s interfázní sítí mikrotubulů vyrůstajících z tohoto 

centra. Na druhou stranu zastavené kompetentní oocyty mají MTOC fosforylované, 

s mnohem kratšími mikrotubuly, které jsou lokalizovány perinukleárně (Wickramasinghe and 

Albertini, 1992).  

 

4.1.1. Biochemické změny během růstu oocytů 

 

V růstové fázi oocytů jsou některé vznikající mRNA zabaleny do ribonukleotidových 

částic. V této formě je mRNA chráněna proti nukleolytické degradaci a zůstáva uskladněna 

v cytoplazmě do doby, než je použita k přepisu v průběhu maturace nebo ranného 

embryonálního vývoje. Tímto problémem se bude zabývat především následující kapitola. 

 Hlavní změny při vývoji oocytů se týkají molekul kontrolujících buněčný cyklus. 

Tyto molekuly a jejich účinky nejsou u jednotlivých druhů totožné. Meióza, ale i mitóza, je 

řízena MPF-Kinázovým komplexem, který je tvořen regulační podjednotkou a podjednotkou 

katalytickou. Centrální katalytickou podjednotkou maturačního faktoru MPF je molekula 

p34cdc2 (viz dále) která patří mezi tyrosin kinázy.  U rostoucích myších oocytů je její výskyt 

úzce spojen s jejich schopností podstoupit rozpad zárodečného váčku (GVBD). Kromě tohoto 
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aktivátoru se předpokládá přítomnost dalších faktorů umožňujících oocytům podstoupit 

GVBD. Znovuzahájení meiózy může být tedy zapříčiněno buď poklesem funkce inhibitorů 

vlivem folikulárního prostředí jako výsledek uzavření gap-junction mezi folikulárními 

buňkami a snížením koncentrace cAMP či jiných inhibičních molekul v oocytech, případně 

může být reiniciace meiózy zahájena pozitivním signálem, který je silnější než signály pro 

pokračování meiotického arestu. Procesy vedoucí k znovuzahájení prvního meiotického 

dělení nejsou ještě zcela známé. 

Hypotéza, že rostoucí oocyty neschopné dokončit meiózu, jsou deficientní 

v důležitých regulačních faktorech umožňujících dokončit meiózu, p34cdc2 či cyklinu B, 

v případě prasečích oocytů vyvrátili Christmann et al. (1994). Koncentrace obou podjednotek 

v nekompetentních a kompetentních prasečích oocytech je totožná. Podobné výsledky byly 

obdrženy v případě potkaních oocytů (Goren et al., 1994). U myší je situace poněkud odlišná, 

zatímco koncentrace cyklinu B se v posledních fázích vývoje nemění, syntéza a akumulace 

p34cdc2 se zvyšuje (Chesnel and Eppig, 1995). U rostoucích myších oocytů je tedy 

koncentrace katalytické podjednotky MPF limitní faktor pro jeho schopnost dokončit meiózu.  

U těch rostoucích oocytů, jejichž exprese p34cdc2 a cyklinu B je stále stejná,  může 

být meiotická kompetence reprezentována nedostatkem regulačních molekul zodpovědných 

za aktivaci MPF. Tento předpoklad je pravděpodobně nejvíce platný pro rostoucí prasečí 

oocyty, které se projevují nulovou histon H1 kinázovou aktivitou, přestože přepisují 

maximální možné množství obou podjednotek MPF. Důkaz existence regulačních elementů, 

které kontrolují dosažení meiotické kompetence byl zkoumán pomocí kyseliny okadaické 

(okadaic acid, OA), specifického inhibitoru proteinové fosfatázy 1 a 2a, který indukuje 

GVBD v prasečích, myších a krysích oocytech. Z tohoto pokusu vyplývá, že aktivita MPF 

v inkompetentních oocytech je ovlivněna negativní regulací proteinem citlivým na přítomnost 

2A fosfatázy (Christman et al., 1994). 

Mechanizmy vedoucí k iniciaci maturace oocytů nejsou u jednotlivých savčích druhů 

stejné, což bylo dokázáno pomocí různých inhibitorů, které měly u různých druhů různé 

účinky. Například u myší byl vstup do metafáze inhibován nárůstem AMP, což způsobilo 

inhibici cyklické nukleotid fosfodiestrázy, či inkubací stejného stádia v médiu obsahujícího 

cyklický dibuthyryladenosinmonofosfát (dbcAMP), zatímco hovězí oocyty dozrávaly do MII 

fáze bez výjimky (Fulka et al., 1993). 

Čas potřebný k vývoji oocytů z G2 fáze do MII fáze je u jednotlivých druhů značně 

odlišný. Například myší, potkaní a králičí oocyty vyžadují 10-12 hodin, oocyty skotu 20hodin 

a prasečí 36-40h. Pro určení vlivu jádra, cytoplazmy, případně jejich kombinace na buněčný 
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cyklus byly provedeny pokusy s fúzemi oocytů odlišných druhů. Experimenty ukázaly, že ve 

všech možných kombinacích fúzí byl čas potřebný k dosažení GVBD určený 

komponentem fůzních partnerů s kratším požadovaným časem (Fulka Jr, 1983). 

V dalších pokusech byly fúzovány prasečí a myší karyoplasty s germinálními váčky 

s minimální cytoplazmou s neporušenými oocyty s G2 zastavenými oocyty od opačného 

druhu (viz obrázek 1). Při fúzi neporušených nevyvinutých G2 arestovaných oocytů od obou 

druhů došlo po 6 hodinách v případě obou oocytů k GVBD. Stejný případ nastal po fůzi 

myšího germinálního váčku s prasečím karyoplastem. Naopak po fůzi prasečího germinálího 

váčku s myším karyoplastem k GVBD nedošlo. Z těchto pokusů lze usoudit, že je GVBD 

kódováno pouze cytoplazmou. Že tomu tak není ukázal poslední pokus, kdy byl zfúzován 

prasečí oocyt s myším cytoplastem. V tomto případě došlo k GVBD až po 10 hodinách.V 

posledním pokusu byly vysety myší oocyty a cytoplasty na médium zhruba ve fázi MII. MPF 

byl přítomen v obou složkách, nicméně degradace kinázového komplexu probíhala rychleji 

v enukleované části.  

 

 
Obrázek 1.: Fůze oocytů- P-Gv prasečí germinální váček, M-GV myší germinální váček, 

vpravo stav v kultuře po 8 hodinách  (Fulka, 1983) 

 

Z těchto pokusů odvodil Fulka (1983) tyto závěry: čas potřebný k dosažení GVBD u 

různých druhů odpovídá především času požadovanému k aktivaci pre-MPF (např.u myší) 

nebo syntéze nové regulační podjednotky MPF (u primátů a kopytnatců). Tato 
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cytoplazmatická regulace je těžko modulovatelná jadernými komponenty které určují stabilitu 

MPF-komplexu.  

Knobil and Neill (1988) provedli další pokusy týkající se vlivu poměru velikosti 

cytoplazmy k jádru. Ty oocyty, kterým byla odebrána polovina cytoplazmy, prodělávaly 

GVBD se stejným procentuálním zastoupením jako normálně velké oocyty, nicméně s asi 

dvouhodinovým zpožděním. Oocyty se čtvrtinovou cytoplazmou měly zpožděný GVBD o 4 

hodiny a většinou netvořily pólové tělísko. Vytvořené karyoplasty obsahující minimálním 

množství cytoplazmy neprodělaly GVBD nikdy, nicméně jádro zůstalo neporušeno a 

vytvářelo značně kondenzovanou formu. Pro vývoj oocytu a především pro možnost 

podstoupení GVBD je tedy velmi důležitý poměr velikosti cytoplazmy vůči jádru, tento 

poměr zhruba odpovídá vzrostlým oocytům a jejich schopnosti tento proces prodělat.  

 

4.1.2. Regulace proteinové syntézy 

 

 Syntéza proteinů je zodpovědná za maturaci oocytů a jejich ranný vývoj, ale mnoho 

organizmů využívá i k počáteční syntéze proteinů transkriptů, které jsou syntetizovány již 

v průběhu oogeneze. Tyto transkripty jsou druh od druhu velmi odlišné. Jeden z mechanizmů 

možné kontroly přepisu mRNA oogonií je kontrola jejich délky života, a to úrovní jejich 

polyadenylace na 3´konci. Jedna třída m-RNA je v průběhu oogeneze inertní a transkripčně je 

aktivována až během transice z profáze I do metafáze II. Pro regulaci polyadenylačního 

signálu jsou nezbytné dva faktory: jaderný polyadenylační signál (AAUAAA) a na uracil 

bohatý (U- rich) cytoplasmatický polyadenylační element (CPE) (Vassalli and Stutz, 1995). 

Sekvence CPE a jeho relativní poloha k jadernému polyadenylačnímu signálu ovlivňuje 

intenzitu a načasování polyadenylace. 

