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Souhrn

Oocyty, dozralé v in vitro podminkach, pokud nejsou oplozeny nebo partenogeneticky
aktivovany, podléhaji béhem prodlouzené kultivace degenerativnim zménam, oznacovanym
jako starnuti oocyti. Tyto morfologické a biochemické zmény vyznamné snizuji
zivotaschopnost oocytil, coz omezuje jejich vyuziti pro reprodukcni biotechnologické metody
jako je in vitro oplozeni apod. Zmény v prubchu starnuti oocyti mohou vést ke spontanni
partenogenetické aktivaci, lyze nebo fragmentaci oocytt, kterd je diisledkem programované
bunécné smrti, apoptodzy.

Jednou ze skupin molekul, podilejicich se na regulaci apoptodzy, jsou proteiny rodiny
Bcl-2, ktera zahrnuje pro i anti-apoptoticky pusobici faktory. V organismu prasete byla
prokazana exprese proteinu Bcl-xi, ktery patii mezi anti-apoptotické faktory rodiny Bcl-2 a je
aktivné zapojen do apoptdzy prasecich bunék.

Dalsi skupinou molekul, zapojenych do regulace apoptdzy, jsou gasotransmitery.
Jedna se o plynné signalni molekuly schopné volné prostupovat bunécnymi membranami
a ovlivilovat rizné bunééné biochemické drahy. Na zakladé nedavnych vyzkumi byl mezi
plynné gasotransmitery zafazen sulfan. V bunikach je sulfan fyziologicky produkovan tfemi
enzymy, 3 — merkaptopyruvat sulfurtransferazou, cystathionin y-lydzou a cystathionin
B-syntazou. Sulfan je, mimo jiné, schopen ovlivitovat signalni drahy regulujici apoptdzu. Jeho
uloha pti apoptotickém zaniku prasecich oocytll v§ak nebyla doposud objasnéna.

Cilem této diplomové prace je ovefit hypotézu, Ze je sulfan zapojen do regulace
exprese a intracelularni lokalizace anti-apoptotického faktoru Bel-x;, béhem starnuti prasecich
oocytt.

Nejprve jsme se zamé&fili na detekci a intracelularni lokalizaci enzymt katalyzujicich
syntézu sulfanu v oocytech ve stadiu MII a v oocytech vystavenych prodlouzené kultivaci po
dobu 24, 48 a 72 hodin. U vSech skupin oocytl byly lokalizovany enzymy 3-merkaptopyruvat
sulfurtransferaza a cystathionin y-lyaza, s loZisky intenzivniho signdlu rozptylenymi difuzné
v cytoplasmé. Enzym cystathionin B-syntdza v naSich experimentech lokalizovan nebyl.

Déle jsme se zamétili na detekci a intracelularni lokalizaci anti-apoptotického faktoru
Bcl-xi. v oocytech ve stadiu MII a v oocytech vystavenych prodlouzené kultivaci po dobu 24,
48 a 72 hodin v Cistém kultivaénim médiu, nebo v kultivaénim médiu s pfidavkem donoru
sulfanu Na,S. Tyto dv€ skupiny byly nasledné¢ porovnany a byl statisticky vyhodnocen vliv

donoru sulfanu na lokalizaci a distribuci anti-apoptotického faktoru Bel-x;.



V oocytech kultivovanych bez donoru sulfanu byla zjiSténa nejvyssi intenzita signalu
faktoru Bcl-x;. v korové oblasti oocytii ve fazi MII. Intenzita signalu faktoru Bcl-xp v korové
oblasti nasledné postupné klesala u oocytli vystavenych prodlouzené kultivaci 24 a 48 hodin.

Oocyty, které byly vystaveny prodlouzené kultivaci v médiu s donorem sulfanu Na,S
vykazovaly nejvys$i intenzitu signalu faktoru Bcl-xp v korové oblasti po 24 hodinach
prodlouzené kultivace. Nasledné, u skupin oocytii po 48 a 72 hodinach prodlouzen¢ kultivace,
intenzita signalu faktoru Bel-x;, v korové oblasti vyrazné poklesla.

Pti porovnani skupin oocytii po prodlouzené kultivaci v ¢istém kultivaénim médiu se
skupinami oocytil vystavenymi prodlouzené kultivaci v médiu s donorem sulfanu NaS, bylo
statisticky prokdzano sniZzeni intenzity signalu faktoru Bcl-xp v korové oblasti oocytl
vystavenych prodlouzené kultivaci v médiu s donorem sulfanu po dobu 24 hodin, oproti
kontrolni skupiné kultivované v €istém médiu. Dale byl prokazan ndrlst intenzity signalu
faktoru Bcl-x; v korové oblasti a cytoplasmé oocytii vystavenych prodlouzené kultivaci
v médiu s donorem sulfanu po dobu 48 hodin oproti oocytim kultivovanym v médiu bez
donoru Na,S.

V nasich experimentech byla prokazdna hypotéza o aktivnim zapojeni sulfanu
v regulaci intraceluldrni lokalizace a distribuce anti-apoptotického faktoru Bcl-x; v pribéhu
starnuti prasecich oocytl. Pro objasnéni pfesného mechanismu jeho ptisobeni je vSak potiteba

realizovat dal$i vhodné experimenty.

Kli¢ova slova: oocyt, prase, starnuti, apoptdza, sulfan, Bel-xi.



Summary

Oocytes, matured in in vitro conditions, unless they are fertilized or
parthenogenetically activated, undergo during prolonged cultivation degenerative changes,
known as oocytes aging. These morphological and biochemical changes significantly reduce
the viability of oocytes, which limits their use in reproductive biotechnology methods such as
in vitro fertilization, etc. Changes during oocytes aging can lead to spontaneous
parthenogenetic activation, lysis or fragmentation of oocytes, which is a consequence of
programmed cell death, apoptosis.

One group of molecules involved in the regulation of apoptosis are Bcl-2 family
proteins, which includes pro- and anti-apoptotic factors. In the body of the pig has been
demonstrated protein expression of Bcl-x;, which is one of the anti-apoptotic factors of Bcl-2
family and is actively involved in the apoptosis of pig cells.

Another group of molecules involved in the regulation of apoptosis are
gasotransmitters. They are a gaseous signaling molecules able to freely permeate cell
membranes and affect various cellular biochemical pathways. Based on recent research
hydrogen sulfide was ranked among gasotransmitters. In cells, hydrogen sulfide is
physiologically produced by three enzymes, 3 - merkaptopyruvate sulfurtransferase,
cystathionine y-lyase and cystathionine B-synthase. Hydrogen sulfide is, among other things,
able to affect cell signaling pathways regulating apoptosis. His role in the apoptotic demise of
pig oocytes has not been clarified so far.

The aim of this thesis is to verify the hypothesis that hydrogen sulfide is involved in
the regulation of expression and intracellular localization of anti-apoptotic factor Bcl-xp
during pig oocytes aging.

First, we focused on detection and intracellular localization of enzymes catalyzing the
synthesis of hydrogen sulfide in oocytes in the MII stage and oocytes exposed to prolonged
cultivation for 24, 48 and 72 hours. In all groups of oocytes, enzymes 3-merkaptopyruvate
sulfurtransferase and cystathionine y-lyase were localized, with intense signal dissipated
diffusely in the cytoplasm. The enzyme cystathionine B-synthase was not localized in our
experiments.

Furthermore, we focused on detection and localization of intracellular anti-apoptotic
factor Bcl-xp in oocytes in the MII stage and oocytes exposed to prolonged cultivation for 24,

48 and 72 hours in pure culture medium or in culture medium with the addition of hydrogen



sulfide donor Na,S. These two groups were then compared and the effect of hydrogen sulfide
donor on the localization and distribution of anti-apoptotic factor Bcl-xp was statistically
evaluated.

In oocytes, cultured without a hydrogen sulfide donor, the highest signal intensity of
factor Bcl-x; was found in cortical areas in the MII phase oocytes. Signal intensity of factor
Bcl-x;. in cortical areas then gradually decreased in oocytes exposed to prolonged culture of
24 and 48 hours.

Oocytes that were exposed to prolonged cultivation in medium with hydrogen sulfide
donor Na,S showed highest signal intensity of factor Bcl-xp, in cortical areas after 24 hours of
extended cultivation. Subsequently, in groups of oocytes after 48 and 72 hours of prolonged
cultivation, the signal intensity of factor Bcl-x;. in cortical area decreased significantly.

When comparing groups of oocytes after prolonged cultivation in pure culture medium
with groups of oocytes exposed to prolonged cultivation in medium with hydrogen sulfide
donor Na,S, reduction of the signal intensity of factor Bcl-x; was statistically shown in
cortical areas of oocytes exposed to prolonged cultivation in medium with hydrogen sulfide
donor for 24 hours compared to the control group cultured in pure medium. Further was also
shown an increase of signal intensity of factor Bcl-xp in cortical area and the cytoplasm of
oocytes exposed to prolonged cultivation in medium with hydrogen sulfide donor for 48 hours
compared to oocytes cultured in medium without donor Na,S.

In our experiments, the hypothesis of active involvement of hydrogen sulfide in the
regulation of intracellular localization and distribution of anti-apoptotic factor Bel-xp in the
aging of pig oocytes has been established. To clarify the exact mechanism of hydrogen sulfide

activity would be necessary to implement other appropriate experiments.

Key words: oocyte, sulfan, aging, apoptosis, hydrogen sulfide, Bcl-x;.
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1. Uvod

Oocyty jsou Castym piedmétem riznych biotechnologickych metod, jako je in vitro
oplozeni, klonovani apod. Jejich vyuziti v téchto metodach je vSak limitovano postupnou
ztratou kvality a Zivotaschopnosti oocytl s prodlouzenou kultivaci, tzv. stdrnutim oocytt.

Nasledkem morfologickych a biochemickych zmén v pritbéhu starnuti, mize dochazet
ke spontanni partenogenetické aktivaci, 1yze nebo fragmentaci oocytli, pficemz fragmentace
je vn&jSim projevem programované bunéfné smrti, apoptézy. Mezi proteiny schopné
apoptozu inhibovat patii Bcl-x;, ¢len rodiny anti-apoptotickych faktor Bcl-2.

Sulfan byl na zadkladé nedavnych vyzkumil zatazen mezi gasotransmitery, plynné
signalni molekuly, schopné prochdzet bunéénymi membranami a ovliviiovat vnitrobunééné
signalni drahy. Jeho prokazana ucinnost je velmi rozmanitd a zahrnuje 1 ovlivnéni apoptdzy
v somatickych bunikéch.

Ve své praci jsem se vénovala vlivu sulfanu anti-apoptoticky faktor Bel-x; v prabehu

starnuti prasecich oocytu in vitro.



2. Védecka hypotéza a cile prace

Byla stanovena hypotéza, ze je plynny gasotransmiter sulfan zapojen do regulace exprese
anti-apoptotickych faktorl z rodiny Bel-2 béhem starnuti prasecich oocytt in vitro.

Cilem této prace bylo ovétit tuto hypotézu realizaci vhodnych experimentt.

1. Sledovani intracelularni distribuce enzymd, zodpovédnych za endogenni produkei H,S
ve starnoucich oocytech.
2. Vliv donoru sulfanu Na,S na lokalizaci a intracelularni distribuci faktoru Bel-xp

béhem starnuti prasecich oocytt.
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3. Literarni prehled

3.1. Oogeneze a folikulogeneze

Oogeneze zacind tvorbou primordidlnich zarode¢nych bunék a zahrnuje sérii
bunéénych transformaci — v embryonalnim vyvoji pfeménu primordialnich kmenovych bunék
v oogonie, oogonii v oocyty a v dospélosti, oocytll ve vajicka (Wassarman, 1988). Oogeneze
probiha soucasn¢ s folikulogenezi a pribéh obou téchto procesti musi byt tedy velmi pfesné

koordinovan (Senbon ef al., 2003).

3.1.1. Faze mnozeni

Primordialni kmenové bunky se objevuji v rané fazi embryondlniho vyvoje mezi
endodermdlnimi bunkami stény Zloutkového vacku v blizkosti vyusténi alantoisu
(Langman et Sadler, 2006). Jedna se o buiiky piivodem z epiblastu, které v pribé¢hu gastrulace
pronikly skrz primitivni prouzek (Gilbert, 2006). Jejich diferenciace z epiblastu je regulovana
specifickymi faktory vylu€ovanymi extraembryonélnim ektodermem, a to bone morphogenic
protein 4 (BMP-4) a bone morphogenic proetin 8b BMP 8b, a bone morphogenic protein 2
(BMP-2) vylu€ovanym visceralnim endodermem (Ying ef al., 2002).

Primordialni kmenové buiiky migruji do o oblasti budoucich pohlavnich li§t nejprve
pasivné pies endodermalni epitel zadniho stteva a poté aktivné, améboidnim pohybem, podél
dorzélniho mezenteria (Wassarman, 1988). V pribéhu migrace prochazi zarodecné bunky
sérii mitotickych déleni, které zvySuje jejich pocet z 5000 zaznamenanych ve 20 dnech
po oplozeni, na 1 100 000 v 50 dnech po oplozeni. Pozdé&ji se jejich poc€et nasledkem nizké
mitotické aktivity a atrézie snizi na ptiblizn¢ 500 000 zarodecnych bunék pii narozeni (Black
et Erickson, 1968). Do puberty tento pocet jesté¢ poklesne na 420 000 (Gosden et Telfer,
1987).

Black et Erickson (1968) zaznamenali primordidlni zarodecné buniky prasat v oblasti
zarodecné listy jiz 18. den po oplozeni.

Jakmile jsou PGC ve vyvijejicim se ovariu, zacinaji diferencovat v oogonie. Ztraci
schopnost améboidniho pohybu a zakulacuji se. Vytvaii shluky dé€licich se bunék se stejnou
chromozomalni konfiguraci a navzdjem propojenych mezibunéénymi mosty, které

pravdépodobné vznikaji v disledku nedokonalého oddé€leni bun€k pii rychle probihajici
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mitoze (Motta et al., 1997). Oogonie prochazi druhové specifickym poctem mitdéz, nez
vstoupi do meidzy a stanou se oocyty. Po vstupu do meidzy prochdzi primarni oocyt fdzemi
leptotene, zygotene a pachytene profaze prvniho meiotického déleni (Wassarman, 1988).

