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Abstrakt 

Úspěšnost metod reprodukčních biotechnologií a asistované reprodukce je 

závislá na kvalitě oocytů. Používané in vitro metody jsou charakteristické zvýšeným 

působením stresorů, které se následně projeví na snížené kvalitě oocytů. V tuto chvíli 

je nereálné plné napodobení in vivo podmínek v in vitro a z toho důvodu je snaha 

využití jiných možností za účelem udržení kvality oocytů. Perspektivní metodou je 

suplementace kultivačního média. Vzhledem ke skutečnosti, že důležitým negativním 

faktorem v in vitro podmínkách je zvýšený oxidativní stres, může suplementace 

kultivačního média látkami s antioxidační aktivitou zvýšit kvalitu oocytů. Pozitivní efekt 

na kvalitu oocytů může mít rovněž modulace signálních drah, přičemž perspektivními 

molekulami jsou gasotransmitery. Na somatických buňkách a částečně i na oocytech 

je totiž prokázáno, že gasotransmitery mohou působit antiapoptoticky a podílí se na 

zvýšení životaschopnosti buněk. Z těchto důvodů jsme se zaměřili na vliv 

suplementace kultivačního média S-allyl cysteinem (SAC) a donorem oxidu 

uhelnatého (CO), jakožto látek s antioxidačními a antiapoptotickými vlastnostmi, na 

kvalitu meioticky zrajících a stárnoucích prasečích oocytů. 

Efekt suplementace kultivačního média donorem CO na stárnoucí prasečí 

oocyty jsme sledovali na základě posouzení morfologických znaků stárnutí a aktivity 

kaspazy-3 (marker zahájení apoptotického rozpadu). Zjistili jsme, že kultivace 

stárnoucích oocytů v kultivačním médiu obsahujícím donor CO vede ke snížení podílu 

apoptotických oocytů a současně ke zvýšení podílu intaktních oocytů. Zároveň donor 

CO výrazně snížil míru aktivace kaspázy-3. Na základě získaných dat předpokládáme, 

že suplementace kultivačního média donorem CO může zpomalit proces stárnutí 

prasečích oocytů a zvýšit jejich životaschopnost. 

Současně jsme sledovali vliv suplementace kultivačního média donorem CO na 

průběh meiotického zrání. Kultivace meioticky zrajících oocytů v přítomnosti CO vedla 

k zastavení meiotického zrání ve stádiu metafáze I. Na druhou stranu donor CO snížil 

množství reaktivních forem kyslíku (ROS) v oocytech. Na základě dosud získaných 

výsledků předpokládáme, že donor CO může v meioticky zrajících oocytech snížit 

oxidativní stres, ale současně inhibuje samotný průběh meiotického zrání. 

SAC je česnekovou sloučeninou, která má výrazné antioxidační vlastnosti a 

současně má schopnost uvolňovat gasotransmiter sulfan a aktivovat cytoprotektivní 



enzym hemoxygenáza, zodpovědný za endogenní produkci CO. Efekt suplementace 

kultivačního média SAC u meioticky zrajících oocytů vedl k výraznému snížení 

produkce ROS. Současně SAC zlepšil časný embryonální vývoj, neboť zvýšil míru 

rýhování embryí vzniklých po partenogenetické aktivaci. Zároveň předpokládáme, že 

meiotické zrání v přítomnosti SAC zvýšilo antioxidační potenciál embryí, protože 

embrya vzniklá po partenogenetické aktivaci vykazovala sníženou produkci ROS. Z 

těchto důvodů považujeme SAC jako perspektivní suplement kultivačního média, který 

zlepšuje vývojový potenciál a působí antioxidativně. 

Na základě získaných výsledků lze CO a SAC, považovat jako látky schopné 

zvýšit nebo udržet kvalitu prasečích oocytů. 

  



Abstract 

The success of reproductive biotechnology and assisted reproduction methods 

depends on the quality of oocytes. The used in vitro methods are characterized by an 

increased rate of stress, which subsequently results in decreased oocyte quality. At 

this time, it is unrealistic to fully mimic in vivo conditions to in vitro, and therefore is the 

effort to explore other options in order to maintain the oocytes quality. A prospective 

method is the culture medium supplementation. Due to the fact that increased oxidative 

stress is an important negative factor in in vitro conditions, supplementation of the 

culture medium with substances with antioxidant activity may enhance oocytes quality. 

Modulation of signaling pathways may also have a positive effect on oocytes quality, 

while promising molecules are gasotransmitters. On somatic cells and partly on 

oocytes, it has been shown that gasotransmitters may have an antiapoptotic effect and 

contributes to the increase in cell viability. For these reasons, we have focused on the 

effect of S-allyl cysteine (SAC) and carbon monoxide (CO) donor as substances with 

antioxidant and antiapoptotic properties on the quality of meiotically maturing and 

aging porcine oocytes. 

The effects of CO donor on porcine oocytes aging was assessed based on the 

morphological characteristics and caspase-3 activity (apoptotic marker). We have 

found that cultivation of aging oocytes in culture medium containing CO donor leads to 

a reduction in the proportion of apoptotic oocytes and to an increase in the proportion 

of intact oocytes. At the same time, the CO donor significantly reduced the caspase-3 

activation. On the basis of the obtained data, we suppose that the supplementation of 

the culture medium with the CO donor may slow the aging of porcine oocytes and 

increase their viability. 

We also evaluated the effect of the CO donor on the meiotic maturation of the 

porcine oocytes. Oocyte meiotic maturation in the presence of CO led to the meiotic 

maturation arrest in the metaphase I stage. On the other hand, the CO donor reduced 

the amount of reactive oxygen species (ROS) in oocytes. Based on the results 

obtained so far, we assume that the CO donor may reduce oxidative stress in 

meiotically matured oocytes, but it also inhibits the meiotic maturation process. 

SAC is a garlic compound that has pronounced antioxidant properties and has 

the ability to release the gasotransmitter sulfane and activate the cytoprotective 



enzyme hemoxygenase, which is responsible for endogenous CO production. The 

effect of SAC supplementation of the culture medium on meiotic maturation resulted in 

a significant reduction in ROS production. Simultaneously SAC improved early 

embryonic development, because it increased the cleavage rate of parthenogenetic 

activated oocytes. At the same time, meiotic maturation in the presence of SAC 

increased the antioxidant potential, because embryos resulting from parthenogenetic 

activation showed reduced ROS production. For these reasons we consider SAC as 

the perspective culture medium supplement which improve the developmental 

potential and reduce oxidative stress. 

Based on the obtained results we can consider CO and SAC as a substances 

capable of increasing or maintaining the quality of porcine oocytes
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1 Úvod 
Reprodukční biotechnologie, jako např. in vitro oplození, jsou důležitým oborem 

v humánní a veterinární medicíně. Častou komplikací je však omezená kvalita 

použitých oocytů a s tím i souvisejicí nízky počet vhodného materiálu. Jedním z faktorů 

zodpovědných za sníženou kvalitu oocytů je zvýšené působení stresových faktorů v in 

vitro podmínkách v porovnání s in vivo podmínkami. Přestože je snaha omezit 

pusobení stresových faktorů a tím kultivační podmínky optimalizovat, je kvalita oocytů 

a následný vývojový potenciál horší u oocytů pocházejících z in vitro podmínek. V in 

vivo podmínkách na oocyt působí komplexní prostředí, které se navíc v průběhu času 

mění. Současně v tuto chvíli ani neznáme všechny faktory, které na oocyty v in vivo 

podmínkách působí. Z těchto důvodů je prozatím nereálné plné napodobení in vivo 

podmínek v in vitro. Na druhou stranu je ukázáno, že lze kvalitu oocytů ovlivnit 

suplementací kultivačního média specifickými látkami. Tyto látky např. můžou snížit 

oxidativní zátěž oocytů a zvýšit jejich životaschopnost. 

Klíčovým dějem předcházejicím vzniku opozeníschopného oocytu je meiotické 

zrání. To zahrnuje děje odehrávající se v oocytu při přechodu z prvního meiotického 

bloku do druhého meiotického bloku. V průběhu meiotického zrání dochází 

k reorganizaci organel, cytoskeletu a zejména k rozdělení dědičné informace. 

V případě, že meiotické zrání neproběhne správným způsobem, dochází ke snížení 

oplozeníschopnosti a vývojové kompetence, přičemž v in vitro podmínkách bývá právě 

vývojová kompetence výrazně narušena. Oocyt nacházející se v druhém meiotickém 

bloku je připravený na oplození spermií, která oocyt případně aktivuje a tím zaháji 

embryonální vývoj. Pokud však nedojde k oplození ve specifickou a relativně krátkou 

dobu po dozrání oocytu do druhého meiotického bloku, dochází k postupnému 

snižování kvality oocytu označované jako stárnutí. V konečném důsledku vede stárnutí 

k partenogenetické aktivaci nebo apoptotickému či lytickému rozpadu. Podobně jako 

při narušení meiotického zrání se i při stárnutí snižuje kvalita oocytů, 

oplozeníschopnost a vývojový potenciál. Pokud tedy zabráníme negativním projevům 

stárnutí, můžeme získat jednak větši množství a zároveň i lepší kvalitu získaných 

oocytů. 

Meiotické zrání a stárnutí oocytů je regulováno řadou faktorů, přičemž důležitou 

roli zaujímají gasotransmitery, což jsou signální plynné molekuly. Do gasotransmiterů 
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se řadí oxid dusnatý, sulfan a oxid uhelnatý (CO). Vliv CO na meiotické zrání a stárnutí 

oocytů prozatím nebyl zkoumán a vzhledem ke skutečnosti, že v somatických buňkách 

zvyšuje jejich životaschopnost, zaměřili jsme se na CO jako na potenciální suplement 

kultivačního média. CO je v organismu produkován enzymem hemoxygenáza (HO) a 

HO/CO představuje signální dráhu, která je v buňkách aktivována při působení 

stresorů (např. zvýšený oxidativní stres) a efektem dráhy HO/CO je obrana buněk proti 

těmto stresorům. In vitro kultivace oocytů je zatížena právě zvýšeným působením 

stresorů a z toho důvodu by ovlivnění dráhy HO/CO mohlo udržet nebo zvýšit kvalitu 

kultivovaných oocytů. 

Dalším potenciálním suplementem kultivačního média je S-allyl cystein (SAC), 

který představuje česnekovou sloučeninu vzniklou zpracováním česnekových palic. 

Při sledovaní efektu SAC na somatické buňky je prokázáno, že působí protektivně a 

snižuje míru apoptózy. Jedním z důležitých mechanismu efektu SAC je potlačení 

působení oxidativního stresu a právě zvýšení oxidativní stres je častým jevem in vitro 

kultivace oocytů. Mimo potlačení oxidativního stresu může SAC sloužit jako zdroj 

sulfanu, důležitého gasotransmiteru, u kterého je již známo, že je zapojen do regulace 

meiotického zrání oocytů a životaschopnosti stárnoucích oocytů. Zároveň může SAC 

působit prostřednictvím aktivace HO a tím zvýšením tvorby CO. Z těchto důvodů jsme 

se zaměřili na SAC jako na další potenciální suplement kultivačního média prasečích 

oocytů. 
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2 Literární rešerše 

2.1 Oogeneze a folikulogeneze 

2.1.1 Vznik pohlavních buněk 

Pohlavní buňky se vyvijí z primordiálních zárodečných buněk (PGCs), které 

vznikají v těle embrya brzy v průběhu embryonálního vývoje (Wassarman, 1988). 

PGCs se zakládají ve žloutkovém váčku, odkud migrují přes zadní prvostřevo do 

základu gonád (Tam & Snow, 1981; Donovan et al., 1986). U prasete se PGCs objevují 

okolo 24. dne embryonálního vývoje (Black & Erickson, 1968). Klíčovým znakem 

PGCs je schopnost aktivně se pohybovat a zároveň reagovat na chemotaktické látky 

(např. TGF - β1, kit signalizace a působení aktivinu), které určují směr, jakým se mají 

pohybovat (Wylie, 1993; Picton et al., 1998; Richardson & Lehmann, 2010). V průběhu 

migrace PGCs vykazují výraznou mitotickou aktivitu a dochází k nárustu jejich počtu 

(Wassarman & Albertini, 1994). Genetické založení jedince určí, zda se PGCs 

diferencují do samčí nebo samičí linie. U samičího pohlaví podstoupí PGCs, jenž 

kolonizovali základ gonád, diferenciaci za vzniku oogonií. Oogonie jsou 

charakteristické vysokou mírou proliferace s neúplnou cytokinezí (Picton et al., 1998). 

Tímto způsobem vznikají skupiny buněk (označované jako germ-cell nests nebo germ-

cell cysts), které jsou spolu propojeny pomocí cytoplazmatických můstků. Vzájemné 

propojení umožnuje přenos molekul a organel mezi buňkami (Pepling, 2006). Během 

vývoje se germ-cell nests prostřednictvím programované buněčné smrti rozpadají, a 

tak se uvolňují jednotlivé oocyty (Buszczak & Cooley, 2000; Pepling & Spradling, 2001; 

Greenfeld et al., 2007). 

Schopnost oogonií proliferace je zastavena ještě před tvorbou folikulů a v reakci 

na působení retinové kyseliny a proteinu STRA8 (stimulated by retinoic acid gene 8 

protein homolog) zahájí meiotické dělení. Retinová kyselina u oogonií aktivuje tvorbu 

STRA8, což je cytoplazmatický protein důležitý pro poslední kolo replikace DNA před 

vstupem do profáze prvního meiotického dělení (Bowles et al., 2006; Zhou et al., 2008; 

Sánchez & Smitz, 2012). Prasečí oogonie zahajují meiotické dělení zhruba 47. den 

embryonálního vývoje (Black & Erickson, 1968). Po vstupu do miotického dělení jsou 

tyto buňky již označovány jako primární oocyty (Alberts et al., 2007). 

Na základě Zuckermanovi (1951) teorie se předpokládalo, že počet prenatálně 

vytvořených oocytů je konečný a nadále dochází v průběhu života jedince pouze ke 
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snižování jejich počtu, tj. že v dospělosti nejsou funkční kmenové buňky, které populaci 

oocytů obnovují. Platnost této teorie je však sporná, neboť minimálně u některých 

živočišných druhů byla prokázáná postnatální obnova oocytů (Johnson et al, 2004; 

Wang et al., 2017). 

Po zahájení meiotického dělení oocyt vstupuje do profáze prvního meiotického 

dělení, která je nejdelší fázi meiozy a skládá se z 5 částí - leptotene, zygotene, 

pachytene, diplotene a diakineze. Nejdříve dochází k spiralizaci a kondenzaci 

chromozomů, přičemž každý chromozom je složený ze dvou chromatid, které 

vzájemně spojuje komplex kohesinů. Poté dochází k párování homologních 

chromozomů za vzniku tzv. bivalentů. Procesem crosing-over se v homologních 

chromozomech v bivalentech vyměnují úseky DNA. Crosing over zajišťuje vznik 

variability budoucího potomstva a je charakteristickým znakem meiotického dělení. Ve 

fázi diplotene se chromozomy začínají rozdělovat, ale stále jsou společně propojeny 

v místech výměny DNA (tzv. chiazmatech). V této fázi dochází v oocytech k zastavení 

meiotického dělení v prvním meiotickém bloku a k opětovnému zahájení dojde až 

v reakci na dostatečnou endokrinní stimulaci v době pohlavní dospělosti (Wassarman 

& Albertini, 1994; Hurk & Zhao, 2004; Hunt & Hassold, 2008; Cohen & Holloway, 2015). 

Oocyt nacházejicí se v prvním meiotickém bloku má dekondenzovaný chromatin a 

jádro je označováno jako zárodečný váček (GV) (Wassarmann, 1988; Wassarman & 

Albertini, 1994). 

2.1.2 Růst oocytů a folikulogeneze 

Primární oocyt, který vstoupil do prvního meiotického bloku, není schopný 

podstoupit meiotické zrání a stát se oplozeníschopným oocytem. Schopnost meioticky 

dozrát oocyt dosáhne až po období růstu, kdy probíhá výrazna syntéza a příjem 

molekul, které jsou z velké části v oocytu skladovány. Období růstu lze u savců dělit 

do dvou částí. V první části roste vlastní oocyt a v druhé je již velikost oocytu neměná 

a roste pouze folikulární obal. U pohlavně dospělých zvířat oocyt dosáhne plné 

velikosti před vznikem antrální dutiny folikulu. Pro dosažení meiotické kompetence 

musí oocyt prasnice zvětšit svůj průměr z původních 30 µm na 120 µm (Wassarman 

& Albertini, 1994; Picton et al., 1998; Hunter, 2000; Bielanska-Osuchowska, 2006). 

V období růstu se vytváří zona pellucida (ZP), která je tvořena specifickými 

glykoproteiny. ZP zaujímá důležitou funkci při fertilizaci, kdy zabraňuje mezidruhovému 
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oplození a po modifikaci vytváří blok proti polyspermii. ZP se vytváří na povrchu oocytu 

a odděluje ho od folikulárních buněk. Komunikace mezi oocytem a folikulárními 

buňkami je zachována prostřednictvím mikroklků oocytu, které prochází přes vrstvu 

ZP a vytváří spojení s folikulátními buňkami prostřednictvím gap junctions. Tyto spoje 

se skládají z proteinů connexinů, které umožnují průchod malých molekul do 1 kDa 

(Wassarman & Albertini; 1994, Soyal et al., 2000; Li et al., 2007), jako jsou např. 

inhibiční nebo stimulační meiotické signály (Picton et al., 1998). 

Pro vývoj oocytu a v případě oplození také embrya je důležité, aby rostoucí 

oocyt vytvořil dostatečnou zásobu RNA. U plně dorostlé, meioticky kompetentního 

oocytu je transkripce zastavena a k jejímu obnovení dojde až v druhově specifické 

době reaktivace embryonálního genomu. Z toho důvodu je pro růst charakteristická 

výrazná syntéza RNA. Životnost jednotlivých transkriptů je regulována prostřednictvím 

polyadenylace (prodlužování poly – A konce mRNA) a deadenylace (zkrácení poly – 

A konce mRNA). Transkripty jsou skladovány v cytoplazmě oocytů v ribonukleových 

proteinech (ribonocleoproteins, RNP), kde se spojují s maskovacími faktory 

zabraňujícími nasednutí ribozomů (Wassarman & Albertini, 1994; Picton et al., 1998; 

Eichenlaub-Ritter & Peschke, 2002). 

Kromě syntézy látek dochází během růstu k přestavbě organel a změnám 

v jejich lokalizaci. Kupříkladu cisterny Golgiho komplexu se přesouvají do blízkosti 

cytoplazmatické membrány, kde vytváří glykoproteiny ZP a kortikální granula 

(Mehlmann et al., 1995; Hurk & Zhao, 2004). Rovněž lokalizace mitochondrií převládá 

v korové oblasti oocytů a současně dochází k výrazné tvorbě nových mitochondrií a 

změnám v tvaru krist (Wassarman & Albertini, 1994; Picton et al., 1998). 

Brzy během oogeneze dochází ke vzniku folikulů. Na oocyty nacházející se 

v prvním meiotickém bloku nasedají buňky pocházející ze somatických buněk 

vaječníku a mesonefros. Tímto způsobem vzníkají tzv. primordiální folikuly, které jsou 

charakteristické jednovrtstevným obalem plochých buněk. Oocyty, u který nedošlo ke 

vzniku folikulárního obalu, podléhají apoptotickému rozpadu (Soyal et al., 2000; 

Pepling & Spradling, 2001; Sawyer et al., 2002). Primordiální folikuly tvoří klidové 

stádium, ve kterém se jednak nesyntetizují steroidní hormony a ani neexprimují 

receptory pro folikulostimulační hormon (FSH). V tomto stádiu zůstanou až do doby, 
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kdy jsou aktivovány a rekrutovány (recruitment) do kohorty rostoucích folikulů 

(Hirshfield, 1991; Picton et al., 1998). 

Obecně se recruitment dělí na tzv. initial recruitment a cyclic recruitment. Initial 

recruitment označuje základní aktivaci primordiálních folikulů opakující se během 

života. Z těchto aktivovaných folikulů je následně procesem cyclic recruitment vybráno 

několik folikulů, které rostou až do preovulační velikosti (McGee & Hsueh, 2000). Míra 

recruitmentu primordiálních folikulů je regulována signální dráhou PTEN a PI3K 

(phosphatase and tensin homolog deleted on chromosome 10 a phosphatidylinositol 

3 kinase), kdy PI3K působí aktivačně a PTEN inhibičně na aktivaci. Poruchy 

v signálních drahách PTEN a PI3K mají výrazny vliv na reprodukční schopnosti, kdy 

např. neaktivní PTEN vede k předčasné aktivaci populace primordiálních folikulů a 

následnému selhání reprodukce (Lee et al., 2001; Reddy et al., 2005; Adhikari & Liu, 

2009; Sánchez & Smitz, 2012). 

U aktivovaných folikulů dochází k proliferaci a růstu folikulárního obalu, přičemž 

první stádia folikulogeneze jsou nezávislá na působení FSH. Z primordiálních folikulů 

vznikají primární folikuly, které mají stále jednu vrstvu granulozních buněk, ale tyto 

buňky již mají kubický tvar. Dále ve vývoji folikulů dochází k proliferaci folikulárních 

buněk a okolo oocytu vzniká více vrstev granulozních buněk. Tento folikul se nazývá 

sekundárním. Ve stádiu sekundárního folikulu vstupuje oocyt do růstové fáze, vytváří 

ZP a z intersticiálních buněk ovariálního stromatu vznikají buňky théky tvořicí vrstvu 

theca folliculi (Hirshfield, 1991; Meduri et al., 2002; Hurk & Zhao, 2004). V theca folliculi 

sekundárních oocytů se vytváří receptory pro luteinizační hormon (LH) přes které LH 

aktivuje syntézu androgenů. Androgeny stimulují tvorbu FSH receptorů v granulozních 

buňkách. Sekundární folikul je tedy stádiem, kdy se folikul stává citlivým na 

gonadotropní hormony, není však ještě vybaven enzymem aromatázou potřebnou pro 

přeměnu androgenů na estrogeny a kvůli tomu estrogeny nesyntetizuje (Hirao et al., 

1994; Fair, 2003; Hurk & Zhao, 2004). 

Během dalšího vývoje folikulu vzniká tekutinou vyplněná dutina (antrum), která 

je charakteristickým znakem terciálního (antrálního) folikulu. Vývoj terciálního folikulu 

je již plně závislý na působení gonadotropních hormonů. V tomto stádiu dochází 

k diferenciaci theca folliculi na vnitřní theca folliculi interna a vnější theca folliculi 

externa. Folikulární buňky se oddělují na kumulární a murální buňky. Kumulární buňky 
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se nachází v blízkosti oocytů se kterým tvoří tzv kumulo-oocytární komplex. Murální 

buňky se nachází u steny folikulu (Driancourt, 1991; Hurk & Zhao, 2004). Z funkčního 

hlediska je důležité, že kumulární buňky neobsahují receptory pro LH a signál pro 

dozrání a ovulaci (LH peak) vnímají nepřímo prostřednictvím EGF podobným peptidům 

(EGF like peptides) vylučovaných murálními buňkami. Folikulární vývoj je nakonec 

ukončen ovulací nebo atrésií (Eppig et al., 1997). Délka časového intervalu od náboru 

folikulů do kohorty rostoucích folikulů až po formování antra je u prasete zhruba 84 dní 

(Morbeck et al., 1992; Hunter, 2000). 

Samotný folikulární vývoj po cyklickém recruitmentu vytváří folikulární vlny a je 

rozdělen do několika fází – recruitment, selekce a dominance (Hurk & Zhao, 2004). U 

druhů s dobře rozlišitelnými folikulárními vlnami (např. skot) začíná cyklický 

recruitment zvýšením produkce FSH a folikuly, které mají vytvořené dostatečné 

množství receptorů pro FSH, tedy mají schopnost na FSH reagovat, vstoupí do kohorty 

rostoucích folikulů (Fair, 2003). Rekrutované folikuly rostou a následně dojde k selekci 

druhově specifického počtu dominantních folikulů, které jsou zpravidla větší než 

ostatní folikuly v kohortě. Dominantní folikuly nakonec v reakci na vlnu LH ovulují. 

Ostatní rekrutované folikuly podlehnou atrésii (Beg & Ginther, 2006). 

Charakteristickým znakem dominantních folikulů je aktivita enzymu aromatáza, která 

je zodpovědná za produkci estrogenů (Yen et al., 2005). Syntéza estrogenu je 

zajištěna spoluprácí mezi buňkami theca folliculi interna a granulózními buňkami. 

V reakci na působení LH vytváří buňky théky androgeny, které slouží jako substrát pro 

granulózní buňky. Enzymem aromatázou jsou totiž přeměněny na estrogeny (Hillier et 

al., 1994). V reakci na inhibiční efekt progesteronu je v luteální fázi nízka hladina 

estrogenů  a jejich hladina se zvyšuje až po luteolýze. Zvyšování hladiny estrogenů 

působí pozitivní zpětnou vazbou na uvolňování LH, což nakonec vede k LH vlně 

zodpovědné za ovulaci (Findlay et al., 2000; Knox et al., 2003). 

U pohlavně dospělé prasnice se na vaječnících nachází stála populace 

antrálních folikulů velikosti 1 – 6 mm v průměru. Na začátku estrálního cyklu, tedy po 

ovulaci, dochází k vývoji žlutých tělísek a zvýšení produkce progesteronu. Zároveň se 

krátce zvyšuje hladina FSH, která folikulům velikosti přibližně 1 mm umožní vývoj a 

brání jejich zániku (Driancourt, 2001; Knox et al., 2003). Nicméně, hladina FSH se po 

5 dni estrálního cyklu snižuje, což je spojeno se zvýšením míry atrésie (Guthrie et al., 

1995). Pokud nedošlo k oplození, dochází 14.-15. den k luteolýze žlutých tělísek a 
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snížení produkce progesteronu. Tím je odstraněn inhibiční vliv progesteronu na 

produkci gonadotropních hormonů a nastane druhé zvýšení hladiny FSH, které je 

důležité pro recruitment. Následkem recruitmentu vznikají na povrchu vaječníků 

ve folikulární fázi estrálního cyklu folikuly velikosti 6,5 mm (Knox et al., 2003). Z těchto 

folikulů jsou dále selektovány folikuly, kterou dorostou do ovulační velikosti. Schopnost 

projít selekcí mají pouze folikuly, které vytvořily dostatečné množství LH receptorů a 

jsou citlivé na FSH. V této době se totiž snižuje produkce FSH a ve vývoji mohou 

pokračovat pouze folikuly, které mají adekvátní schopnost reagovat na pulsativní 

sekreci LH i na nízké hladiny FSH (Prunier et al., 1993; Driancourt, 2001). Rekrutované 

folikuly, které nedosáhly dostačujicí velikosti, ztrácejí receptory pro FSH a kvůli tomu 

podléhají atrésii (Lucy et al., 2001). Selektované folikuly se stávají dominantními a 

v průběhu několika dnů dosáhnou velikosti 8 – 10 mm a nakonec v reakci na LH vlnu 

ovulují. Na začátku cyklického recruitmentu je u prasnice rekrutováno více jak 50 

folikulů, ze kterých nakonec ovuluje pouze část (Driancourt, 2001). 

V procesu folikulogeneze a oogeneze hraje významnou roli programovaná 

buněčná smrt neboli apoptóza. Apoptóza je důležitým procesem pro udržení funkční 

zásoby primordiálních folikulů a později během vývoje hraje roli ve folikulární atresii. 

Na regulaci buněčné smrti se podílí mnoho antiapoptotických a proapoptotických 

proteinů. Např. v případě, že chybí Bcl-2, antiapoptotický člen rodiny proteinů B–cell 

lymfoma 2 (Bcl-2), dochází ke snížení počtu oocytů a primordiálních folikulů. Stejnou 

roli má rovněž Bcl-x (Rucker et al., 2000). Naproti tomu buněčnou smrt podporuje 

proapoptotický faktor BAX, který je rovněž členem rodiny Bcl-2. Snížení exprese 

proteinu BAX v těle vede ke zvýšení počtu zárodečných buněk (Perez et al., 1999). 

Jako další důležitá signální dráha, která se podílí na regulaci buněčné smrti, je signální 

dráha kaspáz. Například deficience kaspázy 2 vede ke zvýšení počtu primordiálních 

folikulů (Bergeron et al., 1998). 

2.1.3 Meiotické zrání 

V období pohlavní dospělosti se objevuje charakteristická pulsativní sekrece LH 

hormonu, která mimo ovulaci spustí u meioticky kompetentních oocytů proces 

meiotického zrání. To znamená, že u oocytů nacházejicích se do té doby v prvním 

meiotickém bloku, dojde k obnovení meiotického dělení (Wassarman & Albertini, 

1994). Pro zisk plné kompetence musí být oocyt schopný podstoupit jednak jaderné 

zrání, ale zároveň i získat cytoplazmatickou zralost. Jaderné zrání označuje změny 
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v jádře a rozdělení chromozómů při přechodu z prvního meiotického bloku ve fázi 

diplotenné do metafáze druhého meiotického dělení. Cytoplazmatická zralost zahrnuje 

akumulaci dostatečného množství RNA (mRNA, rRNA), proteinů a dalších látek, jakož 

i redistrubici organel a změny cytoskeletu. Dohromady je cílem těchto změn umožnit 

následující vývoj (Watson, 2007; Ferreira et al., 2009). Celkově je pro získání meiotické 

kompetence klíčové vytvoření zásoby cyklin dependentní kinázy 1 (CDK1, také 

označovaná jako cdc2 nebo p34cdc2) a proteinu cyklinu B, jenž jsou regulátory 

buněčného cyklu (Chesnel & Eppig, 1995). 

Před zahájením meiotického zrání se oocyt nachází v prvním meiotickém bloku. 

Hlavními faktory, které tento blok udržují, jsou cAMP, produkovaný enzymem 

adenylcykláza (Downs et al., 1989) a cGMP, tvořený guanylylcyklázou (Bornslaeger et 

al., 1984). Předpokládá se, že v oocytech se nacházející molekuly cAMP mohou 

pocházet ze dvou zdrojů. Zaprvé je to tvorba cAMP v foliklulárních buňkách a jeho 

následný transport do oocytu přes gap junctions (Sela-Abramovich et al., 2006). 

Nicméně, pravděpodobnějším mechanismem je endogenní tvorba cAMP přímo 

v oocytu. V membráně oocytu se nachází konstitutivně aktivní receptor spojený s G 

proteinem 3 (GPR3), který v oocytu aktivuje adenylcyklázu zodpovědnou za produkci 

cAMP (Horner et al., 2003; Vaccari et al., 2008). Vysoká koncentrace cAMP aktivuje 

cAMP dependentní proteinkinázu A (PKA) (Richard et al., 2001) a aktivní PKA 

fosforyluje proteiny regulující aktivitu CDK1, jako je fosfatáza CDC25. Před zahájením 

meiotického zrání jsou na CDK1 přítomny inhibiční fosforylace a pro aktivaci CDK1 a 

následné obnovení meiozy je nutné tyto fosforylace odstranit. To je funkcí CDC25. 

Nicméně, v prvním meiotickém bloku je tato funkce CDC25 inhibována právě PKA 

(Kovo et al., 2006; Zhang et al., 2008). Současně PKA aktivuje kinázu Wee1B, která 

udržuje inhibiční fosforylaci CDK1 (Han & Conti, 2006). 

Klíčovou roli v udržení prvního meiotického bloku má cGMP. V kumulárních 

buňkách se nachází membránový receptor natriuretického peptidu 2 (NPR2), který má 

guanylycyklázovou aktivitu. NPR2 je aktivován prekurzorem natriuretického peptidu 

typu C (NPPC) produkovaného v murálních buňkách. cGMP produkovaný 

prostřednictvím NPR2 je přes gap junctions transportován do oocytu, kde inhibuje 

cAMP foshodiesterázu PDE3A. Enzym PDE3A hydrolizuje cAMP a tím snižuje jeho 

koncentraci. Z toho důvodu inhibice PDE3A pomocí cGMP brání obnovení meiozy 
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v prvním meiotickém bloku (Norris et al., 2009; Zhang et al., 2010). Exprese NPR2 je 

stimulována přímo oocytem prostřednictvím produkce růstového diferenciačního 

faktoru 9 (GDF9) a kostního morfogenetického proteinu (BMP15) (Wigglesworth et al., 

2013). 

Meiotické zrání je zahájeno vlnou LH, která působí přes receptory nacházející 

se zejména na murálních buňkách folikulu (Amsterdam et al., 1975; Peng et al., 1991; 

Jeppesen et al., 2012). LH receptory patří do skupiny receptorů spojených s G proteiny 

a jejich aktivace vede ke zvýšení množství signálních molekul, a to cAMP a iontů 

vápníku (Ca2+) (Lee et al., 2002). Aktivace těchto signálních drah v murálních buňkách 

vede nakonec u oocytu k zahájení meiotického zrání, jehož výrazným znakem je 

rozpad zárodečného váčku (germinal vesicle breakdown, GVBD) (Hsieh et al., 2007). 

Přenos aktivačního signálu z murálních buněk folikulu je zprostředkován ligandy EGF 

receptorů zahrnující epiregulin (EREG) a amphiregulin (AREG) (Kawamura et al., 

2009). Receptory pro EGF se nachází na murálních i kumulárních buňkách, nejsou ale 

přítomny na oocytu (Park et al., 2004). EREG a AREG jsou syntetizovány jako 

neaktivní membránové proteiny a proteotickým štěpením vnější domény pomocí 

metalloendoproteáz jsou uvolňovány jako aktivní peptidy (Ashkenazi et al., 2005; 

Silvestre et al., 2011). Ty v konečném dusledku způsobí jednak aktivaci MAPK 

uzavírajicí gap junctions, a dále snížení hladiny cGMP (Sela-Abramovich et al., 2005; 

Panigone et al., 2008; Vaccari et al., 2009). 

Po vlně LH dochází ke snížení exprese NPPC a produkce cGMP. To vede k 

omezení transportu cGMP z folikulárních buněk do oocytu. Z důvodu vymizení 

inhibičního vlivu cGMP na PDE3A dojde k jeji aktivaci a následné degradaci cAMP 

v oocytu (Kawamura et al., 2011). Současně po LH vlně je aktivován enzym MAPK, 

který fosforyluje conexin 42 vytvářejicí gap junctions. Tato fosforylace způsobí 

uzavření gap junctions a tedy uzavření cesty pro transport cGMP (Sela-Abramovich et 

al., 2005; Norris et al., 2008). Současně se MAPK podílí na formování dělicího 

vřeténka (Hurk & Zhao, 2004). V savčím oocytu jsou pro meiotické zrání důležité dvě 

izoformy MAPK a to ERK1 a ERK2 (Hurk & Zhao, 2004). V době zahájení meiotického 

zrání se zvyšuje exprese kinázy mos, která následně aktivuje mitogenem aktivovanou 

kinázu kinázy (MAPKK, neboli MEK). MEK je aktivační kinázou MAPK a aktivovaná 

MAPK následně aktivuje kinázu p90rsk (Nebreda  & Hunt, 1993; Sagata et al., 1989). 

Signální dráha mos/MEK/MAPK/p90rsk je důležitá pro udržení vysoké aktivity 
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maturation promoting factor (MPF) v průběhu meiotického zrání. Kináza Myt1 inhibičně 

fosforyluje CDK1 a tím snižuje její aktivitu. Aktivní p90rsk inhibičně fosforyluje Myt1 tím 

zabraňuje inhibiční fosforylaci MPF (Palmer et al., 1998). 

Snížení množství cAMP je spojeno s aktivací MPF. MPF je komplexem 

složeným z kinázy CDK1 a cyklinu B. Cyklin B je regulační podjednotkou a změny v 

jeho množství výraznou mírou ovlivňují aktivitu MPF (Holt et al., 2013). V období růstu 

oocytů dochází k syntéze CDK1 a cyklinu B, které se spojují a vytváří neaktivní 

komplex pre-MPF. Meiotická kompetence je charakteristická výraznou zásobou pre-

MPF v oocytu (Gordo et al., 2001). V neaktivní formě je pre-MPF udržována 

prostřednictvím inhibiční fosforylace CDK1 (na Tyr15 a Thr14) maskující vazebná 

místa pro ATP (Ferrell et al., 1991). Inhibiční fosforylace je zprostředkována kinázami 

Wee1B a Myt1, přičemž signální dráha cAMP/PKA zvyšuje aktivitu Wee1B (Mueller et 

al., 1995; Han et al., 2005). K aktivaci pre-MPF dochází po LH vlně, kdy se sníží 

hladina cGMP, následně i aktivita cAMP/PKA, což uvolní inhibici CDC25. Aktivní 

CDC25 odebere z CDK1 inhibiční fosforylaci a tím jí aktivuje (Lincoln et al., 2002). 