Post-transkripční regulace exprese genů  je ovlivněna dvěma hlavními modulačními 

systémy: cílenou degradací m-RNA a kontrolou její translační aktivity. Poločas rozpadu se u 

různých m-RNA značně liší- od několika minut až po několik dnů, což závisí především na 

specifických endonukleázách. Molekuly m-RNA jsou před těmito molekulami chráněny 

5´metylguanosinovými čepičkami a 3´polyA konci, které společně interreagují a kontrolují 

stabilitu a odbourávání příslušné m-RNA. Zkrácení polyA konce a 5´dekapitace umožňuje 

exonukleolitickou degradaci mRNA následovanou masivním poklesem koncentrace mRNA 

molekul. Na druhou stranu prodloužení polyA 5´konce degradaci zabraňuje a zvyšuje stabilitu 

mRNA. 5´i 3´konec rovněž ovlivňují regulaci translace- mRNA s velkou homologií bází na 

obou koncích formují stabilní sekundární strukturu, která znemožňuje translaci. Translační 
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aktivita je naopak posílena prodlužováním polyA konce, které může být zapříčiněno vazbou 

polyadenylačního vazebného proteinu (polyadenylation binding protein) PABD a 

specifického translačního faktoru eIF4F (ovlivnění přepisu viz obrázek2) (Vassalli and Stutz, 

1995). 

 

 
Obrázek 2.- zkrácení polyA konce způsobuje pokles stability RNA a pokles její transkripční 

aktivity, prodloužení polyA konce tyto vlastnosti naopak  zvětšuje, (Coding region- kódující 

oblast, 5´cap- 5´čepička) (Vassalli and Stutz, 1995) 

 

 Translace transkriptů kódujících proteiny regulující buněčný cyklus (cykliny a c-mos) 

je kontrolována polyadenylací. Syntéza těchto proteinů je velmi přísně kontrolována. m-RNA 

kódující tyto proteiny je přítomna v plně vzrostlých oocytech i v průběhu maturace a po 

oplození, ale úroveň jejich přepisu se v průběhu těchto fází velmi liší. Například koncentrace 

cyklinu A1 je v oocytech velmi nízká a narůstá v průběhu maturace, zatímco cykliny B1 a B2 

se v oocytech vyskytují hojně (Kobayashi et al., 1991). 

  Sheets et al. (1994) zkoumali možnost, že je translační aktivace m-RNA kódující 

hlavní regulační proteiny během maturace ovlivněná cytoplazmatickou polyadenylací, a to 

pomocí měření délky polyA řetězců v různých časech po ovlivnění oocytů progesteronem. 

K monitorování délky polyA řetězce byla isolována veškerá m-RNA, která byla 

komplementárně spojena s 200 nukleotidovým poly(T) řetězcem DNA. Délka polyA řetězce 

byla identifikována Western blotingem. Výsledky ukázaly, že rozdílná délka poly-A řetězců 

se podílela na odlišné délce života příslušných molekul: délka polyA c-mos a cyklinu B1 
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vzrostla o 70-220 nukleotidů 4 hodiny po dávce progesteronu, zatímco cykliny B2 a A1 měly 

mezi 80 a 100 nukleotidy více po 5 hodinách.  Cyklinové molekuly si zachovávají délku 

polyA řetězce ještě v 2 buněčném embryu, zatímco c-mos polyA se zkrátí ještě v průběhu 

maturace a v zcela deadenylované formě se vyskytuje po fertilizaci.  

3´konce v sobě mají obsaženu informaci, která je nezbytná, nicméně dostačující pro 

regulaci své polyadenylace. Pro důkaz této schopnosti byl proveden pokus, ve kterém byly do 

oocytů vpraveny RNA obsahující pouze 100 nukleotidů své 3´koncové části. Po jejich 

opětovné izolaci a změření délky poly(A) řetězce bylo zjištěno, že jsou stejně dlouhé jako u 

jejich normálně dlouhých ekvivalentů (Sheets et al., 1994). 

 Ovlivnění translace polyadenylací příslušné m-RNA byla zkoumána inzercí genu pro 

luciferázu do kódující oblasti příslušného genu, syntézou m-RNA in vitro a její injikací do 

oocytu. Úroveň aktivity luciferázy v maturovaných oocytech byla rovna úrovni aktivity 

v oocytech nematurovaných. Výsledkem pokusu bylo zjištění, že 3´konec stimuloval přepis 

příslušné m-RNA v závislosti na úrovni polyadenylace, tedy translace byla ovlivněna délkou 

poly(A) řetězce (Sheets et al., 1994). 

 Zajímavým faktem je, že proteinová syntéza je ovlivněná především 3´koncem, když 

začíná na konci opačném. Jedna hypotéza tvrdí, že 3´konec indukuje tvorbu čepičky na 

5´konci, na čemž se podílí nejen zmíněná čepička, ale i jiné části na 3´konci. Přesné 

mechanizmy těchto regulací jsou zatím neznámé. 

 

4.2. Dokončení meiózy I 

 

Vývoj GVBD inkompetentních oocytů na kompetentí se neděje náhle či v rychlých 

krocích, ale zahrnuje několik mezistádií, ve kterých meióza dospěje do metafáze I, ale ještě ne 

do anafáze. Po oplodnění myších oocytů zastavených v metafázi I dojde k dekondenzaci 

chromatinu a z oplozených vajíček se vyvinou triploidní blastocysty. (Eppig et al., 1994). 

Z tohoto pokusu lze usoudit, že cytoplazmatický vývoj má větší vliv na vývoj oocytu a jeho 

aktivaci v porovnání s vývojem jaderným. Tento závěr ovšem není podle následujícího 

pokusu (Kono et al.,1996) správný. Transplantace jádra z nematurovaného oocytu do 

cytoplastu plně vzrostlého oocytu způsobila vývoj do metafáze II, ale po oplození nedošlo k  

dekondenzaci spermie ani k tvorbě samčího pronukleu. Po přenosu jádra z plně vzrostlého 

oocytu (MetII) do cytoplastu z oocytu ve stádiu metafáze II byl průběh po fertilizaci normální. 

Z toho plyne, že úplná diferenciace jak v jaderném, tak v cytoplazmatickém vývoji je 
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nezbytná pro získání schopnosti dokončení meoitického dělení, a to jak u myší,tak u jiných 

savců. 

U myší při fúzi rostoucích s plně vzrostlými oocyty vzniká po zvýšení koncentrace 

MPF odpověď ve formě normálního podstoupení GVBD a kondenzace ještě nematurovaného 

oocytárního chromatinu (Balakier and Czolowska, 1977). Rostoucí oocyt, pokud je zfůzován 

s plně vzrostlým oocytem v MII fázi, tedy odpovídá na zvýšenou koncentraci MPF 

kondenzací chromatinu, u rostoucího oocytu zfůzovaného s jiným v MI fázi tomu tak ale není. 

V tomto případě zůstává jaderná membrána rostoucího oocytu nezměněna, zatímco 

metafázové chromozomy kondenzují, přestože jsou v této podobě uzavřeny jadernou 

membránou (Fulka et al., 1986). Proč je v tomto případě zabráněno rozpouštění jaderné 

membrány, není doposud jasné. 

Na konečný vývoj oocytů mají vliv další látky, jako FSH (folikul stimulující hormon), 

růstový faktor či estrogen, v pozdějších fázích vývoje také LH (luteizační hormon).  

 Jestliže je mnoho oocytů v průběhu stimulace FSH vyvinutých, jak je možné, že 

většinou pouze jeden podstoupí GVBD? Zdá se, že ten folikul, který je schopen vyprodukovat 

nejvíce estrogenu jako odpověď na FSH je ten, který dokončí maturaci, zatímco jiné 

degenerují. V těch sadách folikulů, které odpovídají na FSH, se začnou dělit jejich kumulární 

buňky, a dále začnou produkovat velké množství receptorů pro luteizační hormony na svých 

povrchových buňkách, které po přijetí signálu začnou produkovat estrogen. Estrogen má dva 

odlišné vlivy na recepci FSH. Na jednu stranu snižuje sekreci FSH, na druhou stranu zvyšuje 

koncentraci FSH receptorů na folikulárních buňkách. Tudíž, čím víc estrogenu buňky 

produkují, tím mají víc FSH receptorů a přijímají signály i za snižující se koncentrace FSH. 

V průběhu postupného snižování koncentrace tohoto hormonu se mohou nadále vyvíjet pouze 

ty folikuly, které mají dostatečné množství příslušných receptorů, respektive produkují 

dostatečné množství estrogenu (Sorens and Wassarman, 1976). 

 Jak se podílí LH na znovuzahájení mitózy? Jako odpověď na tuto otázky byla 

studována povaha proteinů meiotického bloku. Stejně jako u obojživelníků je u savců 

zastavení mitózy nezbytně důležité, protože v této fázi probíhá růst oocytů, diferenciace 

struktur specifických pro oocyty a oocyt nabývá schopnosti dokončit meiózu (Sorens and 

Wassarman, 1976). Experimenty dokázaly, že oocyty ve folikulu, in vivo i in vitro, 

nepodstoupí maturaci, nejsou-li ovlivněny gonadotropinem, zatímco oocyty vyjmuté 

z folikulů meiózu dokončují spontánně i bez přítomnosti hormonálního stimulu. 