V pribéhu meidézy pohlavnich bunék po sobé nasleduji dvé jaderna déleni tzv.
heterotypické a homeotypické déleni. Pfed heterotypickym délenim se chromozomy replikuji
piicemz tyto sesterské chromatidy zlstavaji spojené v centroméie. V leptotene profaze 1
dochazi ke kondenzaci chromozomt, které se tim stavaji viditelnymi jako dlouhé stuhovité
struktury. V ndsledujici fazi profaze I, zygotene, se homologni chromozomy paruji za pomoci
proteinové struktury zvané synaptonemalni komplex. Tyto spojené pary homolognich
chromozomu tvofi tzv. bivalenty. V pachytene chromozomy dale kondenzuji, coz vede
k jejich zkraceni a ztlusténi. V pozdnim pachytene lze pozorovat jednotlivé chromatidy,
chromozomy se proto oznacuji jak tetrady. V této fazi dochdzi k piekiizeni  Casti
homolognich chromozomi v chiasmatech a k vyméné jejich cCasti pii crossing overu.
Na zacatku diplotene se rozpadd synaptonemalni koplex a za¢ind rozd€leni chromozomd,
které vSak ziistavaji spojené v chiasmatech (Hartl er Ruvolo, 2011). V této diplotenni
(diktyatenni) fazi se déleni zastavuje prvnim meitickym blokem, ve kterém oocyty setrvavaji
vét§inu svého zivota (Wassarman, 1988).

Tento prvni meioticky blok je udrZovan vysokou hladinou cAMP v oocytu, kterd
inaktivuje MPF fosforylaci CDK1 pomoci protein kindzy A (PKA) (Bornslaeger et al., 1986;
Duckworth et al., 2002).

Mezitim epitel zarodecné liSty proliferuje, jeho buiikky penetruji do mesenchymu
a vytvafeji tzv. medularni provazce. U samic se tyto provazce rozpadaji, vytvareji
nepravidelné shluky bunék a pozdéji mizi v zékladu dfené ovaria. Povrchovy zarode¢ny epitel
pokracuje v proliferaci a dava vzniknout druhé generaci provazcu, tzv. kortikdlnim
provazcim, které pronikaji mesenchymem, ale zlstavaji blizko povrchu ovaria (Langman et
Sadler, 2006).

V pribéhu tohoto procesu ztraceji oocyty mezibunécné mosty a jsou obklopovany
jednou vrstvou pregranuloznich bun€k plvodem z kortikdlnich list, ¢im se vytvaii tzv.

primordidlni folikul (Wassarman, 1988).

3.1.2. Faze rustu

V pribchu této faze se oocyty jiz nemnozi, dochdzi ale jejich k intenzivnimu rastu.

Probihé syntéza a shromazd’ovani makromolekul a organel (ribozomi, mitochondrii) a oocyt
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ziskava schopnost znovuzahajit meidzu (Szybek, 1972; Sorensen et Wassarman, 1976).

V pribéhu faze riastu dochdzi vcytoplasmé a jadie ke zménam, které jsou
charakteristické transkripci a translokaci mRNA, utvafenim dé¢licitho vieténka a vyvojem
mechanismi umoziujicich penetraci spermie (Swain ef Smith, 2008). Ve findlnich fazich
ristu oocytu in vivo probiha redistribuce kortikdlnich granul, zmény poctu, aktivity
a distribuce mitochondrii (Wilding et al., 2001, Van Blerkom et al., 2002).

Schopnost znovuzahdjeni meidzy sestava ze dvou fazi, které souvisi s velikosti oocytu.
V prvni fazi je zvySujici se pocet oocytli schopen projit rozpadem zarodecného vacku
(GVBD) a dosdhnout stadia metafdze I. meiotického déleni, s chromozomy sefazenymi
v metafazni desticce. S dalS$im rastem je stile vice oocytii schopno postoupit az do stadia
metafaze 2. meiotického déleni a po oplozeni zahdjit Casny embryondlni vyvoj (Sorensen et
Wassarman, 1976; Albertini ef al., 1991).

Meioticky kompetentni oocyty jsou charakteristické lemem kondenzovaného

chromatinu obklopujicim jadérko (Mattson et Albertini, 1990; Zuccotti et al., 1995).

3.1.3. Faze zrani

Ptechod ze stadia zarodecného vacku do stadia metafaze II se oznacuje jako zrani
oocytu a zahrnuje zmény jadra a cytoplasmy, které ptipravuji oocyt na oplozeni a zahajeni
dalSiho vyvoje (Fissore et al., 2002). Znovuzahajeni meidzy je zahajeno piedovulaéni vinou
gonadotropini, zvlast’ vysokymi hladinami luteinizacniho hormonu (LH). VIna LH zptisobi
snizeni hladiny cAMP v oocytu, pravdépodobné ztratou gap junctions spoji mezi oocytem
a kumularnimi bunikami nasledkem mucifikace a expanze kumulu (Sela-Abramovich et al.,
2006; Schoenfelder et Einspanier, 2003). V oocytu také dochazi ke zvySené expresi enzymu
fosfodiesterazy, ktera cAMP rozklada na 5’AMP, ¢imz déle snizuje hladinu cAMP (Richard
etal.,2001).

Pouze plné narostlé, meioticky kompetentni oocyty z dominantnich folikuli reaguji na
preovulaéni vinu LH znovuzahajenim meidzy. NejvyraznéjSim projevem znovuzahdjeni
meiozy je rozpad zarode¢ného vacku, tzv. germinal vesicle breakdown (GVBD) a kondenzace
chromatinu (Inoue ef al., 1996).

GVBD po podani hCG je u prasete in vivo dokonceno vrozmezi 20 — 24 hodin,
in vitro mezi 16 — 20 hodinami (Motlik et Fulka, 1976).

Jaderné zréani trva u prasete asi 44 hodin a zahrnuje dvé po sob¢ jdouci déleni (M-féaze),

mezi kterymi neprobihd replikace DNA (van der Hurk, 1997).
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Oocyty, zablokované v diplotene profaze prvniho meiotického déleni, postoupi do
diakinese. Zde jsou chromozdémy nejvice kondenzované a zac¢inaji se od sebe vzdalovat, zatim
spojené v chiasmatech. Ke konci diakinese zacina tvorba déliciho vieténka a rozpad jaderné
membrany. Nasleduje metafaze prvniho meotického déleni, ve které dochazi k napojeni
mikrotubulti déliciho vieténka na centromery chromozomu a sefazeni bivalentii v metafazni
desticce (Hartl et Ruvolo, 2011). Homologni chromozomy jsou k sobé pfipojeny chiasmaty
vzniklymi crossing-overem a kohezinovymi spoji. Tyto spoje mezi rameny chromozomil jsou
rozStepeny separdzami, coz umozni oddéleni homolognich chromozomii v anafazi I,
kohezinové komplexy na cetromerach vSak ziistanou spojeny, coZ je nezbytné pro spravny
rozchod chromatid v meidze 1I. V anafdzi se dvouchromatidové homologni chromozomy,
spojené¢ centromerou, rozchazeji k polim déliciho vieténka. Na konci telofdze dochézi
k vydéleni polového téliska, které je vyrazné¢ menS$i nez oocyt a obsahuje polovinu
chromozomu (Lodish et al., 2004). Nasleduje druhé meiotické déleni, pfed kterym neprobiha
replikace DNA. Toto tzv. homeotypické déleni ma stejny pribéh jako mitdza, v metatazi vSak

dochazi k zastaveni déleni ve druhém meiotickém bloku (Wassarman, 1988).

3.1.4. MPF

MPF (maturation promoting factor) hraje zasadni roli v meiotickém zrani oocytu,
protoze vyvolava rozpad jaderné laminy, kondenzaci chromozomt, ptestavbu mikrofilament a
reorganizaci sit¢ intermedialnich filament. JakoZto heterodimerni komplex, MPF sestava ze
dvou podjednotek — katalytické podjednotky serin/threonin protein kinazy CDK1 a regulacni
podjednotky cyklinu B (Dunphy et al., 1988; Gautier ef al., 1988; Gautier ef al., 1989). Bylo
objeveno nékolik izoforem cyklinu B u obratlovcil, zda se vSak, ze pouze cyklin B1 je zasadni
pro aktivitu MPF (Brandeis et al., 1998). V prubéhu meiotického zrani kolisaji hladiny
cyklinu Bl a nasledkem toho 1 aktivita MPF pfesné danym zplisobem. Hladina cyklinu Bl
1 aktivita MPF jsou nizké u oocytli zablokovanych v profazi prvniho meiotického déleni. Poté
se aktivita zvySuje a svého maxima dosahuje v metafazi I. Pti prechodu z metafaze I do
anafdze 1 dojde k nahlé degradaci cyklinu B1, coz vede knahlému poklesu aktivity MPF.
Oocyt pokracuje v meiotickém déleni, kdy opét stoupa hladina cyklinu B1 a tim aktivita MPF,
ktera se udrzi vysokd v prabéhu 2. meiotick¢ho bloku v metafazi II (Winston, 1997; Ledan et
al., 2001; Nixon et al., 2002; Hyslop et al., 2004).

Aktivita MPF je regulovana Mytl a Weel kindzami, které jej inaktivuji fosforylaci
CDKI1 na Thrl4 a Tyrl5. Fosfataza CDC25 naopak CDKI na téchto aminokyselindch
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defosforyluje a tim ji aktivuje. Pro aktivaci CDKI1, a tim MPF, je nutna vysoké aktivita
CDC25 a nizka aktivita Mytl a Weel kinaz (Norbury et Nurse, 1992; Jones, 2004). Inaktivni
MPF, tzv. pre-MPF, se nahromaduje v pritbéhu G2 faze a pfechod do M faze zavisi na jeho
defosforylaci fosfatazou CDC25 (Taieb et al., 1997).

V pribehu druhého meiotick€ého bloku je udrZzovana stabilni hladina MPF. Oocyty
jsou zablokovany s plné vytvofenym délicim vieténkem a na ném napojenymi chromozomy
(Jones, 2004). Druhy meioticky blok je umoznén inhibici APC (anaphase promoting
complex) pomoci Emi2 a udrzovan Emi2 a kaskddou c-Mos/MAPK, které stabilizuji MPF.
Pti poklesu aktivity MPF pod urcitou uroven c-Mos/MAPK kaskada potla¢i degradaci cyklinu
B, ¢imZ se opét zvysi aktivita MPF. Naopak pfilisSné zvySeni aktivity MPF zplisobi degradaci
cyklinu B pomoci APC (Yamamoto ef al., 2005, Madgwick et Jones, 2007).

3.1.5. MAP kinazy

MAP kinazy (mitogen-activated protein kinases) jsou rodina serin-threoninovych
protein kinaz, z nichZ nejlépe prozkoumané jsou Erkl a Erk2 (Extracellular signal regulated
kinasel a 2), které se uplatiiuji v regulaci bunééné proliferace na zakladé¢ podnétl ristovych
faktorti (Ye et al., 2003).

Aktivace MAP kinaz probiha fosforylaci na threoninu a tyrozinu MEK kinazou (MAP
kinase-Erk kinase), kterd je v oocytech aktivovand Raf nebo Mos (Posada ef al., 1993;
Ferrell, 1996).

Ptedpoklada se, Ze signdlni draha Mos-MAPK zahrnuje prvky CSF (cytostatic factor)
(Masui et Markert, 1971), ktery udrzuje vysokou aktivitu MPF a umoziiuje druhy meioticky
blok (Sagata et al., 1989; Masui, 2000).

Dale jsou MAP kindzy zodpovédné za udrZeni kondenzace chromatinu a zabranéni
replikaci DNA v pfechodu mezi meidzou I a meidzou 11, kdy je nizka aktivita MPF (Verlhac
et al., 1994).

Neni Gplné jasné, kdy a jak, dochazi k aktivaci MAP kindzy u prasat v pribéhu
meiotického zrani. Vysledky Ye ef al., (2003) ukazuji, Ze MAP kindza 1 MPF jsou aktivovany
piiblizné ve stejnou dobu pii rozpadu zarodecného vacku (GVBD). Aktivity obou soubézné
stoupaji a znatelné trovné dosdhnou asi 7 hodin po GVBD. Vrcholna aktivita nastava asi po
10 hodinach pti MI, pti¢emz aktivita MAP kinazy pti pfechodu z MI do MII zistava stejna,
zatimco aktivita MPF vyrazné€ poklesne ( Ye et al., 2003).
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3.2. Folikulogeneze

Vyvoj folikulu je morfologicky charakteristicky zvétSenim priméru oocytu a synchronni
proliferaci granuloznich bunék, jejimZ vysledkem je mnoho vrstev bunck obalujicich kazdy
oocyt. Vyvoj folikulu zahrnuje rekruitment primordialnich folikulii, jejich rist, selekci
dominantniho folikulu, ovulaci a luteinizaci (Vanderhyden, 2002).

Vice nez 99% folikul v sav¢ich ovariich podléha v pritbéhu folikulogeneze atrézii.
Neni mnoho zndmo o molekularnim mechanismu vybéru folikulli, vyznamnou roli v ném ale
hraje apoptdza bun€k granulosy (Manabe et al., 2004).

Jiz pfed porodem se u samiciho plodu za¢nou dale vyvijet skupiny primordidlnich
1978; Oxender et al., 1979). Vyvoj z primordidlniho do antralniho folikulu prasete trva 84 dni
a dalSich 19 dni je potifeba k dosazeni predovulacni Grovné vyvoje (Morbeck et al., 1992).
V pribehu této periody dochazi k mnoha morfologickym zméndm jak na oocytu, tak na
okolnich folikularnich bunkéach.

Proces folikulogeneze méa dvé fdze — preantrdlni, nezavislou na gonadotropinech
a antralni fazi, zavislou na gonadotropinech.