Aktivovaná MPF poté posiluje činnost CDC25 a zároveň inaktivuje Wee1B. Z toho 

důvodu vznikne pozitivní zpětná vazba vedoucí k autoamplifikaci MPF (Palmer et al., 

1998). Aktivovaná MPF fosforyluje laminy tvořicí jaderný obal a proteiny podílející se 

na kondenzaci chromatinu a organizaci cytoskeletu (Gordo et al., 2001). 

GVBD je u oocytu dosáhnuto kvůli snížení hladiny cAMP (Hsieh et al., 2007). 

Aktivace fosfolipázy C v granulózních buňkách vede k hydrolýze fosfatidylinositolu a 

produkci inositoltrifosfátu a diacylglycerolu. Signalizací fosfolipázou C stimulovaná 

intracelulární mobilizace Ca2+ je rovněž spojená s influxem Ca2+ z extracelulárního 

prostředí. Ke zvýšení hladiny Ca2+ v oocytu po LH vlně může dojít pomocí přímého 

transportu Ca2+ z kumulárních buněk nebo pomocí transportu inositoltrifosfátu, který 

následně v oocytu indukuje uvolnění Ca2+. Zvýšení intracelulární hladiny vápníku je 

důležitým faktorem, který se podílí spuštění meiotického zrání. Ca2+ dále ovlivňuje 

aktivitu proteáz, které mohou odbourávat proteiny důležité pro buněčný cyklus 

(Homa, 1995). Ca2+ působí přes kalcium/kalmodulin dependentní protein kinázu II 

(CaMKII). Tato kináza reguluje koncentraci cyklinu B a vyvolává vydělení prvního 

polového tělíska (Lorca et al., 1993). 
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V průběhu meiotického zrání dojde k rozdělení chromozomů a cytoplazmy, ta 

je však rozdělena asymetricky. Většina cytoplazmy se při dělení dostane do 

sekundárního oocyt, naopak druhá buňka, polové tělísko, obsahuje minimální 

množství cytoplazmy (Wassarman & Albertini, 1994). Rozdělení chromozomů v 

bivalentech je zprostředkováno tzv. mikrotubuly organizujícími centry (microtubule  

organizing  centers, MTOCs). Sesterské chromatidy v bivalentech jsou spojeny 

proteiny kohesiny. Před rozestupem chromozomů musí být kohesiny rozštěpeny a to 

je zprostředkováno enzymem separázou, který je aktivován na začátku anafáze 

(Buonomo et al., 2000; Kudo et al., 2009). U meioticky zrajicího oocytu MTOCs 

vytvářejí pomocí polymerizace mikrotubulů tzv astery. Po GVBD jsou mikrotubuly 

vychazející z protilehlých aster napojeny na kinetochory chromozomů a vzájemně 

propojeny. To následně umožní rozdělení chromozomů (Eichenlaub – Ritter, 2012). 

Správné napojení mikrotubulů na kinetochory a následný rozchod chromozomů 

jsou kontrolovány a regulovány signální kaskádou spindle assembly checkpoint (SAC), 

zahrnujicí velkou řadu proteinů (např. Bub1, MAD1, aurora kináza) (Holt et al., 2013). 

V případě problému v připojení chromozomů není umožněno, aby meiotické zrání 

pokračovalo do anafáze (Hoyt, 2001). V tomto případě proteiny SAC inhibují protein 

CDC20 (cell division cycle protein 20), který jinak funguje jako koaktivátor enzymového 

komplexu anafázi podporující komplex/cyclosome (anaphase promoting 

complex/cyclosome, APC/C). APC/C řídí meiotické zrání a inhibice jeho aktivace vede 

k zastavení postupu meiozou (Eichenlaub – Ritter, 2012). 

Jako další děj probíhající po vlně LH je expanze a mucifikace kumulárního obalu 

oocytu. Proteiny EREG a AREG uvolněné po vlně LH způsobí v kumulárních buňkách 

zvýšení produkce řady proteinů zapojených do expanze kumulárního obalu (např. 

cyklooxygenáza – 2, hyaluroran syntáza – 2 a  pentraxin – 2) (Richards, 2005). Na 

zahájení kumulární expanze se dále mohou podílet oocytem produkované faktory, tzv 

kumulární expanzi umožňující faktory (CEEF, cumulus expansion enabling factors) 

(Buccione et al., 1990; Procházka et al., 1991). Enzym cyklooxygenáza - 2 (COX-2) 

produkuje prostaglandin E2 (PGE2), jehož efektem je zvýšení produkce EREG a 

AREG a tedy amplifikaci reakce na vlnu LH (Ben-Ami et al., 2006). Současně COX-2 

produkuje prostaglandiny zapojené do procesu ovulace (Lim et al., 1997). Samotná 

expanze je způsobena produkcí extracelulární matrix, která je složená převážně z 

hyaluronové kyseliny (Park et al., 2004; Ashkenazi et al., 2005). V průběhu kumulární 
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expanze dochází přerušení spojení pomocí gap junctions a tím k zabránění přenosu 

inhibičních látek z kumulárních buněk do oocytu. Tento mechanismus se podílí na 

zahájení meiotického zrání (Chen et al., 1990). 

Celková délka jaderného zrání je druhově specifická, přičemž u prasete 

dosahuje 44 hodin (Knox et al., 2003). Po dokončení meiozy I pokračuje meiotické 

zrání až do metafáze druhého meiotického dělení, kde dojde k opětovnému zastavení 

v tzv. druhém meiotickém bloku. Oocyt nacházející se druhém meiotickém bloku je 

připravený na oplození spermií (Picton et al., 1998). 

Průchod meiotickým zráním a druhý meiotický blok 

Při postupu meiotickým dělením z anafáze I do metafáze II  musí dojít ke změně 

v aktivitě MPF, neboť pro výstup z meiozy I je nutné krátkodobé snížení aktivity MPF. 

V druhém meiotickém bloku vykazuje MPF opět vysokou aktivitu, což právě druhý blok 

udržuje (Picard et al., 1985; Ito & Kashiwazaki, 2012). Na řízení průchodu meiotickým 

zráním se z velké části podíli APC/C. Proteinový komplex APC/C představuje ubiquitin 

ligázu připojujicí k vybraným proteinům ubiquitinovou značku označujicí tyto proteiny 

k proteolýze v proteasomu (Peters, 2006). Aktivita a substrátová specifita APC/C je 

ovlivněna vazbou koaktivátorů CDC20 nebo FZR1 (fizzy related protein 1) a fosforylací 

prostřednictvím MPF nebo polo-like kinázy I (PLK1) (Kramer et al., 2000; Jones, 2011). 

V době prvního meiotického bloku je APC/C spojen zejména s FZR1. Po zahájení 

meiotického zrání a zvýšení aktivity CDK1 dochází ke snížení vazby FZR1 a naopak 

se na APC/C naváže CDC20. Spojení APC/C a CDC20 následně vede k degradaci 

cyklinu B a securinu (Reis et al., 2007). Securin představuje inhibitor separázy. 

Degradace securinu pomocí APC/C vede k aktivaci separazy, která štěpí proteiny 

kohesiny držicí sesterské chromatidy v bivalentech a tím umožnuje rozchod 

chromozomů (Nasmyth, 2001). Degradace cyklinu B vede ke snížení aktivity MPF, což 

umožní přechod přes anafazi do meiozy II. Na druhou stranu se v průběhu meiotického 

zrání zvyšuje exprese cyklinu B, jenž v konečném důsledku vede pouze k částečnému 

snížení hladiny cyklinu B. Předpokládá se, že kdyby došlo k plnému snížení cyklinu B, 

oocyt by vstoupil do S fáze buněčného cyklu. Tímto mechanismem je však vstupu do 

S fáze zabráněno (Iwabuchi  et al., 2000; Holt et al., 2013). 

Po průchodu meiozou I je meiotické zrání zastaveno v metafazi II v druhém 

meiotickém bloku, který je charakteristický vysokou aktivitou MPF (Picard et al., 1985; 
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Ito and Kashiwazaki, 2012). Vysoká aktivita MPF je udržena prostřednictvím inhibice 

APC/C pomocí tzv. cytostatických faktorů (CSF). CSF představuje řadu regulačních 

proteinů, přičemž klíčovou roli zaujímá signální dráha mos/MEK/MAPK/p90rsk a protein 

Emi2 (Lorca & Castro, 2010). V druhém meiotickém bloku vykazuje 

mos/MEK/MAPK/p90rsk vysokou aktivitu a jedním z cílů p90rsk je protein Emi2. 

Fosforylace Emi2 prostřednictvím p90rsk vede k vazbě Emi2 na APC/C a tím k inhibici 

jeji aktivity (Schmidt et al., 2006; Inoue et al., 2007; Lorca and Castro, 2010; Ito & 

Kashiwazaki, 2012). 

Pro výstup z druhého meiotického bloku při oplození nebo partenogenetické 

aktivaci je nutné snížení aktivity CDK1. To je zprostředkováno aktivací APC/C a 

následnou degradací cyklinu B. Po oplození se ze spermie dostane do cytoplazmy 

oocytu fosfolipáza C zeta, která zvýší intracelulární hladinu Ca2+ (Saunders et al., 

2002; Nixon et al., 2002). Tyto tzv. vlny Ca2+ aktivují v oocytu řadu signálních drah, 

přičemž jednou z nich je dráha Ca2+/kalmodulin dependentní protein kinázy II 

(CaMKII). Aktivovaná CaMKII fosforyluje Emi2, což umožní následné rozpoznání Emi2 

pomocí ubiquitin ligásy Skp1–Cullin-Fbox-βtrcp (SCFβtrcp) a jeho degradaci. 

Současně se po oplození snižuje aktivita signální dráhy mos/MEK/MAPK/ p90rsk (Lorca 

and Castro, 2010; Nishiyama et al., 2010; Ito & Kashiwazaki, 2012). 

2.2 Stárnutí oocytů 

Oocyt nacházející se v druhém meiotickém bloku je plně vývojově kompetentní 

pouze omezenou dobu a v případě, že nedojde k oplození v tzv. optimálním okně pro 

fertilizaci, dochází postupně k negativním změnám souhrnně nazývaných jako 

postovulační stárnutí. Stárnutí vede k partenogenetické aktivaci, apoptóze nebo lýze 

oocytů (Miao et al., 2009). 

Funkčními změnami, ke kterým dochází v procesu stárnutí oocytů, jsou: snížení 

oplozovací schopnosti (Lanman, 1968), zvýšení míry polyspermie po oplození 

(Badenas et al., 1989), partenogeneze (Blandau, 1952), zvýšení výskytu 

chromozomálních aberací (Szollosi, 1971), apoptózy z důvodu snížení exprese anti-

apoptotického faktoru Bcl-2 a aktivaci kaspáz (Fujino et al., 1996; Gordo et al. 2002; 

Takai et al. 2007), snížení vnímavosti na aktivační stimuly (Szollosi, 1971), zahájení 

anafáze II (Xu et al., 1997), částečná exocytóza kortikálních granul (Szollosi, 1971), 

snížení aktivity MPF a MAPK (Kikuchi et al., 1995), epigenetické změny (Liang et al., 
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2008) a narušení a/nebo zpomalení vývoje embryí nebo plodů (Lanman, 1968). 

V průběho postovulačního stárnutí dále dochází k morfologickým a funkčním změnám 

cytoplazmatické membrány, zony pellucidy, cytoskeletu a mitochondrií (Szollosi, 

1971). Ty zahrnují např. zona hardening (Dodson et al. 1989), dysfunkci a pokles 

membránového potenciálu mitochondrií (Wilding et al., 2001), snížení produkce ATP 

(Ci et al., 1988), poruchy dělicího vřetene a ztráta chromosomální integrity (Wakayama 

et al. 2004). 

Negativní změny spojené se stárnutím negativně ovlivňují oplozenischopnost a 

vývojový potenciál oocytu jak v in vivo, tak v in vitro podmínkách (Miao et al., 2009). 

Změny v zona pellucida způsobené předčasnou exocytozou kortikálních granul a 

procesem zona hardening brání v interakci se spermiemi a tím fertilizaci (Lord & 

Aitken, 2013). Současně se u stárnoucích oocytu zvyšuje peroxidace lipidů, což může 

negativně ovlivnit schopnost spojení membrány spermie a oocytu (Takahashi et al. 

2003). Pokud dojde ke spojení spermie a oocytu, je pro aktivaci oocytů klíčové 

spuštění a průběh vln Ca2+. Nicméně, u stárnoucích oocytů je schopnost řízení hladiny 

Ca2+ narušena a to vede k abnormálním Ca2+ vlnám. Frekvence uvolňování Ca2+je v 

těchto oocytech výrazně vyšší, ale amplituda je naopak podstatně menší než 

v čerstvých oocytech (Igarashi et al., 1997). Předpokládá se, že takto narušená 

signalizace Ca2+ spustí u oocytů po oplození místo vývojové dráhy spíše cestu vedoucí 

k apoptoze (Gordo et al., 2002). 

Snížený vývojový potenciál embryí vzniklých oplozením stárnoucích oocytů je 

často důsledkem poruch dělicího vřetene a následným vznikem chromosomálních 

abnormalit (Mailhes et al. 1998; Wakayama et al. 2004). Přestože proces stárnutí 

výrazně snižuje vývojový potenciál, přesto dochází ke vzniku živých potomků vzniklých 

oplozením stárnoucích oocytů. Nicméně, u těchto potomků je zvýšená míra abnormalit 

a tyto potomci vykazují zpomalení růstu, opožděný vývoj, snížení reprodukčních 

schopností a zkrácení délky života (Tarin et al., 1999; Tarin et al., 2002). Předpokládá 

se, že faktory zodpovědnými za výskyt těchto abnormalit u mláďat jsou dysfunkční 

mitochondrie a narušený epigenetický profil a tím i exprese genů (Tarin et al., 2002; 

Liang et al. 2011). 

Na vzniku negativních změn spojených s postovulačním stárnutím se podílí 

několik molekulárních mechanizmů. Samotný proces stárnutí je urychlen přítomností 
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kumulárních buněk, kdy při stárnutí kumulo-oocytárních komplexů dochází ve zvýšené 

míře k partenogenetické aktivaci a apoptoze v porovnání s denudovanými oocyty (Wu 

et al., 2011). Důležitou roli hraje působení volných kyslíkových radikálů (ROS). Během 

stárnutí dochází k jejich hromadění a zároveň ke snižování antioxidační ochrany. To 

vede ke vzniku oxidačního stresu. V souvislosti se zvýšením oxidačním stresem 

dochází k poškození buněčných membrán a narušení DNA (Takahashi a kol., 2003; 

Lord et al., 2013). Celkově dochází k mnoha biochemickým změnám, které jsou 

zodpovědné za vznik stárnutí oocytů (Lord a Aitken, 2013). Jednou z klíčových je 

inaktivace MPF a tím snížení původně vysoké aktivity MPF. Vysoká aktivity MPF je 

důležitá pro udržení druhého meiotického bloku. V průběhu stárnutí dochází 

k postupnému snižování aktivity MPF, což je spojeno se zvýšením úrovně 

partenogenetické aktivace a fragmentace (Kikuchi et al., 2000). 

Dysfunkce mitochondrií je dalším předpokládaným faktorem zodpovědným za 

negativní projevy stárnutí. Nenarušená funkce mitochondrií je důležitá jednak pro 

životaschopnost oocytů, tak i pro vývojový potenciál. U oocytů vystavených stárnutí se 

však ve zvýšené míře vyskytují abnormality mitochondrií, jako snížení mitochondriální 

integrity, ztráta membránového potenciálu mitochondrií (Wilding et al., 2001) a snížení 

produkce ATP (Chi et al., 1988). Narušená funkce mitochondrií je spojená se zvýšenou 

produkcí ROS a únikem proapoptotických faktoru jako je cytochrom c. Uvolněný 

cytochrom c je aktivátorem kaspáz a endonukleáz. Aktivace kaspáz vede k 

apoptotickému rozpadu (Fujino et al., 1996; Liu et al., 2009a). 

Zabránění vzniku negativních projevů stárnutí a tím udržení kvality oocytů je 

faktorem umožnujicím zlepšení metod asistované reprodukce a biotechnologie. Ve 

vědecké literatuře je popsáno několik způsobu jak omezit projev stárnutí v in vitro 

podmínkách. Efekt na zpomalení stárnutí je znám např. v případě zvýšení koncentrace 

pyruvátu v kultivačním médiu (Liu et al., 2009b) nebo při suplementaci kultivačního 

média kafeinem (Kikuchi et al., 2002) či melatoninem (Lord et al., 2013). Stárnutí 

oocytů je ovlivněno i gasotransmitery, kdy třeba sulfan má protektivní efekt (Krejčová 

et al., 2015). V případě oxidu uhelnatého (CO) však efekt na stárnutí nebyl znám. 

2.3.1 Oxid uhelnatý 

Za faktory regulující fyziologické funkce byly dlouho považovány pouze peptidy, 

proteiny, lipidové deriváty a nukleové kyseliny. Plynné látky s výjimkou kyslíku byly 
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chápány jako nedůležité. V devadesátých letech minulého století bylo dokázáno, že 

faktor zodpovědný za relaxaci hladkého svalstva cév (endothelial cell-derived relaxing 

factor, EDRF) je plyn oxid dusnatý (NO) (Palmer et al, 1987; Ignarro et al., 1987). 

Význam objevu NO jako signální molekuly měl obrovský dopad na biomedicinský 

výzkum. Brzy po prokázání signální funkce NO bylo objeveno, že i oxid uhelnatý (CO) 

má pro fungování organizmu důležitý význam.  

Skutečnost, že v organizmu vzniká CO jako meziprodukt při rozpadu hemu 

katalyzovaném mikrosomálním enzymem hem oxygenáza (HO), byla známa dlouho 

před objevem signální funkce NO (Tenhunen et al., 1968). Endogenně vznikající CO 

byl považován pouze za odpadní meziprodukt, který má ve vysokých koncentracích 

negativní efekt. CO byl znám např. kvůli jeho schopnosti vázat se na hem a tím 

snižovat schopnost krve zásobit tkáně kyslíkem (Stewart, 1975). Pohled na 

významnost CO pro organizmus se změnil krátce po prokázání signální funkce NO, 

neboť byla poznána fyziologická role CO v nervovém přenos (Verma et al., 1993) a v 

relaxaci svaloviny análního sfinkteru (Rattan & Chadker, 1993). Postupně bylo 

poznáváno, že nízké koncentrace CO jsou důležitým faktorem pro správné fungování 

organizmu. Nyní je známo, že systém HO/CO reguluje řadu buněčných funkcí a podílí 

se na ochraně buněk před negativním působením stresu (Wu & Wang, 2005). Poruchy 

ve funkci systému HO/CO vedou ke zdravotním komplikacím a poruchám 

v reprodukci. Nicméně, význam HO/CO v reprodukci prozatím není plně pochopen. 

2.3.2 Signální dráha HO/CO 

Reakce katalyzovaná HO je hlavním endogenním zdrojem CO. HO katalyzuje 

první a limitující krok v oxidativní degradaci hemu (Tenhunen et al., 1968; Tenhunen 

et al, 1969). Jednotlivé produkty katabolismu hemu mají v buňce význam. Fe2+ 

uvolněné z hemu indukuje expresi ferritinu (Einstein et al., 1991) a Fe2+ exporteru 

ferroportinu (Delaby et al., 2008). Společně ferritin a ferroportin účinně odstraňují 

redox-aktivní Fe2+ a tím minimalizují riziko oxidativního poškození indukovaného 

Fentonovou reakcí (Dunn et al., 2014). Biliverdin a bilirubin jsou významné 

antioxidanty (Dennery et al., 1995; Mireles et al., 1999) schopné vychytávat ROS a 

zvyšovat aktivitu antioxidačních enzymů (Bay et al., 2015). 

Jsou známé dva izoenzymy HO, HO-1 a HO-2. Obě katalyzují identickou 

biochemickou reakci transformace hemu na biliverdin-IXα. Oba proteiny ve své 
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struktuře obsahují vysoce konzervovanou sekvenci 24 aminokyselin, která je 

považovaná za vazebné místo pro hem (Rotenberg et al., 1991; Maines, 1997) a sdílí 

podobný hydrofobní region, který slouží k přichycení proteinu k membráně 

(McCoubrey et al., 1993; Shibahara et al., 1985). Oba izoenzymy se však liší 

v enzymové kinetice, termostabilitě a imunoreaktivitě (Maines, 1992; Maines et al, 

1986). 

Indukovatelná izoforma, HO-1 (~32 kDa), je membránový protein připojený 

k endoplazmatickému retikulu (Yoshida & Kikuchi, 1978). V reakci na působení 

stresorů může docházet ke změnám v jeho lokalizaci, kdy je  translokován do 

lipidových raftů (caveolae), mitochondrií a jádra (Dunn et al., 2014). Tato redistribuce 

HO-1 má signální funkci, přičemž např. v jádře se uplatňuje v regulaci transkripčních 

faktorů a ochraně buněk před působením oxidativního stresu (Biswas et al., 2014). Za 

fyziologických podmínek je HO-1 exprimována zejména v tkáních, které se účastní 

odbourávání erytrocytů, jako je slezina nebo kostní dřeň. V ostatních tkáních jsou 

hladiny HO-1 obvykle nízké, ale jeho exprese může být stimulována širokou škálou 

stresových podnětů (např. oxidativní a tepelný stres, hypoxie a působení cytokinů), 

přičemž zvýšení exprese má cytoprotektivní efekt (Ryter et al., 2006). V procesu 

indukce HO-1 jsou zapojeny například MAPK a nuclear factor-κB (Kim et al., 2011). 

Schopnost HO-1 potlačovat oxidativní stres má i enzymaticky inaktivní forma (Hori et 

al., 2002). Mechanismus účinku enzymaticky inaktivní HO-1 prozatím není plně znám, 

ale je prokázáno, že HO-1 může vazbou na jiné proteiny měnit jejich aktivitu (Dennery, 

2013) 

HO-2 (~36 kDa) je konstitutivně exprimovaný izoenzym s nejvyšší expresí 

v mozku a varlatech (Maines, 1997). Rovněž HO-2 je membránový protein 

endoplazmatického retikula. Zároveň ho lze lokalizovat i na vnější jaderné membráně 

(Ma et al., 2004) a endosomech (West and Oates, 2008).  HO-2 nereaguje na 

transkripční aktivaci působením stresorů a jedinými dosud známými aktivátory exprese 

jsou glukokortikoidy (Maines et al., 1996) a vzhledem k této skutečnosti je kortizol 

považován za regulátor exprese HO-2 (Liu et la., 2000). HO-2 je zodpovědný stálou 

produkci CO a vytváří ochranou linie proti buněčnému poškození například oxidativním 

stresem (Turkseven et al., 2007). Zároveň se předpokládá, že funguje jako senzor 

hladiny kyslíku, který se podílí v protektivní reakci buněk na hypoxii (Muñoz-Sánchez 

& Chánez-Cárdenas, 2014). 
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Mimo HO-1 a HO-2 byl popsán i HO-3. Nicméně v případě HO-3 nejspíše 

nedochází k jeho expresi v in vivo podmínkách a kvůli vysoké homologii HO-3 s HO-2 

a chybějícím intronům v genu pro HO-3 je HO-3 popisován jako pseudogen 

pocházející z transkriptu HO-2 (Hayashi et al., 2004). 

2.3.3 Buněčné cíle CO 

Oxid uhelnatý ovlivňuje buněčné funkce prostřednictvím vazby na struktury 

obsahující přechodné kovy (např. Fe, Cu) (Boczkowski et al., 2006), z nichž 

nejznámější je hem. Ten je součástí velkého množství proteinů (např. sGC, 

cyklooxygenasa, cytochrom p450, cytochrom c oxidasa, iNOS), a z toho důvodu je 

zároveň i množství potenciálních cílů pro CO široké (Tsiftsoglou et al., 2006). Vazbou 

CO na železo v hemoproteinu dochází ke  konformační změně, která může měnit 

biologickou aktivitu proteinu (Roberts et al., 2004).  

Společným cílem CO a zároveň NO je sGC. Vazbou CO nebo NO na hemovou 

skupinu sGC dochází ke zvýšení tvorby cGMP. Změny v hladině cGMP následně 

vedou k ovlivnění signálních drah (Furchgott and Jothianandan, 1991, Stone and 

Marletta, 1994). Prostřednictvím signální dráhy sGC/cGMP se CO podílí na regulaci 

tonu cév, ovlivňuje neurotransmisi a působí antiproliferativně (Ryter & Choi, 2015). V 

reprodukční soustavě NO např. touto dráhou inhibuje ovariální steroidogenezi 

(Ishimaru et al., 2001; Grasselli et al., 2001) a podílí se na udržení oocytů v prvním 

meiotickém bloku (Schwarz et al., 2014). Prozatím není prokázán vliv HO/CO na 

samičí reprodukční soustavu prostřednictvím signální dráhy sGC/cGMP, ale např. 

vzhledem k tomu, že i HO/CO ovlivňuje steroidogenezi (Alexandreanu & Lawson, 

2003), může být i tento efekt CO zprostředkován přes sGC/cGMP. Nicméně, 

v porovnání s NO je schopnost vazby CO na sGC výrazně slabší a CO je považován 

spíše za endogenní modulátor NO/cGMP signální dráhy (Furchgott & Jothianandan, 

1991; Ingi et al, 1996). 

Interakce mezi CO a NO neprobíhá pouze v kompetitivní vazbě k efektorovým 

proteinům, ale i v přímé regulaci tvorby. CO vazbou na hemovou skupinu iNOS snižuje 

její aktivitu a tím tvorbu NO (Kim et al., 2008). Na druhou stranu NO zvyšuje expresi 

HO (Motterlini et al., 2002). Vzhledem k vzájemné provázanosti je CO považován jako 

zpětnovazebný inhibitor NOS, který omezuje vznik oxidačního stresu spojeného 

s nadprodukcí NO (Kim et al., 2008). 
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CO vazbou na mitochondriální cytochrom c oxidázu a/nebo na plazmatické 

membráně se nacházející NAD(P)H oxidázu zvyšuje tvorbu ROS, které v nízkých 

koncentracích fungují jako důležitý druhý posel (Bilban et al., 2008). Vazba CO na 

cytochrom c oxidázu způsobí únik volných elektronů z dýchacího řetězce a následnou 

tvorbu ROS (D´Amico et al., 2006; Taillé et al., 2005). ROS poté mohou působit na 

různé signální dráhy. CO indukované ROS prostřednictvím inhibice ERK 1/2 kinázy a 

snížením exprese cyklinu D1 inhibují proliferaci hladkého svalstva (Taillé et al., 2005). 

Dále CO indukované ROS např. přes aktivaci transkripčních faktorů Nrf-1, Nrf-2 a 

PPARγ-coactivator-1α zvyšují biogenezi mitochondrií. Tento proces umožní buňce 

nahradit poškozené mitochondrie a zvládnout období zvýšených metabolických 

nároků (Piantadosi et al, 2008; Suliman et al., 2007). Celkový efekt přechodného a 

mírného zvýšení produkce ROS je pozitivní, neboť tímto způsobem dochází k indukci 

antioxidačních enzymů, aktivaci cytoprotektivních genů a celkovému zvýšení odolnosti 

buněk proti působení stresorů (Finkel, 1998). Na druhou stranu nadbytek ROS je 

zodpovědný za narušení řady biologických funkcí (Agarwal et al., 2012). Nicméně, je 

prokázáno, že CO má schopnost bránit negativním efektům nadměrné produkce ROS 

(Ryter et al., 2006; Ryter & Choi, 2016). 

Je prokázáno, že CO působí na buněčné funkce prostřednictvím MAPK (p38, 

ERK 1/2 a JNK) (Ryter et al., 2006; Kim et al., 2006). Modulace MAPK signální dráhy 

prostřednictvím CO je zodpovědná za cytoprotektivní, protizánětlivé, antiapoptotické a 

antiproliferativní vlastnosti CO (Ryter et al., 2006; Kim et al., 2006; Ryter & Choi, 2016). 

Kvůli tomu, že CO nemá schopnost přímo se vázat na MAPK, musí její aktivitu 

ovlivňovat přes jiné proteiny nebo signální dráhy. Například v případě p38 se 

předpokládá, že CO up-reguluje p38 prostřednictvím přechodného zvýšení hladiny 

ROS (Bilban et al., 2006) a/nebo přes dráhu sGC/cGMP (Wang et al., 2001). V savčím 

oocytu se p38 podílí na sestavení a regulaci dělicího vřetýnka, přičemž poruchy 

v tomto procesu vedou k zastavení buněčného cyklu (Ou et al., 2010). Rovněž se p38 

v oocytech podílí na udržení druhého meiotického bloku (Miyagaki et al., 2014). Je 

ukázáno, že přechodné zdržení obnovení meiotického zrání v in vitro podmínkách 

vede ke zlepšení vývojové kompetence (Nogueira et al., 2003; Vanhoutte et al., 2008). 

Z těchto důvodů by CO mohl být perspektivní regulátor meiotického zrání. 

CO reguluje funkci široké řady iontových kanálů pro K+, Na+ a Ca2+. CO aktivací 

nebo inhibicí iontových kanálů reguluje různé fyziologické funkce. Např. CO zvýšením 
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aktivity BKca způsobí vasodilataci a prostřednictvím inhibice Kv2,1 může působit 

neuroprotektivně (Peers et al., 2015; Wilkinson & Kemp, 2011). V děložní svalovině se 

BKca podílí na zabránění zvýšení její aktivity během březosti a v přechodu ke stavu 

připravenosti na aktivitu v období nástupu porodu (Lorca et al., 2014). Prostřednictvím 

aktivace BKca se CO může podílet na udržení gravidity a regulaci nástupu porodu. 

2.3.4 HO/CO v samičí reprodukční soustavě 

Přítomnost HO je prokázána v ováricíh (Alexandreanu & Lawson, 2003), děloze 

a placentě (Odrcich et al., 1998; Ihara et al., 1998; Kreiser et al., 2003), přičemž 

distribuce izoforem je odlišná dle buněčného typu. V ováriích jsou obě izoformy 

lokalizované v buňkách žlutého tělíska (CL) a folikulárních buňkách (granulózní buňky 

a buňky théky). Ve stromatu je přítomná pouze HO-2 (Alexandreanu & Lawson, 2003; 

Harada et al., 2004; Murphy et al., 1991; Zenclussen et al., 2011). Přímo v oocytech 

je prozatím prokázána pouze přítomnost mRNA HO-1 (Pfeiffer et al, 2015). 

Stejně jako v jiných tkáních, i v ováriích a děloze dochází v reakci na působení 

stresorů (např. oxidativního stresu, nadměrné akumulaci volného hemu) ke zvýšení 

exprese HO-1 (Murphy et al., 1991; Maines and Kutty, 1991; Cella et al., 2006; 

Zenclussen et al., 2014). Expresi HO zároveň ovlivňují hladiny hormonů a díky tomu 

dochází v průběhu estrální cyklu a gravidity ke kolísání exprese HO. V děloze míra 

exprese HO-1 pozitivně koreluje se zvýšením hladiny estrogenů a progesteronu. 

Exprese HO-2 pozitivně koreluje pouze s hladinou progesteronu (Acevedo & Ahmed, 

1998; Cella et al., 2006; Zenclussen et al., 2014). U myši dochází k nejintenzivnější 

expresi HO-1 v období estru a právě v estru se u myší vyskytuje vrchol v hladině 

progesteronu (Zenclussen et al., 2014). Při zablokování aktivity HO prostřednictvím 

inhibitoru chromium mesoporphyrin (CrMP) dochází ke zkrácení délky estru 

(Alexandreanu & Lawson, 2002). Významem zvýšení exprese HO-1 v děloze je 

pravděpodobně ochrana embrya před nepřiměřenou zánětlivou reakcí a vlivem 

nadbytečného volného hemu, kdy oba tyto děje mají prokázaný škodlivý efekt (Vinatier 

et al., 1995; Jeney et al., 2002; Zenclussen et al., 2014; Li et al, 2015). Tento 

předpoklad je potvrzen skutečností, že zvýšení exprese HO-1 v děloze koreluje se 

snížením hladiny volného hemu. Z těchto důvodů je aktivita HO-1 považována za 

klíčovou při udržení optimálního prostředí pro nidaci a implantaci (Zenclussen et al., 

2014). 
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Změny v aktivitě HO v průběhu estrálního cyklu můžou mít vliv na vývoj a 

životnost folikulů. Při ovulaci dochází v ováriích k aktivaci zánětlivých procesů a 

uvolnění velkého množství hemu (Richards et al., 2002) a stejně jako v děloze může 

zvýšení aktivity HO-1 v estrální fázi cyklu bránit nadměrnému a škodlivému rozvinutí 

těchto procesů (Zenclussen et al., 2011; Li et al., 2015). U HO-1 deficientních myší 

totiž dochází ke snížené produkci oocytů, která ukazuje na poruchy v procesu ovulace. 

U získaných oocytů dochází po in vitro fertilizaci k sníženému procentu oplození. 

Rovněž se vyskytuje zvýšená míra apoptózy buněk CL (Zenclussen et al., 2011), 

přičemž toto zvýšení vede ke snížení schopnosti produkovat progesteron (Devoto et 

al., 2002). V případě, že je aktivita HO inhibována inhibitorem, je rovněž pozorováno 

snížení syntézy progesteronu (Alexandreanu & Lawson, 2003). Up-regulace HO-1 

vede ke zvýšení produkce CO (Vreman et al., 1999), který následně může aktivovat 

signální dráhy s cytoprotektivním efektem (Wu & Wang, 2005). Při deficienci HO-1 

dochází ke snížení produkce CO (Chen et al., 2009), která vede ke zvýšení míry 

apoptózy (Brouard et al., 2000). Signální dráha HO/CO je tudíž faktorem zabraňujícím 

poruchám funkcí ovarií. 

Pro vývoj oplozeníschopného oocytů je důležitý plně funkční obal granulózních 

buněk. V reakci na funkční stav granulózních buněk dochází ke změnám v expresi 

izoforem HO. HO-1 dosahuje nízkých hodnot exprese ve funkčních folikulech, ale 

v atretických folikulech se exprese výrazně zvyšuje. V případě HO-2 je pozorován 

opačný trend míry exprese. Ve funkčních folikulech je exprese HO-2 výrazná a 

v atretických nízká. Vysoká míra exprese HO-1 v granulozních buňkách pocházejících 

z atretických folikulů je považována za důsledek působení stresových faktorů (Harada 

et al., 2004). Skutečnost, že v reakci na působení stresorů dochází ke zvýšení exprese 

HO-1 je často využíváno jako markeru zátěže buněk např. při oxidativním stresem. 

Bergandi et al. (2014) použili míru exprese HO-1 společně s iNOS jako marker 

kompetence oocytů. V kumulárních buňkách pocházejících z neoplozených oocytů 

byla pozorována vyšší exprese HO-1 a iNOS. Autoři výsledek vysvětlují působením 

oxidativního stresu, který jednak způsobí zvýšení exprese iNOS a HO-1, a dále sníží 

oplozeníschopnost oocytu. Rovněž autoři Pfeiffer et al. (2015) použili HO-1 jako jeden 

z markerů, jehož rozdílného zastoupení v oocytu může ovlivňovat kvalitu embryí. 

Důležitost HO pro správné fungování samičích reprodukčních orgánů je zřejmá 

a naskýtá se otázka, zda by exogenní zvýšení exprese HO nebo dodání CO nepůsobili 
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pozitivně. Klinické využití při léčbě např. různých zánětlivých stavů je intenzivně 

zkoumanou oblastí (Ryter & Choi, 2016). Vztah modulace aktivity HO k steroidogenezi 

je prokázán několika pracemi. V in vivo pokusech na potkanech vede aplikace heminu 

(aktivátor HO) samicím ke zvýšení syntézy androstendionu a estradiolu. V případě 

inhibitoru HO CrMP dochází ke snížení syntézy progesteronu a androstendionu. 