 Zdá se, že meióza je normálně inhibovaná folikulárními buňkami a může být 

znovuzahájena gonadotropiny. Hypotéza, že folikulární buňky jsou důležité regulátory 
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meiózy, je posílena objevem komunikace granulózních buněk s oocytem, a to díky gap 

junction, které umožňují přechod malým molekulám mezi těmito buňkami. Samice myší 

deficientní v proteinech gap junction jsou sterilní, jejich oocyty jsou neschopné maturace 

(Simon et al., 1997). 

 Gonadotropiny mohou zapříčinit ztrátu komunikace mezi folikulárními buňkami a 

oocytem a ta může být příčinou reiniciace mitózy. Zdá se, že folikulární buňky jsou zdrojem 

oocytárního cAMP, protože změny v koncentraci cAMP ve folikulech odpovídají změnám 

koncentrace v oocytu. Tento objev vysvětluje, proč oocyty zůstávají v meiotickém arestu, 

dokud jsou obklopeny folikulárními buňkami, zatímco dokončují meiózu jsou-li tohoto obalu 

zbaveny. 

 Dávka gonadotropinu může značně snížit koncentraci cAMP v folikulárních buňkách, 

což způsobí syntézu kyseliny hyaluronové, která zapříčiní mechanickou zábranu kontaktu 

mezi buňkami folikulu a oocytem (Larsen et al. 1986). Uzavřením kanálů umožňujících 

průtok cAMP z folikulárních buněk do oocytů dojde v oocytech k znovuzahájení meiózy. 

 

4.2.1 MPF a dokončení meiózy I  

 

Existenci maturation promoting factoru (MPF), spojeného s přechodem z fáze G2 

arestu do M fáze byla poprvé dokázána na žabích oocytech. (Masui and Markert, 1971). Další 

experimenty demonstrující nárůst fosforylační aktivity v buňkách po aplikaci MPF dokázaly 

skutečnost, že tento faktor má kinázovou aktivitu a je složen ze dvou podsložek s váhou 34 a 

45 kDa.  

Plně vzrostlé oocyty jsou stimulované druhově specifickými signály (např. hormony či 

oplodnění), které se objevují od fáze G2 arestu do M fáze. V tomto období obsahuje jejich 

cytoplazma MPF a i v případě absence proteinové syntézy vede u oocytů zastavených v G2 

fázi k přechodu do MI fáze. Jedna z nejdůležitějších skutečností, která následuje po 

hormonální stimulaci, je proteinová fosforylace, která je spojena s nárůstem protein-kinázové 

aktivity. Aktivita MPF se v průběhu buněčného cyklu mění v závislosti na jeho stupni. 

MPF se skládá ze dvou podjednotek: 

1. Malá podjednotka MPF p34 Cdc2 kináza :  

Malá podjednotka MPF patří mezi proteinkinázy a po své aktivaci může fosforylovat 

různé jiné proteiny. Jedním z cílů MPF je histon H1, který obklopuje DNA. 

Fosforylace tohoto proteinu vede k chromozomální kondenzaci, případně dalšímu 

jadernému vývoji. V průběhu 15 minut po přidání MPF se tři hlavní laminové proteiny 
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(A, B a C) jaderného obalu hyperfosforylují a během dalších 15 minut dojde k jejich 

depolymeraci a jaderný obal zaniká (Miake-Lye and Kirschner, 1985). Purifikací MPF 

kinázy v in vitro systému byla dokázána fosforylace a následná depolymerace proteinů 

jaderného obalu (Ward and Kirschner, 1990). Třetím cílem MPF je RNA polymeráza 

(Cisek and Corden, 1989) a fosforylace RNA polymerázy, která může být zodpovědná 

za inhibici transkripce během mitózy, čtvrtým pak regulační podjednotka 

cytoplazmatického myozinu. Ten je po fosforylaci inaktivován a tudíž neschopen svou 

ATPasovou funkcí řídit aktinová filamenta podílející se na buněčném dělení 

(Satterwhite et al., 1992). Inhibice myosinu během raných stádií mitózy může 

zabraňovat buněčnému dělení do té doby, než jsou chromozomy zcela odděleny. 

Malá podjednotka MPF byla v průběhu evoluce značně konzervována a patří 

mezi nejvíce identické mitózu-indukující fosfoproteiny. Po inzerci lidského genu 

kódujícího protein shodný s malou podjednotkou MPF Xenopus laevis do 

kvasinkového genomu došlo k dělení u cdc2 deficientních jedinců (Solomon, 1993). 

2. Velká podjednotka MPF-Cyklin B 

Jedním z nejdůležitějších regulačních faktorů u kvasinkových MPF-like proteinů je 

produkt cdc13 genu, 56 kDa protein p56cdc13. Tento gen byl klonován a bylo 

zjištěno, že se jeho kódující sekvence velmi shoduje se sekvencí genu kódujícího 

cyklin B proteiny nalezené u řady jiných druhů (Goebl and Byers, 1988; Solomon et 

al., 1988). Cykliny B prokazují v průběhu buněčného cyklu periodické změny ve své 

koncentraci, nejvyšší je v průběhu S fáze a k jejich degradaci dochází během mitózy. 

Cykliny jsou často kódovány mRNA uskladněnými v cytoplazmě a jestliže je jejich 

translace selektivně inhibovaná, buněčný cyklus je pozastaven a buňka nedosáhne 

stádia mitózy (Minshull et al., 1989). Cyklin B společně s cdc2 kinázou tvoří MPF 

komplex. Cyklin B umožňuje fosforylaci cdc2 podjednotce na zbytcích threoninu 14, 

tyrosinu 15 a threoninu 161. Fosforylace na zbytku T-161 je nezbytná pro aktivitu 

MPF, zatímco T-14 a Y-15 jí inhibují. Když tedy dojde k fosforylaci na těchto 

pozicích, kináza zůstává inaktivní, nicméně potenciálně funkční. Tyto potencionálně 

funkční MPF molekuly akumulují v průběhu pozdní S fáze. 

 

4.2.2. Regulace aktivity MPF 

 

  Fosforylovaná forma p34cdc2 přítomná v G2 zastavených hlodavčích oocytech 

mizí 2 hodiny po znovuzahájení meiósy a v průběhu metafáze II se její koncentrace již 
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nemění (Goren and Dekel, 1994). Aktivita H1 kinázy, která je vysoká během metafáze I a II 

klesá po vyloučení pólového tělíska. U maturujících savčích oocytů tedy defosforylace 

p34cdc2 spouští její aktivaci po vstupu do první metafáze. Na druhou stranu na aktivitu MPF 

nemá vliv další fosforylace či defosforylace p34cdc2 podjednotky. Mechanizmus zodpovědný 

za změnu kinázové aktivity není doposud známý. Následující obrázek 3. ukazuje možnou 

kaskádu aktivace p34cdc2, popis viz další text. 

 

 
Obrázek 3. Možná kaskáda umožňující aktivaci  p34cdc2 v savčích oocytech, PKA: cAMP- 

dependentní protein kináza, PTPase- protein tyrosin fosfatáza (Goren and Dekel, 1994) 

 

 Goren a Dekel (1994) zkoumali souvislosti koncentrace cAMP a p34cdc2 kinázové 

aktivity na oocytech inkubovaných v přítomnosti vanadátu, který znemožňuje defosforylaci 

na MPF a tudíž i jeho aktivaci. Tyto experimenty ukázaly, že i přes to, že byla většina oocytů 

v meiotickém arestu, koncentrace jejich cAMP byla srovnatelná s koncentrací u oocytů 

v GVBD.  Tyto pokusy tedy ukázaly, že snížení intracelulární koncentrace cAMP je hlavní, 

nikoli však nutnou podmínkou pro znovuzahájení meiózy. cAMP však slouží jako inhibitor 

MPF aktivace. Jednou aktivované oocyty již nejsou nadále citlivé k opětovnému zvýšení jeho 

koncentrace. Bylo zjištěno, že regulačním cílem pro cAMP není exprese p34cdc2, ale post-

translační modifikace této molekuly.  
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Inhibitor PKA (cAMP aktivovaná protein kináza), může indukovat maturaci u izobutyl 

metyl xantininu zastavených oocytů (IBMX, inhibitor cyklické nukleotid fosfodiesterázy, 

způsobuje nárůst koncentrace cAMP). Aktivovaná PKA tedy zprostředkovává negativní vliv 

cAMP na vývoj meiózy. Další experimenty ukázaly, že biochemické reakce spojené s cAMP 

aktivovanou PKA jsou důležité prvky regulace u savčích oocytů (Bornslaeger et al., 1986). 

Další členové proteinové kaskády vedoucí ke konečné aktivaci MPF nebyly doposud 

identifikovány, stejně jako protein tyrosin fosfatáza či tyrosin kináza, která by byla přímo či 

nepřímo regulována PKA.  