V priibéhu preantralni faze pregranulozni bunky primordidlniho folikulu diferencuji
v kubické a vytvari jednovrstevny obal primarniho oocytu, uzavieny v bazalni membrang
a vytvarejici primarni folikul. Pozdéji granuléza proliferuje a vytvaii vicevrstevny obal
sekundarniho folikulu (Norris et Lopez, 2010). V této fazi oocyt roste a vytvari si
glykoproteinovy obal, zonu pellucidu. Zona pellucida se postupné stava tlustsi a pevngjsi siti
vzajemné propojenych filament, ktera obaluje oocyt a prevazné ho oddéluje od folikularnich
bunék. Jsou vSak zachovany spoje gap junctions mezi oocytem a folikuldrnimi bunkami.
Gap junction jsou tvotreny microvilli oocytu a vybézky folikularnich bunék, které prochazeji
zonou pellucidou (Albertini et Anderson 1974; Wassarman, 1988).

Gap junctions hraji zasadni roli ve vyvoji oocytu, protoze zprostiedkovavaji vymeénu
metabolitl a signalnich molekul mezi oocytem a okolnimi granul6znimi buiikami, stejné jako
mezi sousednimi granul6znimi bunikami navzajem (Lodish et al., 2004). Okolni granuldzni
buiiky oocytu dodavaji nukleosidy, aminokyseliny a fosfolipidy, ale také udrzuji iontovou
rovnovahu a stabilitu mRNA zrajiciho oocytu (Hunter, 2000). Rychlost riistu oocytu je pfimo
z&visla na poctu granuldznich bunék, které jsou s nim spojené (Herlands ef Schultz, 1984).

Velikost sekundarniho folikulu prasete je asi 300 um s oocytem o velikosti asi 90 pm

(van der Hurk et al., 1997).
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V této fazi tvoii granulézni buiiky morfologicky homogenni populaci a ziskéavaji
receptory pro folikulostimulaéni hormon (FSH) a steroidni hormony (Richards, 1975;
Erickson et al., 1985). Soucasn¢ vytvaii bunky stromatu ovaria dal§i vrstvu somatickych
bunck obalujicich folikul, tzv. thecu. Thekalni bunky dale diferencuji ve vnitini endokrinni
vrstvu theca folliculi interna a vn&j$i vrstvu theca folliculli externa, ktera ma vazivovy
charakter. Theca folliculli interna vaskularizuje, cévy vSak neprochazi basalni membranou
a nevstupuji tudiz do membrany granulosy (Notris et Lopez, 2010).

Jakmile se okolo oocytu naakumuluje nékolik tisic granuléznich bunék, které tvofii
vicevrstevnou strukturu, extracelularni prostor se zacne zvétSovat a vytvori dutinu zvanou
antrum (Eppig et al., 1990).

U mysi dokoncuje oocyt sviy rast pfed formaci antra folikulu, rist folikulu tedy
pfevazné probihd az po dokonceni ristu oocytu. U domestikovanych zvifat vSak oocyt
podstatné zvétSuje sviij objem 1 po vytvoreni antra folikulu (Senbon et al., 2003).

Primér oocytu se zvétSuje z piiblizné¢ 30 um na 120pm. V 1,8 mm folikulech jsou
oocyty o témet konecné velikosti 115 um (Motlik et Fulka, 1986).

Prasec¢i folikuly o velikosti méné¢ nez 0,7 mm obsahuji oocyty meioticky
nekompetentni, pouze nékteré oocyty z folikuld o velikosti 0,8 — 1,6 mm mohou dozrat
in vitro. Ani oocyty z folikulli vétSich neZ 1,7 mm nedosdhnou vSechny po 48 hodinach
v in vitro podminkach do metafaze II (Motlik ef al., 1984).

Po dosazeni pohlavni dospélosti jsou v prabéhu kazdého ovarialniho cyklu nékteré
folikuly vrané antralni fazi rekrutovany a pokracuji vristu. To je fizeno hypofyzarnim
folikulo-stimula¢nim hormonem (FSH) (Gougeon, 1996). Mezi buiitkami granul6zy se zacne
akumulovat tekutina a vytvofi se centralni dutina antrum folliculi, kterd granul6zni bunky
vytlaci na periferii folikulu. Oocyt vSak zlistava obklopen skupinou asi tisice tésn¢ spojenych
bunék, a vytvaii se tak cumulus oophorus (Salustri et al., 1992). Antrum se dale rozpina,
proliferace bun¢k granulézy pokracuje aterciarni folikul se zvétSuje. Pfi ovulaci terciarni

folikul praské a oocyt ovuluje (Manabe ef al., 2004).
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3.3. Starnuti oocyti

Oocyty zablokované v MII fazi jsou normaln€ oplozené brzy po ovulaci, pokud
k tomu vSak nedojde, neoplozené oocyty ve vejcovodu (in vivo) nebo v kultuie (in vitro)
projdou zhorSenim kvality, k tzv. starnutim (Miao et al., 2009)

Béhem starnuti dochazi k mnoha morfologickym a biochemickym zménam, které
vyrazn€ snizuji kvalitu a Zivotachopnost oocyttl.

Zmény spojené se starnutim oocytli zahrnuji naptiklad snizenou schopnost oplozeni
(Winston et al., 1993), vyskyt polyspermie (Badenas, 1989), partenogenezi (Marston et
Chang, 1964), anomalie chromozomii (Mailhes et al., 1998), zvySenou citlivost k aktivaénim
podnétim (Goud et al, 1999), nastup anafaze II (Abbot et al., 1998, Xu et al, 1997),
casteCnou exocytozu kortikalnich granul, strukturdlni zmény a ztvrdnuti zomy pellucidy,
snizeni aktivity MPF a MAPK (Xu ef al., 1997), epigenetické zmény (Liang et al., 2008)
a abnormalni nebo opozdény vyvoj embryi (Winston et al., 1993).

Starnuti oocytu zptisobuje mnoho morfologickych zmén, jako jsou zmény struktury
plazmatické membrany, zony pellucidy, cytoskeletu, mitochondrii, pifesunuti déliciho
vieténka, vychyleni chromozomt, rozptyleni centrosomu, piemisténi polového téliska
a kortikanich granul a ptedcasnou exocytdzu kortikalnich granul (Miao et al., 2009).

Predpokladd se, Ze jednou zpfi€in zmén pii starnuti oocyti je akumulace
vnitrobunéénych reaktivnich kyslikovych radikali a oxidativnich poskozeni (Shigenaga et
al., 1994).

Degenerativni zmény v oocytech starnoucich v podminkach in vitro vedou k jejich
spontanni partenogenetické aktivaci, fragmentaci nebo lyze (Petrova et al., 2004, 2005, 2009;
JeSeta et al., 2008). Perez et al., (1999) prokazali, Ze za degeneraci neoplozenych mysich
oocytl, tzv. fragmentaci, je zodpovédna apoptdza.

Pfi¢inou Castné spontanni partenogenetické aktivace a fragmentace je snizena aktivita

MPF ve starnoucich oocytech (Kikuchi ef al., 1995)

3.3.1. Zmény kortikalnich granul

U nestarnoucich oocyt  tvofi kortikalni granula pod oolemou oocytu tésné
uspofadanou vrstvu, typicky s vyjimkou oblasti nad meiotickym aparatem. Po oplozeni dojde
k ptesn¢ koordinované kortikalni reakci a tim k vyliti obsahu kortikalnich granul do
perivitelinniho prostoru, které zplisobi zmény zony pellucidy a vytvoii extracelularni blok

polyspermii (Okada et al., 1993).
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Kortikalni reakce u nestarnoucich oocyta probéhne typicky pouze po oplozeni spermii,
zatimco u oocytd, které podlehly starnuti se snadno spousti spontanné. Jejich kortikalni
granula se pfesouvaji a dochazi u nich k ¢astecné exocytoze (Xu et al., 1997; Goud et al.,

2005).

3.3.2. Zmény déliciho vieténka

Délici vieténko prase€ich oocytl je umisténo periferné, s radidlné orientovanou osou
soumeérnosti, ma tvar soudku a délku ptiblizné 10 um. V pribéhu stranuti se vzdalenost mezi
poly vieténka vyrazné zvétSuje, dochéazi také k snizeni hustoty perifernich mikrofilament,
které se podili na ukotveni déliciho vieténka ke kortexu oocytu. Tyto zmény mohou vést ke

Spatné segregaci chromozomu u starnoucich oocyti (Suzuki ef al., 2002).

3.3.3. Zmény zony pellucidy

Zona pellucida oocyti ma charakter granulofibrilarni sit€ spory, zatimco
u starnoucich oocyti nabyva dlazdicovité struktury, kterd sestdva ztésnych shluka
granulofibrilarniho materidlu, zieteln¢ oddélenych mezerami o Sifce 0,3 um (Longo, 1981).
Pti pokusech s chymotrypsinem se také ukazalo, Ze se zona pellucida starnoucich oocyti
rozpusti za podstatné delsi Cas nez zona pellucida nestarnoucich oocytt (Longo, 1981, Xu et

al., 1997; Goud et al., 2005; Miao et al., 2005).
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34. Apoptoza

Apoptdza, neboli programovand bunéénd smrt je presné regulovany proces zaniku
bunék. Typicky dochazi k morfologickymi zménam jako je zakulaceni buiiky a zatazeni
pseudopodii, rychlé snizeni objemu buiiky spolu se zvySenim jeji hustoty, kondenzace
chromatinu, rozpad jadra, konvoluce a ,blebbing* cytoplasmatick¢é membrany, kompaktace
cytoplasmatickych organel a zvétSeni endoplasmatického retikula (Wyllie, 1987; Kroemer et
al., 2009).

V sav€ich bunikach je apoptoza zprostiedkovana skrze vnéjSi nebo vnitini signalni

drahu, v zavislosti na pavodu podnétu.

3.4.1. Vniti'ni signalni draha

Podnéty k aktivaci vnitini signalni drahy se obecné oznacuji jako stresory a jsou to
napt. UV zdfeni, y zafeni, genotoxické a cytotoxické latky, volné kyslikové radikaly,
metabolické jedy, nedostatek cytokinli, rGstovych a survival faktorii, toxiny posSkozujici
aktinovy cytoskelet, oddéleni buniky od extracelularni matrix, chyby replikace nebo
rekombinace a mutagenni latky apod. (Nagata, 1997; Fumarola et Guidotti, 2004;
Norbury et Zhivotovsky, 2004; Batista ef al., 2009). Poskozeni DNA zptsobené témito
stresory vede k aktivaci proteinu p53, ktery ptisobi jako transkripéni faktor pro-apoptotickych
¢lend rodiny Bcl-2 jako jsou Bid, Bik, Bax, Puma, Noxa nebo Bim (Vogelstein et al., 2000;
Vousden et Lu, 2002; Tian et al., 2007).

Inaktivace této drahy zpravidla vede k rakovinnému bujeni (Riedl ef Shi, 2004).

Pro wvnitini signdlni drdhu je typickd mitochondridlni drdha, kterd je kontrolovana
rodinou pro- a anti-apoptotickych Bcl-2 proteini. Po prekroCeni urcitého prahu pro-
apoptotickych signdlii se zvysi permeabilita vnéjSi membrany mitochondrie a uvolni se
apoptogenni proteiny jako je cytochrom ¢, endonukleaza G, AIF (apoptotic inducing factor),
Smac/DIABLO, HtrA2/Omi a dal$i (Chipuk et Green, 2008; Youle et Strasser, 2008). AIF je
flavoprotein, ktery ma schopnost indukovat apoptototické zmény jadra bez aktivace kaspaz
(Susin et al., 1999). Uvolnéni cytochromu ¢ a dalSich proteinii z mitochodrie je umoznéno
zformovanim MAC kanalu (Mitochondrial Apoptosis-induced Channel) ve vnéj$i membrané
mitochondrie, ktery je tvofen proteiny Bax a Bak (Dejean et al., 2010).

Cytochrom c uvolnény do cytoplasmy se v ptitomnosti dATP nebo ATP véze na

Apaf-1 a vytvarii oligomerni komplex, tzv. apoptozoém (Zou et al., 1999; Purring et al., 1999).
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autoaktivaci (L1 ef al., 1997; Srinivasula ef al., 1998; Zou et al., 1999). Tvorba komplexu
mezi kaspazou 9 a Apaf - 1 je zprostiedkovdna vysoce specifickou vazbou mezi CARD
doménami (Caspase activation and recruitment domain) obou proteinti (Zkou et al., 1999).
Aktivovana kaspaza 9 déle aktivuje pro-kaspdzy 3 a 7. Aktivovana kaspéaza 3 dale
zpétné aktivuje pro-kaspazy 3 a 9, ¢imz vytvaii dréhu pozitivni zpétné vazby a Stépi dalsi
proteiny, coz vede kapoptitickych zménam jako je smr$téni bunck, “blebbing*
cytoplasmatické membrany, kondenzace chromatinu a fragmentace DNA (Porter et Jénicke,

1999; Fan et al., 2005).

3.4.2. Vnéjsi signalni draha

Tato dradha je zahdjena extracelularnimi ligandy z TNF rodiny jako jsou TNFa,
FasL/CD95L, TRAIL a dalsi (Krammer, 2000; Screaton et Xu, 2000), které se vazi na
odpovidajici membranové receptory smrti (TNFR, Fas/CD95, DR3 a DR4/DRY) a zplsobuji
jejich trimerizaci. Na vnitini strané membrany se na doménu (DD — death domain) téchto
receptort piipoji adaptorové proteiny TRADD nebo FADD, na které se pies DED doménu
(death effector domain) ptipoji pro-kaspazy 8 nebo 10 (Micheau er al., 2002). Ligand,
receptor, adaptorovy protein a kaspdza 8 vytvari tzv. DISC (death inducing signaling
complex) (Kischkel ef al, 1995). Tésnym navazanim dvou pro-kaspaz 8 dojde k jejich
autoaktivaci. Aktivni kaspazy 8 poté aktivuji v zavislosti na typu buiky rtizné dalsi signalni
dréhy. V lymfoidnich buné€nych liniich je kaspaza 8 silné aktivni a pfimo aktivuje pro-
kaspazu 3. V jinych buiikach neni kaspéza 8 schopna pro-kaspazu 3 aktivovat. Spousti vSak
mitochodridlni apoptotickou drahu ptes Bid, pro-apoptotického c¢lena rodiny Bcl-2, jeho
Stépénim v aktivni formu tBid (Gross ef al., 1999, Li et al., 1998). tBid nasledné stimuluje
tvorbu Bax nebo Bak porG ve vnéj$i mitochondrialni membrané, které umozni vyliti
cytochromu c, AIF a jinych proteini z mitochondrie a tim spusténi apoptozy (Korsmeyer et
al., 2000; Fan et al., 2005).