Syntéza estrogenů se nemění. Faktorem zodpovědným za rozdílné změny ve 

steroidogenezi může být odlišný význam HO/CO pro různé dráhy steroidogeneze. Ke 

změnám v průběhu estrálního cyklu v reakci na změny v hladinách hormonů dochází 

pouze v případě aplikace inhibitoru HO, kdy se zkracuje délka estru (Alexandreanu & 

Lawson, 2002, Alexandreanu & Lawson, 2003). Naproti tomu deficience HO-1 u myší 

nedochází v průběhu březosti ke změnám v hladině progesteronu a estrogenů, a i když 

v reakci na působení estrogenů dochází během estrálního cyklu ke zvýšení aktivity HO 

(izoformy HO-1), samotný deficit HO-1 u myší hladiny pohlavních hormonů neovlivňuje 

(Zenclussen et al., 2011). CrMP představuje nespecifický inhibitor obou izoforem HO 

a z toho důvodů nelze plně srovnávat vliv inhibice obou izoforem HO s efektem 

deficience pouze HO-1. Rovněž významnost HO-1 v průběhu estrálního cyklu nebo 

březosti se může lišit. V estrálním cyklu totiž vede deficience HO-1 ke zvýšení 

apoptózy CL, z kterého lze usuzovat i na snížení schopnosti produkovat progesteron 

(Zenclussen et al., 2011). Nicméně využití modulace aktivity HO k ovlivnění estrálního 

cyklu je nepravděpodobné. Vzhledem k tomu, že proces vzniku oplozeníshopného a 

vývojově kompetentního oocytu je pro reprodukci klíčový, naskýtá se otázka, zda by 

bylo možné modulací aktivity HO ovlivnit kvalitu oocytů.  

O terapeutických a preventivních možnostech využití systému HO/CO 

v průběhu březosti je možné uvažovat na základě několika prací. Aktivace HO-1 nebo 

aplikace CO vede ke snížení úmrtnosti plodů (Sollwedel et al., 2005; Zenclussen et al., 

2006; Zenclussen et al., 2011) a pozitivnímu vlivu na růst plodu (Kreiser et al., 2002; 

Zenclussen et al., 2011). Systém HO/CO se rovněž může podílet na ochraně plodů 

před škodlivými vlivy patogenů. Během infekce Listerií monocytogenes dochází ke 

snížení exprese HO-1 a exogenní indukce HO-1 prostřednictvím cobalt 

protoporphyrinu (CoPP) vede k inhibici nástupu potratu (Tachibana et al., 2011). 

Podobný efekt byl zjištěn i při infekci bakterií Brucella abortus, kdy rovněž po aplikaci 

CoPP docházelo k potlačení abortů (Tachibana et al., 2008). 
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2.3.5 HO/CO v období březosti 

Během březosti dochází k hemodynamickým a imunitním změnám, které jsou 

pro zdárný vývoj a donošení plodu nezbytné. Pokud k těmto změnám nedojde, zvyšuje 

se riziko poruch feto-maternální komunikace a spojení. Tyto komplikace vedou ve 

finále ke snížení plodnosti. Vliv HO/CO v průběhu březosti je v porovnání s ostatními 

funkcemi samičí reprodukční soustavy lépe prozkoumán, přičemž získané poznatky 

jsou shrnuty v několika pracech (Bainbridge & Smith, 2005; Levytska et al., 2013; 

George and Granger, 2013; Zenclussen et al., 2015; Schumacher & Zenclussen, 

2015). 

Lokalizace izoforem HO je odlišná v jednotlivých buněčných typech placenty 

(Yoshiki et al., 2000; Cella et al., 2006). V lidské placentě se HO – 1 nachází ve velkém 

množství ve vrstvách syncytiotrofoblastu. Naopak v cytotrofoblastu se vyskytuje v 

menším množství. Syncytiotrofoblast je přímo vystaven maternální krvi a tudíž 

potenciální imunologické reakci či zánětlivému stresu. Indukovatelná HO-1 nacházející 

se v cytotrofoblastu tudíž může přímo reagovat na tyto procesy (Yoshiki et al., 2000). 

Ke změnám v expresi HO dochází v reakci na různé patologie březosti. Exprese 

HO v placentě se snižuje jak u spontánních (Zenclussen et al., 2005) tak uměle 

vyvolaných abortů myší (Zenclussen et al., 2002). Ke snížení exprese HO dochází i u 

patologií březosti, jako je pre-eclampsie, fetální růstová retardace nebo H-mola 

(Zenclussen et al., 2003; Lash et al., 2003). I když není jisté, zda je snížená exprese 

HO spouštěčem patologie nebo doprovodným signálem, je prokázáno, že HO/CO je 

pro správný průběh gravidity klíčový. 

Deficience HO-1 byla spojená s neplodností (Poss & Tonegawa, 1997), 

nicméně u myší (HO-1-/-) je prokázáno, že ve skutečnosti k zabřeznutí dochází, ale 

všechny plody zahynou během nitroděložního vývoje (Zenclussen et al., 2011). 

Rovněž inhibice obou izoforem HO prostřednictvím CrMP vede k nitroděložnímu 

úhynu plodů (Alexandreanu & Lawson, 2002). Již samotná částečná deficience HO-1 

(HO-1+/- myši) vede ke zvýšené ztrátě plodů a tudíž sníženému počtu narozených 

mláďat (Zhao et al., 2009; Zenclussen et al., 2011).  

Implantace je dějem, kde má HO-1 důležitou roli. U HO-1 deficientních myší 

dochází ke zpomalení připojení blastocyst k děložním epiteliálním buňkám 

(Zenclussen et al., 2011). Opožděná implantace má negativní dopad na placentaci, 
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vývoj fetoplacentární jednotky a následný růst plodu (Song et al., 2002). Deficience 

HO-1 vede k celkovému snížení hmotnosti fetoplacentální jednotky. Narušení funkce 

placenty vede k intrauterinní růstové retardaci plodů a nižší porodní hmotnosti úspěšně 

porozených mláďat (Zhao et al., 2009; Linzke et al., 2014; Zenclussen et al., 2011; 

Soleno et al., 2015). 

HO-1 je v období placentace důležitá vzhledem k životnosti trofoblastu a 

zároveň jeho diferenciaci do zralého fenotypu. Během placentace dochází k 

diferenciaci trofoblastických kmenových buněk do tzv. giant cells (GCs). Tento proces 

je narušen při inhibici HO nespecifickým inhibitorem zinc protoporphyrin (ZnPP), neboť 

se jednak výrazně snižuje viabilita trofoblastických kmenových buněk a zároveň 

je potlačena jejich diferenciace do GCs. Rovněž placenta HO-1 deficientních myší 

vykazuje snížené množství GCs a zvýšené množství apoptózy. Schopnost zvrátit tento 

negativní efekt aplikací CO ukazuje na význam CO. Pokud je HO-1 deficientním myším 

aplikován CO, dochází k pozitivním změnám v placentě (zvětšení placenty, zvýšení 

počtu GCs, snížení rozsahu patologických změn a zvýšení fetální úmrtnosti). Pozitivní 

efekt má rovněž aplikace CO společně ZnPP (Kreiser et al., 2002; Zenclussen et al., 

2011). 

Během březosti dochází k výraznému zvýšení toku krve v uteroplacentálním 

spojení, který je usnadněn růstem a remodelací tzv. maternaly uterine spiral artery 

systému (Zenclussen et al., 2015). Důležitými buňkami, které regulují remodelaci 

maternal děložního vaskulárního systému jsou tzv. uterine natural killer cells (uNKs) 

(Hatta et al., 2011). V placentě myší deficientních pro HO-1 je menší počet uNKs a 

zároveň nižší exprese cytokinu IL-15, který je důležitý pro diferenciaci uNKs a jejich 

udržení ve fetomaternálním spojení. Snížení počtu uNKs je spojené s poklesem 

produkce angiogenních faktorů (Zhao et al., 2011; Linzke et al., 2014) a se zvýšením 

syntézy antiangiogenních faktorů (Cudmore et al., 2007). Celkově deficience HO-1 

způsobuje výrazné zhoršení remodelace systému děložních spirálních srtérií, snížení 

velikosti fetoplacentální jednotky a intrauterinní růstovou retardaci plodů (Zhao et al., 

2011; Linzke et al., 2014). Exogenní aplikace CO může zvrátit negativní efekt 

deficience HO-1, neboť u HO-1 deficientních myší dochází po aplikaci CO ke zvýšení 

počtu uNKs, produkce angiogenních faktorů a normalizace velikosti fetoplacentální 

jednotky a stavu SA (Linzke et al. (2014). Tyto efekty potvrzují význam HO/CO pro 

správný v průběhu březosti. 
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Důležitým mechanismem HO-1 v ochraně fetu před aborty je modulace 

regulačních T buněk a dendritických buněk. HO-1 se podílí na udržení dendritických 

buněk v nezralém stavu (tolerogenní), který je důležitý pro ochranu plodu před imunitní 

reakcí. Při inhibici HO-1 pomocí ZnPP dochází ke snížení množství regulačních T 

buněk ve fetoplacentárním spojení, které vede procesu odmítnutí plodu imunitním 

systémem. Na druhou stranu up-regulace HO-1 prostřednictvím (CoPP) udržuje 

tolerogenní dendritické buňky a vede ke zvýšení množství Treg, čímž zabraňuje 

odmítnutí plodu (Sollwedel et al., 2005; Zenclussen et al., 2007; Schumacher et al., 

2012). 

2.4. Význam česnekových derivátu v organizmu 

Česnekové palice jsou zdrojem velké řady sloučenin s biologickým efektem a 

využití česneku k medicinálním účelům je známé již z antických dob. Česnek byl 

využíván k léčbě řady chorob od hemoroidů po hadí uštknutí. Byly mu připisovány 

baktericidní a fungicidní vlastnosti jakož i pozitivní vliv na sexuální funkce. I když 

nejsou všechny vlastnosti připisované česneku vědecky podleženy, je jeho efekt na 

organismus nesporný (Petrovska & Cekovska, 2010). 

Za biologický efekt česneku jsou z vélké části zodpovědné sirné sloučeniny 

(jako je allin nebo scordinin A a B). V neporušených česnekových palicích je hlavní 

sirnou sloučeninou allin. Po rozdrcení česneku je z vakuol uvolněn enzym allinasa, 

která allin hydrolizuje na allicin, přičemž při této reakci vzniká jako meziprodukt 

kyselina allylsulfonová. Samotný allicin je nestabilním produktem a v závislosti na 

podmínkách podstupuje rozpad za vzniku dalších sloučenin, mezi které patří diallyl 

sulfid (DAS), diallyl disulfid (DADS) a diallyl trisulfid (DATS) (Amagase, 2006; 

Swiderski et al., 2007; Corzo-Martinez et al., 2007). Zpracováním česnekových palic 

různými způsoby lze získat produkty s rozdílným zastoupením česnekových sloučenin. 

Extrakcí ethanolem při teplotě pod 0°C lze získat převážně allin a exktrakcí ve směsi 

ethanolu a vody při teplotě 25°C je možné získat allicin. Dalším způsobem zpracování 

česnekových palic je dlouhodobá extrakce (až 20 měsíců) pomocí 15-20% ethanolu 

při pokojové teplotě. Tímto způsobem lze získat vyzrálý česnekový extrakt (AGE-aged 

garlic extract), jenž z velké části obsahuje aminokyselinu S-allyl cystein (SAC), což je 

bezbarvá látka bez zápachu, stabilní ve vodném roztoku o neutrálním či mírně kyselém 

pH (Amagase, 2006; Majewski, 2014). 
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Je prokázáno, že česnekové sloučeniny mají např. antibakteriální a antivirální 

efekt, protizánětlivý vliv, snižují krevní tlak a hladinu krevního cukru (Dvořáková et al., 

2015). Sirné sloučeniny obsažené v AGE mají vyšší a stálejší protektivní efekt 

v porovnání s ostatními česnekovými sloučeninami (Corzo-Martinez et al., 2007; Colín-

González et al., 2012). Zároveň naše výsledky ukázaly, že kultivace oocytů 

v přítomnosti allynu narušila průběh jaderného zrání (nepublikované výsledky). 

Z těchto důvodů jsme se zaměřili na význam s-allyl cysteinu. Kvůli obsahu thiolové 

skupiny, která neutralizuje radikály, mezi které patří superoxidové aniony, peroxidy 

kyslíku, hydroxylové radikály a peroxynitritové aniony, patří SAC mezi ne-enzymatické 

antioxidanty (Ide & Lau, 1999; Kim et al., 2006; Medina-Campos et al., 2007; 

Maldonado et al., 2011). Zároveň je prokázáno, že schopnost SAC chránit před 

singletovým kyslíkem je výraznější v porovnání s glutathionem nebo kyselinou 

lipoovou (Medina-Campos et al., 2007). V somatických buňkách tedy SAC chrání před 

oxidativním poškozením lipidů, DNA a proteinů (Imai et al., 1994; Numagami & 

Ohnishi, 2001; Colín-González et al., 2012). Mechanismus ochrany před negativním 

působením radikálů prostřednictvím SAC není pouze přímým vychytávání ROS, nýbrž 

i indukcí antioxidačních enzymů, kdy např. u myší vede podávání SAC ke zvýšení 

množství glutathionu (GSH) a aktivity/expresi katalázy, GSH peroxidázy nebo 

NAD(P)H:quinone oxidoreduktázy (Hsu et al., 2004; Lawal & Ellis, 2011). Současně 

podávání SAC vede k aktivaci Nrf2 (nuclear factor erythroid 2 (NFE2)-related factor 2). 

Nrf2 je transkripčním faktorem, který reguluje expresi antioxidačních proteinů, které 

chrání břed buněčným poškozením (Kalayarasan et al., 2008; Lawal & Ellis, 2011). 

Nrf2 signální dráha je známá aktivaci exprese HO-1 (Loboda et al., 2016) a z toho 

důvodu se HO-1 může z velké části podílet na efektu SAC.  

Dalším efektem SAC je inhibice prooxidačních enzymů. V reakci na působení 

oxidativního stresu dochází k aktivaci inducibilní NOS (iNOS), která následně 

produkuje velké množství NO. Přestože NO je důležitou signální molekulou regulující 

řadu fyziologických procesů, zvýšené hladiny NO můžou působit negativně, a to 

prostřednictvím tvorby reaktivních forem dusíku. Z toho důvodu deregulace hladiny NO 

může vést ke snížení životaschopnosti buněk (Domenice, 2004; Chirino et al., 2006). 

Při suplementaci SAC aktivovaným makrofágům nebo hepatocytům je prokázáno, že 

dochází ke snížení produkce NO a expresi iNOS. Předpokládá se, že SAC snižuje 

produkci NO prostřednictvím snížení aktivace nukleárního faktoru kappa B, který je 
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transkripčním faktorem regulujícím expresi genů důležitých pro imunitu, zánětlivé 

reakce, buněčný růst a buněčnou smrt (Aktan et al., 2004; Sun, 2017). Mezi další 

potenciálně prooxidační enzymy, jejichž aktivitu může SAC snižovat, patří xanthine 

oxidáza, NADPH oxidáza a cyclooxygenáza (Cruz et al., 2007; Demirkaya et al., 2009; 

Colin-Gonzalez et al., 2011). 

SAC, stejně jako některé ostatní česnekové sloučeniny, má schopnost 

v buňkách zvyšovat množství H2S (Wang et al., 2010). Gasotransmiter H2S je signální 

a cytoprotektivní molekulou, která je zapojena do regulace řady fyziologických funkcí 

a podílí se na ochraně tkání a orgánu před působením oxidativního stresu (Chuah et 

al., 2007; Kimura, 2015). 

2.5 Ovlivnění in vitro zrání oocytů 

Zrání v in vitro podmínkách (IVM – in vitro maturation) je cestou, jak získat 

relativně jednoduchým způsobem dostatečné množství oplozeníschopných oocytů, 

které lze využít v biotechnologických metodách jako je klonování nebo transgeneze. 

Právě průběh meiotického zrání významným způsobem ovlivňuje životaschopnost a 

vývojový potenciál oocytů (Gilchrist & Thompson, 2007). Přestože IVM protokoly 

dosáhly výrazného pokroku, je kvalita oocytů získaných IVM snížená v porovnání 

s oocyty dozrálými v in vivo podmínkách. U prasat se první úspěšné IVM povedlo 

provést již v roce 1974 (Motlík & Fulka, 1974), ale až roce 1985 se u prasat podařilo 

získat živé potomky z IVM dozrálých oocytů (Hanada et al., 1986). Nasledujícím 

vývojem kultivačních systémů se podařilo dosáhnout stavu, kdy takřka všechny 

(≥90%) oocyty použité pro IVM dozrají do stádia MII (Moor et al., 1990; Blondin et al., 

1996), ale vývojový potenciál do stádia blastocysty je u IVM dozrálých oocytů stále 

znatelně snížený v porovnání s in vivo dozrálými oocyty (Nagashima et al., 1996). 

Jelikož stav jaderného zrání u IVM oocytů lze považovat jako normální, předpokládá 

se, že cytoplazmatické zrání je v IVM podmínkách nedostačující nebo narušené 

(Yanez et al., 2016). Cytoplazmatické zrání zjednodušeně zahrnuje přípravu oocytů 

na oplození, aktivaci a embryonální vývoj a dochází při něm ke změnám v množství 

mRNA transkriptů, obsahu proteinů, post-translačním modifikacím proteinů a 

strukturním změnám organel a cytoskeletu (Kastrop et al., 1991; Levesque & Sirard, 

1994; Armstrong, 2001). Současně je pro úspěšné cytoplazmatické zrání důležitá 

přítomnost kumulárních buněk, přičemž kompaktní kumulární obal s větším počtem 

vrstev kumulárních buněk koreluje se zlepšeným vývojovým potenciálem (Abeydeera, 
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2002). U prasete má přítomnost kumulárních buněk pozitivní vliv na průběh 

meiotického zrání, množství GSH v oocytech, distribuci kortikálních granul, 

oplozeníschopnost a aktivitu histone H1 kinásy (Yamauchi & Nagai, 1999). Současně 

můžou kumulární buňky poskytovat oocytům energetické zdroje (Eppig, 1996) a 

snižovat míru oxidativního stresu (Tanghe et al., 2002). 

Pro docílení optimálního jaderného a cytoplazmatického zrání je vhodná 

suplementace kultivačního média. Mezi nejčastěji používaná médii pro kultivaci 

prasečích oocytů patří TCM-199, NCSU23, NCSU37, minimal essential médium, 

Waymouth médium a Tyrodeho laktát-pyruvát médium, přičemž do médií je často 

přidávána folikulární tekutina (follicular fluid; FF) (Coy & Romar, 2002; Gilchrist & 

Thompson, 2007; Gil et al., 2010). Předpokládá se, že principem pozitivního ovlivnění 

oocytů prostřednictvím přidání FF je schopnost FF chránit před oxidativním stresem a 

dodat do média specifické látky (Takemoto et al., 2004). Za účelem napodobení in vivo 

podmínek jsou do kultivačního média rovněž přidávány hormonální látky, zahrnující 

FSH, LH, equiní choriový gonadotropin (eCG), lidský choriový gonadotropin (hCG) 

nebo estradiol (Coy & Romar, 2002). Hormonální látky mohou být v kultivačním médiu 

přítomny po celou dobu IVM, nebo jsou v druhé polovině kultivace odebrány a IVM 

pokračuje bez hormonálních látek (Funahashi & Day, 1993; Funahashi et al., 1994). 

Postupy IVM jsou dále ovlivněny předpokladem, že v in vitro podmínkách je narušená 

synchronizace jaderného a cytoplazmatického zrání. Jako řešení tohoto problému je 

možné využít IVM metody, kdy je na specifickou dobu zastaveno jaderné zrání 

prostřednictvím specifického inhibitoru, který je v další části IVM odebrán, aby oocyty 

mohly plně meioticky dozrát. Jedním z těchto způsobů je suplementace kultivačního 

média dibutyryl cAMP (db-CAMP), což způsobí u izolovaných oocytů inhibici zahájení 

jaderného zrání. Po 20-22 hod. jsou oocyty přesunuty do média bez db-CAMP, kde 

jsou dále kultivovány. Tímto způsobem IVM lze dosáhnout lepší vývojové kompetence 

oocytů (Funahashi et al., 1997; Gilchrist & Thompson, 2007). Dalšími způsoby 

synchronizace jaderného a cytoplazmatického zrání je časově omozená kultivace 

oocytů v médiu obsahujícím látky cilostamid nebo mirlinon, což jsou inhibitory PDE3 

(Vanhoutte et al., 2008; Diece et al., 2013) nebo přidání aktivátoru adenylát cyklázy 

forskolinu (Eppig, 1989; Gilchrist & Thompson, 2007). 

Je ukázáno, že cytoplazmatické zrání lze zlepšit suplementací kultivačního 

média. Přidání cysteaminu, cysteinu nebo β-mercaptoethanolu do kultivačního média 
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vede po oplození ke zlepšení tvorby samčích prvojader a současně i následujícího 

embryonálního vývoje (Grupen et al., 1995; Eppig, 1996; Maedomari et al., 2007). Tyto 

látky zvyšují v oocytech množství GSH, který se ve velké míře podílí na ochraně buněk 

před oxidativním stresem. V průběhu meiotického zrání dochází ke zvýšení obsahu 

GSH v oocytech a při zablokování tohoto procesu je narušena oplozeníschopnost 

oocytů (Yoshida et al., 1993; Tatemoto et al., 2000; Chloe et al., 2010). Před 

negativním působením oxidativního stresu může oocyty chránit suplementace 

kultivačního média antioxidanty, kdy např. kyselina askorbová má pozitivní vliv na 

funkce dělicího vřetene (Choi et al., 2007). Podobně metabolity retinalu (retinoidy) 

zlepšují cytoplazmatické zrání a následný vývojový potenciál (Almiñana et al., 2008). 

Jaderné a cytoplazmatické zrání prasečích oocytů lze dále zlepšit suplementací 

růstovými faktory, jako je epidermální růstový faktor (EGF). Po přidání EGF do 

kultivačního média při IVM dochází ke zlepšení oplozeníschopnosti a vývojového 

potenciálu (Li et al., 2002). 
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3 Hypotézy a cíle 
Stanovili jsme hypotézu, že lze zvýšit kvalitu prasečích oocytů kultivovaných 

v in vitro podmínkách prostřednictvím suplementace kultivačního média donorem 

oxidu uhelnatého nebo S-allyl cysteinem. 

Pro potvrzení formulované hypotézy jsme stanovili následující cíle: 

1) Vyhodnotit vliv suplementace kultivačního média donorem oxidu uhelnatého 

na kvalitu stárnoucích prasečích oocytů. Jako dílčí cíle jsme stanovili: 

a) vyhodnotit přítomnost obou izoforem enzymu hemoxygenázy v průběhu 

stárnutí prasečích oocytů, 

b) vyhodnotit vliv donoru CO na morfologické znaky stárnutí prasečích 

oocytů, 

c) vyhodnotit vliv donoru CO na průběh apoptózy prostřednictvím 

přítomnosti aktivované kaspázy-3 v průběhu stárnutí prasečích oocytů. 

2) Vyhodnotit vliv suplementace kultivačního média donorem oxidu uhelnatého 

na meiotické zrání prasečích oocytů. Jako dílčí cíle jsme stanovili: 

a) vyhodnotit přítomnost proteinů a mRNA obou izoforem enzymu 

hemoxygenázy v průběhu meiotického zrání prasečích oocytů, 

b) vyhodnotit vliv donoru CO na jaderné zrání prasečích oocytů, 

c) vyhodnotit vliv donoru CO na produkci reaktivních forem kyslíku 

v průběhu meiotického zrání prasečích oocytů, 

d) vyhodnotit vliv donoru CO na množství mitochondrií v prasečích 

oocytech v průběhu meiotického zrání, 

e) vyhodnotit vliv donoru CO na hladinu glutathionu (GSH) v průběhu 

meiotického zrání. 

3) Vyhodnotit vliv suplementace kultivačního média S-allyl cyteinem na 

meiotické zrání prasečích oocytů. Jako dílčí cíle jsme stanovili: 

a) vyhodnotit vliv S-allyl cysteinu na jaderné zrání prasečích oocytů, 

b) vyhodnotit vliv S-allyl cysteinu na kumulární expanzi na základě 

produkce kyseliny hyaluronové, 

c) vyhodnotit vliv S-allyl cysteinu na produkci reaktivních forem kyslíku 

v průběhu meiotického zrání prasečích oocytů, 

d) vyhodnotit efekt meiotického zrání v médiu obsahujícím S-allyl cystein na 

časný embryonální vývoj.  
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4 Materiál a metody 

4.1 Zisk materiálu a kultivace oocytů v in vitro podmínkách 

Prasečí vaječníky byly získávány z odporážených prasniček nacházejících se v 

neznámé fázi estrálního cyklu. Odebrané vaječníky byly transportovány v termolahvích 

naplněných fyziologickým roztokem (0,9 % chlorid sodný) o teplotě 39 °C. Kumulo-

oocytární komplexy (COCs) byly získávány aspirací folikulární tekutiny z folikulů o 

velikosti 2 – 5 mm pomocí injekční stříkačky s jehlou 20G. Pod stereomikroskopem 

byly z folikulární tekutiny vybírány COCs s neporušenou cytoplazmou a kompaktním 

kumulárním obalem.  

Před in vitro kultivací byly oocyty třikrát promyty v  kultivačním médiu. Kultivace 

probíhala ve čtyřjamkové destičce 4-well multidish (Nunc, Denmark) v 1 ml 

modifikovaného kultivačního média MI99 (Sigma-Aldrich, USA) obsahujícího hydrogen 

uhličitan sodný (32,5 mM), laktát vápenatý (2, 75 mM), gentamicin (0,025 mg/ml), 

HEPES 6,3 mM, gonadotropní hormony eCG a hCG v poměru 13,5 I.U : 6,6 I.U./ml 

(P.G.600, Intervet, Holland) a 10% (v/v) fetální bovinní sérum (GibcoBRL, Life 

Technologies, Deutschland) v podmínkách řízené atmosféry 5% CO2 ve směsi se 

vzduchem při 39°C. U experimentálních skupin zaměřených na hodnocení 

meiotického zrání byla délka kultivace následující: 0 hod. (zisk oocytů ve stádiu GV), 

24 hod. (zisk oocytů ve stádiu MI), 48 hod. (zisk oocytů ve stádiu MII). V případě 

experimentů zaměřených na hodnocení stárnutí byly oocyty zbaveny kumulárních 

buněk a následně vyselektovány pouze meioticky dozrálé oocyty (MII) s vyděleným 

prvním pólovým tělískem. Vybrané oocyty byly kultivovány po dobu 24, 48 nebo 72 

hod. ve stejných podmínkách jako v případě meioticky zrajících oocytů (kultivační 

médium bez gonadotropních hormonů). Suplementace kultivačního média u meioticky 

zrajících a stárnoucích oocytů probíhala v závislosti na experimentální skupině. 

4.2 Vliv suplementace kultivačního média donorem CO, inhibitorem HO 
nebo S-allyl cysteinem (SAC)  

1. experimentální skupina: meioticky zrající a stárnoucí oocyty byly 

kultivovány v kultivačním médiu obsahujícím donor CO: CORM-2 

(tricarbonyl dichlororuthenium (II) dimer; Sigma–Aldrich Gmbh, Munich, 

Germany) o koncentracích 5, 25, 50 a 100 µM, rozpuštěného v dimethyl 

sulfoxidu (DMSO) nebo CORM-A1 (sodium boranocarbonate; Sigma–
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Aldrich Gmbh, Munich, Germany) o koncentracích 25, 50 a 100 µM 

rozpuštěného v H2O. Za účelem potvrzení efektu CO byla kontrolní skupina 

kultivována v kultivačním médiu obsahujícím ruthenium (III) chlorid (inaktivní 

CORM-2; iCORM-2; Sigma–Aldrich Gmbh, Munich, Germany) nebo 

inaktivní CORM-A1 (iCORM-A1). iCORM-A1 byl získán rozpuštěním 

CORM-A1 v 0.1 M HCl, disociací CO a následnou neutralizací pH na 7,4. 

2. experimentální skupina: meioticky zrající a stárnoucí oocyty byly 

kultivovány v kultivačním médiu obsahujícím inhibitor HO Zn-protoporphyrin 

IX (Zn-PP IX; Sigma–Aldrich Gmbh, Munich, Germany) v koncentracích 2.5, 

5 and 25 µM, rozpuštěného v DMSO. Kontrolní skupina byla kultivována v 

kultivačním médiu obsahujicím pouze DMSO. 

3. experimentální skupina: Meioticky zrajicí oocyty byly kultivovány v 

kultivačním médiu obsahujícím S-allyl cystein (Sigma Aldrich, USA) o 

koncentracích 0.1, 0.5, 1 a 5 mM rozpuštěného v H2O. Kontrolní skupina 

byla kultivována v kultivačním médiu obsahujícím pouze H2O. 

4.3 Real-time polymerázová řetězová reakce 

Metodou real-time polymerázová řetězová reakce (RT-PCR) byla sledována 

přítomnost mRNA HO-1 a HO-2, přičemž na detekci byly použity vzorky ze zrajících 

oocytů. RNA získaná z oocytů byla přepsána do cDNA pomocí High Capacity cDNA 

Achieve kitu (Applied Biosystems, USA) v konečném množství 100 µl. Na základě 

znalosti sekvence HO-1 a HO-2 byly vytvořeny specifické primery určené k amplifikaci 

produktů (viz. tab. 1). 

Tab. 1. Sekvence použitých primeru pro RT-PCR 

Na samotnou RT-PCR byl použit standartní Taq-Man PCR kit protocol (Applied 

Biosystems, USA). Reakce probíhala v 10 µl reakční směsi obsahující 500 nM genově 

specifických primeru, 200 nM TagMan MGB prob, 5 µl Fast TagMan Universal Master 

Mix (Applied Biosystems, USA), 1 µl cDNA a nuclease-free vodu. Pro reakci byl použit 

7500 Fast Real-Time PCR System (Life Technologies, USA). Na základě získaných 

dat bylo relativní množství mRNA pro jednotlivé izoformy vypočítáno pomocí 

aritmetické rovnice 2-˄˄C dle Ct metody a vyjádřeno v porovnání k  GAPDH jako 

endogenní kontrole. 

Gene Forward primers 5′–3′ Reverse primers 5′–3′ TaqMan probe 5′–3′
Gene bank 

accession number

Annealing 
temperature 

(°C)

HO-1 TCCCAGGTGCCGCTCAT CCGTTGCCACCAGAAAGC CGATGGGTCCTGACACT NM_001004027.1 60

HO-2 TGAGAAAACAAGCACCCAATAAAA CCGCAGACAAGATGCTGACA CAGATGCTAAAGCCTG NM_001244412.1 60
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4.4 Western blot 

Přítomnost proteinů HO-1, HO-2 a CAS-3 byla hodnocená metodou Western 

blot (WB). Připravené vzorky oocytů byly lyzovány a proteiny separovány pomocí 

SDS–PAGE elektroforézy v polyakrylamidovém gelu a z gelu elektroforeticky 

přeneseny na nitrocelulózovou membránu. Membrána byla inkubována 

s monoklonálními primárními protilátkami: anti-heme oxygenase 1, anti-heme 

oxygenase 2 (ABNOVA; USA; 1:1000) nebo cleaved caspase-3 (Asp175) (Cell 

Signaling Technology, Danvers, USA; 1:1000). Po inkubaci následovalo promytí 

membrány od nenavázané protilátky a inkubace se sekundární protilátkou -  Mouse 

IgG (Amersham GE Healthcare, Life Sciences, United Kingdom; 1:30,000) nebo rabbit 

IgG (Amersham GE Healthcare, Life Sciences, United Kingdom; 1:120,000). Reakce 

byla vizualizována pomocí Enhanced chemiluminescence Western blotting detekčního 

systému (GE HealthcareLife Technologies, USA). 

4.5 Imunocytochemie 

Lokalizace proteinů HO-1, HO-2 a CAS-3 ve zrajících a stárnoucích oocytech. 

Po ukončení příslušné doby kultivace oocytů byla z oocytů odstraněna zona pellucida 

prostřednictvím 0,1 % pronázy. Následně byly oocyty fixovány v 2,5% roztoku 

paraformaldehydu v PBS při laboratorní teplotě po dobu 1 hodiny, přičemž po uplynutí 

30 minut byl fixační roztok vyměněn za nový. Následně byla membrána oocytů 

permeabilizována 0,5% roztokem Tritonu X ve fosfátovém pufru (PBS) s 0,01 % BSA. 

Roztok byl po 5 minutách a po 1 hodině vyměněn za nový. Poté byly oocyty opláchnuty 

v roztoku PBS s 0,1% Tween 20 a inkubovány s primární monoklonální protilátkou 

specifickou pro daný protein (anti-heme oxygenase 1, anti-heme oxygenase 2; 

ABNOVA; Taiwan; 1:200; nebo anti-cleaved caspase-3 (Asp175); Cell Signaling 

Technology, Danvers, USA; 1:400). Inkubace probíhala přes noc (14-16 hodin) ve 

vlhku při teplotě 4 °C v médiu obsahujícím 0,1 % BSA a 0,01 Tween 20 v PBS. Po 

uplynutí doby kultivace byly oocyty třikrát propláchnuty v roztoku o složení 0,1% 

Tween 20 v PBS a následně byly kultivovány se sekundární protilátkou anti-mouse IgG 

konjugovanou s fluorescein-5-isothiocyanate (FITC, Sigma–Aldrich Gmbh, Munich, 

Germany; 1:100) nebo anti-rabbit IgG konjugovanou s FITC (ThermoFisher Scientific, 

Rockford, USA; 1:500). Inkubace se sekundární protilátkou probíhala při laboratorní 

teplotě v roztoku 0,1 % BSA a 0,01 Tween 20 v PBS po dobu 1 hodiny. Po inkubaci 

byly oocyty 3x propláchnuty v roztoku o složení 0,1% Tween 20 v PBS.  
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Chromatin oocytů byl barven pomocí 4',6-diamidin-2-fenylindol (DAPI; Sigma-

Aldrich). Pro vyloučení nespecifické vazby sekundární protilátky byla ke každému 

experimentu provedena kontrola, která nebyla inkubována s primární protilátkou. 

Preparáty byly snímány na konfokálním skenovacím mikroskopu (Zeiss, Germany) a 

intracelulární lokalizace a distribuce proteinů byla hodnocena stanovením intenzity 

signálu pomocí analýzy obrazu NIS Elements 3.4. (Nikon, Japonsko). Získaná data 

byla vyjádřena jako průměrná intenzita signálu FITC fluorescence, sníženého o 

nespecifickou intenzitu signálu dané kontrolní skupiny. 

4.6 Hodnocení stádia meiotického zrání oocytů 

Po příslušné době kultivace byly oocyty zbaveny kumulárních buněk a následně 

fixovány po dobu minimálně 48 hod. v roztoku ethanolu:kyselina octová (3:1), barveny 

orceinem a vyhodnoceny pod mikroskopem s fázovým kontrastem. Podle fáze 

jaderného zrání byly oocyty hodnoceny jako: oocyty ve stádiu zárodečného váčku (GV; 

oocyty se zachovalou jadernou membránou), pozdní diakineze (LD; oocyty 

s jednotným, kondenzovaným chromatinem), metafáze I (MI; oocyty s chromozomy 

uspořádanými v metafázní figuře), metafáze II (MII; oocyty s vyděleným prvním 

polovým tělískem) (Motlík et Fulka, 1976). 

4.7 Hodnocení in vitro stárnutí oocytů 

Po uplynutí dané doby prodloužené kultivace byly oocyty fixovány po dobu 

minimálně 48 hod. v roztoku ethanolu:kyselina octové (3:1), barveny orceinem a 

vyhodnoceny pod mikroskopem s fázovým kontrastem. Na základě morfologických 

znaků byly oocyty rozděleny do skupin: intaktní oocyty (oocyty ve stádiu metafáze II, 

anafáze II nebo telofáze II), partenogeneticky aktivované oocyty (embrya a oocyty 

obsahující prvojádra), apoptotické oocyty (označované fragmentované; oocyty 

obsahující apoptotické váčky pod zonou pellucidou) a lysované oocyty (oocyty se 

ztrátou integrity a porušenou cytoplazmatickou membránou) (Petrová et al., 2004). 

4.8 Kinázová aktivita 

Kinázová aktivita byla hodnocena na základě sledování aktivity MPF a MAPK. 