Specifickým typem regulace meiotického buněčného cyklu, který umožňuje pokles 

aktivity MPF a dokončení meiózy 1 v nepřítomnosti p34cdc2 fosfatázy, je neznámý. 

Mechanizmy předcházející dějům, které jsou normálně spojené s inaktivací MPF, jako 

dekondenzace chromozómů, jaderná formace a interfázová reorganizace mikrotubulární sítě, 

nebyly rovněž vyjasněny. 

 

4.2.3. Mitogen-aktivovaná protein kináza (MAP kináza) a její regulace 

 

Členové mitogenem aktivovaných proteinů (MAP) jsou serin/threonin proteinové 

kinázy, které jsou aktivované fosforylací na specifickém serinu či threoninu. Po aktivaci 

mohou tyto kinázy fosforylovat mnoho dalších proteinů, podobně jako MPF. U myší byla 

prokázána přítomnost dvou isoforem tohoto faktoru- 42kDa a 44 kDa. (Sobajima et al., 

1993). 

 Jak se vlastně liší regulace meiotického cyklu oocytů od mitotického buněčného 

dělení somatických buněk a ranných blastomer? Nejdůležitější roli v obou případech hrají 

protein kinázy a protein fosfatázy, klíčové molekuly jsou pak MPF a další cyklin dependentní 

kinázy. V posledních letech ale bylo zjištěno, že v případě vývoje oocytů se MAP kinázová 

dráha od ostatních buněčných dělení značně liší.  

MOS/MEK1/MAPK/p90rsk signální dráha reguluje buněčný cyklus kaskádou 

fosforylace proteinkináz. MAP kináza patří mezi serin/threonin protein kinázy a pro svou 

aktivaci vyžaduje fosforylaci na obou podjednotkách. Existují dva druhy MAP kináz- ERK1 

(p44) a ERK2 (p42), které hrají důležitou roli  v meióze u savců. (Sun et al., 1999). Přímým 

aktivátorem MAP kinázy je duálně specifická protein kináza MEK1 (MAPK kináza), která ji 

aktivuje fosforylací na threoninu-183 a tyrosinu-185 (Crews and Erikson, 1992). Rovněž 

MEK je aktivována fosforylací, jeho aktivátorem je u obratlovců protein MOS, produkt proto-

onkogenu c-mos (podrobnější popis viz dále). C-mos se nachází v cytoplazmě rostoucích 
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oocytů a je přepisován do proteinu, který iniciuje MAPK fosforylační dráhu v průběhu 

maturace. 

Prvním a nejlépe známým substrátem MAPK v oocytech je 90-kDA protein kináza, 

p90rsk (ribosomální S6 kináza), která je aktivována ERK1/2 in vivo i in vitro fosforylací na 

Ser 369 a Thr577.  Předpokládá se, že  p90rsk je nejdůležitějším faktorem regulujícím průběh 

buněčného cyklu, který je aktivován MAPK signální dráhou. (Bhatt and Ferrel, 1999) 

Načasování a aktivace MAPK dráhy se na rozdíl od aktivace MPF u jednotlivých 

savčích druhů značně liší. U některých druhů, jako například u myší a potkanů, MAPK 

nepotřebuje pro svou aktivaci již aktivovaný MPF a tento děj probíhá samovolně 2 hodiny po 

GVBD. Po FSH indukovaném znovuzahájení meiózy byla aktivita MAPK detegovatelná  8 

hodin poté, zatímco k GVBD došlo až po 12 hodinách (Su et al, 2001). 

U větších a domestikovaných druhů není souvislost mezi aktivní MAP kinázou a 

GVBD vždy zcela jasná. V případě prasečích, bovinních, oslích a koňských oocytů jsou 

v cytoplazmě akumulovány lipidová granulosa a jádro není viditelné. Vzhledem k dlouhému 

rozmezí délky stádia G2 arestu u odlišných druhů, které kolísá od 8 po 24 hodin, je průběh 

GVBD asynchronní. 

V případě bovinních oocytů probíhá aktivace MAPK a MPF simultánně po 6 hodinách 

v kultuře, což je dříve, něž dojde k GVBD (po 8 hod). V případě oslích oocytů byla aktivace 

MAPK (10-12 hod) vůči MPF a GVBD opožděna (8 hod), u prasečích oocytů se objevila 

malá aktivita MAPK po GVBD (18 hod),  k jejímu zvýšení na maximální hladinu došlo až po 

30 hodinách v kultuře, ve stádiu metafáze I. Podobný průběh aktivace MAPK prokazovaly i 

králičí a lidské oocyty (Sun et al., 1999; Yu et al, 2002). 

 P90rsk je u savčích oocytů ve stádiu G2 arestu částečně fosforylována mechanizmy 

nezávislými na MAPK dráze. K její plné fosforylaci dochází po GVBD a to již MAPK 

drahou. U doposud studovaných druhů vzrůstá aktivita MAPK dráhy i p90rsk s postupem 

meiózy, ve stádiu MI kulminuje a zůstává vysoká až do fáze MII arestu (Yu et al., 2002; Tong 

et al., 2003). 

MAPK aktivita není nutná pro spontánní znovuzahájení meiózy u oocytů, které byly 

zbaveny kumulárních buněk. V případě spontánní maturace myších a potkaních oocytů došlo 

k aktivaci MAPK dráhy 2 hodiny po GVBD (Tan et al., 2001). Injekce aktivní MAP kinázy 

do germinálního váčku rapidně zvýšila GVBD. Nicméně injekce antisence RNA prasečího c-

mos proteinu, který působí proti aktivitě MAP kinázy, k inhibici GVBD nevedlo, přestože 

fosforylace (aktivace) MAP kinázy byla zcela inhibována (Gordo et al., 2001). Přítomnost 

inhibitorů v maturačním médiu blokuje aktivaci  MAP kinázy, a to jak v oocytech s kumulem 
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(COC- cumulus oocyte complex), tak v denudovaných (bez kumulárních buněk), nicméně 

GVBD blokuje pouze v obalených oocytech, což vede k závěru, že aktivace MAP kinázy je 

nutná pro GVBD  COC, zatímco pro denudované není. 

MAPK a cAMP/PKA. GVBD probíhá po snížení aktivity cAMP dependentní protein 

kinázy A (PKA). Blokován může být dybutyryl cyklickým AMP, případně isobutyl-metyl-

xantinem (IBMX). Po přidání těchto ihibitorů do kultury s prasečími a myšími oocyty dochází 

k nárůstu koncentrace cAMP a GVBD a aktivace MAPK je inhibována. Byly-li tyto látky 

přidány do kultury až po GVBD, neproběhla aktivace MAPK a na MAPK závislé procesy- 

tvorba meiotického vřeténka, vyloučení prvního pólového tělíska ani formace MII dělícího 

vřeténka (Sun et al, 1999). Z těchto výsledků se usuzuje, že  snížení koncentrace cAMP je 

nutné pro aktivaci MAPK, nicméně k inhibici GVBD dochází spíše cestou cAMP/MPF, 

protože aktivovaná MAPK není pro tento děj nutná. 

 

4.2.4. PKC 

 

V současné době je v savčích oocytech nalezeno celkem 8 izoforem fosfokinázy C 

(PKC). Přestože je jasné, že aktivovaná PKC inhibuje GVBD u denudovaných myších oocytů, 

jeho role při dokončení meiózy u obalených oocytů zatím není jasná. Některé výzkumy 

ukazují, že farmakologické a fyziologické aktivátory PKC inhibují nebo zpomalují 

znovuzahájení meiózy (Fan et al., 2002), zatímco jiné říkají, že PKC aktivátory úroveň 

meiózy zvyšují (Coskun and Lin, 1995). Některé PKC jsou přepisovány v normálních myších 

oocytech v průběhu maturace a minimálně jedna izoforma, PKCδ, je fosforylována při 

znovuzahájení meiózy a asociována s meiotickým vřetýnkem do dokončení prvního 

meiotického dělení, je tedy možné, že hraje klíčovou roli při přechodu z MI do MII.  

Současné výzkumy předpokládají, že má dokončení meiózy souvislost s PKC 

aktivovanou signální dráhou, nicméně bližší klasifikace tohoto působení vyžaduje další 

výzkum. 

 

4.3.Tvorba meitotického dělícího vřeténka 

 

  Oocyty postrádají centrosomy a jejich mikrotubuly polymerují v částech cytoplazmy, 

které se nazývají MTOC (mikrotubule organizing centers). Po GVBD je MTOC aktivován 

v sousedství chromozómů a mikrotubuly jsou v této oblasti preferenčně stabilizovány (Ou and 

Rattner, 2004). Náhodně orientované rostoucí mikrotubuly jsou poté organizovány do 
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bipolární soustavy kolem chromozómů. Chromozomy hrají důležitou roli v kontrole velikosti 

a lokalizaci vřeténka, po jehož složení se chromozómy váží na jeho ekvatoriální rovinu. Na 

skládání vřeténka se podílí malá GTPáza Ran (Karsenti and Vernos, 2001). Během M fáze se 

nachází Ran vázající GTP v blízkosti chromozómů a aktivuje velké množství faktorů 

zodpovědných za formování dělícího vřeténka. 