Kromé¢ aktivace FADD a nasledn¢ kaspazy 8 interaguje Fas/CD95 1 s proteinem Daxx.
Aktivovany Daxx nasledné aktivuje apoptosis signal-regulating kinase 1 (ASKI), kterd
funguje jako MAPKKK v signalnich drahdch c-Jun N-terminalni kinazy a p38 MAPK. Trvala
aktivace JNK a p38 MAPK signdlnich drah poté vede k apoptéoze (Yang et al, 1997,
Chang et al., 1998).
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3.4.3. Kaspazy

Kaspazy jsou protedzy obsahujici cystein, které specificky $tépi peptidovou vazbu za
aspartditem (Alnemri, 1997). VSechny obsahuji v aktivnim misté stejnou pentapeptidovu
sekvenci QACXG (Q - glutamin, A - alanin, C - cystein, X - arginin/glutamin/glycin,
G - glycin). Jsou syntetizovany jako inaktivni proenzymy (zymogeny), které¢ se skladaji
z N - terminadlniho peptidu (prodomény) variabilni délky, velké p20 podjednotky s aktivnim
cysteinovym mistem a malé pl0 podjednotky, kterd se ucastni rozpozndvani substratu
a katalyzy enzymatickych reakci (Cohen, 1997; Lamkanfi et al., 2002). Intracelularni
a extracelularni signaly vedou k tvorbé proteinovych komplexti, tzv. caspase activation
platforms, na které se kaspazy vazi svou prodoménou. Strukturni zmény proenzymu nebo
blizkost dvou proenzymt vyvola aktivaci autoproteolytickym odd€lenim dvou katalytickych
podjednotek p10 a p20 ( Riedl e Shi 2004, Fuentes-Prior et Salvesen 2004). Kaspazy s méné
nez 30 aminokyselinovymi zbytky, tj. kaspazy 3, 6 a 7 jsou aktivovdny proteolytickym
Stépenim jinou kaspazou nebo granzymem B (Degterev et al., 2003). Kaspaza 9 mlze mit
vyznamnou aktivitu i v nerozs$tépeném stavu (Stennicke et al., 1999).

Do soucasnosti bylo zaznamenano 15 sav¢ich kaspdz, pticemz kaspazy 11 a 13 jsou
ortology lidské kaspazy 4 (Koenig et al., 2001; Lamkanfi ef al., 2002; Eckhart et al., 2005).
pro které je charakteristickd prodlouzena oblast N-konce, ktera obsahuje jednu nebo vice
adaptorovych domén, efektorové (kaspazy 3, 6 a 7), které maji typicky 20 — 30
aminokyselinovych zbytkli ve své prodoménové sekvenci a kaspazy, Gi€astnici se zanétlivych
procesu a aktivace cytokint (1, 4, 5, 11, 12, 13 a 14) (Cohen, 1997; Riedl et Shi, 2004).

Iniciaéni kaspazy obsahuji doménu smrti (DD — death domain) a CARD doménu
(casapase activation and recruitment domain) (kaspazy 1, 2, 4 a 9) nebo DED doménu (death
effector domain) (kaspazy 8 a 10), které¢ umoziuji interakce kaspéaz s jinymi molekulami
(Rastogi et al., 2009).

Iniciacni kaspazy jsou aktivovany adaptorovymi proteiny jako jsou FADD a Apaf-1,
které se vazi na prodomény kaspazovych proenzymu (Boldin et al., 1996; Muzio et al., 1996;
Zou et al., 1997). Schopnost adaptorovych molekul aktivovat kaspazy je kontrolovana
nékolika rodinami regula¢nich molekul. Apoptéza spousténd pies Apaf-1 mize byt
inhibovéana cleny rodiny Bcl-2 (Hu et al., 1998; Pan et al., 1998; Moriishi et al., 1999)
a apoptoza signalizovana FADD muze byt inhibovéana proteinem FLIP (Irmler et al., 1997).

Aktivace kaspaz nevede k uplné degradaci bunéénych proteint, spiSe k selektivnimu
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Stépeni urcitych cilovych proteint, vétSinou na jednom, nebo nékolika mistech jejich fetézce,
vzdy vSak po aspartatu. VéEtSinou vedou tyto sestiihy k inaktivaci proteinti, mize vSak dojit
1 k aktivaci a to bud’ pfimo, odStépenim negativni regulaéni domény, nebo nepiimo, inaktivaci

regulacni podjednotky (Hengartner, 2000).

3.4.3.1. 1APs - proteiny inhibujici apoptozu

Rodina TAP proteint je charakteristickd svou schopnosti potlatovat apoptéozu vazbou
na kaspdzy a BIR doménou (baculoviral IAP repeat), oznaCovanou podle baculoviru, ve
kterém byly IAP plivodné objeveny. (Crook ef al., 1993; Birnbaum et al., 1994). Nékdy se
tyto proteiny oznacuji 1 jako BIRCs (BIR-containing proteins), neboli proteiny obsahujici BIR
doménu.

Pro schopnost potlacovat apoptézu je nutna piitomnost alespont jedné BIR domény a
v nékterych ptipadech 1 RING domény (Clem et Miller 1994; Deveraux et al.,, 1997). Lidské
proteiny c-IAP1 a c-IAP2 obsahuji mezi BIR a RING doménami 1 CARD doménu, zda se
v8ak, Ze pro potlaceni apoptdzy neni nezbytné nutna (Roy et al., 1997).

XIAP, c-IAP1, c-IAP2 a Survivin jsou schopné vazat, a tim siln€ inhibovat, kaspazy 3,
7 a 9, ne vSak kaspazy 1, 6, 8 a 10 (Deveraux et al., 1997; Roy et al., 1997, Tamm et al.,
1998).
drahy, kaspazu 8, vazi se a inhibuji jeji efektorovou kaspazu 3 a tim zastavuji proteolytickou
kaskadu této drahy (Deveraux ef al., 1997, 1998; Roy et al., 1997).

Naopak v mitochondridlni signdlni draze se XIAP, c-IAP1 a c-IAP2 vazi piimo na
Smac/DIABLO je protein uvoliovany v pribéhu apoptdzy z mitochondrii, ktery svou vazbou
neutralizuje inhibi¢ni aktivitu proteinii IAPs. Vazba Smac/DIABLO na IAPs zabraiiuje jejich
interakci s kaspazami, kterou inhibuji jejich aktivaci nebo aktivitu (Du et al., 2000; Verhagen

et al., 2000).

3.4.4. Rodina proteinii Bcl-2

Bcl-2 proteiny se v buiikdch vyskytuji hlavné na vnéj$i membrané¢ mitochondrii, byly
ale detekovany 1 v mitochondridlni matrix a kristdch, na perinukledrni membrané

a v cytoplasmé (Monaghan et al., 1992).
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Proteiny Bcl-2 rodiny mohou byt rozdéleny do tii skupin na zéklad¢ jejich struktury
a role v apoptoze:

e Anti-apoptotické proteiny, pro které je charakteristicka ptitomnost vSech Ctyf Bcl-2
homolognich domén (BH1, BH2, BH3 a BH4). Jsou to napt. Bcl-2, Bel-xL, Bel-w,
Mbcl-1, A1/Bfl-1, NR-13, Boo/Diva/Bc¢l-2-L-10, Bcl-B.

e Pro-apoptotické proteiny (napf. Bax, Bak, Bok/Mtd a Bcl-Xs), které obsahuji tfi
homologni domény BH1, BH2 a BH3

e Proteiny, které obsahuji pouze BH3 doménu (tzv. BH3-only faktory) — Bid, Bad,
Noxa, Puma, Bmf, BimL/Bod, Bik/Nbk, Blk, Hrk/DP5, Bnip3 a Bnip3 L, které¢ se
podileji na regulaci apoptodzy aktivaci pro-apoptotickych proteint jako je Bax, nebo
inhibici anti-apoptotickych proteind jako je Bel-2. (Tsujimoto et Shimizu 2000; Er et
al., 2006)

Proteiny Bcl-2 rodiny maji unikéatni schopnost homodimerizace nebo heterodimerizace
anti-apoptotickych a pro-apoptotickych proteinti, ¢imZ se mohou navzajem inhibovat (Oltvai
et al, 1993; Yin et al., 1994; Yang et al., 1995; Zha et al., 1996b). Heterodimerizace téchto
proteinit je umoznéna vazbou BH3 domény u pro-apoptotického proteinu do hydrofobni
Stérbiny tvofené BH1, BH2 a BH3 anti-apoptotického proteinu (Sattler ef al., 1997).

Multidoménové proteiny se mohou vyskytovat v aktivni nebo inaktivni konformaci. Ve
zdravych bunkach se pro-apoptotické multidoménové proteiny vyskytuji jako neaktivni
monomery lokalizované v mitochondriich (Bak) nebo v cytosolu (Bax) (Wolter ef al., 1997).

V zivych buiikach brani apoptotickym zméndm na mitochondriich prevazné
anti-apoptoticti ¢lenové rodiny Bcl-2. V pribéhu apoptdzy jsou aktivovany pro-apoptotické
proteiny Bcl-2 rodiny defosforylaci (Bad) a proteolytickym Stépenim kaspazami (Bid), které
vedou ke zméné konformace a k odhaleni BH3 domény (Zha et al., 1996a; Li et al., 1998;
Luo et al., 1998),

3.4.4.1. Pro-apoptotické faktory a BH3-only faktory

Pro-apoptotické proteiny rodiny Bcl-2, zvlast' ty obsahujici pouze BH3 doménu,
indukuji bunécnou smrt vazbou na anti-apoptotické proteiny, ¢imz neutralizuji jejich efekt na
adaptorové proteiny, které jsou tim uvolnény a mohou spoustét kaskaddu kaspaz (Puthalakath
et al., 1999).

Inaktivni Bim je lokalizovan v cytoplasmé, navazan na lehky dyneinovy fetéZec,
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kterym je pfipojen k dyneinovému motorovému komplexu na mikrotubulech. Apoptotické
podnéty rozrusi toto spojeni, ¢imz se Bim uvolni a mize inhibovat anti-apoptotické faktory
Bcl-2 (Puthalakath et al., 1999).

Bax je ve zdravych buinikach jako monomer volné v cytoplasmé, ptipadné volné
pfipojeny k membranam, pii apoptéoze se vSak presouvd do membran bunécnych organel

(Wolter et al., 1997).

3.4.4.2. Anti-apoptotické faktory

Anti-apoptotické proteiny rodiny Bcl-2 (Bcl-2, Bcel-xp, Al/Bfl-1, Mcl-1 a Boo)
reguluji apoptdézu kontrolou adaptorovych proteinii, jsou proto zasadni pro pieziti bunck
(Oltvai et Korsmeyer, 1994; Adams et Cory, 1998).

Pro anti-apoptotickou aktivitu této podrodiny Bcl-2 proteinil je zasadni jejich BH4
doména (Huang et al., 1998).

Bcl-2 a Bcl-xp brani mitochondrialnim zméndm jako je uvolnéni cytochromu c
a snizeni membranového potencidlu y (Kharbanda et al, 1997). Bcl-2 byl lokalizovan
v jaderné membrané, endoplasmatickém retikulu a ve vné€j$i membrané mitochondrie (Chen-
Levy et al., 1989; Hockenbery et al., 1990; Monaghan et al., 1992; Krajewski et al., 1993).
Bcl-xL se vyskytuje na vnéjsi membrané mitochondrie, ale 1 volné v cytoplasmé (Gonzale-
Garcia ef al., 1994; Hsu et al., 1997; Wolter et al., 1997 ).

Jednim z klicovych anti-apoptotickych mechanismti G¢inku Bcel-2 je tizeni hladin
vapnikovych iontl v buiikach, a to konkrétn€ tlumenim jeho mobilizace z endoplazmatického
retikula (Hanson et al., 2004) a snizenim jeho pfijmu mitochondriemi, ve kterych jinak
podporuje apoptotické zmény (Hanson et al., 2008).

Bel-xp se sklddd ze dvou centralni hydrofobnich a-helixti, obklopenych péti
amfipatickymi helixy (Muchmore ef al., 1996). Bcl-x;, se dokdze vazat na Apaf-1 soucasné
s kaspazou 9, ¢im muze hrat dalsi roli v regulaci apoptozy (Pan ef al., 1998).

Bcl-xp. byl u prasat mimojiné detekovan v partenogeneticky aktivovanych embryich

(Jeong et al., 2005).
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3.5. Sulfan

H,S je nejjednodussi sloucenina siry s vodikem, bezbarvy plyn, jenz ve velkém
ziedéni nepfijemné zapacha po shnilych vejcich. Lze jej pfipravit pifimou syntézou jeho
slozek S + H2 — H2S, AH = 4,8 kcal. Laboratorn¢ se obvykle pfipravuje rozkladem sulfida
kyselinami, napt. FeS + 2 HCI + FeCI2 + H2ST. Sulfan je chemicky velmi aktivni, zapaleny
na vzduchu shofi modrym plamenem na vodni paru a oxid sifi€ity. S vétSinou kovi se
ochotné sluCuje na ptisluSné sulfidy, zejména za ptitomnosti vlhkosti nebo tepla. M4 silné
redukéni Gcinky. Ve vodé je rozpustny, jeho vodny roztok reaguje kysele, protoze se chova
jako velmi slaba dvojsytnd kyselina. Nenasyceny vodny roztok sulfanu slouzi v laboratotich
jako ¢inidlo pod nazvem sirovodikova voda. H,S je velmi jedovaty, vdechovany v malych
mnozstvich zpisobuje bolest hlavy, zdvraté a nevolnost. Ve vétsi koncentraci mlize stejné
jako kyanovodik ptivodit ndhlou smrt (Bina, 1968).