Po dané době meiotického zrání v přítomnosti SAC byly oocyty denudovány a ke 

každému vzorku obsahujícím 15 oocytů bylo přidáno 5 ml  extrakčního roztoku a takto 

připravené vzorky byly zamrazeny (-80°C). Aktivita MPF a MAPK byla hodnocena na 

základě schopnosti fosforylace specifických substrátů (histon H1 (H1) a myelin basic 
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protein (MBP)). Kinázová reakce byla zahájená přidáním 5 µl roztoku obsahujícím 100 

mM 3-[n-morpholino] propanesulfonic acid pH 7.2, 20 mM para-nitrophenyl phosphate, 

40 mM β-glycerolphosphate, 20 mM MgCl2, 10 mM EGTA, 0.2 mM EDTA, 5 µM cAMP-

denepndentní inhibitor proteinkináz, 2 mM benzamidine, 40 µg/ml leupeptin, 40 µg/ml 

aprotinin, 600 µM ATP, 2 mg H1/ml, 3 mg MBP/ml) and 500 µCi/ml [γ-32P]ATP (GE 

Healthcare Life Sciences, UK). Reakce probíhala 30 min. při teplotě 30°C a ukončena 

byla přidáním 10 µl Laemliho vzorkového pufru a povařením po dobu 3 min. Po 

elektroforetickém rozdělení v 15% SDS PAGE gelu byly proteiny obarveny pomocí 

Coomasie Blue R250. Intenzita signálu byla měřená prostřednictvím IP-plate, FLA 

7000 reader (GE Healthcare Life Sciences, USA) a Multi-Gauge 2.0 software (Fujifilm, 

Japan). Získaná data byla relativně vyjádřena vzhledem k aktivitě MPF a MAPK 

v oocytech ve stádiu GV. 

4.9 Intenzita kumulární expanze 

Vyhodnocení probíhalo na základě produkce hyaluronové kyseliny (HA). Po 

uplynutí dané doby kultivace byly kumulo-oocytární komplexy 4xpropláchnuty ve 450 

µl PBS-PVA přenášením pomocí 50 µl automatické pipety. Poté byly oocyty zbaveny 

kumulárních buněk. Médium obsahující kumulární buňky bylo přeneseno do 1,5 ml 

mikrozkumavky Eppendorf a skladováno při - 20 °C. Vzorky s kumuly byly po 

rozmražení vystaveny digesci lyázou ze Streptomyces hyalurolyticus (20 μl/ml; Sigma-

Aldrich, USA) při 39 °C přes noc. Vzorky byly poté centrifugovány (5 minut, 10 000 rpm 

při 4 °C) a proměřeny na spektrofotometru Helios Epsilon (Verkon, Czech Republic) 

při 216 nm proti slepému vzorku PBS-PVA s lyázou ze Streptomyces hyalurolyticus. 

Na základě koncentrace štěpných produktů byla stanovena koncentrace HA. 

Standardní křivka byla vytvořena z ředicí řady zásobního 1% roztoku 

vysokomolekulárního HA v PBS (Contipro Group, Czech Republic) vystaveného 

štěpení lyázou ze Streptomyces hyalurolyticus (300 I.U/ml, Sigma-Aldrich, USA). Dle 

standardní křivky byla odečtena koncentrace HA ve vzorcích. 

4.10 Vyhodnocení produkce reaktivních forem kyslíku 

Produkce reaktivních forem kyslíku (ROS) byla měřená u meioticky zrajících 

oocytů (24 a 48 hodin) a partenogeneticky aktivovaných oocytů po 22 hodinách 

kultivace. Za účelem zjištění produkce ROS byly oocyty po uplynutí dané doby 

kultivace barveny 10 μM 2′,7′-dichlorodihydrofluorescin diacetate (Sigma-Aldrich, 

USA) po dobu 20 min. při teplotě 39°C. Následně byly oocyty montovány na podložní 
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sklíčko a snímány pomocí konfokálního skenovacího mikroskopu (Leica SPE). 

Získané snímky byly hodnoceny v programu NIS Elements. Data byla vyjádřena jako 

relativní intenzita signálu vzhledem ke kontrolní skupině.  

4.11 Hodnocení vývojové kompetence 

Pro vyhodnocení vývojové kompetence byly meioticky dozrálé oocyty (48 hod.) 

zbaveny kumulárních buněk. Poté byly oocyty partenogeneticky aktivovány 

prostřednictvím kalcium ionophoru A23187 (25 µ, Sigma-Aldrich, USA) působícího po 

dobu 5 min.. Následně byly oocyty kultivovány v médiu obsahujícím 6-dimethyl 

aminopurin (DMAP, 2mM, Sigma-Aldrich, USA) po dobu 2 hod. Následně byly oocyty 

kultivovány v modifikovaném médiu M199 bez gonadotropních hormonů. 

Partenogeneticky aktivované oocyty byly kultivovány 22 hod. a následně 

vyhodnoceny. Jako partenogeneticky aktivované oocyty byly hodnoceny oocyty 

s vytvořenými prvojádry. Aktivační potenciál byl hodnocen jako poměr zygot s jedním 

nebo dvěma prvojádry a dělicích se embryí vzhledem k ostatním oocytům. Časné 

embryonální dělení bylo vyjádřeno jako poměr dělicích se embryí vzhledem 

k aktivovaným oocytům. 

4.12 Statistické hodnocení 

Získaná data byla statisticky hodnocena v programu SAS 9.0 (SAS Institute 

Inc., USA) a STATISTICA. Všechny experimenty byly minimálně 3x opakovány. 

Statisticky signifikantní rozdíly mezi skupinami byly hodnoceny analýzou rozptylu 

(ANOVA) a mnohonásobné porovnání pomocí Scheffeho metody. Hladina 

významnosti byla stanovena na P < 0,05. 
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5 Publikované práce 

5.1 Anti-apoptotický efekt oxidu uhelnatého během in vitro stárnutí 
prasečích oocytů 

Oxid uhelnatý (CO) má prokázané cytoprotektivní vlastnosti, nicméně jeho 

význam v oocytech byl dosud neznámý. Stárnutí oocytů je procesem, kdy dochází k 

postupnému snižování jejich životaschopnosti a naším cílem bylo zabránění tomuto 

procesu. Z těchto důvodů jsme stanovili hypotézu, že suplementace kultivačního 

média donorem CO může zvýšit životaschopnost stárnoucích prasečích oocytů. 

Vzhledem ke skutečnosti, že endogenně je za produkci CO zodpovědný enzym 

hemoxygenáza (HO), bylo zároveň naším cílem detekovat obě izoformy HO (HO-1 a 

HO-2) a určit vliv inhibice HO na průběh stárnutí oocytů. Celkově jsme prokázali, že 

signální dráha HO/CO je zapojena do regulace životaschopnosti prasečích oocytů a 

současně, že in vitro kultivace stárnoucích oocytů v přítomnosti donoru CO snižuje 

podíl apoptotických oocytů. 

Imunocytochemickou metodou je prokázali přítomnost obou izoforem HO 

v prasečích oocytech a zároveň jsme zjistili, že v průběhu in vitro stárnutí dochází 

k nárustu exprese obou izoforem HO. Rovněž se obě izoformy HO lišily lokalizací v 

oocytech, kdy HO-1 převládala v jaderné/perichromozomální oblasti a HO-2 v oblasti 

cytoplazmy. Nejvyšší exprese obou izoforem HO bylo dosaženo u oocytů stárnoucích 

72 hodin, kdy v porovnání s expresí HO-1 nebo HO-2 u meioticky dozrálých oocytů 

(MII) se exprese HO-1 zvýšila 6.7±1.3 krát, a exprese HO-2 celkem 3.1±0.6 krát. 

V somatických buňkách je známo, že se exprese HO-1 zvyšuje jako odpověď na 

působení řady faktorů (např. oxidativní stres) a zvýšená exprese HO-1 snižuje 

produkci ROS a potlačuje apoptosu (Ryter, Alam & Choi, 2006; Pileggi et al, 2001; Li 

et al., 2016). Izoforma HO-2 je obecně považována za konstitutivně exprimovaný 

protein, který je zodpovědný za stabilní produkci CO a jehož míra exprese nereaguje 

na působení stresových faktorů (Turkseven et al., 2007; Muñoz-Sánchez & Chánez-

Cárdenas, 2014). V několika studiích je však prokázáno, že se i exprese HO-2 může 

zvýšit v reakci na působení stresových faktorů, což má následně cytoprotekitvní efekt 

(Kim et al., 2008; Ding et al., 2011). 

U somatických buněk je prokázáno, že inhibice HO prostřednictvím Zn-

protoporphyrinu IX (Zn-PP IX) vede k apoptóze (Hirai et al., 2007). Rovněž v naších 

experimentech jsme ukázali, že u stárnoucích oocytů má inhibice HO negativní efekt 
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a zvyšuje míru apoptozy. Efekt inhibitoru HO-1 a HO-2 Zn-PP IX na průběh in vitro 

stárnutí jsme prokázali u oocytů stárnoucích 48 hodin, kdy se v porovnání s kontrolní 

skupinou snížil podíl intaktiních oocytů o 11.1-12.9% a podíl apoptotických oocytů se 

zvýšil o 5.6-9.4% v závislosti na koncentraci Zn-PP IX. U oocytů stárnoucích 24 hodin 

se vliv inhibitoru HO projevil pouze u nejvyšší použité koncentraci inhibitoru (25 µM). 

Vzhledem ke skutečnosti, že ve vyšších koncentracích může Zn-PP IX inhibovat 

rovněž syntázu oxidu dusnatého (NOS) a rozpustnou guanylyl cyclásu (sGC) (Luo & 

Vincent, 1994; Grundemar & Ny, 1997), nemůžeme vyloučit přítomnost nespecifické 

inhibice v naších experimentech. Na druhou stranu, Appleton et al. (1999) uvádí, že 

Zn-PP IX je v nízkých koncentracích (do 5 µM) selektivním inhibitorem HO s 

minimálním efektem na aktivitu NOS a sGC. Z toho důvodu předpokládáme, že se v 

našich experimentech mohl efekt nespecifické inhibice projevit pouze u koncentrace 

25 µM. U oocytů stárnoucích 72 hodin nebyl pozorovatelný eignifikantní efekt inhibice 

HO. 

Na somatických buňkách je prokázáno, že signální dráha HO/CO ovlivňuje 

apoptózu prostřednictvím modulace aktivity proapoptotických a antiapoptotických 

faktorů. CO potlačuje míru apoptózy např. prostřednictvím zvýšení exprese 

antiapoptotického faktoru Bcl-2 a snížením aktivity kaspázy-3 (Zhang et al., 2003, 

Cepinskas et al., 2007). Z naších experimentů je zřejmé, že CO potlačuje apoptozu 

rovněž u stárnoucích prasečích oocytů. Zjistili jsme, že po 48 a 72 hodinách stárnutí v 

přítomnosti donoru CO (CORM-2 nebo CORM-A1) došlo k signifikantnímu zvýšení 

podílu intaktních oocytů a snížení apoptotických oocytů. Zároveň stárnutí v přítomnosti 

donoru CO signifikantně snížilo aktivitu kaspázy-3, přičemž tento efekt se projevil již u 

oocytů stárnoucích 24 hodin a byl signifikantní i po 48 a 72 hodinách stárnutí. 

Předpokládáme, že efekt CO ve stárnoucích oocytech je komplexní, neboť v 

somatických buňkách CO reguluje apoptotickou dráhu prostřednictvím řady 

mechanismů. Jedním z cílu CO v oocytech může být c-jun kináza (JNK). Na 

somatických buňkách je prokázáno, že CO má schopnost inhibovat aktivitu JNK 

(Morse et al., 2003). Současně je ukázáno, že inhibice JNK vede u stárnoucích oocytů 

k potlačení apoptózy (Sedmíková et al., 2013). Dále může CO potlačovat apoptózu 

prostřednictvím modulace hladiny Ca2+. V somatických buňkách CO snižuje 

cytoplazmatické množství Ca2+ (Lin & McGrath, 1988; Gende, 2004; Lim et al., 2005), 

přičemž u stárnoucích oocytů může uvolnění Ca2+ do cytoplazmy způsobit zahájení 

buněčné smrti (Gordo et al., 2002; Zhu et al., 2016). Dále CO v somatických buňkách 
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zvyšuje expresi důležitého antiapoptotického faktoru Bcl-2 a snižuje expresi 

proapoptotických faktorů Bid a Bax (Zhang et al., 2003; Wang et al., 2007a). 

Uvedené výsledky jsou součástí publikace: Němeček D., Dvořáková M., 

Heroutová I., Chmelíková E., Sedmíková M. (2017). Anti-apoptotic properties of carbon 

monoxide in porcine oocyte during in vitro aging. PeerJ 5: e3876 
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5.2 Vliv suplementace kultivačního média donorem CO na meiotické zrání 
prasečích oocytů 

Meiotické zrání je komplexním procesem, který je regulován řadou faktorů jako 

jsou např. kinázy MPF a MAPK. Mezi regulátory meiotického zrání lze řadit i 

gasotransmitery, což jsou endogenně produkované plynné molekuly se signální funkcí. 

V případě NO a H2S je již známo, že jsou zapojeny do regulace meiotického zrání (Bu 

et al., 2003; Hattori & Tabata, 2006; Nevoral et al., 2014). Na druhou stranu význam 

CO v průběhu meiotického zrání je dosud neznámý. Vzhledem k tomu, že mezi 

jednotlivými gasotransmitery dochází ke vzájemným interakcím a navíc je CO sám o 

sobě signální molekulou, která v somatických buňkách reguluje buněčný cyklus a 

působí antiapoptoticky, lze předkokládat, že CO může ovlivňovat i meiotické zrání. Z 

těchto důvodů jsme stanovili hypotézu, že signální dráha HO/CO je zapojena do 

regulace meiotického zrání oocytů a že suplementace kultivačního média donorem CO 

může zvýšit kvalitu prasečích oocytů. Na základě získaných výsledků předpokládáme, 

že je CO zapojen do regulace průběhu meiotického zrání a zároveň snižuje oxidativní 

stres. 

Imunocytochemickou metodou jsme prokázali přítomnost proteinů a metodou 

RT-PCR mRNA obou izoforem HO v průběhu meiotického zrání prasečích oocytů. 

Během meiotického zrání (přechod GV-MI-MII) jsme neprokázali změny v množství 

mRNA HO-1 a HO-2 a ani proteinu HO-1. V případě HO-2 docházelo v průběhu 

meiotického zrání ke snížení jeho exprese, kdy se exprese HO-2 snížila o 21% (oocyty 

ve stádiu MI) a 50% (oocyty ve stádiu MII) v porovnání s oocyty ve stádiu GV. 

Současně jsme při posouzení exprese proteinů HO zjistili rozdílnou lokalizaci HO-1 a 

HO-2, kdy HO-1 převládala v oblasti jadra/perichromozomální oblasti a HO-2 v oblasti 

cytoplazmy. HO-1 představuje inducibilní izoformu, jejiž exprese se zvyšuje v reakci 

na působení řady stresorů (Ryter et al., 2006; Kim et al., 2011). Ze získaných výsledků 

předpokládáme, že náš systém in vitro kultivace nepředstavuje v průběhu meiotického 

zrání dostačujicí stresový faktor pro zvýšení exprese HO-1. Izoforma HO-2 je 

považována za konstitutivně aktivní enzym, který je v tkáních zodpovědný za bazální 

aktivitu HO (Turkseven et al., 2007; Muñoz-Sánchez & Chánez-Cárdenas, 2014). 

Předpokládáme tedy, že izoformy HO-1 a HO-2 neregulují výrazným způsobem 

průběh meiotické zrání. Tento předpoklad zároveň potvrzují výsledky získané 

posouzením vlivu inhibice obou izoforem HO prostřednictvím ZnPP IX. Vliv inhibice na 

průběh meiotického zrání jsme hodnotili na základě posouzení jaderného zrání u 
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oocytů kultivovaných v přítomnosti inhibitoru ZnPP IX o koncentracích 1, 2.5, 5, 10 a 

25 µM. Inhibitor ovlivnil jaderné zrání pouze v koncentraci 5 µM, kdy došlo ke snížení 

podílu oocytů dozrálých do stádia MII o 5% v porovnání s kontrolní skupinou (99.2% 

MII). Ostatní koncentrace inhibitoru neměly signifikantní vliv na průběh jaderného zrání 

oocytů. Na druhou stranu lze předpokládat, že HO ovlivňuje vývojový potenciál, neboť 

je popsáno, že oocyty pocházející z HO-1 deficientních myší mají sníženou 

oplozeníschopnost (Zenclussen et al., 2011). Rovněž je otázkou jakou měrou se podílí 

na ovlivnění oocytů aktivita HO nacházející se v kumulárních buňkách. Autoři Bergandi 

et al. (2014) prokázali, že lidské kumulární buňky získané z neoplozených oocytů 

vykazují zvýšenou expresi HO-1. Tento výsledek je vysvětlen pravděpodobným 

působením oxidativního stresu, jehož efektem je snížení oplozeníschopnosti oocytů, 

přičemž kumulární buňky se tomuto negativním efektu snaží bránit prostřednictvím 

zvýšení exprese HO-1. Zároveň je nutné uvést, že zvyšená exprese HO nemusí vždy 

znamenat cytoprotektivní efekt. Při výrazně zvýšené expresi HO-1 se může projevit 

efekt tzv. overexpresse, kdy z důvodu výrazné aktivity HO-1 dochází k nadměrnému 

uvolnění železa, které může působit cytotoxicky (Suttner & Dennery, 1999). Vzhledem 

ke skutečnosti, že jsme nesledovali časný embryonální vývoj u oocytů zrajicích v 

přítomnosti inhibitoru HO, nemůžeme říci, zda došlo k ovlivnění vývojového potenciálu. 

CO je důležitou signální molekulou vznikající aktivitou HO. Při kultivaci 

prasečích oocytů v přítomnosti donoru CO CORM-2 jsme prokázali, že dochází ke 

snížení podílu oocytů dozrálých do stádia MII. Vliv donoru CO na meiotické zrání 

prasečích oocytů jsme hodnotili na základě jaderného zrání u oocyty zrajicích v 

přítomnosti CORM-2 o koncentracích 5, 50 a 100 µM. Při kultivaci v médiu obsahujícím 

5 µM CORM-2 jsme nezjistili efekt na jaderné zrání. V případě kultivace v médiu 

obsahujícím 50 nebo 100 µM CORM-2 došlo k zastavení jaderného zrání, kdy v 

koncentraci 50 µM dozrálo do stádia MII 68% oocytů a v koncentraci 100 µM 51% 

oocytů (kontrolní skupina, 84% MII). Na základě předběžných výsledku 

předpokládáme, že CORM-2 nezpomaluje, ale zastavuje meiotické zrání, neboť po 72 

hodinách meiotického zrání nedošlo k meiotickému dozrání do stádia MII a hodnocené 

oocyty se nacházely v MI fázi meiotického zrání.  

Současně jsme u oocytů meioticky zrajících v přítomnosti CORM-2 zjistili 

sníženou produkci ROS, přičemž tento efekt byl prokazatelný již u koncentrace 5 µM, 

u které byl neprokazatelný efekt na jaderné zrání. Pozorovaný efekt CORM-2 na 

produkci ROS byl závislý na koncentraci, kdy vyšší koncentrace CORM-2 výrazněji 
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snižovala produkci ROS. Efekt ROS ve vysokých koncentracích je bezesporu 

negativní, na druhou stranu se však v nízkých koncentracích ROS podílí na regulaci 

meiotického zrání (Pandey et al., 2010; Tiwar & Chaube, 2016). Z toho důvodu může 

snížení množství ROS vést k inhibici meiotického zrání, kdy např. suplementace 

kultivačního média neenzymatickými antioxidanty kyselinou askorobovou a 3-tert-

butyl-4-hydroxyanisol vede k inhibici meiotického zrání (Pandey & Chaube, 2014). Za 

efekt inhibice meiotického zrání prasečích oocytů prostřednictvím CO můžou být 

zodpovědné i další signální dráhy. Jednou z nich je signální dráha JNK, kdy v 

somatických buňkách působí CO jako inhibitor JNK (Morse et al., 2003) a v oocytech 

vede inhibice JNK k zastavení meiotického zrání (Huang et al., 2011).  

Přestože v tuto chvíli nevíme, jakým mechanizmem CO ovlivňuje meiotické 

zrání prasečích oocytů, je otázkou, zda suplementace kultivačního média donorem CO 

v průběhu meiotického zrání vede ke zlepšení kvality oocytů. V řadě případů je 

prokázáno, že dočasná inhibice meiotického zrání vede následně ke zlepšení vývojové 

kompetence (Dieci et al., 2013; Vanhoutte et al., 2008). Zjistit zda má podobný efekt i 

CO je naším cílem v následujících experimentech. 

  



55 
 

5.3 Význam signální dráhy hemoxygenáza/oxid uhelnatý v samičí 
reprodukční soustavě 

Oxid uhelnatý (CO) představuje důležitou signální molekulu regulující řadu 

buněčných procesů. Endogenně vzniká CO činností enzymu hemoxygenáza (HO), 

který je znám ve dvou izoformách (HO-1 a HO-2). HO-1 představuje inducibilní 

izoformu, jejíž exprese se výrazně zvyšuje v reakci na působení stresorů (např. 

oxidativní stres). HO-2 je konstitutivně exprimovanou izoformou, která je zodpovědná 

za bazální produkci CO. Endogenně vytvořený nebo exogenně dodaný CO zvyšuje 

ochranu buněk před stresory a reguluje buněčný metabolismus. Za tyto efekty je 

zodpovědná schopnost CO modulovat aktivitu řady signálních drah, mezi které patří 

např. guanylyl cyklása a tím míra produkce cGMP, nitrid oxid syntáza a produkce NO 

a v neposlední řadě aktivita MAPK. CO je nepostradatelný pro správné fungování 

organizmu a na základě výsledků řady vědeckých prací je prokázáno, že místem 

působení CO je i samičí reprodukční soustava. Během březosti je CO důležitý pro 

správné fungování feto-placentální jednotky a celkově pro přežitelnost plodu. 

Současně je ukázáno, že CO ovlivňuje např. steriodogenezi, životnost žlutého tělíska 

a současně oplozeníschopnost oocytů. Přestože se naše znalosti o funkci CO 

v reprodukční soustavě samic významně rozšiřují, stále je zde velké množství 

neznámých a například o funkci CO v oocytech nemáme téměř žádné informace. Z 

těchto důvodů jsme současné poznatky o významu hemoxygenázy a CO v samičí 

reprodukční soustavě zpracovali ve formě review a publikovaly ve vědeckém časopise: 

Němeček D., Dvořáková M., Sedmíková M. (2017). Heme oxygenase/carbon 

monoxide in the female reproductive system: an overlooked signalling pathway. 

International Journal of Biochemistry and Molecular Biology, 8(1), 1–12. 
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5.4 Antioxidační vlastnosti S-allyl cysteinu během meiotického zrání 
prasečích oocytů a časného embryonálního vývoje 

S-allyl cystein (SAC) představuje stabilní česnekovou sloučeninu, která 

v somatických buňkách potlačuje oxidativní stres, snižuje míru apoptozy a zvyšuje 

životaschopnost buněk (Tsai et al., 2011, Cervantes et al., 2013). Z těchto důvodů 

jsme stanovili hypotézu, že meiotické zrání v přítomnosti SAC může snížit oxidační 

stres a tím zvýšit kvalitu oocytů. Zjistili jsme, že SAC potlačuje produkci reaktivních 

forem kyslíku (ROS) ve zrajicích oocytech a zároveň ovlivňuje časný embryonální 

vývoj. Z těchto důvodů považujeme SAC jako potenciální suplement kultivačního 

média, který může zlepšovat kvalitu oocytů. 

Kultivace oocytů v in vitro podmínkách je charakteristická zvýšenou produkcí 

ROS v porovnání s in vivo podmínkami. V případě, že je produkce ROS v oocytech 

zvýšena nad fyziologickou hodnotu, může v meioticky zrajících oocytech dojít 

k destabilizaci MPF, snížení množství antiapoptotických faktorů a spuštění apoptózy a 

současně dochází k ovlivněni i následujícího embryonálního vývoje (Chaube et al., 

2008; Corrêa et al., 2008; Chaube et al., 2014; Khazaei and Aghaz, 2017). 

Jako markery meiotického zrání jsme použili jaderné a cytoplazmatické zrání a 

produkci hyaluronové kyseliny. Jaderné zrání bylo ovlivněno pouze v přítomnosti 

nejvyšší použité koncentrace SAC (5 mM), kdy došlo ke snížení podílu meioticky 

dozrálých oocytů. Z toho důvodu nebyla koncentrace 5 mM použita v dalších 

experimentech. V ostatních koncentracích SAC nedošlo k ovlivnění jaderného zrání, 

cytoplazmatického zrání (aktivity MPF/MAPK) a produkce hyaluronové kyseliny. 

Předpokládáme, že produkce ROS v naších in vitro podmínkách nedosahovala takové 

míry, která by negativně ovlivnila námi použité markery meiotického zrání. Zároveň 

Alvarez et al., (2015) uvádí, že prasečí oocyty jsou relativně resistentní proti 

negativnímu efektu ROS. 

Na druhou stranu jsme prokázali, že meiotické zrání prasečích oocytů 

v přítomnosti SAC nejen výrazně snižuje množství ROS, ale zároveň ovlivňuje 

následující embryonální vývoj po partenogenetické aktivaci. Při posouzení vlivu SAC 

na produkci ROS v prasečích oocytech jsme zjistili, že meiotické zrání v přítomnosti 

SAC vede ke snížení produkce ROS jak u meioticky zrajicích (MI, 24 hod.; MII, 48 

hod.) tak následně i u partenogeneticky aktivovaných oocytů (22 hod. po 

partenogenetické aktivaci). V případě meioticky zrajících oocytů (MI; MII) vedla 

kultivace v přítomnosti SAC ke snížení produkce ROS o 82.9–91.6% (kultivace do 
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stádia MI) a o 86.4–99.1% (kultivace do stádia MII). U oocytů meioticky dozrálých 

v přítomnosti SAC a následně partenogeneticky aktivovaných došlo ke snížení 

produkce ROS o 57,8–66,3 % (po kultivaci 22 hod.). Současně meiotické zrání 

v přítomnosti SAC zvýšilo po partenogenetické aktivaci míru rýhování o 41.7–43.3% 

v porovnání s kontrolní skupinou (8.3%). Je prokázáno, že rychleji se dělicí embrya 

mají lepší vývojový potenciál v porovnání s pomalu se dělícími embryi (Isom et al., 

2012; Nakai et al., 2014) a z toho důvodu považujeme efekt SAC na časný 

embryonální vývoj prasečích embryí jako pozitivní. Současně předpokládáme, že si 

embrya vzniklá z oocytů kultivovaných v přítomnosti SAC zachovala zvýšený 

antioxidační potenciál. 

Za námi pozorovaný efekt výrazného snížení hladiny ROS u oocytů zrajících 

v přítomnosti SAC můžou být zodpovědné oba stavební prvky SAC, cystein a allylová 

skupina, které oba mají prokázané antioxidační vlastnosti (Chung, 2006). Zároveň 

SAC nemusí působit pouze jako antioxidant snižující hladinu ROS, ale i nepřímo 

prostřednictvím zvýšení aktivity antioxidačních enzymů jako je kataláza a GSH 

peroxidáza (Hsu et al., 2004) a současně zvýšením množství GSH, jakožto důležitého 

antioxidantu (Kohen & Nyska, 2002). Dalším důležitým mechanismem účinku SAC 

může být schopnost zvyšovat množství gasotransmiteru sulfanu, který následně může 

ovlivnit řadu signálních drah (Kamoun, 2004; Szabo´, 2007) a je zapojen i do regulace 

meiotického zrání prasečích oocytů (Nevoral et al., 2014). Dále může SAC zvýšit 

expresi HO-1, která se podílí na ochraně buněk nejen před oxidačním stresem, ale i 

před širokou škálou buněčných stresorů (Park et al., 2014; Shi et al., 2015; Ryter and 

Choi, 2016). 

Výsledky vlivu S-allyl cysteinu na prasečí oocyty jsou součástí publikace: 

Dvořáková M., Heroutová I., Němeček D., Zámostná, K., Krejčová T., Nevoral J., 

Kučerová-Chrpová V., Petr J., Sedmíková M. (2016): The antioxidative properties of 

S-allyl cysteine not only influence somatic cells but also improve early embryo 

cleavage in pigs. PeerJ, 4: e2280. 
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5.5 Vliv česnekových sloučenin na buněčné funkce 

Česnek (allium sativum) je již po dlouhou dobu používán v léčitelství jako 

přirozený prostředek léčby řady zdravotních problémů. Česnek obsahuje velké 

množství biologicky aktivních látek a právě kombinace těchto látek je zodpovědná za 

pozitivní efekt česneku na organizmus. Současně vzniká řada látek s výrazným 

biologickým efektem až zpracováním česnekových palic. Mezi látky získané přímo 

z česneku nebo jeho zpracováním patří zejména allin, allicin, diallyl sulfid, diallyl 

disulfid, diallyl trisulfid a S-allyl cystein. U těchto látek je prokázáno, že zlepšují funkce 

imunitní soustavy, kardiovaskulární soustavy a působí proti rakovinným buňkám. Za 

pozitivní efekt česnekových sloučenin je z velké časti zodpovedná jejich schopnost 

působit antioxidačně. Česnekové sloučenin jednak snižují tvorbu reaktivních forem 

kyslíku a současně zvyšují množství glutathionu a antioxidačních enzymů. Současně 

česnekové sloučeniny ovlivňují apoptotickou dráhu a modifikují genovou expresi 

prostřednictvím acetylace histonů. Česnekové sloučeniny navíc můžou sloužit jako 

přímý zdroj gasotransmiteru sulfanu nebo prostřednictvím aktivace enzymů 

zodpovědných za jeho produkci. Tímto způsobem vzniklý sulfan následně může 

regulovat řadu fyziologických procesů. Současné poznatky o významu česnekových 

sloučenin v somatických a rakovinotvorných buňkách jsme zpracovali a publikovali 

jako dvě review: Dvořáková M., Weingartová I., Nevoral J., Němeček, D., Krejčová T. 

(2015): Garlic sulfur compounds suppress cancerogenesis and oxidative stress: a 

review. Scientia Agriculturae Bohemica 46: 65-72. 

Chmelíková E., Němeček D., Dvořáková M., Heroutová I., Sedmíková M. 

(2018). Organo-sulphur garlic compounds influence viability of mammalian cells: a 

review. Scientia Agriculturae Bohemica 49, 9-16. 
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6 Závěr 
Cíle této práce bylo zjistit, zda lze zlepšit kvalitu oocytů prostřednictvím 

suplementace kultivačního média oxidem uhelnatým (CO) nebo S-allyl cysteinem 

(SAC). Při posouzení vlivu CO na prasečí oocyty jsme se zaměřili na dvě období vývoje 

oocytů, meiotické zrání a stárnutí. Prokázali jsme, že dráha HO/CO je zapojena do 

regulace životaschopnosti stárnoucích prasečích oocytů. Imunocytochemickou 

metodou jsme zjistili, že se ve stárnoucích prasečích oocytech nachází obě izoformy 

HO (HO-1 a HO-2), přičemž v průběhu stárnutí dochází ke zvýšení množství obou 

izoforem. Inhibice HO prostřednictvím inhibitoru zinc-protoporphyrin IX (ZnPP IX) 

vedla ke zvýšení podílu apoptotických oocytů a současně ke snížení podílu intaktních 

oocytů. V případě suplementace kultivačního média donorem CO jsme prokázali 

obrácený efekt, tedy zvýšení podílu intaktních oocytů a snížení podílu apoptotických 

oocytů. Současně jsme sledovali vliv donoru CO na aktivitu kaspázy-3 jako markeru 

zahájení apoptotického rozpadu. Donor CO výrazně snížil aktivitu kaspázy-3 ve 

stárnoucích prasečích oocytech. Na základě získaných výsledku efektu CO na 

stárnoucí prasečí oocyty lze o CO uvažovat jako o potenciálním suplementu 

kultivačního média stárnoucích oocytů, který pozitivně ovlivňuje životaschopnost 

prasečích oocytů. 

Stejně jako ve stárnoucích, tak i v meioticky zraíicích oocytech jsme prokázali 

přítomnost obou izoforem HO. Současně jsme sledovali zastoupení mRNA a proteinů 

HO-1 a HO-2, kdy se množství mRNA obou izoforem v průběhu meiotického zrání 

neměnilo. Rovněž jsme neprokázali změny v množství proteinu HO-1, ale v případě 

proteinu HO-2 jsme zjistili snížení jeho exprese v průběhu meiotického zrání. Vliv 

inhibice obou izoforem HO prostřednictvím ZnPP IX jsme hodnotili na základě 

jaderného zrání. Vliv inhibice HO na jaderné zrání však nebyl signifikantní. Dále jsme 

sledovali průběh meiotického zrání u oocytů zrajících v přítomnosti donoru CO. 

Kultivace v přítomnosti donoru CO inhibovala meiotické zrání, kdy došlo k zastavení 

průběhu meiotického zrání zejména ve stádiu MI. Současně vedla kultivace s donorem 

CO ke snížení produkce reaktivních forem kyslíku (ROS). Snížení produkce ROS lze 

považovat jako kladný znak, na druhou stranu je však samotná inhibice meiotického 

zrání negativní. 

Jako další potenciální suplement kultivačního média meioticky zrajicích oocytů 

jsme hodnotili S-allyl cystein (SAC). Meiotické zrání v přítomnosti SAC neovlivnilo 
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průběh jaderného zrání a ani další markery hodnotící průběh meiotického zrání 

(aktivita MPF/MAPK, kumulární expanze). Na druhou stranu jsme pozorovali zvýšení 

míry rýhování u embryí vzniklých po partenogenetické aktivaci oocytů meioticky 

zrajících v přítomnosti SAC. Současně kultivace v přítomnosti SAC snížila produkci 

ROS u meioticky zrajících i partenogeneticky aktivovaných oocytů. Na základě 

získaných výsledků lze SAC považovat jako potenciální suplement kultivačního média, 

který snižuje míru oxidativního stresu a zároveň působí kladně na časný embryonální 

vývoj. 

Na základě získaných výsledků lze říci, že suplementace kultivačního média 

donorem CO může zvýšit životaschopnost stárnoucích prasečích oocytů a 

suplementace SAC zlepšuje kvalitu meioticky zrajicích prasečích oocytů a současně i 

následný embryonální vývoj. Pro potvrzení vlivu CO na stárnoucí oocyt by jsme se rádi 

zaměřili na posouzení vývojového potenciálu oocytů stárnoucích v přítomnosti CO. 

Současně chceme podrobněji zhodnotit vliv CO na meiotické zrání, zejména se 

chceme zaměřit na posouzení vlivu časově omezené doby meiotického zrání v médiu 

s donorem CO a zároveň vliv donoru CO v průběhu meiotického zrání na vývojový 

potenciál prasečích oocytů. 
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ABSTRACT

If fertilization of matured oocyte does not occur, unfertilized oocyte undergoes aging,

resulting in a time-dependent reduction of the oocyte’s quality. The aging of porcine

oocytes can lead to apoptosis. Carbon monoxide (CO), a signal molecule produced

by the heme oxygenase (HO), possesses cytoprotective and anti-apoptotic effects that

have been described in somatic cells. However, the effects of CO in oocytes have yet

to be investigated. By immunocytochemistry method we detected that both isoforms

of heme oxygenase (HO-1 and HO-2) are present in the porcine oocytes. Based on

the morphological signs of oocyte aging, it was found that the inhibition of both HO

isoforms by Zn-protoporphyrin IX (Zn-PP IX) leads to an increase in the number of

apoptotic oocytes and decrease in the number of intact oocytes during aging. Contrarily,

the presence of CO donors (CORM-2 or CORM-A1) significantly decrease the number

of apoptotic oocytes while increasing the number of intact oocytes. We also determined

that COdonors significantly decrease the caspase-3 (CAS-3) activity.Our results suggest

that HO/CO contributes to the sustaining viability through regulation of apoptosis

during in vitro aging of porcine oocytes.

Subjects Biotechnology, Cell Biology, Developmental Biology, Veterinary Medicine

Keywords Carbon monoxide, Heme oxygenase, Oocyte, Pigs, Aging, Antiapoptotic, Caspase-3

INTRODUCTION

In most mammals, a mature oocyte is in the stage of the metaphase of the second meiotic

division, when it awaits fertilization. If the fertilization does not occur within the time

referred to as a ‘temporal window for optimal fertilization’ (Fissore et al., 2002; Goud et al.,

2005), a time-dependent decrease in oocyte quality takes place, which is also referred to

as post-ovulatory oocyte aging (Fissore et al., 2002; Miao et al., 2009; Lord & Aitken, 2013).