Obě po sobě následující dělení v průběhu meiotického dělení jsou asymetrická a vedou 

k vytvoření malých dceřiných buněk, kterým se říká pólové. Tato asymetrie je způsobena 

umístěním vřeténka v periferii oocytu. MI dělící vřeténko se zakládá v centru buňky, na jejíž 

okraj se dostává migrací. MII dělící vřeténko se tvoří již periferně a je zde udržováno 

v průběhu metafázového II arestu (Maro and Verlhac, 2002). 

 Oocyty nemají centrosomy a dělící vřeténka postrádají astrální mikrotubuly, 

v určování pozice dělícího vřeténka musí hrát roli jiné faktory a mechanizmy, než je tomu 

v případě mitotického dělení. Molekulární základ těchto dějů je stále v oblasti spekulací.   

Dvoušroubovicová struktura je nezbytnou podmínkou pro správné oddělení dvou sad 

chromatid během buněčného dělení. U savčích oocytů není orientace vřeténka určena 

v ranných fázích maturace. Tubulin začíná polymerovat do mikrotubulů ve všech směrech 

kolem kondenzovaného chromatinu po GVBD. Teprve po dosažení MI fáze začínají 

mikrotubuly tvořit orientované bipolární vřeténko, čímž se značně liší od mitózy. (Brunet et 

al., 1998). 

Přestože nebyly v průběhu G2 arestu v oocytech přítomny žádné mikrotubuly, 

imunoblotingem byla zjištěna přítomnost tubulinu v té samé koncentraci, jako v jiných fázích 

maturace. (Josefsberg et al., 2000). Tubulin je tedy u savců přítomen jak v pre-maturujících, 

tak u maturujících i maturovaných oocytů. Rovněž β-aktin je přítomen v oocytech v té samé 

koncentraci od stádia G2 po MII (Wang et al., 2000). Hlavní cytoskeletální proteiny (aktin a 

tubulin) v prasečích oocytech jsou syntetizovány během růstu oocytů, ale již ne u plně 

vzrostlých oocytů. Stejné výsledky byly zjištěny i u myší. Signály zapříčiňující polymeraci 

mikrotubulů jsou zatím neznámé. 

Molekulárními mechanizmy tvorby dělícího vřeténka se budou zabývat následující 

kapitoly.  

 

4.3.1. Vliv MPF 

 

V průběhu MI je tvorba vřeténka velmi pomalý proces. Jeho kinetika roste s nárůstem 

aktivity MPF. (Polanski et al., 1998). První úroveň aktivity MPF je nutná pro organizaci 
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mikrotubulů do bipolární struktury, o něco vyšší pro aktivaci kinetochorů, což umožňuje 

stabilizaci mikrotubulární sítě (Brunet et al., 1998). Aktivita MPF může nepřímo kontrolovat 

rovněž správnou migraci, pozici a funkčnost dělícího vřeténka. U těch druhů, u kterých závisí 

aktivita MPF na koncentraci cyklinu B (např. u myší), která se v průběhu vývoje mění, pak 

veškerá regulace formování dělícího vřeténka závisí na její úrovni. 

 

4.3.2. MAP kináza a formování meitotického aparátu 

 

Znovuzahájení meiotické maturace je spojeno s intenzivní reorganizací mikrotubulární 

sítě. V interfázi se dlouhé a relativně stabilní mikrotubuly nacházejí v celé cytoplazmě. 

Během mitózy jsou mikrotubuly naopak krátké a méně stabilní a jsou koncentrované 

především v oblasti kolem dělicího vřeténka.  

MAPK signalizační dráha se dle výzkumů podílí na regulaci mikrotubulární 

organizace během savčí oocytární meiózy. MAPK je přítomna ve vřeténku a je částečně 

asociována s MTOC v pólech vřeténka a rovněž v cytoplazmě (Verlhac et al., 1994). 

V myších a prasečích oocytech je aktivní MAPK přítomna v pólech vřeténka v metafázi a 

migruje do jeho střední části v průběhu anafáze. Během vylučování pólového tělíska je 

MAPK asociována s cytokinetickým kruhem (Hatch and Capco, 2001). P90rsk prokazuje 

v prasečích oocytech během meiotické maturace stejnou úroveň buněčné distribuce jako 

MAPK.Toto rozmístění dělá z MAPK hlavního kandidáta pro účast ve skládání dělícího 

vřeténka a mikrotubulární organizaci.  

Aktivace MAPK/MOS kaskády v myších oocytech v případě inhibice aktivity MPF 

vede k částečné dekondenzaci chromozómů a k zformování mikrotubulární sítě (Choi et al., 

1996). Myší oocyty pod vlivem protilátky proti MOS nevytváří meiotické vřeténko (Zhao et 

al., 1991). Důležitá role MAPK při organizaci mikrotubulů byla dokázána i u jiných savčích 

druhů. Oocyty skotu, do kterých byla vstříknuta MKP-1 mRNA, MAPK specifická fosfatáza, 

která inhibuje MAPK aktivaci, obsahovaly neorganizované difúzní vřeténko (Gordo et al., 

2001). MAPK byla v prasečích oocytech lokalizována stejně jako χ−tubulin, což dokazuje, že 

je důležitá pro tvoření mikrotubulární sítě (Sun et al., 2001). Pokud byla aktivita MAPK 

inhibována látkou U0126 (inhibitor MAP kináz), došlo rovněž k inhibici chromozómové 

separace, tvorby prvního pólového tělíska a MII dělícího vřeténka (Lee et al., 2000). Nicméně 

bylo dokázáno, že myší oocyty deficientní v MAPK aktivitě se mohou i nadále dělit a 

vytvářet první pólové tělísko (Verlhac et al., 2000). 
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 Velikostní rozdíl mezi dceřinými buňkami a souvisí s asymetrickou pozicí vřeténka 

před cytokinezí. Pohyb vřeténka je typickým následkem interakcí mezi vřeténkem a 

buněčným kortexem. U divokého typu myších oocytů se meiotické vřeténko formuje v centru 

buňky  a migruje k jednomu z pólů těsně před vyloučením pólového tělíska. Vřeténko se 

v průběhu anafáze již neprodlužuje. U oocytů ovlivněných U0126 se tvoří dělící vřeténko 

centrálně a prodlužuje se, ale již nedochází k jeho migraci, což vede k tvorbě enormně 

velkého pólového tělíska (Tong et al., 2003). Některá vřeténka se v U0126 ovlivněných 

oocytech během transice z metafáze I do anafáze I natolik prodlouží, že vytvoří velkou 

strukturu obklopující celou buňku. Z těchto pokusů tedy plyne, že je MOS/MAP kinázová 

kaskáda nezbytná pro vytvoření normální morfologie dělícího vřeténka a chromozómů.  

 Migrace vřeténka prvního pólového tělíska nezávisí na funkci mikrotubulů, ale 

mikrofilamentů, což bylo dokázáno experimenty s použitím nokodazolu či cytochalasinu D. 

(Zhu et al., 2003). Tyto pokusy ukazují, že MAPK může kontrolovat rovněž organizaci 

mikrofilamentární sítě, a to možná přes myosin IIA, molekule hrající v migraci vřeténka, 

nicméně přesný vliv MAPK zůstává nejasný. 

 

4.3.3. Lokalizace centromerových proteinů a jejich asociace s chromozomy a 

mikrotubuly 

 

Centromerové proteiny (CENPs) jsou nutné pro připojení chromozómů k 

mikrotubulům. Dva typy centromerových proteinů byly nalezeny i v kinetochorech. Hlavní 

funkce kinetochorů spočívá v zajištění spojení mezi chromozómy a mikrotubuly, tudíž se 

podílejí na seřazení chromozómů v metafázi a jejich separaci v anafázi. 

Centromerní proteiny se dělí na dvě skupiny: 

1. konstitutivní, které jsou přítomny v průběhu celého buněčného cyklu (např. 

NENP-A, CENP-B, CENP-C, CENP-D) (Craig et al., 1999) 

2. přechodné proteiny, které jsou detegovatelné pouze v určitých stádiích 

buněčného cyklu, především v metafázi (CENP-E, CENP-F, MAD1, MAD2, 

bud1, bud2) (Craig et al., 1999) 

V průběhu celého buněčného cyklu jsou v prasečích oocytech podle výzkumu Ma et 

al. (2003) přítomny minimálně dva typy CENPs. Ke spojení mezi CENPs a mikrotubuly 

dochází po GVBD, dokončuje se v MI fázi a  oddělení nastává na počátku MII fáze. 

Lokalizace proteinů se mění společně s rozchodem chromozómů a jejich formací. Tímto 
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způsobem je zřejmě kontrolováno správné seřazení s segregace chromozómů během 

maturace. 