Primarni biochemicky efekt zptisobujici jeho toxicitu je inhibice cytochrom c oxidazy
mitochondrii (Dorman et al., 2002). Cytochrom ¢ oxiddza je koncovy elektronovy akceptor
mitochondrialniho dychaciho fetézce, ktery katalyzuje oxidaci ferrocytochromu ¢ plynnym
molekuldrnim kyslikem. Neni proto piekvapivé, Zze s timto enzymem mohou reagovat 1 jiné
plyny jako oxid dusnaty, oxid uhelnaty, kyanovodik a sulfan (Cooper et Brown, 2008).

Mechanismus ptsobeni sulfanu je jiny nez u NO nebo CO, které vyuzivaji guanylyl
cyklazu a jeji produkci cGMP (Abe et Kimura, 1996; Zhao et al, 2001). Sulfan
pravdépodobné otevira ATP — dependentni draslikové kandly a tim napt. hyperpolarizuje
membranovy potencial hladké svaloviny, coz vede k jeji relaxaci (Zhao et al., 2001). Sulfan
dale také preménuje thiolové (-SH) funkéni skupiny proteini pfidanim siry
na hydropersulfidové (-SSH), které maji vyssi chemickou reaktivitu. Napiiklad sulfhydratace
jaterniho proteinu GAPDH zvysi jeho aktivitu sedmkrat (Mustafa et al., 2009b).

Koncentrace H,S v sav€ich tkanich a krvi je relativné vysokd 10 — 160 uM a jesté se
zvySuje pii zanétlivych procesech (Li ef al., 2005). Aktivni enzymaticky transport sulfanu do
bunék vsak nebyl potvrzen (Mathai et al., 2009).

Pti pH 7,4 se sulfan v buiikach vyskytuje ve form¢ HS™ nebo H,S v poméru 3 : 1. Tato
ionizace H,S pfi fyziologickém pH naznaCuje jeho zvySenou permeabilitu skrz lipidové
membrany oproti NO nebo CO (Kabil er Banerjee, 2010).

V burikach je sulfan rychle oxidovan, hlavné v mitochondriich, na thiosulfat, ktery se
rychle pfeméiuje na sulfit a sulfat. Oxidace na thiosulfat je pravdépodobné neenzymaticky

proces spojeny s transportem elektroni ve vnitini mitochondridlni membrané, neni vSak
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vylouceno, Ze by tato reakce mohla byt katalyzovana i pomoci superoxiddismutazy. Preménu
thisulfatu na sulfit katalyzuje enzym thiosulfat-kyanid sulfurtransferaza (TST). Zavére¢na
pfeména sulfitu na sulfat probihd za pfitomnosti sulfit oxidazy (SO) (Lowicka et Beltowski,
2007). Velmi mala ¢ast H,S je methylaci v cytosolu konvertovana na méné toxické latky jako
je methylmerkaptan a dimethylsulfat prostfednictvim enzymu thiol S-metyl tranferazy (Wang,
2002). Tyto metabolity se vylouci ledvinami, gastrointestinalnim ustrojim a plicemi b&éhem
24 hodin, takze endogenné produkovany H,S se za fyziologickych podminek neakumuluje
v organismu v miie toxického ohrozeni bunék. Dalsi cesta eliminace sulfanu je jeho vazba na
hemoglobin, podobné jako je tomu u CO nebo NO, ¢imz vznika sulfhemoglobin (Wang,

2002; Starka, 2009)

3.5.1. Enzymaticka produkce endogenniho H,S

Jsou znamy tf1 hlavni enzymy schopné fyziologicky produkovat sulfan,
a to cystathionin B-syntaza (CBS, EC 4.2.1.22), cystathionin y-lydza (CSE, EC 4.4.1.1)
a 3-merkaptopyruvat sulfurtransferaza (MPST, EC 2.8.1.2) (Kimura et. al., 2009). Kromé¢
okamzité produkce sulfanu enzymy, mize byt v bunice také ulozen ve vazbé jako sulfan siry,

ze kterého se uvoliluje na zaklad¢ fyziologickych podnéti (Kimura, 2011).

3.5.1.1. Cystathionin B-syntaza (CBS)

Cystathionin B-syntaza vytvari cystathionin kondenzaci homocysteinu se serinem,
v jiné reakci katalyzuje tvorbu sulfanu z cysteinu pies [-substitu¢ni reakci s riznymi thioly,
pricemz soucasn¢ dochéazi k formaci odpovidajiciho thiolového etheru
(Braunstein et al., 1971; Porter et al., 1974). CBS se vyskytuje ptevazné jako homotetramer s
molekuldrni hmotnosti podjednotek 63 kDa. Kazd4 podjednotka také vaze kofaktor pyridoxal
5’-fosfat (PLP), allostericky aktivator S-adenosyl methionin (SAM) a hem, ktery upravuje
aktivitu enzymu na zéklad¢ redoxnich zmén a vazby oxidu uhelnatého (Miles et Kraus 2004;
Banerjee et Zou 2005).

C-koncova cast CBS obsahuje tandemovou repetici ,,CBS domény*, kterd ma
pravdépodobn¢ inhibicni funkci, protoze jeji delece vede k aktivaci enzymu
(Kery et al., 1998; Shan et Kruger 1998). CBS doména mlize byt sumoylovana (Kabil et al.,
2006), coz naznacuje na lokalizaci enzymu v jadfe bunék. Katalytickd aktivita CBS je

sumoylizaci inhibovana (Agrawal ef Banerjee, 2008).

27



Mnozstvi CBS je relativné vysoké v mozku, kde se predpoklada, Ze je fyziologickym
zdrojem H,S (Abe er Kimura, 1996). Exprese CBS chybi v tkénich lidskych komor
a predsini, nebyla prokazana ve vena saphena, v koronarnich cévach ani aorté. CBS ma
hlavni tUlohu pfi generovani H,S v mozku, nikoli vSak v kardiovaskularnim systému
(Wang, 2002). Popsana byla exprese CBS v endotelidlnich buiikach umbilikalnich cév
(Abe ef Kimura, 1996).

3.5.1.2. Cystathionin y-lyaza (CSE)

Cystathionin y-lydza je dal$i enzym, ktery dokdze vytvaret sulfan z cysteinu nebo
cystinu (Cavallini et al, 1962ab; Szczepkowski et Wood, 1967) jejich rozkladem na
thiocystein, pyruvat a amoniak. Thiocystein ndsledné reaguje s cysteinem nebo jinymi thioly
a produkuje sulfan a cystin, nebo odpovidajici disulfid. Klasicka funkce CSE je vSak
hydrolyza cystathioninu na cystein s amoniakem a a-ketobutyratem jako vedlejSimi produkty
(Gaddala et Snyder, 2010). V perifernich tkanich je mnozstvi CSE vy$§i nez CBS, které ale
dominuje v mozku. (Abe ef Kimura, 1996; Yang et al., 2008; Mustafa ef al., 2009a,b).

3.5.1.3. 3-merkaptopyruvat sulfurtransferaza (MPST)

3-merkaptopyruvat sulfurtransferaza dokaze produkovat H,S z 3-merkaptopyruvatu,
ktery je produktem cystein aminotransferaty (CAT) zL-cysteinu a a-ketoglutaratu
(Shibuya et al., 2009a,b). Je lokalizovany v mitochondriich a castecné i1 v cytoplasmé
v neuronech, mitrdlnich bunkach o¢ni bulvy, Purkynovych buiikdch, pyramidovych
neuronech v mozkové kiife a hipocampu (Kimura, 2010). Déle se také objevuje v endotelu a
hladké svalovin€ cév (Shibuya et al., 2009b). Nagahara et al. (1998) zjistil u krys vyskyt
tohoto enzymu v endotelu proximalnich tubulti ledvin, jaternich hepatocytech, bunkach
srdecni svaloviny a v neuroglidlnich bunkdch mozku. Intracelularni lokalizace se mezi
tkanémi lisila, pfevazné byl enzym MPST lokalizovan v mitochondriich a cytoplasmé.

MPST a CAT jsou lokalizovany hlavné v mitochondriich, které v bunkach produkuji
vétSinu reaktivnich forem kysliku. Bunky s vysokym mnoZstvim téchto enzyml vykazuji

v

(Kimura, 2010).
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3.5.2. Biologické ucinky sulfanu

H,S je signalni gasotransmiter, ktery pusobi na riizné iontové kanaly a receptory.
Je prvni identifikovany gasotransmiter otevirajici ATP — citlivé K" kanaly v buiikach hladké
svaloviny cév. Tim sniZuje krevni tlak, chrani srdce pfed ischémii, inhibuje sekreci inzulinu
G&inky. Uplatiiuje s i v regulaci Ca*” a CI'kanalii v riiznych tkanich (Wang et al., 2010).

Jako signalni molekula reguluje nervovy pienos, uvoliuje hladkou svalovinu,
ovliviiuje uvolilovani insulinu a je zapojen v zanétlivych procesech (Kimura, 2011).

H,S chrani kultury neuronti pfed oxidativnim stresem zplisobenym glutamatem,
tzv. oxidativni glutamatovou toxicitou, zvySovanim mnozstvi antioxidantu glutathionu
v bunikach, pomoci zvySovani aktivity gama-glutamylcystein syntetdzy a zvySenim transportu
cystinu a cysteinu, které jsou limitujicimi substraty v jeho syntéze (Kimura et Kimura 2004).
Sulfan produkovany v mitochondriich také mulZe pfimo sniZovat oxidativni stres
(Kimura et al., 2010). Jako neuroprotektor pusobi 1 diky vlivu na tyrosin kinazy a MAP
kindzy (Tan et al., 2009), kdy chrani proti imunologickému a oxidativnimu stresu (Chen ef
al., 2007).

Nizké davky sulfanu dokdzi vyvolat reverzibilni stav siln€ zpomaleného metabolismu
u nehibernujicich zvitat, jako je myS domaci, a to aniz by jim to pfivodilo néjakou ujmu, coz
naznacuje jeho mozné budouci pouziti jako anestetika (Blackstone ef al., 2005).

O zapojeni sulfanu do regulace reprodukénich procest je toho zndmo zatim velice
malo. Byla  prokdzédna  pfitomnost enzyml  cystathionin-B-syntazy  (CBS)
a cystathionin-y-lydzy (CSE) v intrauterinni tkani potkana a Clov€ka. Jejich prostiednictvim
zde dochézi k syntéze sulfanu, jehoz pfitomnost byla zjiSténa u potkana v déloze, placenté
a plodovych obalech. Pfitomnost sulfanu byla popsdna i1 v placenté Clovéka. Endogenné
produkovany sulfan zde patrné¢ ovliviiuje patologické procesy spojené s preeklampsii
a téhotenstvim (Patel et al., 2009).

Béhem oogeneze a folikulogeneze je granuloznimi buiikami secernovana folikularni
tekutina, kterd mimo jiné obsahuje téZ homocystein a methionin. Do metabolismu téchto latek
je zapojena CBS, ktera uvoliluje sulfan a ten pravdépodobné reguluje pribéh vyvoje oocytu.
Ptitomnost CBS piimo v oocytech vSak zatim prokdzana nebyla. Vysokd exprese mRNA pro
CBS byla zatim detekovana pouze v granul6znich buiikach antralnich folikulti. To by mohlo
naznacovat moZnou roli CBS jako mediétoru interakei oocytu s granuléznimi bunkami (Liang

et al., 2006). Zapojeni sulfanu do procesu starnuti oocytt zatim nebylo prokazano.
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Vliv sulfanu na apoptézu byl prokazan v nékolika vyzkumech. Hu et al. (2009) se
zabyvali vlivem sulfanu na poskozeni lidskych bun€k neuroblastomu toxinem rotenonem.
Prokazali, Ze sulfan v zavislosti na koncentraci svého donoru Na,S, sniZoval rotenonem
zpusobené poskozeni bunck a apoptozu. Konkrétné¢ branil fosforylaci MAP kinazy JNK
kindzou, zméndm v hladinach Bcl-2 a Bax, snizeni membranového potencidlu
v mitochondriich, uvolnéni cytochromu c a aktivaci kaspaz 9 a 3 (Hu et al., 2009).

Sulfan dale chrdnil bunky rakoviny tlustého stfeva pied apoptézou indukovanou
b-fenylethyl isothiokyanatem (Rose et al., 2005).

Naopak Cao et al. (2005) popsali indukci apoptdézy donorem sulfanu Na,S
u acinarnich bun¢k pankreatu. Dochézelo u nich k aktivaci kaspaz 3, 8 a 9, aktivaci exprese
pro-apoptotického proteinu Bax a naopak nedochazelo k aktivaci anti-apoptotickych faktort
Bcl-2 a Bcl-xp. Dale byla snizena aktivita proteinu FLIP, inhibujiciho apoptdzu
(Cao et al., 2005).

Sulfan ve fyziologickych koncentracich dale indukoval apoptézu lidskych bunék
hladké svaloviny aorty. Bylo prokadzano ze endogenni hladiny H,S v téchto bunikédch jsou
dilezité pro apoptozu téchto bunck, kterd ma fyziologicky vyznam piti vaskularni remodelaci

(Yang et al., 2004).
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4. Material a metody

4.1.  Ziskavani a odbér oocyti

'''''

pohlavniho cyklu. Bezprostiedné po odbéru byly vaje€niky umistény do termosek
s fyziologickym roztokem (0,9 % chlorid sodny) o teploté 39 °C a piepraveny do laboratote
KVD. Oocyty byly z vajecnikli aspirovany pomocni injek¢ni stiikacky a jehly 20G (Sterican,
Braun Melsunger, Némecko). Pod binokuldrni lupou byly nésledné ze ziskané folikularni
tekuniny pomoci tenké sklenéné kapilary vybirdny kvalitni oocyty s neporuSenou

cytoplasmou a kompaktnim obalem kumularnich bunék.