In pigs, as well as in other mammals, the aging process takes place in both in vivo and in

vitro conditions (Petrová et al., 2004; Petrová et al., 2009). Oocyte aging is one of the factors

limiting various assisted reproductive technologies (ART) outcome in several mammalian

species (Miao et al., 2009). Many changes of cellular functions occur during oocyte aging,

as well as morphological changes of the cytoskeleton and cellular organelles. The negative

effects of aging include premature exocytosis of cortical granules (Szollosi, 1971), structural

changes of the zona pellucida (Xu et al., 1997), the decrease of the fertilizing capability
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(Lanman, 1968), increase of polyspermy (Badenas et al., 1989), parthenogenesis (Blandau,

1952) and chromosomal aberrations (Szollosi, 1971).

Several mechanisms contribute to the formation of negative effects of the oocyte aging.

Aging process leads to the progressive increase in ROS production and the concomitant

depletion of antioxidant protection and as a consequence the post ovulatory aged oocyte

experiences a state of oxidative stress (Lord & Aitken, 2013). This relates to the disruption

in functions of the mitochondria and Ca2+ signaling (Liu, Trimarchi & Keefe, 2000; Lord

& Aitken, 2013). Changes in the activity of the M-phase promotion factor (MPF) and the

mitogen-activated protein kinase (MAPK) that maintain the meiotic arrest in metaphase

II also occurs during aging (Kikuchi et al., 1995; Miao et al., 2009; Jiang et al., 2011). The

decrease of the MPF activity causes parthenogenetic activation in the aged oocytes and

consequently cellular death. The increased MAPK activity also contributes to the triggering

of cellular death (Sadler et al., 2004; Ješeta et al., 2008; Miao et al., 2009). Aging process

finally leads to lytic or, more often, apoptotic cell death of aged oocytes (Fissore et al., 2002;

Miao et al., 2009; Petrová et al., 2009; Lord & Aitken, 2013).

Programmed cell death is characterized by the activation of caspases (aspartate-specific

cysteine proteases) that are activated upon the receipt of either an extrinsic or intrinsic death

signal. Both signals induce the executionphase of the apoptotic pathway characterized by the

activation of executioner caspases that subsequently activate cytoplasmic endonucleases and

proteases. Their activation leads to characteristic morphological and biochemical changes

observed during apoptosis (Salvesen & Dixit, 1997; Slee, Adrain & Martin, 2001; Taylor,

Cullen & Martin, 2008). Caspase-3 (CAS-3) is one of the most important executioner

caspases. The CAS-3 activity is often used as a marker of apoptotic cell death, regardless

of whether the apoptosis was triggered through an extrinsic or intrinsic pathway (Elmore,

2007). Similarly, as in somatic cells, also in aged oocytes is CAS-3 activated during apoptotic

cell death (Zhu et al., 2015; Zhu et al., 2016).

Carbon monoxide (CO), endogenously produced by heme oxygenase (HO) or

exogenously delivered by CO gas or CO-releasing molecules (CORMs) (Motterlini et

al., 2003) is one of the known factors that can modulate apoptotic pathway in various

types of somatic cells (Brouard et al., 2000; Petrache et al., 2000; Wu &Wang, 2005; Ryter,

Alam & Choi, 2006; Kim et al., 2011), but the effect of CO in oocytes is unknown. HO

enzyme catalyzes oxidative cleavage of heme producing ferrous iron, biliverdin-IXα and

CO (Tenhunen, Marver & Schmid, 1968; Tenhunen, Marver & Schmid, 1969). HO exists in

two active isoforms, HO-1 and HO-2. HO-1 is an inducible isoform activated by different

kinds of stresses (e.g., oxidative stress) (Biswas et al., 2014; Ryter & Choi, 2016), while the

constitutive isoform HO-2 is responsible for the HO basal activity (Turkseven et al., 2007;

Muñoz Sánchez & Chánez-Cárdenas, 2014).

CO influences a variety of signalling pathways and generally has cytoprotective, anti-

apoptotic and anti-inflammatory properties (Motterlini & Otterbein, 2010). In murine

endothelial cells CO suppresses apoptosis through activation of the p38 MAPK (Brouard

et al., 2000; Brouard et al., 2002) and in rat endothelial cells CO prevents the initiation

of apoptosis through increasing the expression of anti-apoptotic factor Bcl-2 (Zhang et

al., 2003a) and decreasing the expression/activation of pro-apoptotic factors Bid and Bax
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(Zhang et al., 2003a; Zhang et al., 2003b;Wang et al., 2007a). It further prevents the release

of cytochrome c from mitochondrial matrix (Zhang et al., 2003a; Wang et al., 2007a).

Overall, CO decreases caspases activation (CAS-3, CAS-8, CAS-9), which was proven

in endothelial cells of mice and rats (Zhang et al., 2003a; Zhang et al., 2003b; Wang et al.,

2007a; Wang et al., 2011), in murine astrocytes (Almeida et al., 2012), rat ganglion cells

(Schallner et al., 2012) and porcine lung tissue (Goebel et al., 2008).

The anti-apoptotic effect of the HO/CO system was investigated in somatic cells, but

in the case of oocytes the effect of CO is so far unknown. While it was proven that HO-1

deficiency in mice causes lower fertilization capability of oocytes (Zenclussen et al., 2012),

knowledge of the HO/CO significance in oocytes is still insufficient. We assumed that,

similarly as in somatic cells, CO could also prevent the apoptotic pathway in oocytes. We

hypothesized that CO could improve the viability of porcine oocytes. The aim of our work

is to identify the effect of CO on the course of the porcine oocyte aging.

MATERIALS AND METHODS

Collection, cultivation and in vitro aging of porcine oocytes

Porcine ovaries were obtained from local slaughterhouses from gilts during an unknown

stage of the oestrous cycle. Porcine oocytes were obtained from the ovaries through

aspiration of the follicular fluid from follicles (2–5mm). Only oocytes with intact cytoplasm

and compact cumuli were chosen for the experiments. Oocytes were cultivated in the

modified M199 medium (Gibco-BRL, Life Technologies, Paisley, Scotland) containing

sodium bicarbonate (32.5 mM), calcium L-lactate (2.75 mM), gentamicin (0.025 mg/ml),

HEPES (6.3 mM), 13.5 IU eCG: 6.6 IU hCG/ml (P.G.600; Intervet, Boxmeer, Holland)

and 10% (v/v) fetal calf serum (GibcoBRL). Oocytes were cultivated for 48 h up to the

metaphase stage of the second meiotic division (MII) in 4-well Petri dishes (Nunc, Fisher

Scientific, Waltham, MA, USA; 1 ml of cultivation medium; 39 ◦C; 5,0 % CO2). Meiotically

matured oocytes were denuded and used for in vitro aging (24, 48 and 72 h) under the

same conditions in the cultivation medium without P.G. 600.

Evaluation of in vitro aged porcine oocytes

Upon completion of the in vitro aging, the oocytes were fixed in a mixture of ethanol and

acetic acid (3:1, w/v, 48 h). Fixed oocytes were stained using 1.0% (w/v) orcein. The oocytes

were classified into four groups according to themorphological signs of aging: intact oocytes

(oocytes in the stages: metaphase II, anaphase II or telophase II), parthenogenetically

activated oocytes (embryos and oocytes containing pronuclei), apoptotic oocytes (called

fragmented oocytes; oocytes containing apoptotic vesicles under the zona pellucida) and

lysed oocytes (oocytes with loss of integrity and rupture of cytoplasmicmembrane) (Petrová

et al., 2004).

Immunocytochemical detection of heme oxygenase and cleaved
caspase-3

Upon completion of the oocyte cultivation period, zona pellucida was removed (0.1%

pronase). Subsequently, the oocytes were fixed in 2.5% (w/v) paraformaldehyde
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in Phosphate-buffered saline (PBS). The oocyte membrane was permeabilized by 0.5%

(w/v) Triton X in PBS with 0.01% (w/v) BSA. After rinsing in PBS with 0.1% (w/v)

Tween 20 followed incubation with the primary antibody anti-heme oxygenase 1 or

anti-heme oxygenase 2 (Abnova Corporation, Taipei, Taiwan; 1:200) or anti-cleaved

caspase-3 (Asp175) (Cell Signaling Technology, Danvers, USA; 1:400). The incubation

period took over 14-16 h in moisture at a temperature of 4 ◦C in 0.1 % (w/v) BSA and

0.01 % (w/v) Tween 20 in PBS. After incubation, the oocytes were rinsed with 0.1% (w/v)

Tween 20 in PBS and cultivated with secondary anti-mouse IgG antibody conjugated with

fluorescein-5-isothiocyanate (FITC, Sigma–Aldrich Gmbh, Munich, Germany; 1:100) or

anti-rabbit IgG conjugated with FITC (ThermoFisher Scientific, Rockford, USA; 1:500).

The incubation with the secondary antibody took place at laboratory temperature in 0.1%

(w/v) BSA and 0.01% (w/v) Tween 20 in PBS over the course of one hour in darkness.

After incubation, the oocytes were rinsed in 0.1% (w/v) Tween 20 in PBS.

The chromatin was stained using 4′,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI, Sigma–Aldrich

Gmbh, Munich, Germany). To exclude non-specific secondary antibody binding the

oocytes in the control group were treated in the same way as the experimental group,

except that primary antibody incubation was not performed. Oocytes were mounted on

slides and images were acquired using confocal scanning microscope (Zeiss, Germany).

The images were analyzed in NIS Elements AR Software (NIKON, Japan). The data was

expressed as mean signal intensity of the FITC fluorescence, reduced by a basal signal

intensity of appropriate negative control. Each experiment was repeated at least three times

at a minimal amount of 15 oocytes in each experimental group.

Western blot

Western blot was performed for validation of the antibodies specificity in accordance to

Tůmová et al. (2013). Briefly, MII oocytes were lysed and separated by SDS-PAGE. After

blotting the membranes were incubated with primary antibodies—anti-heme oxygenase-

1, anti-heme oxygenase-2 (Abnova Corporation, Taipei, Taiwan; 1:1,000) or cleaved

caspase-3 (Asp175) (Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA; 1:1,000) and then

with secondary antibodies—Mouse IgG (Amersham GE Healthcare, Life Sciences, Little

Chalfont, Buckinghamshire, United Kingdom; 1:30,000) or rabbit IgG (Amersham GE

Healthcare, Life Sciences, United Kingdom; 1:120,000). Proteins were detected by ECL

Advanced Western blotting detection kit (Amersham GE Healthcare, Life Sciences, United

Kingdom). Each western blot was repeated at least three times with a minimal amount of

200 oocytes.

In vitro cultivation of aging oocytes with exogenous CO donors or
heme oxygenase inhibitor

Oocytes were cultivated in a cultivation media with the CO donors: CORM-2 (tricarbonyl

dichlororuthenium (II) dimer; Sigma–AldrichGmbh,Munich,Germany) at concentrations

of 5, 25, 50 and 100 µM, dissolved in dimethyl sulfoxide (DMSO) or CORM-A1 (sodium

boranocarbonate; Sigma–Aldrich Gmbh, Munich, Germany) at concentrations of 25,

50 and 100 µM, dissolved in H2O. CORM-2 and CORM-A1 both have distinct rate of
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CO release, wherein CORM-2 is a fast CO releaser, whereas CORM-A1 shows a slow

and gradual CO release (Motterlini et al., 2002; Motterlini, Mann & Foresti, 2005). In the

case of HO inhibition, the oocytes were cultivated in a cultivation medium with HO

inhibitor Zn-protoporphyrin IX (Zn-PP IX; Sigma–Aldrich Gmbh, Munich, Germany),

at concentrations of 2.5, 5 and 25 µM dissolved in DMSO. In order to eliminate the

effect of DMSO on the aging of porcine oocytes, a control group was incubated in a

cultivation medium containing only DMSO. In order to confirm the effect of CO, oocytes

were cultivated in cultivation medium with ruthenium (III) chloride (inactive CORM2;

iCORM-2; Sigma–Aldrich Gmbh,Munich, Germany) or inactive CORM-A1 (iCORM-A1).

iCORM-A1 consisted of CORM-A1 prepared in 0.1 MHCl bubbled with N2 gas for 10 min

to dissipate all of the CO and then the pH of the solution was adjusted to 7.4. The effect

of the iCORMs at comparable concentrations was not significant compared to oocytes

cultivated in pure cultivationmedium (Table S1). Upon completion of the given cultivation

period, the oocytes were morphologically evaluated or prepared for immunocytochemical

technique. Each experiment was repeated at least three times and at least 80 oocytes were

used for each experimental group.

Statistical analysis

Data from all experiments were subjected to statistical analysis. All experiments were

repeated at least three times. The SAS 9.0 software (SAS Institute Inc., Cary, NC, USA) was

used for statistical analysis. Significant differences between groups were determined using

analysis of variance (ANOVA) followed by Scheffe’s method. A p-value of less than 0.05

was considered significant. Significant differences among different groups of oocytes are

indicated by different symbols.

RESULTS

Heme oxygenase isoforms are present in porcine oocyte during
in vitro aging

The objective of the experiment was to localize HO-1 and HO-2 in meiotically mature

porcine oocytes (MII) and oocytes exposed to in vitro aging for the period of 24, 48 and

72 h. HO isoforms are present in porcine oocyte (Figs. 1 and 2), and their expression

gradually increase during in vitro aging. In case of HO-1, the signal was predominant in

the nucleus/perichromosomal area (Fig. 2). On the contrary, the HO-2 signal was mainly

observed in the oocyte cytoplasm (Fig. 3).

During the in vitro aging, the expression of both isoforms increased primarily in the

oocyte cytoplasm. In comparison with meiotically matured oocytes, in oocytes aged 24 h

the expression of HO-1 increased by 2.2± 0.2 times, aged 48 h increased by 3.5± 0.3 times

and aged 72 h increased by 6.7 ± 1.3 times (Fig. 4A). In the case of HO-2, the expression

in oocytes aged 24 h increased by 1.3 ± 0.1 times, aged 48 h increased by 1.7 ± 0.14 times,

and in oocytes aged 72 h increased by 3.1 ± 0.6 times (Fig. 4B).
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Figure 1 Immunoblotting of HO isoforms (HO-2, MW∼35,7 kDa; HO-1, MW∼33/28 kDa) in porcine
oocytes.Oocytes were matured to the second metaphase stage (MII stage). Proteins were separated by

SDS-PAGE, transferred to a nitrocellulose membrane and then incubated with HO specific antibodies

(anti-HO1, anti-HO2; both 1:1,000). One sample contained proteins from 200 oocytes. HO1 and HO2

and their truncated forms were detected by specific antibodies. The arrows indicate bands corresponding

to the molecular weight of the HO protein.

The inhibition of heme oxygenase increases the ratio of apoptotic
porcine oocytes during the in vitro aging

This experiment focused on the effect ofHO inhibition byHO inhibitor Zn-protoporphyrin

IX (Zn-PP IX) on in vitro aging of porcine oocytes. After 24 h of in vitro aging, the effect

was significant only when the highest concentration of Zn-PP IX (25 µM) was used,

where the amount of intact oocytes in comparison to the control group decreased by

10.6% (94.0 ± 1.5 vs. 83.4 ± 2.1% for control and HO inhibitor, respectively) (Fig. 5A).

In other concentrations of Zn-PP IX, the effect on the morphological signs of aging was

not significant.

After 48 h of in vitro aging in the presence of Zn-PP IX, the effect was significant in all

concentrations, causing decreases in the ratio of intact oocytes and increases in the ratio of

apoptotic oocytes. In oocytes treated with Zn-PP IX, the ratio of intact oocytes decreased

by 11.1–12.9% (67.1 ± 1.6 vs. 54.2 ± 2.1–56.0 ± 1.7% for control and HO inhibitor,

respectively) whiles the ratio of apoptotic oocytes increased by 5.6–9.4% (21.5 ± 2.3 vs.

27.0 ± 1.1–30.8 ± 2.4% for control and HO inhibitor, respectively). Moreover, the highest

concentration of inhibitor (25 µM) also increased the ratio of lytic oocytes by 8.3% (1.1

± 1.5 vs. 9.4 ± 1.6% for control and HO inhibitor, respectively). The effects of different

concentrations of inhibitor did not differ significantly (Fig. 5B).

The most obvious manifestation of negative signs of aging was observed in oocytes aged

72 h, wherein the ratio of apoptotic oocytes reached 60.4 ± 3.7–67.5 ± 3.4% in all groups

(control and experimental). However, the effect of the HO inhibitor was not significant

(Fig. 5C).

CO donors suppress apoptosis in porcine oocytes during the in vitro

aging

The objective of this experiment was to identify the effect of CO on the course of in vitro

aging of porcine oocytes evaluated based on morphological signs of aging. As the CO

source, we used two CO donors (CORM-2 or CORM-A1) each with different CO release

kinetic. The control group of oocytes was cultivated in the presence of inactive compounds

(iCORM-2 or iCORM-A1) to eliminate its effect. It was found that CO delivered by
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Fig. 1: Localization of HO-1 in meiotically matured porcine oocytes (MII) (A) and in oocytes 684 

exposed to in vitro aging for 24 (B), 48 (C) and 72 (D) hours. HO-1 is shown in green (FITC), chromatin is 685 

shown in blue (DAPI), magnified 400x.  686 

DNA HO-1 Merge A Control 

B DNA HO-1 Merge Control 

C DNA HO-1 Merge Control 

DNA HO-1 Merge Control D 

Figure 2 Localization of HO-1 in meiotically matured porcine oocytes (MII) (A) and in oocytes ex-
posed to in vitro aging for 24 (B), 48 (C) and 72 (D) hours. HO-1 is shown in green (FITC), chromatin is

shown in blue (DAPI), magnified 400×.

CORMs causing decreases in the ratio of apoptotic oocytes and increases in the ratio of

intact oocytes.

The effect of the CO donors on in vitro aging became apparent after 48 h of in vitro

aging. The effect of CORM-A1 was significant at the concentrations 25 and 50 µM, which

decreased the ratio of apoptotic oocytes by 10.2–14.4% (30.3± 4.3 vs. 15.6± 5.8–19.8± 4.6

for control and CORM-A1, respectively) and simultaneously increased the ration of intact

oocytes by 12.6–16.0% (59.8 ± 3.6 vs. 72.3 ± 3.8–75.7 ± 3.7 for control and CORM-A1,

respectively) (Figs. 6A and 6B). The difference between control group and group cultivated

in the CORM-A1 at the concentration 100 µM was not significant. The effect of CORM-2

was significant in all concentrations. CORM-2 decreased the ratio of apoptotic oocytes by

6.7–9.9% (21.5 ± 1.3 vs. 11.5 ± 1.5–14.8 ± 0.3% for control and CORM-2, respectively),
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 687 
 688 

Fig. 2: Localization of HO-2 in meiotically mature porcine oocytes (MII) (A) and in oocytes 689 

exposed to in vitro aging for 24 (B), 48 (C) and 72 (D) hours. HO-2 is shown in green (FITC), chromatin is 690 

shown in blue (DAPI), magnified 400x.  691 

DNA HO-2 Merge A Control 

B DNA HO-2 Merge Control 

C DNA HO-2 Merge Control 

D DNA HO-2 Merge Control 

Figure 3 Localization of HO-2 in meiotically mature porcine oocytes (MII) (A) and in oocytes exposed
to in vitro aging for 24 (B), 48 (C) and 72 (D) hours. HO-2 is shown in green (FITC), chromatin is shown

in blue (DAPI), magnified 400×.

while simultaneously increased the ratio of intact oocytes by 8.6–13.5% (67.1 ± 1.6 vs.

75.7 ± 1.4–80.6 ± 1.4% for control and CORM-2, respectively). The effects of different

concentrations of CORM-2 did not differ significantly (Figs. 7A and 7B).

Both CO donors significantly suppressed apoptosis even in oocytes aged 72 h. The effect

of CORM-A1 was significant at the concentrations 50 and 100 µM, which decreased the

ratio of apoptotic oocytes by 12.3–14.3% (59.5 ± 3.6 vs. 45.2 ± 7.3–47.2 ± 3.2 for control

and CORM-A1, respectively) and simultaneously increased the ratio of intact oocytes by

11.2–12.5% (28.8 ± 3.7 vs. 40.0 ± 7.3–41.3 ± 6.0 for control and CORM-A1, respectively)

(Fig. 6C). The difference between control group and group cultivated in the CORM-A1

concentration 25 µM was not significant. As with oocytes aged 48 h, also in oocytes aged

72 h the effect of CORM-2 was significant in all concentrations. CORM-2 decreased the
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Figure 4 Expression of HO-1 (A) and HO-2 (B) in meiotically matured (MII) porcine oocytes and
oocytes exposed to in vitro aging for 24, 48 and 72 h. The level of expression of HO-1 and HO-2 was de-

termined as the mean intensity of the given isoform’s signal in porcine oocytes and related to the aver-

age signal intensity of the given HO isoform in meiotically matured (MII) oocytes. Bars show the mean ±

SEM. *# + indicates significant differences in the HO-1 and HO-2 signal intensity (P < 0.05).

ratio of apoptotic oocytes by 8.9–17.4% (60.4 ± 2.7 vs. 43.0 ± 3.6–51.5 ± 1.5% for control

and CORM-2, respectively) while increased the ratio of intact oocytes by 12.6–21.6%

(17.5 ± 1.7 vs. 30.1 ± 2.4–39.1 ± 2.2% for control and CORM-2, respectively). The effects

of different concentrations of CORM-2 did not differ significantly (Fig. 7C).

CO donors decrease the activity of caspase-3 in porcine oocytes
during the in vitro aging

This experiment focused on the effect of CO donors CORM-2 or CORM-A1 on the

fluorescence intensity of activated CAS-3 (cleaved CAS-3; cCAS-3) as amarker of apoptosis.
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Figure 5 The effect of the HO inhibitor zinc protoporphyrin IX (Zn-PP IX) on the porcine oocytes
during in vitro aging for 24 (A), 48 (B) and 72 (C) hours. Control group was cultivated in a medium con-

taining DMSO. The experimental group was cultivated in a medium containing Zn-PP IX at the concen-

trations of 2.5, 5 and 25 µM. Data is expressed in a relative manner. The stages of in vitro aging were mor-

phologically evaluated as: intact (MII), lytic (L), parthenogenetically activated (PA) and apoptotic (A).

* indicates significant difference in the ratio of intact (MII) oocytes between different concentrations of

inhibitor and control group (P < 0.05). # indicates significant difference in ratio of apoptotic (A) oocytes

between different concentrations of inhibitor and control group (P < 0.05). + indicates significant differ-

ence in ratio of lytic (L) oocytes between different concentrations of inhibitor and control group. No sig-

nificant difference was found in the ration of parthenogenetically activated (PA) oocytes between different

concentrations of inhibitor and control group.

It was found that the CO donors decrease the fluorescence intensity of cCAS-3 during in

vitro aging (Figs. 8–10).

The effect of both CO donors on the activity of CAS-3 was significant in all groups, i.e., in

oocytes aged 24, 48 and 72 h. In the case of CORM-2, the effect of different concentrations

did not differ significantly, whereas the effect of CORM-A1 differs depending to the

concentration. We observed the most significant effect of both CO donors in oocytes aged
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Figure 6 The effect of the CO donor CORM-A1 on the porcine oocytes during in vitro aging for 24
(A), 48 (B) and 72 (C) hours. The control group was cultivated in a medium containing an inactive form

of CO donor (iCORM-A1; 100 µM). The experimental group was cultivated in a medium containing

CORM-A1 at the concentrations of 25, 50 and 100 µM. The data is expressed in a relative manner. Stages

of in vitro aging were determined morphologically as: intact (MII), lytic (L), parthenogenetically activated

(PA) and apoptotic (A). * indicates significant difference in the ratio of intact (MII) oocytes between dif-

ferent concentrations of CORM-A1 and control group (P < 0.05). # indicates significant difference in

the ratio of apoptotic (A) oocytes between different concentrations of CORM-A1 and control group (P <

0.05). No significant difference was found in the ration of parthenogenetically activated (PA) and lytic (L)

oocytes between different concentrations of CORM-A1 and control group.

24 h, wherein CORM-A1 causing decreases of cCAS- 3 fluorescence intensity by 40.9–48.5%

(100.0 ± 6.0 vs. 51.6 ± 6.2–59.2 ± 5.9% for control and CORM-A1 at the concentrations

25 and 50 µM, respectively). The effect of CORM-A1 at the concentration 100 µMwas less

significant and decreased cCAS-3 fluorescence intensity by 16.5% (100.0 ± 6.0 vs. 83.5 ±

5.2% for control and CORM-A1 at the concentrations 100 µM, respectively). In the case
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Figure 7 The effect of the CO donor CORM-2 on the porcine oocytes during in vitro aging for 24
(A), 48 (B) and 72 (C) hours. The control group (C) was cultivated in a medium containing an inactive

form of CO donor (iCORM-2; 100 µM). The experimental group was cultivated in a medium containing

CORM-2 at the concentrations of 5, 25, 50 and 100 µM. The data is expressed in a relative manner. Stages

of in vitro aging were determined morphologically as: intact (MII), lytic (L), parthenogenetically activated

(PA) and apoptotic (A). * indicates significant difference in the ratio of intact (MII) oocytes between

different concentrations of CORM-A1 and control group (P < 0.05). # indicates significant difference

in the ratio of apoptotic (A) oocytes between different concentrations of CORM-A1 and control group

(P < 0.05). No significant difference was found in the ration of parthenogenetically activated (PA) and

lytic (L) oocytes between different concentrations of CORM-2 and control group.

of CORM-2, the cCAS-3 fluorescence intensity decreased by 55.6–63.7% (100.0 ± 8.5 vs.

36.3 ± 4.5–44.4 ± 2.7% for control and CORM-2, respectively).

After 48 and 72 h of in vitro aging, the cCAS-3 fluorescence intensity was significantly

lower in comparison with oocytes aged 24 h, however, the cultivation of oocytes with

the CO donors also lead to the significant decrease of cCAS-3 fluorescence intensity. In

group of oocytes aged 48 h with CORM-A1 the cCAS-3 fluorescence intensity decreased
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in vitro aging for 24 (A), 48 (B) and 72 (C) hours in the presence of CO donor CORM-A1 at the 741 

concentrations of 25 and 50 µM. The control group represents oocytes cultivated with an inactive form of 742 

the CO donor (iCORM-A1). The experimental group represents oocytes cultivated with CORM-A1. The 743 

negative control group (NC) represents oocytes treated only with secondary antibody. Cleaved CAS-3 is 744 

shown in green (FITC), chromatin is shown in blue (DAPI), magnified 400x.  745 

CORM-A1 NC Control A 

B 

C 

Control 

Control 

CORM-A1 

CORM-A1 

NC 

NC 

CAS-3 
DNA 

Figure 8 Typical expression pattern of activated CAS-3 (cleaved CAS-3) in porcine oocytes during in
vitro aging for 24 (A), 48 (B) and 72 (C) hours in the presence of CO donor CORM-A1 at the concentra-
tions of 25 and 50µM. The control group represents oocytes cultivated with an inactive form of the CO

donor (iCORM-A1). The experimental group represents oocytes cultivated with CORM-A1. The negative

control group (NC) represents oocytes treated only with secondary antibody. Cleaved CAS-3 is shown in

green (FITC), chromatin is shown in blue (DAPI), magnified 400×.

by 16.7–23.5% (65.6 ± 10.3 vs. 42.1 ± 4.5–48.9 ± 4.9 for control and CORM-A1 at the

concentrations 25 and 50 µM, respectively). The effect of CORM-A1 at the concentration

100 µM was not significant (Fig. 11). In the case of CORM-2 the cCAS-3 fluorescence

intensity decreased by 13.1–22.4% (35.3 ± 2.9 vs. 13.1 ± 1.8–22.4 ± 1.8 for control and

CORM-2, respectively) in oocytes aged 48 h (Fig. 12). In group of oocytes aged 72 h with

CORM-A1 the cCAS-3 fluorescence intensity decreased by 13.4-22.9% (69.0 ± 7.6 vs.

46.1 ± 8.7–55.6 ± 5.2 for control and CORM-A1 at the concentrations 25 and 50 µM,

respectively). The effect of CORM-A1 at the concentration 100 µM was not significant. In
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Fig. 9: Typical expression pattern of activated CAS-3 (cleaved CAS-3) in porcine oocytes during 748 

in vitro aging for 24 (A), 48 (B) and 72 (C) hours in the presence of CO donor CORM-2. The control group 749 

represents oocytes cultivated with an inactive form of the CO donor (iCORM-2). The experimental group 750 

represents oocytes cultivated with CORM-2. The negative control group (NC) represents oocytes treated 751 

only with secondary antibody. Cleaved CAS-3 is shown in green (FITC), chromatin is shown in blue 752 

(DAPI), magnified 400x.  753 
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Figure 9 Typical expression pattern of activated CAS-3 (cleaved CAS-3) in porcine oocytes during
in vitro aging for 24 (A), 48 (B) and 72 (C) hours in the presence of CO donor CORM-2. The control
group represents oocytes cultivated with an inactive form of the CO donor (iCORM-2). The experimental

group represents oocytes cultivated with CORM-2. The negative control group (NC) represents oocytes

treated only with secondary antibody. Cleaved CAS-3 is shown in green (FITC), chromatin is shown in

blue (DAPI), magnified 400×.

the case of CORM-2 the cCAS-3 fluorescence intensity decreased by 10.8–14.1% (24.9 ±

5.2 vs. 10.8 ± 3.8–14.1 ± 2.0 for control and CORM-2, respectively) in oocytes aged 72 h.

DISCUSSION

Post-ovulatory oocyte aging causes progressive decrease in oocyte quality and ultimately

leads to cell death. Heme oxygenase (HO) is essential enzyme which cytoprotective

properties being caused by the production of an important signalling molecule, carbon

monoxide (CO) (Wu &Wang, 2005). Together with hydrogen sulfide (H2S) and nitric

oxide (NO), CO belongs to gasotransmitters, which are a subfamily of endogenous
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Figure 10 Immunoblotting of cleaved caspase 3 (cCAS-3, MW∼17/19 kDa) in porcine oocytes.Oocytes
were meiotically matured in the second metaphase (MII stage). Proteins were separated on SDS-PAGE,

transferred to a nitrocellulose membrane and then incubated with CAS-3 specific antibodies (anti-cleaved

caspase-3 (Asp175). One sample contained proteins from 400 oocytes.
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Figure 11 The effect of the CO donor CORM-A1 on the expression of activated CAS-3 during in vitro

aging of porcine oocytes for 24, 48 and 72 h. The data of expression of the activated CAS-3 are related to

the data of expression of the activated CAS-3 in oocytes in the control group, exposed to in vitro aging for

24 h. The control group represents oocytes cultivated in a medium containing an inactive form of the CO

donor (iCORM-A1; 100 µM). The experimental group was cultivated in a medium containing CORM-A1

at the concentrations of 25, 50 and 100 µM. Bars show mean ± SEM. *# indicate significant differences in

the level of expression of the activated CAS-3 between different concentrations of CORM-A1 or control

group for each aging time separately (P < 0.05).

molecules of gases or gaseous signalling molecules. The role of H2S and NO as signal

molecules in porcine oocytes was identified (Bu et al., 2003; Goud et al., 2005; Nevoral et

al., 2014; Krejčová et al., 2015), but information regarding the function of the HO/CO

system is yet to be unavailable. Our work proves the presence of both HO isoforms in

porcine oocytes and characterizes the effect of the HO inhibitor and CO donors on the

course of in vitro aging of porcine oocytes.
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Figure 12 The effect of the CO donor CORM-2 on the expression of activated CAS-3 during in vitro

aging of porcine oocytes for 24, 48 and 72 h. The data of expression of the activated CAS-3 are related to

the data of expression of the activated CAS-3 in oocytes in the control group exposed to in vitro aging for

24 h. The control group represents oocytes cultivated in a medium containing an inactive form of the CO

donor (iCORM-2; 100 µM). The experimental group was cultivated in a medium containing CORM-2 at

the concentrations of 25, 50 and 100 µM. Bars show mean ± SEM. * indicates significant differences in

the level of expression of the activated CAS-3 between different concentrations of CORM-2 and control

group for each aging time separately (P < 0.05).

We have shown that both HO isoforms (HO-1 and HO-2) are localized in meiotically

matured and aged porcine oocytes and that over the course of in vitro aging, the expression

of both HO isoforms increase. The HO-1 is a member of the superfamily of stress proteins,

the expression of which increase in reaction to a wide spectrum of inducers (for example

oxidative stress) (Dennery, 2000; Ryter, Alam & Choi, 2006). The increased expression

of the HO-1 isoform and higher production of CO decrease the production of reactive

oxygen species (ROS) and suppress apoptosis (Pileggi et al., 2001; Li et al., 2016). We also

assumed that HO-1/CO has the anti-apoptotic effect in oocytes. The increased expression

of HO-1 during the in vitro aging of porcine oocytes, which we described, is likely induced

by an increased production of ROS. High level of ROS is considered to be a major factor

responsible for negative signs of aging in aged oocytes (Lord & Aitken, 2013). We also

observed an increased expression of the HO-2 isoform. HO-2 is generally considered to be

a constitutively expressed isoform responsible for a stable production of CO, whose level

of expression does not respond to the effect of stress factors (Turkseven et al., 2007;Muñoz

Sánchez & Chánez-Cárdenas, 2014). However, some authors have reported that in response

to the stress factors the expression ofHO-2 can also increase, which has cytoprotective effect

(Kim et al., 2008; Ding et al., 2011). We suggest that both HO-1 and HO-2 can modulate

ROS levels and suppress aging process in porcine oocytes.

The HO isoforms differed in their intracellular localization. It was found that the HO-1

was localized in meiotically mature and aged porcine oocytes predominantly in the area

of chromosomes, and during the in vitro aging the HO-1 expression increased primarily
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in the cytoplasm. On the other hand, HO-2 was primarily localized in the cytoplasm.

In general, HO-1 and HO-2 are considered to be proteins bound to the membrane of

endoplasmic reticulum (Yoshida & Kikuchi, 1978; Ma et al., 2004), however, they may

also be localized in other cellular compartments. HO-1 may be localized in caveolae,

mitochondria and the nucleus (Dunn et al., 2014). Nuclear translocation of HO-1 requires

cleavage of the membrane bound domain yielding ∼28 kDa protein fragment (Lin et al.,

2007; Linnenbaum et al., 2012). The transfer of HO-1 into the nucleus takes place in the

reaction to stress factors, and the nuclear HO-1 protects cells from the effect of oxidative

stress (Lin et al., 2007). We assumed that this isoform may have similar function also in

porcine oocytes. Meiotic maturation of oocytes under in vitro conditions is endangered by

increased oxidative stress in comparison with in vivo conditions (Dvořáková et al., 2016).

Because HO-1 is present in the perichromosomal area in matured oocytes, we assumed

that the transfer of HO-1 could have already taken place during the meiotic maturation,

due to possible oxidative stress.

We had proved that in porcine oocytes, the HO/CO contributes to sustaining their

viability and affects the regulation of apoptosis. HO inhibition using Zn-PP IX leads to

apoptosis in somatic cells (Hirai et al., 2007), which we also observed in our experiments.

Porcine oocyte aging in the presence of the HO inhibitor worsened the effect of aging and

increased the ratio of apoptotic oocytes. In the oocytes aged 24 h, the effect of the inhibitor

was observable in the group cultivated with the highest concentration of the inhibitor (25

µM). In the oocyte aged 48 h, the effect of the inhibitor was significant in all concentrations;

however the differences between the individual concentrations on proportion of apoptotic,

parthenogenetically activated and intact oocytes were not significant. Given that the Zn-PP

IX, particularly in higher concentrations, may also inhibit nitric oxide synthase (NOS)

and soluble guanylyl cyclase (sGC) (Luo & Vincent, 1994; Grundemar & Ny, 1997), the

possibility that this effect also appeared in our experiments cannot be excluded. However,

Appleton et al. (1999) state that at the low concentrations of Zn-PP IX (up to 5 µM) there

is selective inhibition of HO activity with minor effect on sGC and NOS. Therefore we

assume that the non-selective inhibition could be seen only at the highest concentration

(25 µM) used by us. Although the inhibition of sGC leads to the increased occurrence of

negative signs of oocyte aging (Goud et al., 2005), the NOS inhibition, on the contrary,

decreases the ratio of apoptotic oocytes (Nevoral et al., 2014). The increased production of

NO through inducible-NOS (i-NOS) isoform in the cell contributes to the formation of

oxidative stress (Wang et al., 2007b). It is therefore possible that while the inhibitor Zn-PP

IX suppresses the protective effect of HO/CO, it also simultaneously decreases oxidative

stress through iNOS inhibition.