V prasečích oocytech byly nalezeny především dva typy centromerních proteinů- 

CENP-A a CENP-B. Tyto výsledky jsou odlišné od výzkumů dělaných na myších a jiných 

savčích oocytech. V myších oocytech byly nalezeny především CENP-A a CENP-B, zatímco 

v lidských mitotických buňkách to byly CENP-A, CENP-B a CENP-C. Myší oocyty bez 

CENP-B byly schopny normálního průběhu mitózy i meiózy (Tomascic-Cheeseman et al., 

2002), zatímco inhibice lidských či myších CENP-B v somatických buňkách vedla k rozbití 

spojení centromer během interfáze a funkce kinetochorů byla zcela porušena (Bernat et al., 

1991).Zatím není jisté, jestli je odlišnost v jednotlivých výsledcích zapříčiněna odlišným 

druhem, jiným typem buněk či použitými metodami.  Funkce jednotlivých typů proteinů 

nebyla ještě příliš prozkoumána. 

Koncentrace CENP-B a CENP-D prudce narůstá po GVBD a nejvyšší úrovně dosahují 

ve fázi MII. CENPs jsou tedy syntetizovány nejen v plně vzrostlých oocytech, ale i v průběhu 

maturace, což může být důvodem k jejich upotřebení v průběhu segregace chromozómů (Ma 

et al., 2003). Koncentrace jednotlivých centromerních proteinů a především její změny nebyly 

doposud zkoumány. 

Přestože nebyly v průběhu GV stádia v oocytech přítomny žádné mikrotubuly, 

imunoblotingem byla zjištěna přítomnost tubulinu v té samé koncentraci, jako v jiných fázích 

maturace (Josefsberg et al., 2000). Tubulin je tedy u savců přítomen jak v prematurovaných, 

tak u maturujících i maturovaných oocytů. Rovněž β-aktin je přítomen v oocytech v té dané 

koncentraci od stádia GV po MII (Wang et al.,2000). Hlavní cytoskeletální proteiny (aktin a 

tubulin) jsou v prasečích oocytech syntetizovány během růstu, ale již ne u plně vzrostlých 

oocytů. Stejné výsledky byly zjištěny i u myší. Signály zapříčiňující polymeraci mikrotubulů 

jsou zatím neznámé. Některé mohou pocházet z GVBD. 

Kinetochory jsou pro oocyty důležitou strukturou, která kontroluje seřazení 

chromozómů a zajišťuje spojení mikrotubulů s centromerami v průběhu separace 

chromozómů a tudíž se podílejí na správném zakončení meiózy. Dysfunkční kinetochory 

nebo porucha ve stavbě CENPs může zapříčinit nesprávný průběh anafáze a vést 

k nerovnoměrnému rozchodu sesterských chromatid během buněčného dělení (Brunet et al., 

1999).  

Kinetochory jsou v průběhu evoluce vysoce konzervované (Rieder and Salmon, 1998), 

mezi rozchodem chromozómů u myší a prasat byly nalezeny velké podobnosti. Mikroinjekce 

protilátky proti kinetochoru či centromerám vedla k porušení spojení chromozómů v profázi I 
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a zapříčinila nesprávné seřazení chromozómů ve vřeténku, což vyústilo v abnormální meiózu 

(Simerely et al., 1990). CENPs jsou tedy důležité v řazení a separaci  chromozómů během 

meiózy. 

Motorové proteiny ovlivňují funkci kinetochorů. Většina motorových proteinů je s 

nimi asociována a jejich aktivita je spojena s pohybem chromozomů. Motorový protein Mad 2 

usměrňuje nespojené kinetochory a prodlužuje prematurační anafázi do té doby, než jsou 

všechny kinetochory spojeny s mikrotubuly (Hoffman et al., 2001). Tento protein je přítomen 

na kinetochorech v průběhu celé meiózy, a to i ve fázi MII (Kallio et al.,2000). Lokalizace 

CENP-E v oocytech je rovněž odlišná od jeho lokalizace v somatických buňkách, nicméně u 

obou typů je důležitý při kontrole správného seřazení a struktury chromozómů. Jednotlivé 

typy CENPs pravděpodobně spolupracují a i přes odlišný mechanizmus jsou důležité pro 

segregaci chromozomů jak při meióze, tak mitóze. 

 

4.3.4. Koordinace segregace sesterských chromatid 

 
Vlastní separace chromosomů během mitotického dělení závisí nejméně na dvou 

chromosom- asociovaných proteinových komplexech. Na centromeře musí být vytvořeny 

funkční kinetochory pro zajištění spojení chromatid s opačnými póly dělícího vřeténka. Další 

nutné spojení je mezi centromerou a raménky sesterských chromatid. Jeho zachování do 

anafáze je nutné pro předejití nesprávného rozchodu sesterských chromatid. 

V porovnání mitózou, chování chromozómů během meiotického buněčného dělení je 

komplexní a nezbytně vyžaduje kinetochorový kohezní komplex. První meiotické dělení 

zahrnuje separaci homologních, spíše než sesterských chromatid. Úspěšná chromozomální 

segregace v MI fázi vyžaduje speciální kohezní mechanizmy pro zajištění spojení mezi těmito 

homologními chromatidami a jejich migraci na stejný pól dělicího vřeténka. (Moore et al., 

1998). Homeotypické dělení je podobné mitotickému, protože zahrnuje rozchod sesterských 

chromatid. Nicméně, protože MI a MII probíhá bez vložené S fáze, pro úspěšný rozchod 

chromozómů v MII je nutná přítomnost mechanizmů zajišťujících spojení chromozómů nejen 

v anafázi I, ale přetrvávajících až do anafázeII. Tyto mechanizmy jsou však stále neznámé. 

Koordinace segregace sesterských chromatid se zkoumá především v souvislosti 

s hlavními poruchami- non-disjunkcemi, které vedou k závažným chorobám.  
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4.3.5.Polo-like kinázy 

 

Polo-like kinázy jsou na cyklinech nezávislé serin/threonin protein kinázy, které jsou 

důležité pro buněčný cyklus. Objeveny byly od kvasinek až po savce, včetně člověka. 

Mutantní organizmy s chybnými polo-like kinázami vykazují chybný průběh meiózy i mitózy, 

a to chybnou segregací chromozómů, poruchy mikrotubulárního aparátu dělicího vřeténka a 

buněčného dělení (Glover et al., 1996). Přestože je enzymů polo-like kináz více, obecně platí, 

že se podílejí na dynamice mikrotubulárního aparátu dělícího vřeténka a cytoskeletu obecně, a 

jsou přechodně spojeny s řadou mitotických struktur. Jsou rovněž důležité v G2 a M fázi 

meiózy i mitózy. 

Hlavní charakteristikou všech Polo-like kináz je přítomnost fylogeneticky velmi 

konzervativní aminokyselinové sekvence na C-terminálním konci molekuly, která obsahuje 

přibližně 30 aminokyselinových zbytků, a je nazvána polo-box. Většina Polo kináz disponuje 

dvěma polo-boxy, které lokalizují enzym v buňce a tím zajišťují jeho správnou funkci. 

Všechny Polo-like kinázy mají také vysoce konzervovanou  N-terminální oblast, kde se 

nalézá katalytická kinázová doména. 

Plk1: Polo-like kináza 1 je důležitým regulátorem buněčného cyklu, její m-RNA byla 

detegována především v proliferujících buňkách, buňkách nediferencovaných a 

embryonálních tkáních. U dospělých jedinců se téměř nevyskytuje, výjimku tvoří vaječníky a 

varlata, tato kináza je tedy nezbytná pro fyziologický průběh meiózy. 

  Polo-like kináza 1 je akumulována v G2 arestu, v pólech dělícího vřeténka ve fázi MI 

a poté se přemísťuje do střední oblasti dělícího vřetýnka v anafázi a telofázi I. Plk1 je rovněž 

lokalizována v MII pólech dělícího vřeténka a na jeho vláknech v anafázi  telofázi II. Tyto 

výsledky vedou k závěru, že je Plk1 hlavním regulátorem mikrotubulární organizace a 

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

 

4.4.Transice mezi MI a MII 
 
Charakteristickým znakem meiósy oocytů jsou dvě samostatná dělení, mezi kterými 

chybí S fáze, což vede ke tvorbě jedné haploidní germinální buňky. Období mezi dvěmi 

meiotickými děleními se nazývá interkineze; oocytům je v této fázi zabáněno vstoupit do 

interfáze. Aktivita MPF v tomto období klesá, zatímco aktivita MAPK je zachována na 

vysoké úrovni. Po mikroinjekci protilátek proti MOS a tudíž i zábraně aktivace MAPK došlo 

v myších oocytech k replikaci DNA (Gebauer et al., 1994). Z tohoto důvodu se předpokládá, 
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že je aktivita MAPK nezbytná pro zabránění replikace DNA. V případě použití oocytů z myší 

deficientních na c-mos ale dochází k normální interkinezi i v nepřítomnosti MAPK aktivity 

(Tong et al., 2003). 