4.2.  Kultivace oocytu

Pred kultivaci byly oocyty omyty v modifikovaném kultivanim médiu M199
(GibcoBRL, Life Technologies, Paisley, Skotsko), které obsahuje hydrogen uhli¢itan sodny
(0,039 ml 7 % roztoku na 1 ml média), laktat vapenaty (0,6 mg/ml), pyruvat sodny (0,25
mg/ml), gentamicin (0,025 mg/ml), HEPES (1,5 mg/ml), 10% fetalniho teleciho séra
(GibcoBRL, Life technologies, Némecko, Lot No. 40F2190F) a 13,5 IU eCG: 6,6 hCG/ml
(P.G. 600, Intervet, Boxmeer, Holandsko). Kultivace probihala v Petriho miskach o praiméru
3,5 cm (Nunc, Roskilde, Dansko) s 3 ml kultivaéniho média, pti teploté 39 °C ve smési 5 %
CO; se vzduchem. Oocyty byly kultivovany 48 hodin do stddia metafaze 2. meiotického
déleni. Poté znich byly mechanicky sklenénou pipetou odstranény kumularni bunky
a kultivace probihala dale po dobu 24, 48 a 72 hodin. Pokusné skupiny byly kultivovany
za ptitomnosti 300 uM donoru sulfanu Na,S a kontrolni skupiny pouze v Cistém
modifikovaném médiu  M199. Koncentrace 300 uM Na,S byla pouzita

na zékladé ptedchozich experimentii, ve kterych byla prokazéana jako efektivni.

4.3.  Kontrola zrani oocyti

Pro kontrolu zrani oocytl v nasich kultiva¢nich podminkéch bylo z kazdého experimentu
vybrano nékolik oocytli, které byly 48 hodin fixovany v roztoku ethanolu a kyseliny octové
vpomeru 3 : 1. Poté byly obarveny 1 % vodnym roztokem orceinu a posouzeny pod
mikroskopem s fAdzovym kontrastem. Do hodnoceni byly zahrnuty pouze experimenty, z nichZ

dosahlo 85 % kontrolnich oocytt po 48 hodinach inkubace stddia metafaze II.
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44. Metodika stanoveni intracelularni lokalizace enzymi
katalyzujicich syntézu sulfanu a anti-apoptotického faktoru

Bcl-x, ve starnoucich oocytech

Po uplynuti ptislusné doby kultivace byly oocyty zbaveny zony pellucidy pomoci média
s pfidavkem 0,1 % pronazy. Takto pfipravené oocyty byly pii laboratorni teploté 39 °C
oplachnuty ve tfech kapkach 0,1 % BSA (bovinni sérovy albumin) v PBS a poté 1 hodinu
fixovany v 2,5 % (w/v) paraformaldehydu v PBS, pti¢emz byl fixac¢ni roztok po 30 minutach
vymeénén za Cerstvy. Fixované oocyty byly oSetfeny 0,5 % (v/v) Tritonem X-100 v PBS
pii laboratorni teploté, po 2 hodinach kratce oplachnuty v 0,1 % (v/v) Tweenu 20 v PBS
a nasledné inkubovany pies noc pii teploté + 4 °C ve vlhkém prosttedi v inkubacnim médiu
(0,1 % (w/v) BSA a 0,01 % (v/v) Tween 20 v PBS) s primarni protilatkou specifickou pro
dany enzym nebo anti-apoptoticky faktor Bcl-xp (anti-MPST, anti-CBS, anti-CSE,
anti-Bcl-xp; Sigma — Aldrich), fedénou v poméru 1 : 100. Nenavéazané protilatky byly odmyty
v roztoku 0,1 % (v/v) Tween 20 v PBS pfti laboratorni teplot¢ tfikrat po dobu 10-ti minut. Poté
byly oocyty 1 hodinu inkubovany ve tmé se sekundarnimi protildtkami anti-krali¢i nebo anti-
my$i IgG konjugovanou s fluorescenéné znaCenym izothiokyanatem - FITC (Jackson
ImmunoResearch). Negativni kontroly byly inkubovany pouze se sekundarni protilatkou proti
danym enzymtiim nebo faktoru Bcl-x;, aby se vyloucila nespecificka vazba na tyto enzymy
nebo faktor. Byly pouzity pouze experimenty, které¢ nevykazovaly zadny signal v negativni
kontrole.

Po inkubaci byly oocyty ttikrat promyty v roztoku 0,1 % (w/v) BSA v PBS po dobu 10
minut a 15 minut barveny v barvivu Hoechst 33258 (Sigma — Aldrich) pro vizualizaci
chromatinu. Nasledn¢ byly oocyty oplachnuty v ekvilibratnim pufru a pfeneseny v kapce
glycerolu vPBS na podlozni sklicko. Prepardty byly poté sledovany na laserovém
skenovacim konfokalnim mikroskopu (Leica SPE, Némecko) a hodnoceny v programu

analyzy obrazu NIS Elements.

4.5. Statistické hodnoceni

Kazdy experiment byl minimalné tfikrat opakovan. Vysledky vSech experimentll byly
statisticky vyhodnoceny programem STATISTICA 9.0. Pro testovani statistické vyznamnosti
rozdili mezi skupinami oocyti byl pouzit dvouvybérovy t-test a analyza rozptylu

s hladinami vyznamnosti p < 0,05.
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4.6. Experimentalni schéma

Pro experimenty byly pouZity pouze skupiny oocytd, z nichz 85 % kontrolnich oocytl
dosdhlo po 48 hodinach kultivace stadia MII. Pro vyhodnoceni byly pouzity pouze
experimenty jejichZ negativni kontrola, inkubovana jen se sekundarnimi protilatkami
nevykazovala Zadny pozitivni signal. . Oblasti chromatinu nebo déliciho vieténka v oocytech
v MII fazi a prvojadra starnoucich oocytl, byly ve vysledcich zjednodusené oznaceny jako

jéadro.

Experiment ¢. 1 Lokalizace enzymu katalyzujicich syntézu sulfanu ve

starnoucich oocytech prasete

Tento experiment byl zaméfen na sledovani intracelularni lokalizace a redistribuce
enzymi 3-merkaptopyruvat sulfurtransferazy (MPST), cystathionin y-lydzy (CSE)
a cystathionin B-syntazy (CBS), katalyzujicich syntézu sulfanu v buiikach. Byly hodnoceny
oocyty ve stadiu MII a oocyty vystavené prodlouzené kultivaci po dobu 24, 48 a 72 hodin.
Intracelularni lokalizace a redistribuce enzymi MPST, CSE a CBS byla sledovana
imunocytochemickou metodou (viz Material a metody 4.4.). Oocyty byly snimdny laserovym
konfokéalnim mikroskopem (Leica, SPE, Némecko) a nasledn¢ vyhodnoceny v programu

analyzy obrazu NIS Elements.

Experiment €. 2 Vliv donoru sulfanu Na,S na lokalizaci a intracelularni

distribuci faktoru Bcl-xLL béhem starnuti prasecich oocytii

Vramci druhého experimentu byl lokalizovan anti-apoptoticky faktor Bel-xp
v oocytech ve stadiu MII a v oocytech vystavenych prodlouzené kultivaci po dobu 24, 48 a 72
hodin v kultiva¢nim médiu M199, nebo v kultivacnim médiu M199 s ptidavkem donoru
sulfanu Na,S v koncentraci 300 pM. Intracelularni lokalizace a redistribuce faktoru
Bcel-x. byla sledovana imunocytochemickou metodou (viz Material a metody 4.4.). Oocyty
byly snimany laserovym konfokalnim mikroskopem (Leica, SPE, Némecko) a nasledné
vyhodnoceny v programu analyzy obrazu NIS Elements. Hodnoty primérnych intenzit
signalu v jednotlivych oblastech oocytii byly statisticky vyhodnoceny dvouvybérovym

t-testem a analyzou rozptylu.
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5. Vysledky

5.1.  Lokalizace enzymu katalyzujicich syntézu sulfanu

ve starnoucich oocytech prasete

Cilem prvniho experimentu bylo lokalizovat enzymy MPST, CSE a CBS v oocytech ve
stadiu MII a oocytech vystavenych prodlouzené kultivaci po dobu 24, 48 a 72 hodin.

5.1.2. Lokalizace 3-merkaptopyruvat sulfurtranferazy (MPST)

Enzym MPST byl detekovan v jednotlivych loziscich rozptylenych v cytoplasmé
u oocytl ve fazi MII 1 u oocyti vystavenych prodlouzené kultivaci po dobu 24, 48 a 72 hodin.
Intenzita signalu enzymu MPST 1 pocet jednotlivych lozisek se u stranoucich oocytl postupné

snizovala.

Obrazek ¢. 1 Lokalizace enzymu MPST v oocytu ve fazi MII (MPST znacen zelené —
FITC, chromatin znacen modie — Hoechst 33258, zvétseni 400 x).
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Obrazek ¢. 2 Lokalizace enzymu MPST v oocytu po 24 hodinach prodlouzené kultivace
(MPST znacen zelené — FITC, chromatin znacen modie — Hoechst 33258, zvétseni 400 x).

Obrazek ¢ 3 Lokalizace enzymu MPST v oocytu po 48 hodindch prodlouzené
kultivace (MPST znacen zelené — FITC, chromatin znacen modie — Hoechst 33258,

zvetseni 400 x).
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Obrazek ¢ 4 Lokalizace enzymu MPST v oocytu po 72 hodindch prodlouzené
kultivace (MPST znacen zelené — FITC, chromatin znacen modie — Hoechst 33258,

zvetseni 400 x).

Obrazek ¢. 5 Negativni kontrola experimentu (MPST znacen zelene — FITC, chromatin

znacen modre — Hoechst 33258, zvétseni 400 x).

36



5.1.3. Lokalizace cystathionin y-lyazy (CSE)

Enzym CSE byl lokalizovan v oocytech ve stddiu MII i1 v oocytech vystavenych
prodlouzené kultivaci po dobu 24, 48 a 72 hodin. Signal enzymu CSE byl oproti signalu

enzymu MPST slabsi a mnozstvi intenzivnich bodi v cytoplasmé bylo také vyrazné nizsi.

Obrazek ¢. 6 Lokalizace enzymu CSE v oocytu ve fazi MIl. (CSE znacen zelené —
FITC, chromatin znacen modie — Hoechst 33258, zvétseni 400 x)
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Obrazek ¢. 7 Lokalizace enzymu CSE v oocytu po 24 hodindch prodlouzené kultivace
(CSE znacen zelené — FITC, chromatin znacen modie — Hoechst 33258, zvétseni 400 x).

Obrazek ¢. 8 Lokalizace enzymu CSE v oocytu po 48 hodindch prodlouzené kultivace
(CSE znacen zelené — FITC, chromatin znacen modie — Hoechst 33258, zvétseni 400 x).
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Obrazek ¢ .9 Lokalizace enzymu CSE v oocytu po 72 hodindch prodlouzené kultivace

(CSE znacen zelené — FITC, chromatin znacen modre — Hoechst 33258, zvétseni 400 x).

Obrazek ¢. 10 Negativni kotrola experimentu (CSE znacen zelené — FITC, chromatin

znacen modre — Hoechst 33258, zvétseni 400 x).
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5.1.4. Lokalizace cystathionin B-syntazy (CBS)
Enzym CBS nebyl v oocytech ve stadiu MII, ani v oocytech vystavenych prodlouzené

kultivaci 24, 48 a 72 hodin lokalizovan.

Obrazek ¢. 11 Lokalizace enzymu CBS v oocytu po 24 hodindach prodlouzené kultivace

(CBS znacen zelené — FITC, chromatin znacen modie — Hoechst 33258, zvétseni 400 x).
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5.2. Vliv donoru sulfanu Na,S na lokalizaci a intracelularni
distribuci anti-apoptotického faktoru Bcl-x;, béhem starnuti

prasecich oocytu

Cilem experimentu bylo lokalizovat anti-apoptoticky faktor Bcl-xp v oocytech oocytech
vystavenych prodlouzené kultivaci po dobu 24, 48 a 72 hodin v Cistém kultivaénim médiu,

nebo v kultivaénim médiu s dodanym donorem sulfanu Na,S.

5.2.1. Lokalizace faktoru Bcl-x;, v pribéhu prodlouzené kultivace

prasecich oocytu

Anti-apoptoticky faktor Bcl-xp. byl lokalizovan ve vSech oblastech oocytli ve fazi MII
a oocytu vystavenych prodlouzené kultivaci po dobu 24, 48 a 72 hodin. Nejvyssi intenzita
faktoru Bcl-x;, byla zaznamenana v korové oblasti oocytll ve fazi MII, nasledné intenzita Bcl-

xp, v této oblasti u starnoucich oocytti postupné klesala.

Obrazek ¢. 12 Lokalizace faktoru Bcl-xp v oocytu ve stadiu MIl. (Bcl-x; znacen

zelené - FITC, chromatin znacen modie — Hoechst 33258, zvétseni 400 x)
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Obrazek ¢. 13 Lokalizace faktoru Bcl-x; v oocytu po 24 hodinach prodlouzené
kultivace (Bcl-x; znacen zelené — FITC, chromatin znacen modre — Hoechst 33258, zvétSeni

400 x).

Obrazek ¢ 14 Lokalizace faktoru Bcl-x; v oocytu po 48 hodinach prodlouzené
kultivace (Bcl-x;, znacen zelene — FITC, chromatin znacen modre — Hoechst 33258, zvétseni

400 x).
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Obrazek ¢ 15 Lokalizace faktoru Bcl-x; v oocytu po 72 hodinach prodlouzené
kultivace. (Bcl-x; znacen zelené — FITC, chromatin znacen modre — Hoechst 33258, zvétseni

400 x)

Obrazek ¢. 16 Negativni kontrola experimentu (Bcl-x; znacen zelené — FITC,

chromatin znacen modre — Hoechst 33258, zvétseni 400 x).
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5.2.1.1. Statistické vyhodnoceni lokalizace faktoru Bcl-x;, v priibéhu

prodlouZené kultivace prasecich oocyti

Vyskyt faktoru Bcl-xp. v oblasti jadra, cytoplasmy a korové oblasti v oocytech ve fazi
MII a v pribéhu prodlouzené kultivace po dobu 24, 48 a 72 hodin.

Nejprve jsme se zaméfili na hodnoceni statisticky vyznamnych rozdili mezi
intenzitami faktoru Bel-xp v prubéhu prodlouzené kultivace oocyttl v oblasti jadra.