This work is the first that proved the cytoprotective effect of CO on oocyte aging. As

a source of CO we used CORM-2 and CORM-A1. CORM-2 and CORM-A1 both have

distinct rates of CO release (Motterlini et al., 2002;Motterlini, Mann & Foresti, 2005). Both

CO donors increased the ratio of intact oocytes and decreased the ratio of apoptotic

oocytes during in vitro aging. In somatic cells, it was proved that HO/CO affects the

viability of cells and apoptosis through the regulation of activity of pro-apoptotic and
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anti-apoptotic proteins. CO decreases the level of apoptosis, for example, through up-

regulation of expression of the anti-apoptotic factor Bcl-2 and down-regulation of the

activity of caspase-3 (Zhang et al., 2003a; Cepinskas et al., 2007). Caspase-3 activation also

occurs during oocyte aging (Zhu et al., 2015; Zhu et al., 2016). As apparent from the results

obtained, the CAS-3 attains highest activity in oocytes during the first day of aging, while

over the course of the following days the activity of CAS-3 is significantly lower. Suppressing

its activity through the CO donors affected the entire course of cultivation of the aging

oocytes; but it was most significant, precisely during the first 24 h of aging. However, the

fact that the effect also lasted through the following days of aging could be a consequence

of the fact that CO has the ability of pre-conditioning, where a short exposure to CO

subsequently leads to increased resistance of cells against stressors and thus to decreased

level of apoptosis (Queiroga et al., 2012; Andreadou et al., 2015). Both CO donors suppress

apoptosis even each of them has slightly different effect. The effect of CORM-2 on the ratio

of apoptotic oocytes and the CAS-3 activity was not dose-dependent. However, in the case

of CORM-A1, we observed the effect of different concentrations. We attribute it to the

different kinetics of CO release from CORM-A1 and CORM-2 (Motterline & Foresti, 2017).

Themechanism through which CO affects CAS-3 activity is apparently complex, because

CO may regulate the apoptotic pathway by multiple mechanisms. Beside the modulation

of ROS levels, CO can modulate activity of c-jun terminal kinase (JNK), a member of

the MAPK family. In somatic cells, CO decreases the activity of JNK (Morse et al., 2003)

while in aging of porcine oocytes, it leads to the decrease of its activity and suppression

of apoptosis (Sedmíková et al., 2013). Additionally, CO may suppress apoptosis through

the modulation of the level of Ca2+. In somatic cells, CO may decrease the Ca2+ level

(Lin & McGrath, 1988; Gende, 2004; Lim et al., 2005), while in aging oocytes the release of

Ca2+ can trigger the cell death (Gordo et al., 2002; Zhu et al., 2016). Another molecular

target for CO includes pro-apoptotic and anti-apoptotic factors. In somatic cells, CO

increases the expression of the anti-apoptotic factor Bcl-2 and decreases the expression of

the pro-apoptotic factors Bid and Bax (Zhang et al., 2003a; Zhang et al., 2003b;Wang et al.,

2007a). It is possible that CO may also act in a similar manner in oocytes.

CONCLUSIONS

These experiments have shown that the CO donors suppress negative signs of aging in

porcine oocytes and inhibit apoptosis through reduction of CAS-3 activity. For these

reasons, it can be assumed that the HO/CO system is functional in porcine oocytes and

that it contributes to sustaining the viability of oocytes and regulates the programmed cell

death of oocytes.
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Abstract: For a long time, carbon monoxide (CO) was known for its toxic effect on organisms. But there are still 
many things left to discover on that molecule. CO is formed directly in the body by the enzymatic activity of heme 
oxygenase (HO). CO plays an important role in many physiological processes, such as cell protections (against vari-
ous stress factors), and the regulation of metabolic processes. Recent research proves that CO also operates in the 
female reproductive system. At the centre of interest is the importance of CO for gestation. During the gestation 
period, CO is an important element affecting the proper function of the feto-placental unit and generally affects fetal 
survivability rates. Gestation is one of the most important processes of successful reproduction, although there are 
more relevant processes that need to be researched. While already proven that CO influences steroidogenesis and 
the corpus luteum survivability rate, our knowledge concerning the function and importance of CO in the reproduc-
tive system is still relatively limited. As an example, our knowledge of CO function in an oocyte, the most important 
cell for reproduction, is almost non-existent. The aim of this review is to summarize our current knowledge concern-
ing the function of CO in the female reproductive system.

Keywords: Carbon monoxide, heme oxygenase, reproduction, oocyte, gestation

Introduction

For decades, only peptides, proteins, lipid deri- 
vatives and nucleic acid were considered fac-
tors regulating physiological functions. Gaseous 
molecules, except for oxygen, were considered 
unimportant. In the eighties it was demonstrat-
ed that the factor responsible for vascular 
smooth muscle cell relaxation (endothelial cell 
derived relaxing factor, EDRF) is nitric oxide 
(NO) [1, 2]. The significance of the discovery of 
the nitric oxide signalling-function had a huge 
impact on biomedical research. Soon after 
proving the signalling function of NO, it was dis-
covered that carbon monoxide (CO) also has an 
important role in the proper function of the 
organism. 

The fact that the organism produces CO as a 
by-product of heme degradation catalysed by 
the microsomal enzyme heme oxygenase (HO) 
was known long before the discovery of the NO 
signalling function [3, 4]. Endogenously pro-
duced CO was considered only a waste prod-

uct, with negative effects in high concentra-
tions [5]. Shortly after the demonstration of the 
NO signalling function, the understanding of 
CO’s importance to the organism changed, 
because the physiological role of CO in neuro-
transmission [6] and the relaxation of the anal 
sphincter [7] was identified. 

Recently it was discovered that low levels of CO 
are an important factor for the proper function-
ing of the body.  It is now known that the HO/CO 
system regulates many cellular functions and 
contributes to cellular protection from the nega-
tive effects of stress [8]. Problems in the func-
tion of the HO/CO system lead to health compli-
cations and even reproductive failure. However, 
the significance of HO/CO in reproduction is not 
yet fully understood.

Endogenous production of CO

The reaction catalysed by HO is the main endog-
enous source of CO. HO catalyses first and is 
the rate-limiting step in the oxidative degrada-
tion of heme [3, 4] (Figure 1). 

http://www.ijbmb.org
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There are two known isoforms of HO, HO-1 and 
HO-2. Both catalyse identical biochemical reac-
tions of heme transformation to biliverdin-Ixα. 
Both proteins contain a highly conserved 
sequence of 24 amino acids, which are consid-
ered to be a binding site for heme [9, 10] and 
both isoforms share a similar hydrophobic 
region, which serves for the membrane attach-
ment [11, 12]. However, both isoforms differ in 
their enzyme kinetics, thermostability and 
immunoreactivity [13].

Inducible isoform HO-1 (~32 kDa) is a protein 
attached to the endoplasmic reticulum mem-
brane [14]. In response to stressors, changes 
in HO-1 location may occur, because HO-1 is 
translocated to lipid rafts (caveolae), mitochon-
dria and nucleus [15]. Redistribution of HO-1 
has a signal function, e.g. in the nucleus it is 
involved in the regulation of transcription fac-
tors (e.g. nuclear factor erythroid 2-related fac-
tor 2), and in cell protection against oxidative 
stress [16]. 

Under physiological conditions, HO-1 is mainly 
expressed in tissues which participate in the 
degradation of erytrocytes, such as the spleen 

brain and testes [10]. Similarly to HO-1, HO-2 is 
also bound to the endoplasmic reticulum mem-
brane. HO-2 can also be localised in outer 
nuclear membranes [21] and endosomes [22]. 
HO-2 does not respond to transcriptional acti-
vation by stress factors, and the only known 
activators of HO-2 gene expression are gluco-
corticoids [10, 23]. HO-2 is responsible for the 
stable production of CO and creates a barrier 
against cell damage e.g. by oxidative stress 
[24]. It is assumed that HO-2 also operates as 
an oxygen level sensor that is involved in the 
protective response of cells to hypoxia [25].

HO-3 was an additionally described isoform 
besides HO-1 and HO-2. However, HO-3 is prob-
ably not expressed in an in vivo condition and, 
due to the high homology of HO-3 and HO-2 
and lack of introns in the HO-3 gene, HO-3 is 
accepted as a pseudogene from the HO-2 tran-
script [26].

HO/CO signalling pathway

Carbon monoxide affects cell function by bind-
ing structures containing transition metals (e.g. 
Fe, Cu) [27], of which the best known is heme. 

Figure 1. HO catabolic reactions. Both HO isoforms catalyse the oxidative 
degradation of heme, giving rise to CO, Fe2+ and biliverdin. Biliverdin is sub-
sequently reduced to bilirubin by the enzyme biliverdin reductase (BVR). 
Excess of heme and Fe2+ induces oxidative stress. Each product of heme 
catabolism has a different function in the cell. CO influences a variety of 
signalling pathways, generally has cytoprotective, antiapoptotic and anti-
inflammatory properties. Biliverdin and bilirubin are important antioxidants. 
Free Fe2+ induces the expression of ferritin and ferroportin, which remove 
redox-active Fe2+.

or bone marrow. In other tis-
sues, the level of HO-1 is usu-
ally low, but its expression can 
be stimulated by a wide range 
of stressors (e.g. oxidative and 
thermal stress and hypoxia), 
the increased expression of 
which has a cytoprotective 
effect [17]. 

Induction of HO-1 expression 
is controlled by several sig- 
nalling pathways, e.g. mito-
gen-activated protein kinases 
(MAPK) or nuclear factor κB 
[18]. Also the enzymatically 
inactive form of HO-1 has an 
ability to suppress oxidative 
stress [19]. The mechanism of 
action of enzymatically inac-
tive HO-1 is not yet fully under-
stood, but it is known that 
HO-1 can directly bind to other 
proteins and thereby alter 
their activity [20].

HO-2 (~32 kDa) is a constitu-
tively expressed isoform with 
its highest expression in the 
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A large number of proteins (e.g. soluble guanylyl 
cyclase (sGC), cyclooxygenase, cytochrome 
P450, cytochrome c oxidase, inducible nitric 
oxide synthase (iNOS)) contain the heme mole-
cule and hence there is also a wide range of 
potential targets for CO [28]. Conformational 
changes occur after the binding of CO to fer-
rous ion in hemoprotein [29]. Figure 2 summa-
rize HO/CO signalling pathway.

Soluble guanylyl cyclase is a common target for 
CO and NO. Binding of CO or NO to the heme 
group of sGC leads to increased formation of 
3’,5’-cyclic guanosine monophosphate (cGMP). 
A change in cGMP levels consequently affects 
signalling pathways [30, 31]. CO is involved in 
regulation of vascular tone and neurotransmis-
sion through the sGC/cGMP signalling pathway 
[17]. 

In the case of NO in the reproductive system, 
e.g. NO by sGC/cGMP signalling pathway inhib-
its ovarian steroidogenesis [32, 33] and con-
tributes to the maintenance of oocytes at the 
first meiotic block [34]. To date, there are no 
known sGC/cGMP mediated effects of CO on 
the female reproductive system, but e.g. 
because it is known that HO/CO affect steroido-

genesis [35], this CO effect may be mediated 
through sGC/cGMP. However, CO is a consider-
ably weaker sGC activator compared with NO 
and therefore CO is considered rather an 
endogenous modulator of the NO/sGMP signal-
ling pathway [30, 36].

The interaction between CO and NO not only 
takes place in the competitive binding to effec-
tor proteins, but also in the direct regulation of 
NOS or HO activity. Binding of CO to the heme 
group of iNOS leads to reduced iNOS activity 
and hence to the reduced production of NO 
[37]. On the other hand, NO increases the 
expression of HO [38]. Due to the interaction 
between HO/CO and NO/NOS, CO is considered 
as a feedback inhibitor of NOS that reduces the 
overproduction of NO and the associated oxida-
tive stress. Changes in NO levels regulate 
oocyte meiotic maturation. 

The correct course of meiotic maturation is cru-
cial for the formation of fertilisable and devel-
opmentally competent oocytes. Low levels of 
NO stimulate meiotic maturation and, con-
versely, high levels of NO maintain meiotic 
block and further lead to developmental disor-
ders [39, 40]. The HO/CO system may be a con-

Figure 2. HO/CO signaling pathway. In the cell, HO/CO acts through several mechanisms. Besides catalytic func-
tion, HO has also a non-enzymatic function. Binding of HO to other protein (e.q. transcription factors) modulate their 
activity. CO operates through activation/inhibition of several pathways. By modulation of these pathways CO could 
affect various function of the female reproductive system, for example functions in relation to the oogenesis. See 
text for details.
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troller of oocyte NO levels and therefore also a 
regulator of meiotic maturation. However, this 
possibility still awaits clarification.

CO increases ROS production by binding to 
mitochondrial cytochrome c oxidase and/or to 
the plasma membrane NAD(P)H oxidase. Low 
levels of ROS produced in this way act as an 
important second messenger [41]. Electron 
leaks from the electron transport chain with 
the subsequent ROS formation are caused by 
binding of CO to cytochrome c oxidase. ROS 
can then affect different signalling pathways 
[42, 43]. 

CO-induced ROS inhibits smooth muscle cells’ 
proliferation through inhibition of ERK 1/2 
kinases and by reducing the expression of 
cyclin D [43]. In addition, for example, CO- 
induced ROS increases mitochondria biogene-
sis via activation of transcription factors’ nucle-
ar respiratory factor-1 (Nrf-1), Nrf-2 and gamma-
coactivator-1α. Mitochondrial biogenesis allows 
cells to replace damaged mitochondria and 
cope with periods of increased metabolic 
demands [44, 45]. In the case of oocyte, the 
reduced number of mitochondria is associated 
with decreased fertilisation ability [46]. 

The question arises whether the exogenous 
application of CO could improve fertilisation 
percentages through ROS/mitochondrial bio-
genesis. The answer still awaits clarification. 
The overall effect of a temporary slight increase 
of ROS production is positive, because it initi-
ates a series of processes, such as induction of 
antioxidant enzymes and activation of cytopro-
tective genes. This leads to the overall increase 
in cell resistance against the effects of stress-
ors [47]. ROS are also involved in the regulation 
of the meiotic cycle. The slight increase in ROS 
levels promotes meiotic maturation and, con-
versely, the cell-permeable antioxidants inhibit 
meiotic maturation [48]. It is necessary to clar-
ify whether CO affects meiotic maturation.

It is proven that CO acts on cell function through 
MAPK (p38, ERK 1/2 and JNK). Modulation of 
the MAPK signalling pathway via CO is respon-
sible for cytoprotective, anti-inflammatory, anti-
apoptotic and anti-proliferative properties of 
CO [17, 49, 50]. Because the CO is unable to 
directly bind to MAPK protein, it must influence 
MAPK activity via other proteins or signalling 
pathways. For example, in the case of p38, it is 

assumed that CO up-regulates p38 by transient 
increase of ROS level [51] and/or via the sGC/
cGMP signalling pathway [52]. 

In mammalian oocyte, the p38 is involved in 
spindle apparatus assembly and function, 
whereby defects in spindle apparatus lead to 
cell cycle arrest [53]. p38 is also involved in 
maintenance of the second meiotic block [54]. 
In the case of in vitro conditions, it is demon-
strated that transient delay of meiotic matura-
tion resumption leads to improved develop-
mental competence [55, 56]. In accordance 
with those facts, CO could be a promising regu-
lator of meiotic maturation.

The functions of a wide variety of ion channels 
for K+, Na+ and Ca2+ are regulated by CO. 
Activation or inhibition of ion channels via CO 
regulates various physiological functions. For 
example, CO causes vasodilation by increasing 
activity of large conductance calcium-activated 
potassium channels (BKCa) and has neuropro-
tective effects due to inhibition of potassium 
voltage-gated channel subfamily B member 1 
(KCNB1) [57, 58]. 

In the uterine muscle, BKCa contributes to the 
maintenance of uterine quiescence during 
pregnancy, and CO is also important in the tran-
sition to a more contractile state at the onset of 
labour [59]. CO, through activation of BKCa may 
contribute to the maintenance of pregnancy as 
well as regulate the onset of labour.

HO/CO and the female reproductive system

The presence of HO is demonstrated in the ova-
ries [35], uterus and placenta [60-62], in which 
the distribution of isoforms differs according to 
the cell type. In the ovary, both isoforms are 
localised in the corpus luteum (CL) and follicu-
lar cells. In the ovarian stroma, only HO-2 is 
present [35, 63, 64]. The presence of HO-1 
mRNA is shown in mice oocytes [65]. In porcine 
oocytes, HO-1 mRNA as well as HO-2 mRNA 
and also HO-1 and HO-2 proteins are localised 
(our unpublished results).

In the ovaries and uterus, as well as in other 
tissues, exposure to stressors (e.g. oxidative 
stress, excessive accumulation of free heme) 
leads to the increased expression of HO-1 [63, 
66-68]. Expression of HO is also affected by 
changes in hormone levels and, therefore, 
expression of HO fluctuates during the oestrous 
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cycle and pregnancy. In the uterus, HO-1 
expression positively correlates with increas- 
ed levels of oestrogens and progesterone. 
Expression of HO-2 positively correlates only 
with a level of progesterone [67-69]. 

During the mouse oestrous cycle, significant 
increase in expression of HO-1 occurs in the 
oestrus phase, when a surge of progesterone 
occurs [68]. If HO activity is inhibited by HO 
inhibitor chromium mesoporphyrin (CrMP), 
there is a significantly reduced occurrence of 
the oestrus phase of the oestrous cycle [70]. 
The reason for the increased expression of 
HO-1 in the uterus is probably to protect the 
embryo from an excess of free heme and an 
improper inflammatory response, as both pro-
cesses have proven deleterious effects [68, 
71, 72]. This assumption is confirmed by the 
fact that the increased expression of HO-1 in 
the uterus correlates with a decrease in the 
level of free heme. For these reasons, HO-1 
activity is considered as crucial for the mainte-
nance of an optimal environment for nidation 
and implantation [68].

Changes in HO activity during the oestrous 
cycle can affect the development and surviv-
ability of follicles. In the ovaries, activation of 
inflammatory processes and the release of 
heme are associated with ovulation [71, 73] 
and, as well as in the uterus, an increase of 
HO-1 activity may lead to protection against 
excessive development of these harmful pro-
cesses in the ovaries and in the oestrus phase 
of the oestrous cycle [72, 74]. Indeed, in the 
case of HO-1-deficient mice, the decreased pro-
duction of oocytes is demonstrated, which indi-
cates a disturbance in the process of 
ovulation. 

Oocytes obtained from HO-1-deficient mice 
have decreased fertilisation ability after in vitro 
fertilisation. Increased level of CL cell apopto-
sis also occurs in HO-1-deficient mice [74] when 
such an increase leads to a decreased ability to 
produce progesterone [75]. Decreased pro- 
duction of progesterone is also observed in 
case HO activity is inhibited by CrMP [35]. 
Up-regulation of HO-1 leads to an increased 
production of CO [76] that may subsequently 
activate the signalling pathway with cytoprotec-
tive effects [8]. Conversely, the state of HO-1 
deficiency leads to the decreased production of 
CO [77], causing increased apoptosis [78]. The 
HO/CO pathway is therefore important in pre-
venting functional disturbances of the ovary.

Fully functional granulosa cells surrounding 
oocyte are important for the development of 
the ability of oocyte to be fertilised. The rate of 
HO expression fluctuates along with the state 
of granulosa cells. In healthy follicles, there is a 
low level of HO-1 expression, but the level of 
HO-1 expression significantly increases in atret-
ic follicles [64]. In the case of HO-2, there is an 
opposite trend in the level of expression. In 
healthy follicles, a significant level of HO-2 
expression is detected, but in atretic follicles, it 
is low. High levels of HO-1 expression in granu-
losa cells from atretic follicles are considered 
to be a consequence of the action of stress fac-
tors [64]. The fact that the action of stressors 
leads to an increased level of HO-1 expression 
is often used as a marker for the exposure of 
cells to e.g. oxidative stress. 

Bergandi et al. [79] used the level of HO-1 
expression in combination with the level of 
iNOS expression as a marker of oocytes’ com-
petence to be fertilised. In cumulus cells from 
unfertilised oocytes, a higher level of expres-
sion of both HO-1 and iNOS was observed. The 
authors explain the results as that of oxidative 
stress affecting granulosa cells, causing an 
increased level of HO-1 and iNOS expression, 
as well as the decreased fertilisation ability of 
oocyte. Pfeiffer et al. [65] also used HO-1 as 
one of the markers whose differential content 
size in the oocyte may affect the quality of 
embryos.

The importance of HO for the proper function of 
female reproductive organs is obvious (Table 1) 
summarize the female reproductive functions 
which may have relationship with HO/CO) and 

Table 1. The female reproductive system func-
tions which may have relationship with HO/CO 
based on so far published results. The table does 
not include functions related to pregnancy
Processes References
Steroidogenesis 35, 67-69, 70, 74, 95
CL maintenance 74
Oestrous cycle 35, 68, 70, 74, 80
Ovulation 74
Fertilization ability 74
Protection against stress factors 74, 79, 80
Function granulosa cells 64, 79
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therefore the question arises whether exoge-
nous HO up-regulation or CO delivery could 
have a positive effect. Clinical application in 
treatment of e.g. the various inflammatory con-
ditions in the body is now being intensively 
studied [17]. The relationship between HO 
activity and steroidogenesis is supported by 
several works. 

Application of hemin (HO activator) to rats leads 
to increased synthesis of androstenedione and 
oestradiol. Treatment by an HO inhibitor leads 
to reduced synthesis of progesterone and 
androstenedione. The synthesis of oestrogens 
remains unchanged. The reason for various 
changes in steroidogenesis may be a different 
mode of action of HO/CO on different steroido-
genesis pathways. Together with changes in 
hormone levels after the application of an HO 
inhibitor, changes in the oestrous cycle also 
occur simultaneously, leading to shortened 
length of the oestrus phase of the oestrous 
cycle [35, 70]. 

In contrast, HO-1 deficiency in mice does not 
lead to changes in the level of progesterone or 
oestrogens during pregnancy. Although incre- 
ased activity of HO (HO-1 isoform) occurs dur-
ing the oestrous cycle in response to oestro-
gens, HO-1 deficiency in mice simply does not 
affect levels of sex hormones [80]. The possi-
ble reason for the various effects of HO-1 defi-
ciency and HO inhibitor may be that CrMP is a 
nonspecific inhibitor of both HO isoforms. Also, 
the significance of HO-1 during the oestrous 
cycle or pregnancy may vary. In fact, HO-1 defi-
ciency enhances apoptosis of the CL cell, also 

suggesting a reduced ability to produce proges-
terone [74]. 

However, it is unlikely that modulation of HO 
activity would be used as an effective method 
of affecting the oestrous cycle. In accordance 
with the fact that the formation of oocyte which 
is fertilisable and developmentally competent 
is essential for reproduction, the question aris-
es whether it would be possible to influence 
oocyte quality by modulating HO activity. 

Role of HO/CO during pregnancy

For the successful development of the fetus, it 
is necessary for hemodynamic and immune 
changes to occur during pregnancy. If these 
changes do not occur correctly, the risk of fail-
ures in feto-maternal communication and con-
nection is increased. Finally, these complica-
tions result in impaired fertility. Compared with 
other processes of the female reproductive 
system, the HO/CO system is best studied in 
pregnancy and several reviews summarize the 
link between HO/CO and pregnancy [81-85]. 
Figure 3 summarizes significance of HO/CO 
during pregnancy.

Localisation of the HO isoform is different in 
distinct placental cell types [67, 82]. In human 
placenta, HO-1 is mainly localised in syncytio-
trophoblast. Conversely, in cytotrophoblast a 
smaller amount is found. Syncytiotrophoblast is 
directly exposed to maternal blood and hence a 
potential immunological reaction or inflamma-
tory stress. Inducible HO-1 located in the syncy-
tiotrophoblast can therefore directly respond to 
these processes [86].

Figure 3. Significance of HO/CO during pregnancy. Full-fledged intrauterine development and subsequent parturi-
tion is result from interplay of many processes. It is proved that HO/CO is important for the right function of many 
processes influencing the intrauterine development. See text for details.
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Changes in HO expression occur in response to 
various pathologies of pregnancy. Both sponta-
neous and artificially induced mice abortions 
are associated with reduced expression of HO 
[87, 88]. Reduced HO expression also occurs in 
the pathologies of pregnancy such as pre-
eclampsia, fetal growth retardation or H-mole 
[89, 90]. Although it is unclear whether de- 
creased HO expression triggers pathology or is 
merely an accompanying signal, it is clearly 
demonstrated that HO/CO is crucial for the nor-
mal course of pregnancy.

HO-1 deficiency is associated with infertility 
[91], but in HO-1-/- mice, it is shown that in fact 
conception occurs, but all fetuses die in utero 
[80]. Also, the inhibition of both HO isoforms by 
CrMP leads to fetal intrauterine deaths [70]. 
Already partial HO-1 deficiency (HO-1+/-) leads to 
an increased fetal loss and hence smaller litter 
size [80, 92].

Implantation is a process in which HO-1 has an 
important role. HO-1 deficiency in mice leads to 
delayed establishment of a connection between 
blastocyst and uterine epithelial cells [80]. 
Delayed implantation has a negative impact on 
placentation, development of the fetal-placen-
tal unit and subsequent fetal growth [93]. HO-1 
deficiency leads to an overall reduction in 
weight of the fetal-placental unit. Disturbances 
in placental function lead to intrauterine fetal 
growth restriction (IUGR) and the low birth 
weight of successfully derived offspring [80, 
92, 94, 95]. 

HO-1 is important during placentation for the 
survivability of trophoblast and also for tropho-
blast differentiation into mature phenotype. 
Differentiation of trophoblastic stem cells to 
the so-called giant cells (GCs) takes place dur-
ing placentation. HO inhibition by nonspecific 
inhibitor zinc protoporphyrin (ZnPP) affects this 
process, because it reduces the trophoblastic 
stem cells’ viability and also suppresses their 
differentiation into GCs. Also placenta from 
HO-1-deficient mice shows a reduced number 
of GCs and an increased rate of apoptosis. 

The ability to reverse this negative effect by CO 
exogenous application indicates the signifi-
cance of CO [80, 92]. If CO is applied to HO-1- 
deficient mice, positive changes) take place in 
placenta, such as placental enlargement, 
increased amount of GC, reduced pathological 

changes and decreased fetal mortality [80, 
82].

During pregnancy, there is a significant increase 
of blood flow in the uteroplacental junction, 
which is facilitated by the growth and remodel-
ling of the maternal spiral uterine artery (SA) 
system [84]. Uterine natural killer cells (UNKs) 
are important cells that regulate remodelling of 
maternal uterine vasculature [96]. In placenta 
of HO-1-deficient mice, a smaller number of 
UNKs and lower expression of cytokine IL-15 
are detected, which is important for UNKs’ dif-
ferentiation and their retention in the fetopla-
cental junction. The reduced quantity of UNKs 
is associated with a decrease in production of 
angiogenic factors [94, 97] and an increase in 
synthesis of anti-angiogenic factors [98]. 

Overall, HO-1 deficiency leads to a significant 
deterioration in SA remodelling, reduced size of 
fetoplacental unit and IUGR [94, 97]. The nega-
tive effect of HO-1 deficiency may be reversed 
by exogenous CO application, which leads to an 
increase of UNK number, production of angio-
genic factors and normalisation of fetoplacen-
tal unit size [94]. For these reasons, the overall 
significance of the HO/CO system for the proper 
course of gestation is obvious.

Modulation of regulatory T cells (Treg) and den-
dritic cells is an important mechanism by which 
HO-1 protects the fetus against abortion. HO-1 
is involved in the maintenance of dendritic cells 
in an immature state (tolerogenic), which is 
important for the protection of the fetus against 
harmful immune responses. HO-1 inhibition by 
ZnPP leads to a decreased amount of Treg in 
the fetoplacental junction, which leads to fetal 
allograft rejection. On the other hand, up-regu-
lation of HO-1 by CoPP maintains tolerogenic 
dendritic cells and leads to an increased Treg 
quantity, thereby preventing fetal allograft 
rejection [99-101].

On the basis of the aforementioned works, we 
may consider the possibility of using the HO/CO 
system in the treatment/prevention of preg-
nancy disorders. Activation of HO-1 or exoge-
nous CO application, leads to a decrease in 
fetal deaths [80, 102] and has a positive effect 
on fetal growth [80, 103]. The HO/CO system 
may also participate in fetal protection against 
the harmful effects of pathogens. Listeria 
monocytogenes infection leads to reduced 
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HO-1 expression and, conversely, exogenous 
induction of HO-1 by cobalt protoporphyrin 
(CoPP) results in the inhibition of the onset of 
abortion [104]. A similar effect is also found in 
the case of Brucella abortus infection, when 
the application of CoPP also suppresses abor-
tion [105].

Conclusion and future perspectives

Deleterious processes, such as oxidative stress 
or inflammatory reaction, result in disorders of 
the reproductive system. HO/CO belongs to the 
signalling pathways that are involved in protect-
ing cells from these processes. Methods of 
assisted reproduction and reproduction bio-
technology are connected to in vitro conditions, 
which, in comparison to in vivo conditions, are 
more stressful for cells. 

Consequently, this leads to deterioration in the 
quality of gametes and embryos. HO/CO could 
prevent this deterioration by activation of cyto-
protective mechanisms and thus improve the 
methods used thus far. Likewise, reduced func-
tion of HO/CO may impair reproduction and 
exogenous HO activation or CO supplementa-
tion could reverse the negative effect of HO 
deficiency. 

Because of the significance of HO/CO in oogen-
esis being an unexplored area, there is a need 
to focus on this key reproductive process. In 
the case of H2S and NO, it is known that these 
gasotransmitters are important for the course 
of meiotic maturation and the prevention of 
post-ovulatory aging. Gasotransmitters interact 
among themselves and therefore it is impor-
tant to know the effect of CO. Only then is it 
possible to obtain a comprehensive view of the 
effect of gasotransmitters on oogenesis. To- 
gether with the evaluation of the effect of HO 
deficiency/activation or exogenous CO dona-
tion on the course of oogenesis, as well as over-
all reproduction, it is necessary to examine the 
cross-talk between CO/NO/H2S. 

A large portion of experiments is aimed only at 
HO-1. Despite the importance of HO-1, this is 
insufficient. HO-1 and HO-2 have a distinct sig-
nificance, but they can also partially replace 
each other. Therefore, for the understanding of 
HO/CO significance, it is important to study 
both isoforms.

Acknowledgements

Supported by the Internal Grant Agency of the 
Czech University of Life Sciences, Prague (CIGA) 
(Project No. 20152022).

Disclosure of conflict of interest

None.

Address correspondence to: Markéta Sedmíkova, 
Department of Veterinary Sciences, Czech University 
of Life Sciences, Kamýcká 129, Prague 16500, 
Czech Republic. Tel: +420 22438 2933; E-mail: sed-
mikova@af.czu.cz 

References

[1] Palmer RJ, Ferrige AG and Moncada S. Nitric 
oxide release accounts for the biological activ-
ity of endothelium-derived relaxing factor. 
Nature 1987; 327: 524-526.

[2] Ignarro LJ, Byrns RE, Buga GM and Wood KS. 
Endothelium-derived relaxing factor from pul-
monary artery and vein possesses pharmaco-
logic and chemical properties identical to 
those of nitric oxide radical. Circ Res 1987; 61: 
866-879.

[3] Tenhunen R, Marver HS and Schmid R. The en-
zymatic conversion of heme to bilirubin by mi-
crosomal heme oxygenase. Proc Natl Acad Sci 
U S A 1968; 61: 748-755.

[4] Tenhunen R, Marver HS and Schmid R. 
Microsomal heme oxygenase. Characterization 
of the enzyme. J Biol Chem 1969; 244: 6388-
6394.

[5] Stewart RD. The effect of carbon monoxide on 
humans. Annu Rev Pharmacol 1975; 15: 409-
423.

[6] Verma A, Hirsch DJ, Glatt CE, Ronnett GV and 
Snyder SH. Carbon monoxide: a putative neu-
ral messenger. Science 1993; 259: 381-384.

[7] Rattan S and Chakder S. Inhibitory effect of CO 
on internal anal sphincter: Heme oxygenase 
inhibitor inhibits NANC relaxation. Am J Physiol 
1993; 265: 799-804.

[8] Wu L and Wang R. Carbon monoxide: endoge-
nous production, physiological functions, and 
pharmacological applications. Pharmacol Rev 
2005; 57: 585-630.

[9] Rotenberg MO and Maines MD. Characteri- 
zation of a cDNA-encoding rabbit brain heme 
oxygenase-2 and identification of a conserved 
domain among mammalian heme oxygenase 
isozymes: possible heme-binding site? Arch 
Biochem Biophys 1991; 290: 336-344.

[10] Maines MD. The heme oxygenase system: a 
regulator of second messenger gases. Annu 
Rev Pharmacol Toxicol 1997; 37: 517-554.

mailto:sedmikova@af.czu.cz
mailto:sedmikova@af.czu.cz


HO/CO in the female reproductive system

9 Int J Biochem Mol Biol 2017;8(1):1-12

[11] McCoubrey WK and Maines MD. Domains of 
rat heme oxygenase-2: the amino terminus 
and histidine 151 are required for heme oxida-
tion. Arch Biochem Biophys 1993; 302: 402-
408.

[12] Shibahara S, Muller R, Taguchi H and Yoshida 
T. Cloning and expression of cDNA for rat heme 
oxygenase. Proc Natl Acad Sci U S A 1985; 82: 
7865-7869.

[13] Maines MD, Trakshel GM and Kutty RK. 
Characterization of two constitutive forms of 
rat liver microsomal heme oxygenase. Only 
one molecular species of the enzyme is induc-
ible. J Biol Chem 1986; 261: 411-419.

[14] Yoshida T and Kikuchi G. Purification and prop-
erties of heme oxygenase from pig spleen mi-
crosomes. J Biol Chem 1978; 253: 4224-
4229.

[15] Dunn LL, Midwinter RG, Ni J, Hamid HA, Parish 
CR and Stocker R. New insights into intracellu-
lar locations and functions of heme oxygen-
ase-1. Antioxid Redox Signal 2014; 20: 1723-
1742.

[16] Biswas C, Shah N, Muthu M, La P, Fernando 
AP, Sengupta, S, Zang G and Dennery PA. 
Nuclear heme oxygenase-1 (HO-1) modulates 
subcellular distribution and activation of Nrf2, 
impacting metabolic and anti-oxidant defens-
es. J Biol Chem 2014; 289: 26882-26894.

[17] Ryter SW and Choi AK. Targeting heme oxygen-
ase-1 and carbon monoxide for therapeutic 
modulation of inflammation. Transl Res 2016; 
167: 7-34.

[18] Kim YM, Pae HO, Park JE, Lee YC, Woo JM, Kim 
NH, Choi YK, Lee BS, Kim SR and Chung HT. 
Heme oxygenase in the regulation of vascular 
biology: from molecular mechanisms to thera-
peutic opportunities. Antioxid Redox Signal 
2011; 14: 137-167.

[19] Hori R, Kashiba M, Toma T, Yachie A, Goda N, 
Makino N, Soejima A, Nagasawa T, Naka- 
bayashi K and Suematsu M. Gene transfection 
of H25A mutant heme oxygenase-1 protects 
cells against hydroperoxide-induced cytotoxici-
ty. J Biol Chem 2002; 277: 10712-10718.

[20] Dennery PA. Signaling function of heme oxy-
genase proteins. Antioxid Redox Signal 2014; 
20: 1743-1753.

[21] Ma N, Ding X, Doi M, Izumi N and Semba R. 
Cellular and subcellular localization of heme 
oxygenase-2 in monkey retina. J Neurocytol 
2004; 33: 407-415.

[22] West AR and Oates PS. Subcellular location of 
heme oxygenase 1 and 2 and divalent metal 
transporter 1 in relation to endocytotic mark-
ers during heme iron absorption. J Gastroen 
Hepatol 2007; 23: 150-158.

[23] Liu N, Wang X, McCoubrey WK and Maines 
MD. Developmentally regulated expression of 

two transcripts for heme oxygenase-2 with a 
first exon unique to rat testis: control by corti-
costerone of the oxygenase protein expres-
sion. Gene 2000; 241: 175-183.

[24] Turkseven S, Drummond G, Rezzani R, Rodella 
L, Quan S, Ikehara S and Abraham NG. Impact 
of silencing HO-2 on EC-SOD and the mito-
chondrial signaling pathway. J Cell Biochem 
2007; 100: 815-823.

[25] Muñoz-Sánchez J and Chánez-Cárdenas ME. A 
review on hemeoxygenase-2: focus on cellular 
protection and oxygen response. Oxid Med Cell 
Longev 2014; 2014: 604981. 