Vstup do anafáze I je závislý na dvou klíčových procesech- regulaci MPF aktivity a 

vytvoření prvního meiotického vřeténka spojeného s chromozomy. V průběhu přechodu mezi 

MI a MII dochází k poklesu aktivity MPF vlivem ubiquitinové degradace cyklinu B díky APC 

(anaphase- promoting complex). U savčích oocytů  dochází pouze k částečné degradaci 

cyklinů v průběhu anafáze. Bylo-li u krysích oocytů zabráněno opětovné reaktivaci MPF na 

konci telofáze, buněčný cyklus se zastavil a nedospěl do meiózy II.  

 Přechod mezi metafází a anafází I, stejně jako faktory a jejich regulace, které ho 

způsobují, byl doposud zjištěn pouze u Xenopus laevis. Možný vliv cyklin dependentní 

kinázy, c-mos protoonkogenů u savců je naznačen v následujících kapitolách. 

 

4.4.1. Supresorová aktivita syntézy DNA 

 

V meiotickém cyklu dospěje oocyt z metafáze I do metafáze II bez vložené interfáze. 

Zatímco je tento přechod požadován pro snížení ploidie před oplozením, jejich regulační 

mechanizmy jsou stále nejasné. Hypotéz týkajících se těchto mechanizmů těchto mechanizmů 

je několik: 

1. specifické molekuly-aktivátory,  zaručující tento přechod 

2. specifické inhibitory předcházející dekondenzaci chromatinu a její replikaci 

3. DNA syntéza po metafázi I neprobíhá, protože nedojde k oddělení chromatid 

Při fůzi replikujícího se jádra v S fázi s denukleovaným oocytem zůstala kondenzace 

chromatinu neporušena a DNA replikace se prudce snížila (Fulka et al., 1995). Dokonce i po 

odstranění inhibitorů syntézy DNA trvalo relativně dlouho, než byla zaznamenána syntetická 

aktivita DNA syntáz. Hypotéza je, že  funkce c-mos-mitogen-aktivované kinázy předchází 

dekondenzaci chromozómů po ukončení metI. Po přidání inhibitorů této kinázy (např. 6-

dimetylaminopurinu), došlo k normální replikaci DNA (Colledge et al., 1994). Replikaci 

DNA tedy předcházejí určité specifické inhibitory (pravděpodobně fosfatázy) mezi met I a 

metII, tyto faktory jsou u různých druhů savců rozdílné. 

 

4.4.2. CDK2 
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Cyklin dependentní kináza 2 je aktivovaná vazbou cyklinu A nebo cyklinu E a je 

všeobecně známá jako kritický regulační faktor v mitotickém buněčném cyklu. V meiotickém 

cyklu oocytů se aktivace v průběhu druhé meiózy shoduje s reaktivací MPF, což bylo 

v poměrně nedávných výzkumech dokázali Sigiura et al.(2005) i v případě savčích oocytů. 

Po vstříknutí protilátek proti Cdk2 do maturujících prasečích oocytů a jejich 

následovné kultivaci docházelo k poměrně častému nezastavení oocytů v MII fázi a 

zformování pronukleu. Většina takto ovlivněných oocytů netvořila žádné nebo jedno pólové 

tělísko, lze tedy předpokládat, že se pronukleus tvořil vždy mezi fázemi MI A MII. Protilátka 

proti Cdk2 patrně inhibuje reaktivaci MPF a s tím spojenou transici mezi prvním a druhým 

meiotickým dělením, CDK2 bude mít tedy funkci spojenou s reaktivací MPF, případně se 

bude podílet na přechodu mezi MI a MII, a to regulací úrovně degradace cyklinu B inhibicí 

aktivity APC (anaphase- promoting complex), podobně, jako je tomu u somatických buněk 

(Sigiura et al., 2005). 

Zatím není příliš jasné, jestli je Cdk 2 nezbytná pro správnou maturaci ooctů. Zatímco  

první výzkum (Furuno et al.,1997), ve kterém byl použit inhibitor Cdk2, p21Cip, ukazuje, že 

je tento  faktor postradatelný, druhý (Sigiura et al., 2005) tvrdí přesný opak- tedy že je aktivita 

Cdk2 nutná pro správnou maturaci oocytů, především pro vstup do druhého meiotického 

dělení.    

 

4.4.3. Mos kinázy 

 
C-mos protoonkogen je přepisován pouze v samčích a samičích pohlavních buňkách 

(Mutter and Wolgermuth, 1987), má tedy nezbytnou funkci v meiotickém buněčném cyklu. 

Mos je serin/threonin kináza, která byla detekovatelná v myších oocytech v průběhu celé 

meiózy. Jeho přítomnost byla dokázána u oocytů arestovaných v první meiotické profázi, 

během GVBD, v metafázi I a Anafázi, stejně jako u oocytů pozastavených v metafázi II 

(Paules et al., 1989). 

Mikroinjekce c-mos antisense oligonukleotidů do G2 arestovaných oocytů jim sice 

nezabrání vstupu do MI fáze ani podstoupení GVBD, ale takový oocyt ztrácí schopnost 

tvorby prvního pólového tělíska (Paules et al., 1989). Navíc ztráta funkce c-mos vede v těchto 

maturujících oocytech k zabránění vývoje do meiózy II a k zábraně kondenzace chromozómů 

a zformování jaderné membrány. Aktivace MPF, která je spojena s přechodem z GV do M 

fáze, je rovněž závislá na Mos kináze. Unikátní charakteristiky přechodu mezi dvěma 

buněčnými děleními u oocytů, jako karyokineze bez přítomnosti cytokineze, defosforylace 
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inaktivní p34cdc2 a vysoká MAP kinázová aktivita mohou být způsobeny vlivem  

proteinových produktů mos kinázy. 

Na druhou stranu následující pokusy ukázaly, že Mos kináza nezabraňuje savčím 

oocytům vstoupit do intrameiotické interfáze mezi metafází I a II (Colledge et al., 1994). 

Analýzy myších oocytů s mutantním c-mos genem ukázaly, že jejich schopnost 

znovuzahájení maturace a vývoje z metafáze I do metafáze II je nepozměněna. Nicméně 

jejich schopnost arestu v metafázi II byla částečně oslabena a vedla ke spontánní 

partenogenetické aktivaci. Mos kináza je u myší nezbytná pro metafázový arest oocytů ve 

druhém meiotickém dělení před oplozením. 

 Mos patří mezi potenciální aktivátory MAP kinázové dráhy, ale tato funkce zatím 

nebyla u žádného druhu zcela jistě potvrzena.  

 
4.5.Druhé meiotické dělení a metafázový II arest 

 
 Na rozdíl od prvního meiotického dělení je vstup do druhého velmi podobný mitóze- 

MPF aktivita vzroste a vřeténko se tvoří rychle. Navíc jsou chromozómy II meiotického 

dělení identické s mitotickými chromozomy, tvoří sesterské chromatidy s aktivními 

kinetochory. Na druhou stranu dochází k dlouhému pozastavení oocytů na několik hodin (do 

oplození). Tento metafázový arest je zapříčiněn aktivitou cytostatických faktorů.   

 
 4.5.1. Cytostatické faktory 

 

Syntéza a degradace MPF vede k normálnímu průběhu buněčného cyklu. Dojde-li 

k zastavení degradace cyklinu, MPF zůstává nadále aktivní a buňka je pozastavena 

v metafázi, k čemuž dochází během oocytární maturace. Vyvíjející se oocyt zastaví buněčný 

cyklus proteiny nazývajícími se cytostatické faktory (CSF), které je uchovávají v metafázi 

druhého buněčného dělení. Tyto proteiny zahrnují produkty c-mos a cdk-2 genů, a zdá se, že 

hrají roli v blokování degradace cyklinu. Pokud nedochází k této degradaci, MPF je aktivní a 

oocyt zůstává ve stádiu metafáze. Nárůst koncentrace vápenatých iontů při oplození způsobí 

aktivaci proteáz specificky inaktivujících CSF. Jsou-li CSF degradovány, může dojít 

k degradaci cyklinu a buňka může dospět do S fáze. Jedním z efektů nárůstu koncentrace 

vápenatých iontů je tedy iniciace degradace cyklinu umožňující buňce začít replikovat DNA 

(Miyano et al, 2000). Průběh buněčného dělení je kontrolován aktivitou MPF, která je 

ovlivňována cyklickými rytmy v syntéze a degradaci cyklinu. 
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Pro zachování stabilní struktury dělicího vřeténka v průběhu metafázového II arestu je 

nezbytná jeho interakce se dvěma proteiny- MISS (MAP kinase-interacting and spindle-

stabilizing protein)a DOC1R (Deleted oral cancer 1 related) (Terret et al., 2003). Oba tyto 

proteiny jsou substráty pro MAP kinázu. DOC1R je přítomen v oocytu v průběhu celé jeho 

maturace, zatímco MISS pouze během MII. Nepřítomnost DOC1R vede ke tvorbě dlouhého 

vřeténka, bez MISS se tvoří neorganizovaná MII vřeténka často postrádající jeden z pólů. 