Vysledky shrnuje graf¢. 1

Graf ¢. 1 Relativni intenzita signalu faktoru Bcl-x; v oblasti jader oocytit vystavenych

prodlouzené kultivaci po dobu 24, 48 a 72 hodin, vztazena k intenzité signalu faktoru Bcl-x;

a

oocyti ve fazi MIIL. Rozdilnymi bcsuperskripty jsou oznaceny statisticky vyznamné rozdily

(p<0,05).
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V oblasti jader oocyti nebyly zjiStény statisticky vyznamné rozdily v relativni

intenzité signalu fluorescenéné znaceného faktoru Bel-xp v pribéhu prodlouzené kultivace.
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Nasledné¢ jsme se zamérili na statistické zhodnoceni rozdili intenzity signalu
lokalizovaného faktoru Bcl-x; v cytoplasmé oocytii ve stadiu MII a oocytli vystavenych

prodlouzené kultivaci 24, 48 a 72 hodin. Vysledky shrnuje graf ¢. 2.

Graf ¢ 2 Relativni intenzita signalu faktoru Bcl-x; v oblasti cytoplasmy oocytii

vystavenych prodlouzené kultivaci po dobu 24, 48 a 72 hodin, vztaZena k intenzité signalu

a

faktoru Bcl-x; oocytii ve fazi MIL Rozdilnymi ““superskripty jsou oznaceny statisticky

vyznamne rozdily (p<0,05).
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V oblasti cytoplasmy oocytil ve fazi MII a oocytl vystavenych prodlouzené kultivaci

nebyly zjistény statisticky vyznamné rozdily v relativni intenzité signalu faktoru Bel-x.
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Statistické zhodnoceni rozdili intenzity signalu lokalizovaného faktoru Bcl-xp jsme

provedli 1 v korové oblasti oocytll ve stadiu MII a oocytl vystavenych prodlouzené kultivaci

24, 48 a 72 hodin. Vysledky znazoriiuje graf €. 3.

Graf ¢. 3 Relativni intenzity signalu faktoru Bcl-x;, v korové oblasti oocytu vystavenych

prodlouzené kultivaci po dobu 24, 48 a 72 hodin, vztazena k intenzité signalu faktoru Bcl-xp

oocytii ve fizi MIL. Rozdilnymi ““superskripty jsou oznaceny statisticky vyznamné rozdily

(p<0,05).
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V priibéhu prodlouzené kultivace doslo v korové oblasti ke statisticky vyznamnému
poklesu signalu faktoru Bcl-xp u skupiny vystavené prodlouzené kultivaci po dobu 24 hodin
a k dalSimu vyraznému poklesu signalu faktoru Bcl-xp u skupin vystavenych prodlouzené
kultivaci po dobu 48 a 72 hodin. Mezi primérnymi intenzitami signalu faktoru Bel-x;, po 48

a 72 hodinach prodlouzZené kultivace jiz nebyl detekovan statisticky vyznamny rozdil.
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Zmény vsignalu faktoru Bcl-xp vprabéhu prodlozené kultivace jednotlivych

oblastech oocytl jsme znazornili v souhrnném grafu.

Graf ¢. 4 Relativni porovnani priitbéhii zmén primérnych intenzit sigalu faktoru Bcl-xp,
v jednotlivych oblastech oocytii a primérnych celkovych intenzit oocytii vztazenych

k prumeérné intenzité oocytii ve fazi MII.
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Z grafu je zfejmd vysoka intenzita signalu Bcl-xp v korové oblasti oocytti ve fazi MII

a jeho pokles po prodlouzené kultivaci po dobu 24 a 48 hodin.
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5.2.2. Lokalizace faktoru Bcl-x;, v pribéhu prodlouzené kultivace

prasecich oocyti v médiu s donorem sulfanu Na,S

Anti-apoptoticky faktor Bcel-xp byl lokalizovan ve vSech oblastech oocytli ve fazi MII
a oocytl vystavenych prodlouzené kultivaci v médiu s donorem sulfanu Na,S po dobu 24, 48
a 72 hodin. Nejvyssi intenzita faktoru Bcl-xp byla zaznamenana v korové oblasti oocytl
vystavenych prodlouzené kultivaci po dobu 24 hodin. Nésledné intenzita Bcl-xp v této oblasti

u starnoucich oocytt postupné klesala.

Obrazek ¢. 17 Lokalizace faktoru Bcl-x; v oocytu po 24 hodinach prodlouzené
kultivace s donorem sulfanu Na,S (Bcl-x; znacen zelené — FITC, chromatin znacen modre —

Hoechst 33258, zvetseni 400 x).
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Obrazek ¢ 18 Lokalizace faktoru Bcl-x; v oocytu po 48 hodinach prodlouzené
kultivace s donorem sulfanu Na,S (Bcl-x; znacen zelené — FITC, chromatin znacen modre —

Hoechst 33258, zvetseni 400 x).

Obrazek ¢ 19 Lokalizace faktoru Bcl-x; v oocytu po 72 hodinach prodlouzené
kultivace s donorem sulfanu NaS (Bcl-x; znacen zelené — FITC, chromatin znacen modre —

Hoechst 33258, zvetseni 400 x).
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5.2.2.1. Statistické vyhodnoceni lokalizace faktoru Bcl-x;, v pribéhu

prodlouZené kultivace prasecich oocytii v médiu s donorem sulfanu Na,S

Hodnoty intenzity signdlu faktoru Bcl-x;. v oocytech vystavenych prodlouzené kultivaci
s donorem sulfanu po dobu 24, 48 a 72 hodin jsme statitisticky vyhodnotili.
Nejprve jsme se zaméfili na statistické vyhodnoceni signalu faktoru Bcl-x; v oblasti

jadra oocytl vystavenych prodlouzené kultivaci po dobu 24, 48 a 72 hodin.

Graf ¢ 5 Relativni intenzita signalu v pribeéhu prodlouzené kultivace s donorem
sulfanu NayS v oblasti jadr a oocytu. Relativni intenzita je prumérna intenzita v oblasti
chromatinu nebo prvojadra v dané fazi, vztazena k priumeérné intenzite v oblasti jadra po 24
hodindach prodlouzené  kultivace. Rozdilnymi “bcsuperskripty jsou ozmaceny statisticky

vyznamné rozdily (p<0,05).
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Statistickym hodnocenim nebyly nalezeny zadné vyznamné rozdily mezi intenzitami

Bcl-x; v oblasti jadra v pritbéhu prodlouzené kultivace oocytti s donorem sulfanu Na;,S.
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Dale jsme statisticky vyhodnotili hodnoty intenzity signalu faktoru Bcl-x;. v oblasti

cytoplasmy oocytl vystavenych prodlouzené kultivaci po dobu 24, 48 a 72 hodin.

Graf ¢ 6 Relativni intenzita signalu v oblasti cytoplasmy oocytiu v pribéhu
prodlouzené kultivace s donorvem sulfanu Na,S. Relativni intenzita je priumérna intenzita

v cytoplasme v dané délce prodlouzené kultivace, vztazena k prumérné intenzite po 24

a

hodindch kultivace. Rozdilnymi “*superskripty jsou oznaceny statisticky vyznamné rozdily

(p<0,05).
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Skupiny oocytti podrobené prodlouzené kultivaci s donorem sulfanu Na,S po dobu 24,
48 a 72 hodin se v intenzit¢ signalu Bcl-xp v cytoplasmé navzajem statisticky vyznamné

nelisily.
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Nakonec jsme se zaméfili na statistické vyhodnoceni intenzity signalu faktoru Bel-xp

v korové oblasti oocytii vystavenych prodlouzené kultivaci po dobu 24, 48 a 72 hodin.

Graf ¢ 7 Relativni intenzita signalu v korové oblasti oocytii v prubéhu prodlouzené
kultivace s donorem sulfanu Na,S. Relativni intenzita je prumérna intenzita v dané délce
prodlouzené kultivace, vztazend k priimérné intenzité po 24 hodinach prodlouzené kultivace.

Rozdilnymi “*superskripty jsou oznaceny statisticky vyznamné rozdily (p<0,05).
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Ve skupinach oocytti vystavenych prodlouzené kultivaci po dobu 48 a 72 hodin
s donorem sulfanu Na,S doSlo na hladiné vyznamnosti p<0,05 ke statisticky vyznamnému
poklesu intenzity signalu faktoru Bcl-x; oproti intenzité tohoto signalu u oocytii vystavenych

prodlouzené kultivaci po dobu 24 hodin.
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Hodnoty intenzity signalu Bel-xL v pritbéhu prodlouzené kultivace s donorem sulfanu

Na;S jsme znazornili v souhrnném grafu.

Graf ¢. 8 Relativni porovnani priitbéhii zmén priimérnych intenzit Bcl-x; v jednotlivych
oblastech oocytu a primérnych celkovych intenzit oocytu kultivovanych s donorem sulfanu
Na,S, vztazenych k prumérné intenzité oocytii po 24 hodinach prodlouzené kultivace

s donorem sulfanu Na,S.
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Z grafu je patrnd zvySena intenzita signdlu faktoru Bel-x;, v korové oblasti oocytii po
prodlouzené 24 hodinové kultivaci a nasledné snizeni intenzity faktoru Bcl-x; v této oblasti

k primérné hodnot¢ intenzity faktoru Bcl-xp oocytl po prodlouzené kultivaci 48 a 72 hodin.
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5.2.3. Vliv donoru sulfanu Na2S na intracelularni lokalizaci

a redistribuci faktoru Bcel-x;, pii starnuti prasecich oocyti in vitro

Vysledky predchozich experimenti, popisujicich intracelularni lokalizaci a redistribuci
faktoru Bcl-xp. v jednotlivych oblastech oocytti kultivovanych v ¢istém kultivatnim médiu
a v médiu s dodanym donorem sulfanu Na,S, byly statisticky vyhodnoceny dvouvybérovym
t-testem.

Nejprve jsme se zamétili na vyhodnoceni vlivu donoru sulfanu Na,S na primérné

hodnoty intenzit faktoru Bcl-x; u oocyti vystavenych prodlouzené kultivaci po dobu 24
hodin.

Graf ¢ 9 Relativni porovnani prumernych intenzit signalu faktoru Bcl-x; v oocytech
vystavenych prodlouzené kultivaci po dobu 24 hodin s donorem sulfanu Na,S, vztazenych k
prumérnym intenzitam signalii oocytii vystavenych prodlouzené kultivaci v cistém kultivacnim
médiu. Rozdilnymi “bcsuperskripty JjSou oznaceny statisticky vyznamné rozdily mezi skupinami
oocytu vystavenymi dané dobé prodlouzené kultivace bez a za pritomnosti donoru sulfanu

Na;,S na hladiné vyznamnosti p<0,05.
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Statistickym vyhodnocenim nebyl nalezen rozdil mezi primérnymi intenzitami signalu
faktoru Bcl-xp oocytll vystavenych 24 hodinové prodlouZené kultivaci v Cistém médiu
a intenzitou signalu tohoto faktoru v oocytech vystavenych prodlouzené kultivaci v médiu
s donorem sulfanu Na,S.

Nasledné byly otestovany rozdily mezi jednotlivymi oblastmi oocytii vystavenych
prodlouzené kultivaci po dobu 24 hodin v ¢istém kultivatnim médiu a oocyti vystavenych

prodlouzené kultivaci s donorem sulfanu Na,S. Vysledky uvadi tabulka ¢. 1

Tabulka ¢. 1 Statistické porovnani viivu donoru sulfanu Na,S v jednotlivych oblastech
oocytu mezi skupinou oocytii vystavenych prodlouzené kultivaci po dobu 24 hodin v cistém
médiu a skupinou oocytu prodlouzené kultivovanych s donorem sulfanu Na,S Rozdilnymi
“besuperskripty jsou oznaceny statisticky viznamné rozdily v ramci jednotlivich oblasti oocytii
mezi skupinami oocytii vystavenymi dané dobé prodlouzené kultivace bez a za pritomnosti

donoru sulfanu Na,S na hladiné vyznamnosti p<0,05.

Korova oblast Cytoplasma Jadro
Prodlouzenad kultivace bez donoru sulfanu 100a 100a 100a
Prodlouzena kultivace s donorem sulfanu 84,77b 97,27a 103,17a

Statistickym Setfenim byl prokdzan vyznamny pokles intenzity signalu faktoru Bcl-xp
v korové oblasti oocytll vystavenych prodlouzené kultivaci po dobu 24 hodin s donorem
sulfanu Na,S oproti intenzité¢ signdlu faktoru Bcl-xp v oocytech po vystaveni prodlouZené
kultivaci po dobu 24 hodin v ¢istém médiu. V ostatnich oblastech oocytii nebyly nalezeny

statisticky vyznamné rozdily.
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Dale jsme vyhodnotili vliv donoru sulfanu Na,S na primérné hodnoty intenzit faktoru

Bcl-x; u oocytt vystavenych prodlouzené kultivaci po dobu 48 hodin.

Graf ¢ 10 Relativni porovnani priumeérnych intenzit signalu faktoru Bcl-x v oocytech
vystavenych prodlouzené kultivaci po dobu 48 hodin v cistém kultivacnim médiu
a prumernych intenzit signalu faktoru Bcl-x; oocytu kultivovanych s donorem sulfanu Na,S.
Rozdilnymi ”bcsuperskrzpty Jjsou oznaceny statisticky vyznamné rozdily mezi skupinami oocytii
vystavenymi dané dobé prodlouzené kultivace bez a za pritomnosti donoru sulfanu Na,S na

hladiné vyznamnosti p<0,035.
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Statistickym vyhodnocenim jsme nalezli vyznamny nartist v intenzit¢ signalu faktoru
Bcel-xp ve skupiné oocyti vystavenych prodlouzené kultivaci s donorem sulfanu Na,S po

dobu 48 hodin, oproti skupiné oocyti vystavenych prodlouzené kultivaci v Cistém

kultiva¢nim médiu.
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Hodnoty signalu v jednotlivych oblastech oocyti vystavenych prodlouzené kultivaci
po dobu 48 hodin v ¢istém kultivaénim médiu a v médiu s donorem sulfanu Na,S jsme

nasledné vyhodnotili v tabulce 2.