[26] Hayashi S, Omata Y, Sakamoto H, Higashimoto 
Y, Hara T, Sagara Y and Noguchi M. Characteri- 
zation of rat heme oxygenase-3 gene. Impli- 
cation of processed pseudogenes derived 
from heme oxygenase-2 gene. Gene 2004; 
336: 241-250.

[27] Boczkowski J, Poderoso JJ and Motterlini R. 
CO-metal interaction: vital signaling from a le-
thal gas. Trends Biochem Sci 2006; 31: 614-
621.

[28] Tsiftsoglou AS, Tsamadou AI and Papadopoulou 
LC. Heme as key regulator of major mammali-
an cellular functions: molecular, cellular, and 
pharmacological aspects. Pharmacol Ther 
2006; 111: 327-345.

[29] Roberts GP, Youn H and Kerby RL. CO-sensing 
mechanisms. Microbiol Mol Biol Rev 2004; 68: 
453-473.

[30] Furchgott RF and Jothianandan D. Endothe- 
lium-dependent and -independent vasodila-
tion involving cyclic GMP: relaxation induced 
by nitric oxide, carbon monoxide and light. 
Blood Vessels 1991; 28: 52-61.

[31] Stone JR and Marletta MA. Soluble guanylate 
cyclase from bovine lung: activation with nitric 
oxide and carbon monoxide and spectral char-
acterization of the ferrous and ferric states. 
Biochemistry 1994; 33: 5636-5640.

[32] Ishimaru R, Leung K, Hong L and LaPolt PS. 
Inhibitory effects of nitric oxide on estrogen 
production and cAMP levels in rat granulosa 
cell cultures. J Endocrinol 2001; 168: 249-
255.

[33] Grasselli F, Ponderato N, Basini G and Tamanini 
C. Nitric oxide synthase expression and nitric 
oxide/cyclic GMP pathway in swine granulosa 
cells. Domest Anim Endocrin 2001; 20: 241-
252.

[34] Schwarz KR, Pires PR, Mesquita LG, Chiaratti 
MR and Leal CL. Effect of nitric oxide on the 
cyclic guanosine monophosphate (cGMP) 
pathway during meiosis resumption in bovine 
oocytes. Theriogenology 2014; 81: 556-564.

[35] Alexandreanu IC and Lawson DM. Heme oxy-
genase in the rat ovary: immunohistochemical 
localization and possible role in steroidogene-



HO/CO in the female reproductive system

10 Int J Biochem Mol Biol 2017;8(1):1-12

sis. Exp Biol Med (Maywood) 2003; 228: 59-
63.

[36] Ingi T, Cheng J and Ronnett GV. Carbon monox-
ide: an endogenous modulator of the nitric ox-
ide-cyclic GMP signaling system. Neuron 1996; 
16: 835-842.

[37] Kim HS, Loughran PA and Billiar TR. Carbon 
monoxide decreases the level of iNOS protein 
and active dimer in IL-1β-stimulated hepato-
cytes. Nitric Oxide 2008; 18: 256-265.

[38] Motterlini R, Green CJ and Foresti R. Regulation 
of heme oxygenase-1 by redox signals involv-
ing nitric oxide. Antioxid Redox Signal 2002; 4: 
615-624.

[39] Bu S, Xia G, Tao Y, Lei L and Zhou B. Dual ef-
fects of nitric oxide on meiotic maturation of 
mouse cumulus cell-enclosed oocytes in vitro. 
Mol Cell Endocrinol 2003; 207: 21-30.

[40] Tichovská H, Petr J, Chmelíková E, Sedmíková 
M, Tůmová L, Krejčová M, Dorflerova A and 
Rajmon R. Nitric oxide and meiotic compe-
tence of porcine oocytes. Animal 2011; 5: 
1398-1405.

[41] Bilban M, Haschemi A, Wegiel B, Chin BY, 
Wagner O and Otterbein LE. Heme oxygenase 
and carbon monoxide initiate homeostatic sig-
naling. J Mol Med 2008; 86: 267-279.

[42] D’Amico G, Lam F, Hagen T and Moncada S. 
Inhibition of cellular respiration by endoge-
nously produced carbon monoxide. J Cell Sci 
2006; 119: 2291-2298.

[43] Taillé C, El-Benna J, Lanone S, Boczkowski J 
and Motterlini R. Mitochondrial respiratory 
chain and NAD(P)H oxidase are targets for the 
antiproliferative effect of carbon monoxide in 
human airway smooth muscle. J Biol Chem 
2005; 280: 25350-25360.

[44] Piantadosi CA, Carraway MS, Babiker A and 
Suliman HB. Heme oxygenase-1 regulates car-
diac mitochondrial biogenesis via Nrf2-
mediated transcriptional control of nuclear re-
spiratory factor-1. Circ Res 2008; 103: 1232-
1240.

[45] Suliman HB, Carraway MS, Tatro LG and 
Piantadosi CA. A new activating role for CO in 
cardiac mitochondrial biogenesis. J Cell Sci 
2007; 120: 299-308.

[46] Reynier P, May-Panloup P, Chretien MF, Morgan 
CJ, Jean M, Savagner F, Barrière P, Malthièry Y. 
Mitochondrial DNA content affects the fertiliz-
ability of human oocytes. Mol Hum Reprod 
2001; 7: 425-429.

[47] Finkel T. Oxygen radicals and signaling. Curr 
Opin Cell Biol 1998; 10: 248-253.

[48] Combelles CH, Gupta S and Agarwal A. Could 
oxidative stress influence the in-vitro matura-
tion of oocytes? Reprod Biomed Online 2009; 
18: 864-880.

[49] Ryter SW, Alam J and Choi AM. Heme oxygen-
ase-1/carbon monoxide: from basic science to 
therapeutic applications. Physiol Rev 2006; 
86: 583-650.

[50] Kim HP, Ryter SW and Choi AK. Co as a cellular 
signaling molecule. Annu Rev Pharmacol 
2006; 46: 411-449.

[51] Bilban M, Bach FH, Otterbein SL, Ifedigbo E, 
Costa d’Avila J, Esterbauer H, Chin BY, Usheva 
A, Robson SC, Wagner O and Otterbein LE. 
Carbon monoxide orchestrates a protective re-
sponse through PPARγ. Immunity 2006; 24: 
601-610.

[52] Wang R, Wang Z, Wu L, Hanna ST and Peterson-
Wakeman R. Reduced vasorelaxant effect of 
carbon monoxide in diabetes and the underly-
ing mechanisms. Diabetes 2001; 50: 166-
174.

[53] Ou XH, Li S, Xu BZ, Wang ZB, Quan S, Li M, 
Zhang QH, Ouyang YC, Schatten H, Xing FQ and 
Sun QY. P38α MAPK is a MTOC-associated  
protein regulating spindle assembly, spindle 
length and accurate chromosome segregation 
during mouse oocyte meiotic maturation. Cell 
Cycle 2014; 9: 4130-4143.

[54] Miyagaki Y, Kanemori Y, Tanaka F and Baba T. 
Possible role of p38 MAPK-MNK1-EMI2 cas-
cade in metaphase-II arrest of mouse oocytes. 
Biol Reprod 2014; 91: 45-53.

[55] Nogueira D, Cortvrindt R, De Matos DG, 
Vanhoutte L and Smitz J. Effect of phosphodi-
esterase type 3 inhibitor on developmental 
competence of immature mouse oocytes in vi-
tro. Biol Reprod 2003; 69: 2045-2052.

[56] Vanhoutte L, Nogueira D, Gerris J, Dhont M 
and De Sutter P. Effect of temporary nuclear 
arrest by Phosphodiesterase 3-Inhibitor on 
morphological and functional aspects of in vi-
tro matured mouse oocytes. Mol Reprod Dev 
2008; 75: 1021-1030.

[57] Wilkinson WJ and Kemp PJ. Carbon monoxide: 
an emerging regulator of ion channels. J 
Physiol 2011; 589: 3055-3062.

[58] Peers C, Boyle JP, Scragg JL, Dallas ML, Al-
Owais MM, Hettiarachichi NT, Elies J, Johnson 
E, Gamper N and Steele DS. Diverse mecha-
nisms underlying the regulation of ion chan-
nels by carbon monoxide. Brit J Pharmacol 
2015; 172: 1546-1556.

[59] Lorca RA, Prabagaran M and England SK. 
Functional insights into modulation of BKCa 
channel activity to alter myometrial contractili-
ty. Front Physiol 2014; 5: 289.

[60] Odrcich MJ, Graham CH, Kimura KA, McLau- 
ghlin BE, Marks GS, Nakatsu K and Brien JF. 
Heme oxygenase and nitric oxide synthase in 
the placenta of the guinea-pig during gesta-
tion. Placenta 1998; 19: 509-516.



HO/CO in the female reproductive system

11 Int J Biochem Mol Biol 2017;8(1):1-12

[61] Ihara N, Akagi R, Ejiri K, Kudo T, Furuyama K 
and Fujita H. Developmental changes of gene 
expression in heme metabolic enzymes in rat 
placenta. FEBS Lett 1998; 439: 163-167.

[62] Kreiser D, Kelly DK, Seidman DS, Stevenson 
DK, Baum M and Dennery PA. Gestational pat-
tern of heme oxygenase expression in the rat. 
Pediatr Res 2003; 54: 172-178.

[63] Murphy BJ, Laderoute KR, Short SM and 
Sutherland RM. The identification of heme oxy-
genase as a major hypoxic stress protein in 
Chinese hamster ovary cells. Brit J Cancer 
1991; 64: 69-73.

[64] Harada T, Koi H, Kubota T and Aso T. Haem 
oxygenase augments porcine granulosa cell 
apoptosis in vitro. J Endocrinol 2004; 181: 
191-205.

[65] Pfeiffer MJ, Taher L, Drexler H, Suzuki Y, 
Makałowski W, Schwarzer C, Wang B, Fuellen 
B and Boiani M. Differences in embryo quality 
are associated with differences in oocyte com-
position: a proteomic study in inbred mice. 
Proteomics 2015; 15: 675-687.

[66] Maines MD and Kutty RK. Differential re-
sponse of testicular and ovarian heme oxygen-
ase activity to metal ions. Arch Biochem 
Biophys 1983; 226: 134-144.

[67] Cella M, Farina MG, Keller Sarmiento MI, 
Chianelli M, Rosenstein RE and Franchi AM. 
Heme oxygenase-carbon monoxide (HO-CO) 
system in rat uterus: effect of sexual steroids 
and prostaglandins. J Steroid Biochem Mol 
Biol 2006; 99: 59-66.

[68] Zenclussen ML, Casalis PA, Jensen F, Woidacki 
K and Zenclussen AC. Hormonal fluctuations 
during the estrous cycle modulate heme oxy-
genase-1 expression in the uterus. Front 
Endocrinol (Lausanne) 2014; 5: 32.

[69] Acevedo CH and Ahmed A. Hemeoxygenase-1 
inhibits human myometrial contractility via car-
bon monoxide and is upregulated by progester-
one during pregnancy. J Clin Invest 1998; 101: 
949-955.

[70] Alexandreanu IC and Lawson DM. Effects of 
chronic administration of a heme oxygenase 
substrate or inhibitor on progression of the es-
trous cycle, pregnancy and lactation of 
Sprague-Dawley rats. Life Sci 2002; 72: 153-
162.

[71] Vinatier D, Dufour P, Tordjeman-Rizzi N, Prolon- 
geau JF, Depret-Moser S and Monnier JC. 
Immunological aspects of ovarian function: 
role of the cytokines. Eur J Obstet Gynecol 
Reprod Biol 1995; 63: 155-168.

[72] Li L, Tang J, Sun Y, Wu J, Yu P and Wang G. 
Upregulation of HO-1 attenuates LPS-stimulat- 
ed proinflammatory responses through down-
regulation of p38 signaling pathways in rat 
ovary. Inflammation 2015; 38: 1085-1092.

[73] Richards JS, Russell DL, Ochsner S and Espey 
LL. Ovulation: new dimensions and new regula-
tors of the inflammatory-like response. Annu 
Rev Physiol 2002; 64: 69-92.

[74] Zenclussen ML, Jensen F, Rebelo S, El-Mousleh 
T, Casalis PA and Zenclussen AC. Heme oxzge-
nase-1 expression in the ovary dictates a prop-
er oocyte ovulation, fertilization, and corpora 
lutea maintenance. Am J Reprod Immunol 
2012; 67: 376-382.

[75] Devoto L, Vega M, Kohen P, Castro O, Carvallo 
P and Palomino A. Molecular regulation of pro-
gesterone secretion by the human corpus lu-
teum throughout the menstrual cycle. J Reprod 
Immunol 2002; 55: 11-20.

[76] Vreman HJ, Zentner AR, Wong RJ and 
Stevenson DK. Carbon monoxide production 
and upregulation of heme oxygenase activity 
in mice after heme administration. Pediatr Res 
1999; 4: 231A-231A.

[77] Chen B, Guo L, Fan C, Bolisetty S, Joseph R, 
Wright MM, Agarwal A and George JF. Carbon 
monoxide rescues heme oxygenase-1-defi-
cient mice from arterial thrombosis in alloge-
neic aortic transplantation. Am J Pathol 2009; 
175: 422-429.

[78] Brouard S, Otterbein LE, Anrather J, Tobiasch 
E, Bach FH, Choi AK and Soares MP. Carbon 
monoxide generated by heme oxygenase 1 
suppresses endothelial cell apoptosis. J Exp 
Med 2000; 192: 1015-1026.

[79] Bergandi L, Basso G, Evangelista F, Canosa S, 
Dalmasso P, Aldieri E, Revelli A, Benedetto C, 
Ghigo D. Inducible nitric oxide synthase and 
heme oxygenase 1 are expressed in human 
cumulus cells and may be used as biomarkers 
of oocyte competence. Reprod Sci 2014; 21: 
1370-1377.

[80] Zenclussen ML, Casalis PA, El-Mousleh T, 
Rebelo S, Langwisch S, Linzke N, Volk HD, Fest 
S, Soares MP and Zenclussen AC. Haem oxy-
genase-1 dictates intrauterine fetal survival in 
mice via carbon monoxide. J Pathol 2011; 
225: 293-304.

[81] Bainbridge SA and Smith GN. HO in pregnancy. 
Free Radical Bio Med 2005; 38: 979-988.

[82] Levytska K, Kingdom J, Baczyk D and Drewlo S. 
Heme oxygenase-1 in placental development 
and pathology. Placenta 2013; 34: 291-298.

[83] George EM and Granger JP. Heme oxygenase 
in pregnancy and preeclampsia. Curr Opin 
Nephrol Hypertens 2013; 22: 156-162.

[84] Zenclussen ML, Linzke N, Schumacher A, Fest 
S, Meyer N, Casalis PA, Zenclussen AC. Heme 
oxygenase-1 is critically involved in placenta-
tion, spiral artery remodeling, and blood pres-
sure regulation during murine pregnancy. 
Front Pharmacol 2015; 5: 291.

[85] Schumacher A and Zenclussen AC. Effects of 
heme oxygenase-1 on innate and adaptive im-



HO/CO in the female reproductive system

12 Int J Biochem Mol Biol 2017;8(1):1-12

mune responses promoting pregnancy suc-
cess and allograft tolerance. Front Pharmacol 
2015; 5: 288.

[86] Yoshiki N, Kubota T and Aso T. Expression and 
localization of heme oxygenase in human pla-
cental villi. Biochem Bioph Res Co 2000; 276: 
1136-1142.

[87] Zenclussen AC, Joachim R, Hagen E, Peiser C, 
Klapp BF and Arck PC. Heme oxygenase is 
downregulated in stress-triggered and interleu-
kin-12-mediated murine abortion. Scand J 
Immunol 2002; 55: 560-569.

[88] Zenclussen AC, Sollwedel A, Zambon Bertoja 
AZ, Gerlof K, Zenclussen ML, Woiciechowsky C 
and Volk HD. Heme oxygenase as a therapeu-
tic target in immunological pregnancy compli-
cations. Int Immunopharmacol 2005; 5: 41-
51.

[89] Zenclussen AC, Lim E, Knoeller S, Knackstedt 
M, Hertwig K, Hagen E, Klapp BF and Arck PC. 
Heme oxygenases in pregnancy II: HO-2 is 
downregulated in human pathologic pregnan-
cies. Am J Reprod Immunol 2003; 50: 66-76.

[90] Lash GE, McLaughlin BE, MacDonald-Good- 
fellow SK, Smith GN, Brien JF, Marks GS, 
Nakatsu K and Graham CH. Relationship be-
tween tissue damage and heme oxygenase 
expression in chorionic villi of term human pla-
centa. Am J Physiol Heart C Physiol 2003; 284: 
H160-H167.

[91] Poss KD and Tonegawa S. Heme oxygenase 1 
is required for mammalian iron reutilization. 
Proc Natl Acad Sci U S A 1994; 98: 10919-
10924.

[92] Zhao H, Wong RJ, Kalish FS, Nayak NR and 
Stevenson DK. Effect of heme oxygenase-1 de-
ficiency on placental development. Placenta 
2009; 30: 861-868.

[93] Song H, Lim H, Paria BC, Matsumoto H, Swift 
LL, Morrow J, Bonventre JV, Dey SK. Cytosolic 
phospholipase A 2 α is crucial for ‘on-time’ em-
bryo implantation that directs subsequent de-
velopment. Development 2002; 129: 2789-
2889.

[94] Linzke N, Schumacher A, Woidacki K, Croy BA, 
Zenclussen AC. Carbon monoxide promotes 
proliferation of uterine natural killer cells and 
remodeling of spiral arteries in pregnant hy-
pertensive heme oxygenase-1 mutant mice. 
Hypertension 2014; 63: 580-588.

[95] Solano ME, Kowal MK, O’Rourke GE, Horst AK, 
Modest K, Plösch T, Barikbin R, Remus CC, 
Berger RG, Jago C, Ho H, Sass G, Parker VJ, 
Lzdon JP, DeMayo FJ, Hecher K, Karimi K and 
Arck PC. Progesterone and HMOX-1 promote 
fetal growth by CD8 T cell modulation. J Clin 
Invest 2015; 125: 1726-1738.

[96] Hatta K, Carter AL, Chen Z, Leno-Duran E, Ruiz-
Ruiz C, Olivares EG, Tse MY, Pagn SC and Croy 
BA. Expression of the vasoactive proteins AT1, 
AT2, and ANP by pregnancy-induced mouse 
uterine natural killer cells. Reprod Sci 2011; 
18: 383-390.

[97] Zhao H, Azuma J, Kalish F, Wong RJ and 
Stevenson DK. Maternal heme oxygenase 1 
regulates placental vasculature development 
via angiogenic factors in mice. Biol Reprod 
2011; 85: 1005-1012.

[98] Cudmore M, Ahmad S, Al-Ani B, Fujisawa T, 
Coxall H, Chudasama K, Devery LR, Wigmore 
SJ, Abbas A, Hewett PW and Ahmed A. Negative 
regulation of soluble Flt-1 and soluble endog-
lin release by heme oxygenase-1. Circulation 
2007; 115: 1789-1797.

[99] Sollwedel A, Bertoja AZ, Zenclussen ML, Gerlof 
K, Lisewski U, Wafula P, Sawityki B, Woiciechow- 
sky C, Volk HD and Zenclussen AC. Protection 
from abortion by heme oxygenase-1 up-regula-
tion is associated with increased levels of Bag-
1 and Neuropilin-1 at the fetal-maternal inter-
face. J Immunol 2005; 175: 4875-4885.

[100] Schumacher A, Wafula PO, Teles A, El-Mousleh 
T, Linzke N, Zenclussen ML, Langwisch S, 
Heinze K, Wollenberg I, Casalis PA, Volk HD, 
Fest S and Zenclussen AC. Blockage of heme 
oxygenase-1 abrogates the protective effect of 
regulatory T cells on murine pregnancy and 
promotes the maturation of dendritic cells. 
PLoS One 2012; 7: e42301.

[101] Zenclussen AC, Schumacher A, Zenclussen 
ML, Wafula P and Volk HD. Immunology of 
pregnancy: cellular mechanisms allowing fetal 
survival within the maternal uterus. Exprt Rev 
Mol Med 2007; 9: 1-14.

[102] Zenclussen ML, Anegon I, Bertoja AZ, Chau- 
veau C, Vogt K, Gerlof K, Sollwedel A, Volk HD, 
Ritter T and Zenclussen AC. Over-expression of 
heme oxygenase-1 by adenoviral gene transfer 
improves pregnancy outcome in a murine 
model of abortion. J Reprod Immunol 2006; 
69: 35-52.

[103] Kreiser D, Nguyen X, Wong R, Seidman D, 
Stevenson D, Quan S, Abraham N and Dennery 
PA. Heme oxygenase-1 modulates fetal growth 
in the rat. Lab Invest 2002; 82: 687-692.

[104] Tachibana M, Hashino M, Nishida T, Shimizu T, 
Watarai M, Bereswill S. Protective role of heme 
oxygenase-1 in Listeria monocytogenes-in-
duced abortion. PLoS One 2011; 6: e25046.

[105] Tachibana M, Watanabe K, Yamasaki Y, Suzuki 
H and Watarai M. Expression of heme oxygen-
ase-1 is associated with abortion caused by 
Brucella abortus infection in pregnant mice. 
Microb Pathogenesis 2008; 45: 105-109.



The antioxidative properties of S-allyl
cysteine not only influence somatic cells
but also improve early embryo cleavage
in pigs
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ABSTRACT
In vitro cultivation systems for oocytes and embryos are characterised by increased

levels of reactive oxygen species (ROS), which can be balanced by the addition of

suitable antioxidants. S-allyl cysteine (SAC) is a sulfur compound naturally

occurring in garlic (Allium sativum), which is responsible for its high antioxidant

properties. In this study, we demonstrated the capacity of SAC (0.1, 0.5 and 1.0 mM)

to reduce levels of ROS in maturing oocytes significantly after 24 (reduced by 90.33,

82.87 and 91.62%, respectively) and 48 h (reduced by 86.35, 94.42 and 99.05%,

respectively) cultivation, without leading to a disturbance of the standard course of

meiotic maturation. Oocytes matured in the presence of SAC furthermore

maintained reduced levels of ROS even 22 h after parthenogenic activation (reduced

by 66.33, 61.64 and 57.80%, respectively). In these oocytes we also demonstrated

a growth of early embryo cleavage rate (increased by 33.34, 35.00 and 35.00%,

respectively). SAC may be a valuable supplement to cultivation media.

Subjects Biotechnology, Developmental Biology, Veterinary Medicine

Keywords Antioxidant, S-allyl cysteine, Garlic, Oocyte, Pigs

INTRODUCTION
During meiotic maturation in in vitro conditions, oocytes acquire developmental

competence, which is decisive with regard to the capacity of the fertilised oocyte to

develop into a viable embryo (Wassarman, 1988). Oxidative stress negatively influences

meiotic maturation by influencing the properties of its cytoskeleton. It damages the

microfilaments of the maturing oocyte (Jiao et al., 2013), disturbs the dynamics of the

microtubular network and the attachment of chromosomes to microtubules (Choi

et al., 2007). Oxidative stress negatively influences homeostasis of calcium ions

(Ambruosi et al., 2011). It also impairs the redistribution of cortical granules during the

course of meiotic maturation, which increases the incidence of polyspermy after in vitro

fertilisation (IVF) (Jiao et al., 2013). Excessive production of reactive oxygen species
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(ROS) reduces the percentage of formed pronuclei in porcine oocytes following IVF

(Alvarez et al., 2015).

Oxidative stress is a consequence of increased levels of ROS in cells. Balanced levels of

ROS are important for the correct functioning of the organism, and are also important in

the process of meiotic maturation. A proportionate amount of ROS in the follicular fluid

supports germinal vesicle breakdown, by which the process of meiotic maturation

begins (Takami et al., 1999). The follicular fluid also contains antioxidants. Balance of the

levels of ROS and antioxidants in the follicular fluid is of key importance for the successful

course of meiotic maturation (Pasqualotto et al., 2004).

In vitro cultivation systems used for the cultivation of oocytes are endangered by

increased levels of ROS and the development of oxidative stress, because cultivation media

contain a range of components manifesting pro-oxidative activity. These include, for

example, energy sources such as lactate and pyruvate (Hashimoto et al., 2000), and

hormones (Markides, Roy & Liehr, 1998). Transitory exposure of in vitro cultures to light

(Takenaka, Horiuchi & Yanagimachi, 2007) and increased concentrations of oxygen

(Agarwal, Saleh & Bedaiwy, 2003) also increases the production of ROS in cultivation

systems.

Balancing increased levels of ROS in a cultivation medium by the addition of suitable

antioxidants may prevent the development of oxidative stress and thus have a positive

influence on early embryo cleavage of matured oocytes. Several sources of antioxidant

substances are known, and more are being sought within the framework of ongoing

studies. These, for example, include the amino acid cysteine, which reduces levels of ROS

in maturing bovine oocytes (Morado et al., 2009). A cysteine derivative, N-acetyl cysteine

(NAC), positively influences the formation of pronuclei and the development of

blastocytes in vitro in pigs (Whitaker, Casey & Taupier, 2012).

Antioxidants also include a further cysteine derivative, the sulfur compound S-allyl

cysteine (SAC), which is responsible for the high antioxidant activity of garlic (Colı́n-

González et al., 2015). SAC is known for its anti-apoptotic and antioxidant effects in a

range of types of somatic cells. SAC manifests antioxidant properties for example in

the nervous (Tsai et al., 2011) and cardiovascular systems (Louis et al., 2012).

Takemura et al. (2014) published a study demonstrating the antioxidant effects of SAC

on rat sperm.

In somatic cells SAC manifests better antioxidant properties in comparison with

cysteine. Upon oral administration to mice it brought about a larger increase in the

activity of antioxidant enzymes in plasma, the kidneys and liver in comparison with

cysteine (Hsu et al., 2004). In addition, according to Dion, Agler & Milner (1997), SAC is

more effective than cysteine in the protection of liver cells against the mutagenic effects of

nitrosomorpholine. To date no study has been published dealing with the potential

antioxidant effects of SAC on maturing oocytes.

The aim of the presented study was to test the hypothesis that SAC influences

meiotic maturation of porcine oocytes and early embryo cleavage during in vitro

cultivation.

Dvo�ráková et al. (2016), PeerJ, DOI 10.7717/peerj.2280 2/12

http://dx.doi.org/10.7717/peerj.2280
https://peerj.com/


MATERIALS AND METHODS
Collection and cultivation of oocytes and evaluation of meiotic
maturation
Oocytes were obtained from ovaries through aspiration from follicles (2–5mM in diameter)

with 20G needles and cultured in a modifiedM199 medium (Gibco BRL, Life Technologies,

Carlsbad, CA, USA) supplemented with calcium L-lactate (2.75 mM; Sigma Aldrich, USA),

sodium pyruvate (0.25 mg/mL; Sigma Aldrich, USA), gentamicin (0.025 mg/mL; Sigma

Aldrich, USA), HEPES (6.3 mM; Sigma Aldrich, USA), 10% (v/v) foetal calf serum (Gibco

BRL, Life Technologies, Germany), albumin (5 mg/mL; Sigma Aldrich, USA) and 13.5 IU

eCG: 6.6 IU hCG/mL (P.G. 600, Intravet, Boxmeer, Netherlands).Oocytes were culturedwith

SAC (Sigma Aldrich, USA) in concentrations of 0.0 (control), 0.1, 0.5, 1.0 and 5.0 mM for

24 and 48 h (39 �C; 5% CO2). The concentration of 5.0 mM was applied in experiments

concerning nuclear maturation only.

After culture oocytes were denuded of cumulus cells by repeated pipetting through a

narrow glass capillary and mounted on slides. The following stages of meiotic

maturation were evaluated under a phase contrast microscope: germinal vesicle (GV),

metaphase I (MI) and metaphase II (MII).

MPF/MAPK double assay
Kinase Double Assay was performed according to Kubelka et al. (2000). Briefly, samples

were prepared from 15 oocytes cultivated with SAC by 5 ml extraction buffer addition and

immediately frozen (-80 �C). Specific substrates H1 (Histone H1) and Myelin Basic

Protein (MBP) were phosphorylated using radioactive labelled [g-32P]ATP, 500 mCi/mL

(GE Healthcare Life Sciences, USA) and separated by SDS-PAGE. The signal intensities

were measured by IP-plate, FLA 7000 reader (GE Healthcare Life Sciences, USA) and

Multi-Gauge 2.0 software (Fujifilm, Japan). The obtained data was expressed relative to

MPF/MAPK activities in oocytes in GV stage where we expect the lowest measured

activities of MPF and MAPK.

Measurement of hyaluronic acid production within
cumulus-oocyte complexes
Groups of 25 cumulus-oocyte complexes (COCs) were cultured for 24 and 48 h, washed four

times in 500ml PBS-PVA (0.01%) transfering them gently using a 50ml pipette. Oocytes were

denuded from cumulus cells and removed from samples. Samples were transferred into

Eppendorf tubes, enzymatically digested using lyase from Streptomyces hyalurolyticus

(20 ml/mL; Sigma-Aldrich, USA) at 39 �C overnight, centrifuged (5 min; 10,000 rpm, 4 �C)
and measured in a Helios Epsilon spectrophotometer (Verkon, Czech Republic) at 216 nm.

Reactive oxygen species measurement
Reactive oxygen species production was evaluated in oocytes after 24 and 48 h of meiotic

maturation and zygotes after 22 h of cultivation. Oocytes and zygotes were stained

with 10 mM 2′,7′-dichlorodihydrofluorescin diacetate (Sigma-Aldrich, USA) (20 min;

39 �C) and mounted on glass. Samples were evaluated using a confocal microscope
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(Leica SPE) and NIS Elements 4.0 software (Laboratory Imaging, Czech Republic). The

results were expressed as the relative fluorescence intensity and related to the control group.

Parthenogenic activation of oocytes
Parthenogenic activation was carried out according to Jı́lek et al. (2001). Briefly, matured

oocytes denuded from cumulus cells were activated using calcium ionophore A23187

(25mM, 5min; Sigma Aldrich, USA) and 6-dimethylaminopurine—6-DMAP (2 mM, 2 h;

Sigma Aldrich, USA) and cultivated in a modified M199 medium without hormones

for 22 h. Activating potential was evaluated as the ratio of zygotes with 1 or 2 pronuclei

and cleaving embryos. Early embryo cleavage was evaluated as the ratio of cleaving

embryos among activated oocytes.

Statistical analysis
Each experimental group contained 120 oocytes for nuclear maturation and

parthenogenic activation assessment, 100 for hyaluronic acid production assessment

and 60 for MPF/MAPK Double Assay and ROS measurement. All experiments were

repeated four times. SAS 9.0 Software (SAS Institute Inc., Cary, North Carolina, USA) was

used for the statistical analyses. Significant differences between groups were determined

using the one-way ANOVA test followed by Scheffe’s method. P < 0.05 were considered

significant. Statistically significant differences among different groups of oocytes are

indicated by different superscripts.

Design of the experiments
Experiment 1 was performed in order to investigate the effect of SAC on the meiotic

maturation of porcine oocytes. The oocytes were cultured for 24 and 48 h in vitro in the

maturation medium described above, and supplemented with SAC in different

concentrations. At the end of culture, stages of meiotic maturation, MPF and MAPK

activity and hyaluronic acid production were evaluated.

Experiment 2 was focused on the effect of SAC on ROS levels in oocytes after 24 and 48 h

of meiotic maturation and zygotes after subsequent 22 h of cultivation. We investigated

the effect of SAC on ROS production as an indicator of oxidative stress and therefore

quality of oocytes.

Experiment 3 was performed in order to evaluate the effect of SAC applied during

meiotic maturation on subsequent parthenogenic activation. Activating potential and

early embryo cleavage were considered as indicators of oocyte quality.

RESULTS
Effect of S-allyl cysteine on meiotic maturation of porcine oocytes
Nuclear maturation, cytoplasmic maturation and hyaluronic acid production were used

as markers of successful meiotic maturation. Nuclear maturation was evaluated as a stage

of meiotic maturation. SAC did not influence nuclear maturation despite the

concentration of 5 mM which disrupts the standard course of the process (see Fig. 1A).

This concentration was not applied in further experiments.
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Figure 1 Effects of various SAC concentrations on porcine oocyte meiotic maturation after 24 and 48 h of cultivation. (A) Effects of SAC on

nuclear maturation. GV–oocytes in the germinal vesicle stage, MI–oocytes in metaphase I, and MII–oocytes in metaphase II. Statistically significant

differences between nuclear maturation stages (GV, MI, and MII) from various SAC concentrations are indicated by different superscripts:

a, b–differences between nuclear maturation stages from various SAC concentrations after 24 h of cultivation (P < 0.05). A, B–differences between

nuclear maturation stages from various SAC concentrations after 48 h of cultivation (P < 0.05). Data are presented as a mean of four replicates

(n = 120 in each group). (B) Effects of SAC on hyaluronic acid (HA) content within COCs. Statistically significant differences between HA contents

from various SAC concentrations are indicated by different superscripts: a, b–differences between HA contents from various SAC concentrations

after 24 h of cultivation (P < 0.05). A, B–differences between HA contents from various SAC concentrations after 48 h of cultivation (P < 0.05). Data

are presented as a mean ± S.E.M. of four replicates (n = 100 in each group). (C) Effects of SAC on MPF activity. Phosphorylated histone H1 signal

intensity is related to signal intensity in GVoocytes and reflects changes in MPF activity. Statistically significant differences between relative histone

H1 signal intensities from various SAC concentrations are indicated by different superscripts: a, b–differences between relative histone H1 signal

intensities from various SAC concentrations after 24 h of cultivation (P < 0.05). A, B–differences between relative histone H1 signal intensities

from various SAC concentrations after 48 h of cultivation (P < 0.05). Data are presented as a mean ± S.E.M. of four replicates (n = 60 in each

group). (D) Effects of SAC on MAPK activity. Phosphorylated MBP signal intensity is related to signal intensity in GVoocytes and reflects changes

in MAPK activity. Statistically significant differences between relative MBP signal intensities from various SAC concentrations are indicated by

different superscripts: a, b–differences between relative MBP signal intensities from various SAC concentrations after 24 h of cultivation (P < 0.05).

A, B–differences between relative MBP signal intensities from various SAC concentrations after 48 h of cultivation (P < 0.05). Data are presented as

a mean ± S.E.M. of four replicates (n = 60 in each group).
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Cytoplasmic maturation was evaluated as MPF and MAPK activities. MPF and MAPK

activities as well as hyaluronic acid production by COCs were not influenced by SAC

(see Figs. 1B–1D).

Effect of S-allyl cysteine on reactive oxygen species production in
porcine oocytes and zygotes
In these experiments we measured levels of ROS in order to prove our hypothesis that SAC

has antioxidant activity in oocytes, as has been proven in somatic cells.

Primarily, we cultivated maturing oocytes in the presence of SAC in concentrations 0.1,

0.5 and 1.0 mM and evaluated levels of ROS within oocytes after 24 and 48 h of

cultivation. We observed a significant decrease in ROS production in all experimental

groups after 24 as well as 48 h of cultivation (see Fig. 2).

Obtaining these results, we continued in experiments by parthenogenic activation of

oocytes matured in the presence of SAC. We evaluated ROS levels in zygotes 22 h after

parthenogenic activation. According to our results, parthenogenetically activated zygotes

maintained their antioxidant capacity and exhibited lowered ROS levels when compared

to the control group (see Fig. 2).

Effect of S-allyl cysteine on oocyte parthenogenic activation
In the following experiments we focused on the effect of SAC on activating potential and

early embryonic cleavage as indicators of embryo quality. SAC in concentrations

Figure 2 Effects of SAC on ROS production in porcine oocytes after 24 and 48 h of cultivation, and

in zygotes after 22 h of cultivation. Statistically significant differences between ROS levels from

various SAC concentrations are indicated by different superscripts: a, b–differences between ROS

levels from various SAC concentrations after 24 h of cultivation (P < 0.05). A, B–differences between

ROS levels from various SAC concentrations after 48 h of cultivation (P < 0.05). 1, 2–differences

between ROS levels from various SAC concentrations after 22 h of cultivation of parthenogenetically

activated oocytes (P < 0.05). Data are presented as a mean ± S.E.M. of four replicates (n = 60 in each

group).

Dvo�ráková et al. (2016), PeerJ, DOI 10.7717/peerj.2280 6/12

http://dx.doi.org/10.7717/peerj.2280
https://peerj.com/


Figure 3 Effects of various SAC concentrations on parthenogenic activation of porcine oocytes.