V obou případech se vytváří normální vřeténko, které se však později stává neorganizované, 

což potvrzuje nutnou přítomnost obou proteinů ve vytváření správného vřeténka v MII. MISS 

i DOC1R jsou regulovány mnohakrokovou fosforylací, především přes aktivní MAP kinázu a 

další kinázy- např. MPF. Kooperace mezi MPF a MAP kinázovou cestou, která vede 

k aktivním CSF, hraje klíčovou roli v metafázovém II arestu, což je vlastně značně 

prodloužená metafáze II. Přesná regulace stability MPF zatím nebyla u savců zjištěna. 

 

 
Obrázek 4. Aktivita MPF a MAPK u myší v průběhu maturace oocytů (Verlhac et al., 1994). 
 

5. Kontrolní body buněčného dělení 

 

Checkpointy jsou definované jako mechanizmy, které kontrolují správné načasování 

buněčného cyklu a jeho kritické body, jako je správná replikace DNA či separace 

chromozómů. Zatímco u somatických buněk jsou checkpointy důležitou součástí buněčného 

cyklu, zdá se, že u oocytů a embryí mají mnohem menší schopnost kontrolovat jisté 

abnormality ve svých somatických částech a vyvíjejí se, i když mají určité poruchy ve 

struktuře DNA, nicméně jejich schopnost opravit DNA je i nadále zachována. 

Po ozáření oocytů skotu vlnovou délkou 254nm před začátkem maturace (Bradshaw et 

al., 1995) proběhla normální kondenzace chromatinu bez ohledu na přítomnost či 

nepřítomnost inhibitorů opravných DNAáz. Na druhou stranu u normálních somatických 
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buněk došlo po ozáření k zastavení buněčného cyklu ve fázi G2. Z tohoto  pokusu tedy 

vyplývá, že přechod z G2 do M fáze není u oocytů blokován UV zářením, vývoj je však 

možný pouze do stádia metafáze- dále je totiž blokován chybami v dělícím vřeténku.  

Po fůzi myších oocytů ve fázi G2 arestu a blastomerních buněk v S fázi došlo 

k normální kondenzaci chromozómů. (Fulka et al., 1995). Toto stádium oocytů tedy není 

schopno rozeznat replikující se DNA a podstoupí GVBD i v přítomnosti nezreplikovaného 

chromatinu. Rovněž aktivace MPF nebyla zastavena nezreplikovanou DNA, což bylo 

dokázáno fůzí enukleovaných oocytů (bez kondenzační chromozomové aktivity) s S fází 

somatických buněk (Fulka J. Jr, 1998). Checkpointy jsou tedy u plně vzrostlých oocytů 

zastavené či silně inhibované. 

Je možné, že zřejmý nedostatek DNA závislých checkpointů u plně vzrostlých oocytů 

může být vysvětlen přítomností těchto checkpointů v pozdější fázi vývoje. Jako důkaz tohoto 

názoru byly použity následující pokusy: Dvě sady chromozómů v náhodně fúzovaných 

oocytech byly vždy nalezeny v tom samém morfologickém stádiu, jmenovitě dvě metafáze, 

dvě anafáze nebo dvě telofáze. Je zajímavé, že oocyty ve stádiu metafáze I fúzované s oocyty 

ve stádiu anafáze či telofáze I vždy odpovídaly na signály z buňky s více pokročilým 

vývojem. Vývoj z anafáze I do telofáze byl zastaven po fúzi ranně metafázových I oocytů 

s oocyty ve fázi anafáze I. Fúze pozdní metafáze I a metafáze II nevedla k zastavení vývoje 

z MI do AI, zatímco vývoj MII byl zastaven. Fúze dvou synchronních oocytů ve fázi metafáze 

I pokračoval normálním vývojem (Fulka et al., 1995).  

Pro zjištění, zda oocyty v pozdní metafázi I rozeznají poškozenou DNA byly 

zfúzovány normální maturující oocyty MI s partnerem preinkubovaným v etopsidu (inhibitor 

topoizomerázy II, který způsobuje shlukování chromatinu). Po fúzi podstoupily chromozomy 

z nepoškozeného partnera normální přechod do anafáze telofáze a následně došlo i 

k vyloučení prvního pólového tělíska, zatímco preinkubované v etopsidu vytvořily natáhnutou 

strukturu částečně rozdělenou mezi cytoplasmu a pólové tělísko (Fulka et al., 1997). Výsledky 

těchto pokusů mohou být interpretovány následovně: Před středním metafázovým 

checkpointem dochází ke kontrole a synchronizaci buněčného dělení po fůzi asynchronních 

buněk. Po midle-metafázovém checkpointu se zdá, že signál pro zahájení anafáze je 

generován objeví-li se ve střední metafázi normální šroubovicová formace. Tento signál 

pronikne celou buňkou a překoná vliv veškerých inhibitorů generovaný hyperkondenzací 

chromatinu či další šroubovicí DNA z vniklé spermie či experimentální fůzí buněk. U savčích 

oocytů tedy nedochází k inhibici vývoje přítomností abnormálních chromozómů, nicméně 

normální chromozómy zajišťují signál pro iniciaci anafáze.  
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Přechod z metafáze do anafáze a segregace homologních chromozomů (první 

meiotické dělení) nebo chromatid (druhé meiotické dělení) jsou skutečnosti definující meiózu. 

Předpokládá se, že v normálních oocytech závisí signály vedoucí k segregaci chromozómů jak 

na integritě šroubovice, tak na centromerických změnách provázející separaci chromozómů. 

Navíc je nutným krokem k ukončení metafáze degradace MPF . Po zastavení proteosyntézy 

v myších oocytech cyklohexemidem došlo v snížení aktivity MPF a přechod z metafáze do 

anafáze proběhl normálně. Na druhou stranu oocyty v metafázi I kultivované v médiu 

s etoposidu pro posilnění spojení homologních chromozómů a později v cycloheximidu dojde 

k 12ti hodinovému zpoždění při vytváření pólového tělíska. V těchto oocytech je MPF 

degradace extrémně pomalá. (Fulka Jr. et al,  1998) 

Podobné výsledky byly obdrženy po inhibici oocytů metII etopsidem či kolocemidem. 

Došlo k inhibici separace chromatid (etopsid) a k absenci normální šroubovice vedoucí 

k inhibici degradace MPF a tudíž k neschopnosti oocytu pokračovat ve vývoji z met I i II 

(Fulka et al., 1994). 

Výzkum checkpointů u vyvíjejících se oocytů není ještě ukončen, nicméně je zřejmé, 

že maturující oocyty a embrya v ranné fázi vývoje nejsou schopny rozeznat poškození DNA a 

abnormality chromatinu. 

 

6. Výzkum 

 

Momentální výzkum se začíná čím dál víc orientovat na problematiku maturace 

savčích oocytů.  Dřívější výzkum se zabýval spíše maturací oocytů u jiných druhů- šlo 

především o modelový druh Xenopus laevis. U tohoto druhu jsou velmi často zjištěna i fakta, 

která u savců zůstávají i nadále neznámá. Lze sice předpokládat souvislosti a podobnosti 

například u stejných regulačních drah, ale tyto druhy jsou od sebe natolik vzdáleny, že 

dokonce stejné faktory mají velmi často odlišné vlastnosti či konečné místo své působnosti. 

Fakta uvedená v této práci jsou pouze taková, která byla zjištěna na savčích druzích- 

nevylučuji však, že u druhu, u kterého nebyla maturace zkoumána, probíhá vždy v této práci 

popsaným způsobem. 

Mezi nejdůležitější neznámé dráhy patří regulace aktivity MPF a rovněž její souvislost 

s aktivitou MAP kinázové dráhy. Ani vliv těchto kináz na maturaci není zcela podrobně 

znám- existují i drobné rozdíly v názorech jednotlivých autorů na tento problém. Rovněž 

nebyla vyloučena možnost přítomnosti jiných, dosud nezjištěných faktorů- naopak se velmi 

často předpokládá. 
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Všeobecně je výzkum maturace savčích oocytů obtížný, protože v přirozených 

podmínkách probíhá v těle samice. V podmínkách in vitro je sice snaha co nejvíce se přiblížit 

skutečným podmínkám, nicméně stále existuje možnost přítomnosti faktorů ovlivňujících 

maturaci oocytů in vivo, které jsou neznámé.   

Co se týče výzkumu lidských oocytů, zkoumají se především různě geneticky 

podmíněné poruchy, na které má vliv chybná maturace oocytů- například špatný rozchod 

chromozómových sad, vedoucí ke vzniku aneuploidie či polypliodie. Dalším okruhem 

výzkumu je potencionální schopnost oocytu být oplozen, případně chyby ve vývoji 

zabraňující oplodnění. V tomto případě se jedná spíše o cytoplazmatický vývoj, moje práce se 

mu tedy nevěnuje.  
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