Tabulka ¢. 2 Statistické porovnani viivu donoru sulfanu NayS v jednotlivych oblastech
oocytu mezi skupinou oocytii vystavenych prodlouzené kultivaci po dobu 48 hodin v cistém
médiu a skupinou oocytu vystavenych prodlouzené kultivaci po dobu 48 hodin s donorem
sulfanu NasS. Rozdilnymi “*superskripty jsou oznaceny statisticky vyznamné rozdily v ramci
jednotlivych oblasti oocytu mezi skupinami oocytu vystavenymi dané dobé prodlouzené

kultivace bez a za pritomnosti donoru sulfanu NaS na hladiné vyznamnosti p<0,035.

korova oblast cytoplasma jadro
Prodlouzena kultivace bez donoru sulfanu 100* 100* 100*
Prodlouzena kultivace s donorem sulfanu 106,79b 104,27b 103,79*

Mezi skupinami oocyti vystavenych prodlouzené kultivaci po dobu 48 hodin
s donorem sulfanu Na,S a skupinami vystavenym prodlouzené kultivaci v ¢istém médiu byl
nalezen statisticky vyznamny nariist intenzity signalu faktoru Bcl-xp v korové oblasti a
cytoplasme oocytl vystavenych prodlouzen¢ kultivaci s donorem sulfanu Na,S oproti skupiné

oocytl vystavenych prodlouzené kultivaci po dobu 48 hodin v Cistém médiu.
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Na zavér jsme testovali skupiny oocytti vystavenych prodlouzené kultivaci po dobu 72

hodin v ¢istém kultivaénim médiu a v médiu s donorem sulfanu Na,S.

Graf ¢ 11 Relativni porovnani prumérnych intenzit signalii oocyti vystavenych
prodlouzené kultivaci po dobu 72 hodin v cistem kultivacnim médiu a primérnych intenzit
signalu oocytit kultivovanych s donorem sulfanu Na,S. Rozdilnymi ”bcsuperskripty jsou
oznaceny statisticky vyznamné rozdily —mezi skupinami oocytii vystavenymi dané dobé
prodlouzené kultivace bez a za pritomnosti donoru sulfanu Na,S na hladiné vyznamnosti

p<0,05.
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Mezi primérnymi intenzitami faktoru Bcl-x; v oocytech vystavenych prodlouzené
kultivaci po dobu 72 hodin v ¢istém kultivaénim médiu a v médiu s donorem sulfanu Na,S

nebyl nalezen statisticky vyznamny rozdil.
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Hodnoty intenzit faktoru Bcl-xp v jednotlivych oblastech oocyti vystavenych
prodlouzené kultivaci po dobu 72 hodin v ¢istém médiu a s donorem sulfanu jsme nasledné

statisticky vyhodnotili a shrnuli v tabulce €. 3.

Tabulka ¢.3 Statistické porovnani vlivu sulfanu v jednotlivych oblastech oocytu mezi
skupinou oocytu vystavenych prodlouzené kultivaci po dobu 72 hodin v cistéem médiu
a skupinou oocytu prodlouzené kultivovanych s donorem sulfanu Na,S Rozdilnymi
“besuperskripty jsou oznaceny statisticky vyzmamné rozdily  mezi skupinami oocytii
vystavenymi dané dobé prodlouzené kultivace bez a za pritomnosti donoru sulfanu Na,S na

hladiné vyznamnosti p<0,05

korova oblast cytoplasma jadro
Prodlouzen4 kultivace bez donoru sulfanu 100* 100* 100*
Prodlouzen4 kultivace s donorem sulfanu 100,19* 99,99° 101,79*

Mezi intenzitami faktoru Bcl-x;, v oblastech oocytl vystavenych prodlouzené kultivaci po
dobu 72 hodin v ¢istém kultivaénim médiu a v médiu s donorem sulfanu Na,S nebyl nalezen

statisticky vyznamny rozdil.
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6. Diskuze

Cilem této diplomové prace bylo ovétit hypotézu, Ze je sulfan zapojen do regulace
exprese a intracelularni lokalizace anti-apoptotického faktoru Bel-x;, béhem starnuti prasecich
oocytl. V pribéhu starnuti dochézi u neoplozenych oocytii k biochemickym a morfologickym
zménam, které mohou vést ke spontanni partenogentické aktivaci, lyze nebo fragmentaci.
Fragmentace je projevem kontrolované bunécné smrti, apoptozy. Jedna se slozité regulovany
proces, jehoZ kontroly se ucastni mnoho riiznych skupin molekul. Jednou z nich je skupina
proteind rodiny Bcl-2, jejiz clenové mohou vykazovat pro 1 anti-apoptotickou aktivitu.

Sulfan patii mezi gasotransmitery, molekuly schopné voln¢ prochazet bunécnymi
membrdnami a ovliviiovat vnitrobunécéné signalni drahy. Piesné zapojeni sulfanu do regulace
apoptézy neni zatim objasnéno, jeho vliv na apoptoticky zanik bunck vSak byl prokazan
naptiklad v experimentech Cao et al. (2005), Rose et al. (2005), Yang ef al. (2004) a Hu et
al. (2009).

Prvnim cilem této prace byla lokalizace enzymut katalyzujicich syntézu sulfanu
3-merkaptopyruvat sulfurtransferazy (MPST), cystathionin B-syntazy (CBS) a cystathionin
v-lyazy (CSE) ve starnoucich oocytech.

V naSich experimentech jsme lokalizovali enzym MPST ve vSech skupinach oocytii
vystavenych prodlouzené kultivaci. Tento enzym byl doposud lokalizovan v endotelu cév
a v mozku (Shibuya et al., 2009a,b). V naSich experimentech byl signal enzymu MPST
detekovan difizné v cytoplasmé oocytli, s mnoZzstvim roztrousenych intenzivnich lozisek. Dle
Kimura (2011) je MPST lokalizovan pfevazné v mitochondriich a ¢aste¢né v cytoplasmé.

Dal$im uspésné lokalizovanym enzymem byla cystathionin y-lyaza (CSE). Jeho
lokalizace jinymi autory byla zatim prokdzana pouze v hladké svaloviné cév
(Zhao et al., 2001; Hosoki et al., 1997), hladké svaloviné gastrointestinalniho traktu a penisu
(Fiorucci ef al., 2005; d’Emmanuele di Villa ef al., 2009) a v myometriu (Patel ef al., 2009;
Youetal., 2011).

Enzym cystathionin B-syntdza (CBS) nebyl v naSich experimentech ve starnoucich
oocytech lokalizovan. Liang et al. (2006), ktery zkoumal lokalizaci tohoto enzymu v mySich
ovariich, také CBS v oocytech nelokalizoval. Popisuje vSak silny vyskyt cystathionin
B-syntazy ve folikularnich buiikach v prabéhu folikulogeneze. V dalsim vyzkumu (Liang et
al., 2007) dale potvrdil vyznam enzymu CBS pii zrani oocytl, piestoze v nich nebyl
lokalizovan. Pravdépodobné tento enzym ovliviiuje zrdni oocytl pouze nepiimo,

prostiednictvim folikularnich bungk.
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Ve druhém experimentu jsme se zamétili na intracelularni distribuci a lokalizaci
anti-apoptotického  faktoru Bcl-xp v prab¢hu prodlouzené kultivace v Cistém
kultiva¢nim médiu, nebo v médiu s donorem sulfanu Na,S. Tyto dvé skupiny jsme nasledné
porovnali a stanovili tak vliv sulfanu na intraceluldrni distribuci a lokalizaci anti-
apoptotického faktoru Bcel-xp v pribéhu prodlouzené kultivace prase€ich oocyti in vitro.

V priibéhu prodlouzené kultivace jsme pozorovali zmény na oocytech typické pro
starnuti, jako je spontanni partenogenetickd aktivace, lyza a fragmentace, ktera je projevem
apoptozy. Vyskyt téchto zmén se zvySoval s délkou prodlouzené kultivace. Petrova et al.
(2004) ve svém experimentu oocyty vystavila prodlouzené kultivaci po dobu 1 az 5 dni,
piicemz se vyskyt partenogeneticky aktivovanych, lytickych a fragmentovanych oocytl téz
postupné zvySoval.

V naSich experimentech jsme anti-apoptoticky faktor Bcl-xp v pribéhu prodlouzené
kultivace zaznamenali v oblasti jadra, cytoplasmy 1 v korové oblasti oocyti. Nejvyssi
intenzita signalu faktoru Bcl-xp byla u skupin vystavenych prodlouzené kultivaci v ¢istém
médiu 1 u skupin kultivovanych donorem sulfanu Na,S v korové oblasti v pocatecnich fazich
prodlouzené kultivace oocyti, pficemz se intenzita signalu faktoru Bcl-x; nasledné s délkou
prodlouzené kultivace postupné snizovala.

Anti-apoptoticky faktor Bcl-xp v byl zatim u praseCich oocyt popsan pouze u
partenogeneticky aktivovanych oocytii a to v experimentech Gupta et al. (2007), Cui et al.
(2003) a Cui et al. (2005). Déle byl faktor Bcl-xp popsan v prenatalnich oocytech mysi
(de Felici et al., 1999). V téchto experimentech vSak nebyla sledovéna intracelularni
lokalizace tohoto anti-apoptotického faktoru. Hu et al. (2001), zaznamenal faktor Bcl-xp
v mitochonrdiich malych preantradlnich folikulh mySi. V oocytech Xenopus laevis je
popisovana lokalizace Bcl-xp v cytoplasmé, v okoli mitochondrii (Kloc et al., 2007).

V pribéhu starnuti praseCich oocyti bylo vexperimentech Ma et al., (2005)
pozorovano postupné snizovani exprese faktoru Bcl-2, Bel-xp ptibuzného Clena rodiny anti-
apoptotickych faktort.

Pti statistickém porovnani intenzity signalu faktoru Bcl-xp ve skupinidch oocytl
vystavenych prodlouzené kultivaci v ¢istém médiu, nebo v médiu s donorem sulfanu Na,S,
byl prokazan vliv sulfanu na intenzitu signalu faktoru Bcl-x; u skupiny oocytll vystavenych
prodlouzené kultivaci po dobu 24 hodin a to v korové oblasti, kde se intenzita signilu vlivem
donoru sulfanu mirné snizovala. Naopak po 48 hodinach prodlouzené kultivace byla intenzita
signalu v korové oblasti a cytoplasmé u oocytt vystavenych prodlouzené kultivaci s donorem

sulfanu oproti oocytim kultivovanym v ¢istém médiu prokazateln¢ vyssi. V naSich

61



experimentech jsme tedy prokazali vliv sulfanu na lokalizaci a distribuci anti-apoptotického
faktoru Bel-xy..

Vliv sulfanu na apoptdzu byl prokazan v riiznych experimentech. Cao et al. (2005) se
zabyvali vlivem sulfanu na apoptézu acinarnich bunék pankreatu. V tomto experimentu
dochazelo plsobenim sulfanu k indukci apoptozy, ktery zde expresi faktoru Bcel-xp
neovliviioval, ale naopak aktivoval expresi pro-apoptotického faktoru Bax.

Hu et al. (2009) zkoumali vliv sulfanu na poSkozeni lidskych bun€k neuroblastomu
toxinem rotenonem. Prokazali, ze sulfan v zavislosti na koncentraci svého donoru Na,S,
snizoval rotenonem zplisobené poskozeni bunck a apoptdzu. Konkrétné blokoval fosforylaci
MAP kindzy JNK kinazou a inhiboval zmény v hladindich Bcl-2 a Bax, snizeni
membranového potencidlu ¢ v mitochondriich, uvolnéni cytochromu c a aktivaci kaspaz 9
a3 (Huetal, 2009).

Sulfan déle chrdnil bunky rakoviny tlustého stfeva pied apoptézou indukovanou
b-fenylethyl isothiokyanatem (Rose et al., 2005) a také ve fyziologickych koncentracich dale
indukoval apoptozu lidskych bunék hladké svaloviny aorty. (Yang ef al., 2004).

Zda se, Ze vliv sulfau na apoptdzu neni jednoznacny a je velice tkanovée specificky.
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7. Zavér

Degenerativni zmény oocytl v pribéhu jejich prodlouzené kultivace mohou vyustit ve
spontdnni partenogenetickou aktivaci, lyzu, nebo fragmentaci, ktera je projevem apoptozy.
Apoptodza je regulovana slozitymi signalnimi kaskadami, do nichz je zapojeno mnoho skupin
riznych molekul. Mezi né patii 1 rodina Bcl-2 proteinll, jejiz clenové vykazuji pro- i
anti-apoptotickou aktivitu. Jednim z anti-apoptotickych faktort je protein Bcl-xp , jehoz
lokalizaci ve starnoucich oocytech jsme se zabyvali. Sulfan se jako signalni molekula podili
na ovlivnéni mnoha riznych procest v buiikach, véetné regulace apoptdzy.

V prvni ¢asti naSich experimentd jsme ve starnoucich oocytech uspésné lokalizovali
enzymy 3-merkaptopyruvat sulfurtransferdzu a cystathionin vy-lydzu, katalyzujicich
katalyzujicich syntézu sulfanu v bunikach.

Nasledn¢ jsme se zaméfili na lokalizaci anti-apoptotického faktoru Bcel-xp ve
starnoucich oocytech a ve starnoucich oocytech s donorem sulfanu Na,S. Faktor Bcl-xp byl
uspeésné lokalizovan u obou téchto skupin oocytl. Intenzita signalu faktoru Bcl, x; byla
nejvyssi v korové oblasti oocytll na pocatku starnuti. S delSi dobou prodlouzené kultivace
intenzita signalu faktoru Bel-x;, v této oblasti postupné klesala.

Pfi nésledném porovnani skupin oocytll vystavenych prodlouzené kultivaci v Cistém
médiu se skupinami oocytl vystavenych prodlouzené kultivaci s donorem sulfanu Na,S, jsme
prokazali statisticky vyznamné rozdily v korové oblasti na pocatku prodlouzené kultivace a
nasledné 1 v korové oblasti a cytoplasmé.

V nasich experimentech byla prokazdna hypotéza o aktivnim zapojeni sulfanu
v regulaci intraceluldrni lokalizace a distribuce anti-apoptotického faktoru Bcl-x; v pribéhu
starnuti prasecich oocytl. Pro objasnéni pfesného mechanismu jeho ptisobeni je vSak potiteba

realizovat dal$i vhodné experimenty.
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