(A) Effects of SAC on the activating potential of parthenogenetically activated oocytes after 22 h of

cultivation. MII oocytes–oocytes in metaphase II, activated oocytes–zygotes with one or two pronuclei

and 2–3-cell cleaving embryos. Statistically significant differences between oocyte developmental stages

from various SAC concentrations are indicated by different superscripts: a, b–differences between

percentages of MII oocytes from various SAC concentrations (P < 0.05). A, B–differences between

percentages of activated oocytes from various SAC concentrations (P < 0.05). Data are presented as a

mean of four replicates (n = 120 in each group). (B) Effects of SAC on the early embryo development of

parthenogenetically activated oocytes after 22 h of cultivation. Zygotes had one or two pronuclei;

embryos consisted of 2 or 3 cells. Statistically significant differences between oocyte developmental

stages from various SAC concentrations are indicated by different superscripts: a, b–differences between

percentages of zygotes from various SAC concentrations (P < 0.05). A, B–differences between percen-

tages of embryos from various SAC concentrations (P < 0.05). Data are presented as a mean of four

replicates (n = 120 in each group).
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0.1, 0.5 and 1.0 mM did not affect activating potential, however it enhances early embryo

cleavage in comparison to the control (see Figs. 3A and 3B).

DISCUSSION
In our study, we demonstrated that SAC reduces levels of ROS in porcine oocytes

during their maturation in vitro. In the case of oocytes maturing in the presence of

SAC we did not observe deviations during the course of nuclear maturation or in the

activity of kinases of key importance for the meiotic maturation of oocytes. Expansion of

cumulus was also not influenced by cultivation. After parthenogenic activation we

observed a higher proportion of cleaving embryos in oocytes maturing in the presence of

SAC. The capacity of SAC to reduce intracellular levels of ROS has been described in

somatic cells (Tsai et al., 2011). To the best of our knowledge, our study is the first to

describe this effect of SAC on in vitro maturing mammal oocytes.

The marked reduction of intracellular levels of ROS observed in our study in porcine

oocytes maturing in vitro in a medium enriched with SAC can be explained by the fact that

both cysteine and the allyl group have antioxidant properties (Chung, 2006). It is known

that the addition of cysteine alone or its derivatives (e.g. NAC) to the cultivation medium is

capable of achieving a suppression of intracellular levels of ROS upon cultivation of

oocytes and embryos in vitro (Alvarez et al., 2015;Giorgi et al., 2015). According to several in

vivo experiments SAC has stronger antioxidant effects on various types of tissues than

cysteine alone (Hsu et al., 2004) or than NAC (Mizuguchi et al., 2006).

In our study, the reduction of ROS levels did not have a significant impact on the

observed aspects of maturation of porcine oocytes. This could indicate that porcine

oocytes are relatively resistant to the effects of ROS. This is attested to also by the

observations of Alvarez et al. (2015), in which the increase of ROS levels had no impact on

maturation. However, Alvarez et al. (2015) describe an increase in the proportion of

oocytes maturing to metaphase II after a reduction of ROS by the addition of cysteine to

the cultivation medium for maturation.

In our experiments we did not demonstrate the influence of SAC added during meiotic

maturation on the proportion of oocytes emerging from metaphase II following

parthenogenetic activation (thus the effect on the activation rate). However, in all applied

concentrations (0.1, 0.5 and 1.0 mM), SAC increased the percentage of cleaving zygotes

following parthenogenetic activation. A similar effect has also been described in the

case of cysteine which, in the study by Li et al. (2014), increased early embryo cleavage

of porcine oocytes following ICSI, and also in the case of NAC, which improved the

formation of male pronuclei and subsequent embryonic development (Whitaker, Casey &

Taupier, 2012). On the basis of our results it is possible to conclude that SAC positively

influences early embryo cleavage, a significant indicator of the quality of activated oocytes.

This effect may be the result of suppression of ROS levels in zygotes, which persists

from previous maturation of oocytes in the presence of SAC.

SAC need not act on oocytes cultivated in vitro only as an antioxidant reducing

intracellular levels of ROS, but may also have an indirect effect via other target systems.

SAC is also capable of increasing the activity of antioxidant enzymes such as catalase
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and glutathione peroxidase (Hsu et al., 2004), by increasing intracellular levels of

glutathione, which is known as a significant antioxidant responsible for uptake of ROS in

cells (Kohen & Nyska, 2002). Also significant may be the capacity of SAC to increase

the intracellular concentration of hydrogen sulfide (Szabó, 2007), which tanks among

significant gaseous signalling molecules termed gasotransmitters (Kamoun, 2004).

Hydrogen sulfide plays a significant role in regulating the maturation of mammal oocytes

(Nevoral et al., 2014).

The extent to which hydrogen sulfide contributed to the effects of SAC we observed is

not clear. In this study, in the case of COCs, after cultivation with SAC we did not

observe an acceleration of maturation of oocytes or a suppression of expansion of

cumulus cells, which is manifested under the influence of hydrogen sulfide on COCs

(Nevoral et al., 2014). On the other hand, sulfide ions may have a whole range of indirect

effects on oocytes. Hydrogen sulfide influences the activity of several proteins,

including enzymes and the ion channels of their sulfhydration (Paul & Snyder, 2012).

Sulfide ions also have an effect on the activity of other gasotransmitters—nitric oxide and

carbon monoxide (Li, Hsu & Moore, 2009), which may significantly influence the

maturation of oocytes (Jablonka-Shariff & Olson, 1998).

CONCLUSIONS
Further experiments will be required for amore detailed clarification of the effect of SACon

oocytes and their developmental competence. Our experiments indicate that SAC is

an antioxidant suitable as a supplement to cultivationmedia for oocytes because it does not

disturb the course of meiotic maturation, which is sensitive to imbalance of ROS.

The addition of SAC to in vitro cultivation systems may make a significant contribution to

the success of in vitro maturation and subsequent activation and the early embryonic

development of oocytes.
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INTRODUCTION

The first statements about the beneficial health ef-
fects of garlic originate from 2600–2100 BC. Ancient 
medical books from Greece, Rome, Egypt, India, and 
China recommended garlic consumption as a way to 
improve health (G o r i n s t e i n  et al., 2007).

Garlic stimulates the immune system; it has anti-
bacterial, antiviral, antiparasitic (I c i e k  et al., 2009), 
hepatoprotective (B a n e r j e e  et al., 2003), and neu-
roprotective properties (B o r r e l l i  et al., 2007), and 
decreases oxidative stress in cells. Garlic reduces the 
proliferation of some kinds of cancer cells (B a n e r j e e 
et al., 2003). It lowers blood cholesterol and triacylg-
lycerol levels, reduces blood pressure, and prevents the 
development of atherosclerosis. It impairs thromboxane 
synthesis and therefore acts as an anticoagulant (I c i e k 
et al., 2009), and also decreases plasma glucose levels, 
which in turn prevents the development of diabetes 
mellitus (B a n e r j e e  et al., 2003).

Biosynthesis and metabolism of biologically active 
compounds from garlic

Garlic contains several sulfur compounds, which 
are known for their positive physiological effects. 
Interestingly, the effects of garlic differ depending 
on whether crushed fresh garlic or aged garlic extract 
are applied.

Whole garlic bulbs contain gamma-glutamyl 
cysteine, which undergoes two important reactions: 
(1) through hydrolysis and oxidation it is converted 
into S-alkenyl sulfoxides, which include alliin (S-allyl 
cysteine sulfoxide); (2) through gamma-glutamyl 
transpeptidase activity it is converted into S-allyl 
cysteine (SAC). This second reaction occurs during 
the long-term extraction of the garlic bulb (C o r z o -
M a r t i n e z  et al., 2007). 

Fresh garlic extract is formed when garlic bulbs are 
crushed. Alliin is converted into sulfonic acid, pyru-
vate, and ammonia during the process (A m a g a s e , 
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2006). The reaction is conditioned by the presence 
of vacuolar enzyme allinase. Whole alliin has been 
detected in the stomach, intestine, and liver of mice 
after its consumption without any further conversion 
(E g e n s c h w i n d  et al., 1992; L a c h m a n n  et al., 
1994). The optimal pH level for allinase activity is 6.5; 
levels under 3.6 are typical for the stomach environ-
ment, in which alliinase is ineffective. Alliinase activity 
is completely and irreversibly inhibited in stomach acid 
(L a w s o n ,  H u g h e s , 1992). Heat-processed garlic 
contains mainly alliin because alliinase is destroyed 
at temperatures of 60°C and higher.

Sulfonic acid, created from alliin through allinase 
activity, is highly reactive and therefore it undergoes 
condensation, creating allicin (diallyl thiosulfinate) 
molecules (L a n z o t t i , 2006). Allicin is a volatile and 
highly unstable compound. It is instantly decomposed 
into oil-soluble diallyl monosulfide (DAS) and poly-
sulfides, mainly diallyl disulfide (DADS) and diallyl 
trisulfide (DATS). Polysulfides are compounds likely 
to be responsible for the positive biological effects of 
garlic (F r e e m a n ,  K o d e r a , 1995).

Allicin is also converted into ajoene, a compound 
considered responsible for the anticoagulant effects 
of garlic (A p i t z c a s t r o  et al., 1983; B l o c k  et 
al., 1984).

Besides fresh garlic extract produced through the 
crushing of garlic bulbs, garlic could be processed 
through long-term extraction in 15–20% ethanol, which 
produces aged garlic extract (AGE). AGE contains 
less allicin in comparison with fresh garlic. Other 
compounds are generated during long-term extraction; 
gamma-glutamyl cysteine from intact garlic bulbs is 
converted into S-allyl cysteine (SAC) (A m a g a s e , 
2006; C o l i n - G o n z a l e z  et al., 2012). SAC has been 
detected in blood after AGE consumption in a dose-
dependent manner (R o s e n  et al., 2001; S t e i n e r , 
L i ,  2001).

Sulfur compounds from AGE are stable and odor-
less; they have a milder, less specific flavour. They 
exhibit greater and more stable positive effects within 
the organism. They are safer in comparison with raw 
garlic (C o r z o - M a r t i n e z  et al., 2007). Daily con-
sumption of AGE at a dose of 1.8–10 g increases 
immune response in humans without any toxic side-
effects (A m a g a s e , 2006)

The metabolism of garlic compounds has yet to 
be fully understood. Garlic sulfur compound levels 
in blood after garlic consumption are good markers 
of garlic metabolism.

Garlic protects cells from oxidative stress

Oxidative stress is caused by an imbalance between 
free radical generation and endogenous antioxidative 
activity (S t e a r e ,  Ye l l o n , 1995). DNA, protein and 
lipid oxidation through reactive oxygen species (ROS) 

plays an important role in the ageing and development 
of many diseases. Endogenous antioxidants prevent cell 
damage through ROS. Reduced glutathione, superoxide 
dismutase, catalase, and glutathione peroxidase are 
among the most important endogenous antioxidants 
(B a n e r j e e  et al., 2003). 

Regular consumption of garlic significantly in-
creases cell antioxidative activity (B a n e r j e e  et al., 
2002). Garlic prevents ROS generation and protects the 
mitochondrial membrane from oxidative stress, which 
alters membrane potential (C e r v a n t e s  et al., 2013).

Alliin scavenges free radicals, protects lipids from 
oxidation, and increases antioxidative enzyme activity 
(B a n e r j e e  et al., 2003).

Fresh garlic extract scavenges free radicals in a 
dose-dependent manner (P r a s a d  et al., 1996), and 
therefore it protects brain and heart cells from oxida-
tive stress-induced ischemia (B a t i r e l  et al., 1996; 
B a n e r j e e  et al., 2003). Fresh garlic reduces lipid per-
oxidation in the heart, liver, and kidneys (B a n e r j e e 
et al., 2001, 2002) and low-density lipoprotein (LDL) 
oxidation (L a u , 2001).

Allicin is the major compound of fresh garlic extract, 
however it is highly unstable. It reacts with cysteine 
and glutathione (R a b i n k o v  et al., 2000), and creates 
substances which have antioxidative effects. Allicin 
and its derivatives can influence the activity of pro-
teins through S-thiolation, which is one of many cell 
antioxidative mechanisms (P i n t o  et al., 2006). Allicin 
binds LDL, and therefore prevents LDL oxidation in 
blood-vessel walls (G o n e n  et al., 2005).   

DAS and polysulfides increase the activity of an-
tioxidative enzymes, and therefore protect cells from 
oxidative stress (F u k a o  et al., 2004).

AGE exhibits the highest antioxidative activity. It 
prevents damage to DNA by free radicals and therefore 
protects cells from cancer development (B o r e k , 
2001). AGE reduces the risk of cardiovascular and 
cerebrovascular diseases (L a u  et al., 1987). It prevents 
damage to cell membranes and lipid peroxidation in 
pulmonary endothelial cells subjected to oxidized 
LDL. AGE reduces hydrogen peroxide and superoxide 
production. It increases the activity of superoxide 
dismutase and glutathione peroxidase in pulmonary 
endothelial cells (I d e  et al., 1997).

The antioxidative effects of garlic can be medi-
ated by nitric oxide (NO) production. SAC, the main 
compound of AGE, regulates NO production by two 
different pathways: 

Oxidative stress triggers nuclear factor kappa 
(NFĸB) activity, which is involved in the expression 
of proinflammatory enzymes such as inducible nitric 
oxide synthase, producing NO in cells. SAC inhibits 
NFĸB activity, and therefore it exhibits an antiinflam-
matory effect (I d e ,  L a u , 2001). 

However, SAC can enhance NO production in cell 
through the activation of calcium-dependent nitric 
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oxide synthase. NO inhibits hydrogen peroxide and 
superoxide production. SAC increases NO production in 
endothelial cells, and therefore enhances blood-vessel 
elasticity and protects them from inflammation and 
development of atherosclerosis (D a s  et al., 1995; 
S o o r a n n a  et al., 1995). 

Garlic inhibits carcinogenesis

Garlic inhibits the growth of some tumors and 
cell proliferation. DAS and DATS suppress benzo(a)
pyren-induced development of stomach cancer in 
mice (S p a r n i n s  et al., 1988). DADS prevents in-
testine and kidney cancer in carcinogen-treated mice 
(T a k a h a s h i  et al., 1992). Other studies confirm 
that garlic monosulfides and polysulfides are effective 
against in vitro-induced carcinogenesis (W a r g o v i c h 
et al., 1988; S c h a f f e r  et al., 1996; S u z u i  et al., 
1997). Consumption of AGE at a dose of 2.4 ml daily 
for 12 months reduces the size and number of colorectal 
adenomas in humans (T a n a k a  et al., 2006). Garlic 
has an antiproliferative effect on human cancer cells 
in transgenetic animal models (S i n g h  et al., 1996; 
S u n d a r a m ,  M i l n e r ,  1996; X i a o  et al., 2006a).

Considering the toxic effects of garlic sulfur com-
pounds on cancer cells, it is necessary to investigate 
their potential toxic effects on normal cells. Certain 
studies demonstrate a higher tolerance of normal cells 
against the cytotoxic effects of garlic (K a r m a k a r  et 
al., 2007; K i m  et al., 2007). However, other studies 
show toxic effects of garlic compounds on normal cells, 
especially those of the gastrointestinal tract (J o s e p h 
et al., 1989; B a n e r j e e  et al., 2003).

The anticarcinogenic effects of garlic compounds 
can be mediated by several mechanisms. Garlic in-
duces an immune response in the organism (L a m m , 
R i g g s , 2001). Garlic compounds prevent oxidative 
cell damage, and inhibit cell proliferation by induc-
tion of apoptosis or cell cycle arrest (P e r c h e l l e t  et 
al., 1990). They enhance the activity of detoxification 
enzymes, which improve excretion of carcinogens 
(G u y o n n e t  et al., 1999), and suppress the activ-
ity of P450 enzymes, which mediate the activation 
of procarcinogens (D i o n ,  M i l n e r , 1997). Garlic 
has anticlastogenic effects and it contributes to re-
pairing damaged DNA (K h a n u m  et al., 2004). It 
influences gene expression through post-translational 
modifications, and therefore alters the activity of cell 
cycle regulating proteins (D r u e s n e - P e c o l l o  et 
al., 2007). It also suppresses blood supply to tumors. 
AGE prevents proliferation of endothelial cells and 
enhances their adhesion to collagen and fibronectin, 
which in turn reduces their mobility. AGE inhibits 
blood supply to human colorectal carcinoma through 
this mechanism (M a t s u u r a  et al., 2006). Alliin and 
DATS suppress angiogenesis by reducing vascular 
endothelial growth factor (VEGF) secretion (M o u s a , 
M o u s a , 2005).

Garlic induces apoptosis in cancer cells

Garlic polysulfides induce oxidative stress in cancer 
cells through increased production of ROS. Enhanced 
oxidative stress triggers apoptotic signalling path-
way. Cancer cells are especially sensitive to garlic 
compounds, since they possess a small amount of 
molecules with antioxidative properties (Filomeni et 
al., 2003; Xiao et al., 2004).

DADS enhances ROS generation and therefore 
activates the c-Jun N-terminal kinase (JNK) path-
way, which triggers cell death in neuroblastoma cells 
(Filomeni et al., 2003). DADS increases the expression 
of proapoptotic factors and reduces the expression of 
antiapoptotic factors in breast cancer cells (Nakagawa 
et al., 2001). It enhances intracellular levels of cal-
cium ions, which in turn increases hydrogen peroxide 
production and activates caspases in human leukemic 
cells (Park et al., 2002).

DATS is more effective in the induction of apopto-
sis in human prostate cancer cells in comparison with 
DAS and DADS (Xiao et al., 2004). It degrades ferritin 
and therefore enhances cellular labile iron, which is in 
turn followed by ROS generation (Antosiewicz et al., 
2006). It hyperphosphorylates and inactivates antia-
poptotic factors through JNK and extracellular signal-
regulated kinase 1/2 (ERK 1/2) signalling pathways 
(Xiao et al., 2004). It causes conformational changes 
of proapoptotic factors, which lead to their transfer 
into mitochondria (Kim et al., 2007).

Ajoene activates NFĸB, stimulates ROS generation, 
induces apoptosis and cell cycle arrest in the G2 phase 
(Xu et al., 2004), and decreases intracellular levels of 
antiapoptotic factors (Li et al., 2002).

Garlic induces cell cycle arrest in cancer cells

A large amount of studies have confirmed the ability 
of garlic to induce cell cycle arrest, which could be a 
mechanism of cancerogenesis inhibition.

Garlic polysulfides inhibit cyclin-dependent kinase 
1 (Cdk1) and enhance cyclin B1 expression in colon 
cancer cells (K n o w l e s ,  M i l n e r , 2000). They 
reduce Cdk-activating kinase activity in liver cancer 
cells (W u  et al., 2004) and Cdc25 activity in prostate 
cancer cells (A r u n k u m a r  et al., 2006). They activate 
mitogen-activated protein kinase (MAPK) p38, which 
reduces Cdc25 phosphatase activity in stomach cancer 
cells (Yu a n  et al., 2004). DATS is more effective 
in the induction of cell cycle arrest in the liver (W u 
et al., 2004) and prostate cancer cells in comparison 
with DAS and DADS. Normal epithelial prostate cells 
are more resistant to the toxic effect of DADS than 
cancer cells (X i a o  et al., 2005).

Garlic polysulfides can induce cell cycle arrest in 
the S phase, G2 phase or prometaphase. Cell cycle 
arrest in G2 is caused by a reduction in the cdc25 
activity (X i a o  et al., 2005). Cell cycle arrest in the 
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prometaphase is connected with hypermethylation 
of key subunits of the anaphase-promoting complex/
cyclosome (APC/C) (H e r m a n - A n t o s i e w i c z 
et al., 2007). 

Garlic induces microtubule depolymerization and 
changes in cytoskeleton in interphase cancer cells and 
disrupts mitotic spindle formation in mitosis (H o s o n o 
et al., 2005; Z h a n g  et al., 2006). Garlic polysulfides 
initiate changes in the microtubule network, chromatin 
condensation, and phosphorylation of histone H3 in 
the M phase (H e r m a n - A n t o s i e w i c z ,  S i n g h , 
2005). DATS induces oxidative changes in beta-tubulin 
cysteine residues in vitro (H o s o n o  et al., 2005).

Garlic regulates gene expression through histone 
acetylation

Garlic compounds mediate histone acetylation 
through an increase of histone acetylase activity and 
a reduction of histone deacetylase activity, and can 
therefore alter gene expression. Histone modification 
influences the expression of proteins in cancer cells and 
expression of proteins involved in cell cycle regulation.

DADS induces histone acetylation in human breast 
cancer cells and rat liver cancer cells through a re-
duction of histone deacytylase activity (L e a  et al., 
1999), and affects the activity of cell cycle regulating 
proteins, such as p21 kinase, MAPK3, inhibitors of 
DNA-binding proteins, and proteins involved in DNA 
repair through histone modification (D r u e s n e -
P e c o l l o  et al., 2007). DADS enhances histone H3 
and H4 acetylation in human leukemic cells and inhibits 
histone deacetylases in liver and breast cancer cells 
(L e a  et al., 1999). Allicin and SAC enhance histone 
acetylation in breast and intestine cancer cells (L e a 
et al., 2002). 

Garlic influences cell signalization through hydrogen 
sulfide production

Hydrogen sulfide is well known as a toxic gas. In 
recent times, its physiological function as a gaseous 
signalling molecule, a gasotransmitter within the organ-
ism, has been discovered (W a n g , 2002). Hydrogen 
sulfide is a signalling molecule in the nervous (A b e , 
K i m u r a , 1996), cardiovascular (Z h a o  et al., 2001) 
and reproductive systems (S r i l a t h a  et al., 2007). 
Cystathionine-gamma-lyase (CSE) and cystationine-
beta-synthase (CBS) are enzymes synthesizing hy-
drogen sulfide within the organism (W a n g , 2002). 

Positive garlic effects can be mediated through 
hydrogen sulfide production. Human red blood cells 
produce hydrogen sulfide in anoxic conditions from 
garlic extract, allicin, DADS, and DATS in the pres-
ence of glutathione. The highest amount of hydrogen 
sulfide is generated from DATS. Addition of DADS 
into blood enhances amounts of exhaled hydrogen 
sulfide in rats (I n s k o  et al., 2009). DADS and DATS 

vasodilatate blood-vessels through hydrogen sulfide 
production (B e n a v i d e s  et al., 2007).

Hydrogen sulfide can be generated from cysteine 
derivatives through the activity of cystathionine 
gamma-lyase (CSE) (W a n g  et al., 2010). One of 
these cysteine derivatives, SAC, can act as a direct 
substrate for hydrogen sulfide production, as well as 
a compound regulating CSE activity. SAC enhances 
CSE activity, and therefore protects heart cells against 
infarction (C h u a h  et al., 2007). S-propargyl cysteine 
(SPRC), a structural analog of SAC, enhances CSE 
expression. Created hydrogen sulfide enhances p53 
and Bax expression. SPRC reduces the viability and 
division of cancer cells through this mechanism (M a 
et al., 2011).

CONCLUSION

Sulfur compounds from garlic have a significant 
positive effect on organisms. The method of processing 
is a key factor determining the biological activity of 
garlic. Garlic could be administered as a fresh or aged 
garlic extract (AGE). Fresh garlic extract possesses 
both prooxidative and antioxidative properties, which 
depends on a type of treated tissue. Cancer represents 
one of the most investigated diseases in the devel-
oped world. Cancer cells exhibit high sensitivity to 
oxidative stress-induced apoptosis mediated by garlic 
compounds when compared to healthy cells. Many 
currently widespread diseases, such as cardiovascular 
diseases, are caused by high content of reactive oxygen 
species in the environment which could be balanced 
by garlic compounds, especially those contained in 
aged garlic extract. Hydrogen sulfide is a gaseous 
molecule exhibiting antioxidative activity. It stabilizes 
mitochondrial membranes, and therefore protects cells 
against apoptosis. Garlic sulfur compounds are able 
to release hydrogen sulfide, which could represent 
their mechanism of action. This presumption should 
be approved more thoroughly using different types of 
tissues for wider implication of garlic health benefits. 
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INTRODUCTION

Garlic (Allium sativum) was, for its therapeutic 
effects, used as early as ancient Egypt, Rome, India, 
and China. References to its use are also in the Bible. 
It was used both to increase resistance against ill-
nesses and for their treatment (R i v l i n , 2001). Its 
effects are complex and it was used against heart 
diseases, hemorrhoids, to improve sexual fitness or 
against snake bites. Thanks to its effects, it is still in 
the centre of interest. Many studies have been carried 
out that support the positive effects of its use, while 
its impact is broad.

Currently, attention is focused particularly on indi-
vidual garlic derivatives which exhibit positive physi-
ological effects. The main studied garlic derivatives 

include in particular organo-sulphur compounds, which 
are deemed to be the carriers of positive properties. 
These include in particular alliin, allicin, diallyl sulfide 
(DAS), diallyl disulfide (DADS), diallyl trisulfide 
(DATS), and S-allyl cysteine (SAC). 

Garlic has been used since ancient times for its 
antimicrobial properties. Even today it is used against 
influenza viruses. Its antiviral effect includes not 
only influenza A and B viruses, but also the effect 
against herpes simplex virus, cytomegaloviruses, 
and rhinoviruses. The antibacterial effect of garlic 
is due to the inhibition of growth and production of 
bacterial toxins. This effect has been described in 
strains of Pseudomonas, Proteus, Escherichia coli, 
Staphylococcus aureus, Salmonella, Mycobacterium, 
Helicobacter pylori, and Clostridium.
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Garlic and garlic derivatives have bactericidal ef-
fect against bacteria that cause tooth decay and peri-
odontitis. In addition, garlic has the ability to inhibit 
the growth of moulds and yeasts, including the genera 
Candida, Trichophyton, Cryptococcus, Aspergillus or 
Trichosporon. The anti-parasitic effect was described 
for Trypanosoma brucei, Leishmania or the genus 
Giardia (M a j e w s k i , 2014).

The ability of garlic to lower blood pressure was 
demonstrated by several epidemiological studies. 
Garlic derivatives, particularly SAC and allicin, af-
fect a number of factors involved in the development 
of hypertension, whether it is oxidative stress, nitric 
oxide (NO) production, angiotensin-converting enzyme 
activity or proliferation of vascular smooth muscle 
cells (S h o u k  et al., 2014). Garlic derivatives have 
the ability to lower the plasma glucose levels and 
therefore suppress the development of diabetes mellitus 
(B a n e r j e e  et al., 2003). Preventive effects against 
atherosclerosis are related to the decrease in plasma 
triglycerides, LDL, HDL, and total cholesterol, and 
the lowering of blood pressure of garlic consumers 
(I c i e k  et al., 2009; E b r a h i m i  et al., 2016).

Another described property of garlic extracts is the 
ability to modulate immune functions and anti-inflam-
matory effect mediated by stimulation of macrophages, 
lymphocytes, natural killer (NK) cells, and dendritic 
cells, and by influencing the production of cytokines 
and immunoglobulins (A r r e o l a  et al., 2015). 

Many works have proved that garlic, and in par-
ticular sulphur compounds, are capable of inhibiting 
the growth of tumour cells of a variety of tumours 
such as gastric, breast, colon, prostate, liver, kidney, 
bladder, and others by various mechanisms – e.g. 
by influencing gene expression, inhibition of pro-
liferation and cell cycle, inhibition of cytochrome 
P450 or by increasing infiltration of T lymphocytes (
CD8 (+) T-Cell) into a tumour (C o r z o - M a r t i n e z 
et al., 2007; H u a n g  et al., 2011; T s a i  et al., 2012; 
E b r a h i m i  et al., 2013; B a y a n  et al., 2014). DAS, 
DADS, and DATS are garlic compounds which gain 
attention due to their anticancerogenic effect. Of these 
three compounds, mainly the effects of DADS include 
a wide variety of reactions from detoxification of 
carcinogenic substances through modulation of cy-
tochrome P450-dependent monooxygenases and via 
induction of phase II enzymes, through suppression 
of DNA adduct formation, histones modification, cell 
cycle regulation to apoptosis induction (K h a n u m  et 
al., 2004; Y i ,  S u , 2013).

Garlic derivatives and their biotransformation

The content of each physiologically active garlic 
derivative varies depending on the processing of garlic. 
Whole garlic bulbs contain gamma-glutamyl cysteine, 
from which physiologically active garlic derivatives 
are obtained. SAC is formed via the reaction catalyzed 

by gamma-glutamyl transpeptidase in aqueous solu-
tions and extracts. Alliin (S-allyl-l-cysteine sulfox-
ide) and methiin (S-methyl-l-cysteine sulfoxide) are 
formed by hydrolysis and oxidation. The main active 
ingredient of garlic is allicin which is formed via the 
reaction catalyzed by the enzyme alliinase, namely 
by the hydrolysis of alliin to allylsulfenic acid and its 
subsequent condensation to allicin (diallyl thiosulfi-
nate) (A m a g a s e , 2006; C o l i n - G o n z a l e z  et al., 
2012; M a j e w s k i , 2014). This is further converted 
into fat-soluble DAS, DADS, and DATS (C o r z o -
M a r t i n e z  et al., 2007). 

The content of particular derivatives depends on the 
processing of garlic cloves. Ethanol extracts obtained 
by extraction at temperatures below 0°C contain mainly 
alliin, ethanol-water extraction at 25°C provides allicin, 
and distillation with water vapour at 100°C leads to 
the conversion of alliin to DAS (M a j e w s k i , 2014). 
A common method of garlic processing is a long-
term extraction, during which garlic is extracted by 
15–20% ethanol at room temperature for a period 
longer than 20 months. In this manner aged garlic 
extract (AGE) is obtained, which is less aromatic and 
in which the gamma-glutamyl cysteine is converted 
mainly to SAC, a colourless and odourless substance, 
which is stable in aqueous solution with neutral or 
slightly acidic pH (A m a g a s e , 2006) (Fig. 1).

Organo-sulphur garlic compounds and the effect on 
signalling pathways of mammalian cells

Currently, organo-sulphur garlic compounds at-
tract attention for their ability to modulate viability 
of mammalian cells. The most studied garlic deriva-
tives include alliin, allicin, SAC, DAS, DADS, and 
DATS. These substances influence each other in their 
effect. In addition to the synergistic effect, they ex-
hibit a strong pleiotropic effect (A m a g a s e , 2006). 
The reason is that garlic compounds affect a variety 

Fig. 1. Garlic derivatives and their biotransformation depending on 
the processing of garlic bulbs
modified according to C o r z o - M a r t i n e z  et al. (2007)
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of signalling pathways that regulate various cellular 
processes (Fig. 2). 

Effect on the formation of reactive oxygen spe-
cies (ROS). The increased intracellular level of ROS 
is a risk factor for a number of illnesses including 
cardiovascular and neurodegenerative. Due to ROS, 
organo-sulphur garlic compounds exhibit dual ef-
fect. They can reduce or increase intracellular levels 
of ROS. Alliin increases the activity of antioxidant 
enzymes and reduces lipid peroxidation (B a n e r j e e 
et al., 2003). Antioxidant properties of allicin, which 
is the main component of fresh garlic extract, are 
facilitated by reaction products forming during the 
reaction with glutathione and cysteine (P r a s a d  et 
al., 1996; R a b i n k o v  et al., 2000). Alliin and alli-
cin increase the activity of endogenous antioxidants 
(B a n e r j e e  et al., 2001) and inhibit lipid peroxida-
tion (L a u , 2001).

The highest antioxidant activity among sulphur 
garlic derivatives has SAC, which is contained in 
a high concentration in AGE. SAC influences the 
formation of ROS by several mechanisms. One of 

the ways described in endothelial cells is reducing 
the production of hydrogen peroxide and superoxide 
anion, and increasing the glutathione level by reducing 
the activity of superoxide dismutase and increasing 
activity of glutathione peroxidase and glutathione 
reductase (W e i ,  L a u , 1998; O r o z c o - I b a r r a 
et al., 2016). Another effect of SAC is the improve-
ment of mitochondrial functions and the suppres-
sion of mitochondrial membrane potential reduction 
(C e r v a n t e s  et al., 2013). Furthermore, SAC activates 
nuclear factor-erythroid 2-related factor 2 (Nrf2), 
the main control factor of the redox state (C o l i n -
G o n z a l e z  et al., 2012). Nrf2 acts as a regulator 
of glutathione, a powerful endogenous anti-oxidant 
(S o l i s  et al., 2002), peroxiredoxins, proteins reduc-
ing reactive peroxides including hydrogen peroxide 
and peroxynitrite (N e u m a n n  et al., 2009), and heme 
oxygenase-1 (HO-1) which catalyzes the production 
of anti-inflammatory carbon monoxide (CO) (J a r m i , 
A g a r w a l , 2009).

Antioxidant properties were also described in DAS, 
DADS, and DATS (A m a g a s e  et al., 2001). DATS 
protects endothelial cells against oxidative stress by 
decreasing the level of ROS, it increases the activity 
of superoxide dismutase and glutathione peroxidase 
in mitochondria and improves mitochondrial function 
of endothelial cells (L i u  et al., 2014). On the other 
hand, by increasing the intracellular Ca2+ level, DADS 
enhances the production of hydrogen peroxide (P a r k 
et al., 2002) and its ability to increase the production 
of ROS is considered to be one of the ways that DADS 
promotes the apoptosis of cancer cells (F i l o m e n i 
et al., 2003; L u  et al., 2004).

Effect on apoptotic signalling pathways. Induction 
of the internal apoptotic pathway is the main mechanism 
by which garlic sulphur derivatives inhibit tumour 
cells. Cancer cells generally have a low antioxidant 
potential, because they form small amounts of com-
pounds with antioxidant properties and ROS accumula-
tion is promoted by activation of oncogenes, aberrant 
metabolism, mitochondrial dysfunction, and loss of 
the tumour suppressor gene p53 (T r a c h o o t h a m 
et al., 2009). Compounds that raise ROS levels can 
effectively and selectively kill a variety of tumour cell 
lines (H a m a n a k a ,  C h a n d e l , 2010). Increasing 
the production of ROS induced by garlic compounds 
therefore goes hand in hand with the activation of ap-
optosis (F i l o m e n i  et al., 2003; X i a o  et al., 2004).

DADS increases intracellular ROS production, 
reduces the expression of anti-apoptotic factors, and 
promotes the activity of caspase-3, leading to the 
induction of apoptosis (N a k a g a w a  et al., 2001; 
L u  et al., 2004). N a g a r a j  et al. (2010) found that 
DADS induces the expression of Apaf1, caspase-3, 
and FADD (Fas-associated protein with death domain) 
and therefore the induction of apoptosis occurs via 
Bax-triggered mitochondrial pathway. Furthermore, 

Fig. 2.  Signal pathways influenced by organo-sulphur garlic compounds 
in normal and tumour mammalian cells

The effect of garlic compounds differs noticeably in normal and can-

cer cells. These compounds have antioxidative effect in normal cells 

but suppress ROS production and support apoptosis in tumour cells

CBS = cystathionine-β-synthase, CSE = cystathionine-γ-lyase, CASP 

3 = caspase 3, CO = carbon monoxide, CytC = cytochrome C, DAS = 

diallyl sulfide, DADS = diallyl disulphide, DATS = diallyl trisulfide, 

GSH = glutathione, GPX = glutathione peroxidase, GRS = glutha-

thione reductase, HAT = histone acetyltranferase, HDAC = histone 

deacetylase, H2O2 = hydrogen peroxide, H2S = hydrogen sulfide, 

HO-1 = heme oxygenase-1, JNK = c-Jun N-terminal kinase, MAPK = 

mitogen-activated protein kinase, NO = nitric oxide, iNOS = induc-

ible nitric oxide synthase, Nrf2 = nuclear factor-erythroid 2-related 

factor 2, ONOO– = peroxynitrite, p53 = tumour suppressor gene 

p53, ROS = reactive oxygen species, SAC = S-allyl cysteine, SOD = 

superoxide dismutase
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DADS enhances phosphorylation of mitogen-activated 
protein kinases – MAPKs, namely p38 MAPK and 
c-Jun N-terminal kinase (JNK) (F i l o m e n i  et al., 
2003; S h i n  et al., 2012).

An increase in the intracellular Ca2+ level and the 
associated endoplasmic reticulum stress is another 
trigger mechanism described in human leukemic cells, 
by which DADS induces activation of caspases (P a r k 
et al., 2002). Ca2+ is released from the endoplasmic 
reticulum and via the influx of phospholipase A2-
sensitive channels (C h e n  et al., 2011). Apoptosis 
can be also induced through beta-catenin, the overex-
pression of which, in the nucleus, has been described 
in cancer cells (K y p t a ,  W a x m a n , 2012). DADS 
affects the expression of active beta-catenin and thus 
the activation of the signalling pathway that down-
regulates Bcl-2 family proteins (H u a n g  et al., 2015).

The allyl sulfides effect on intracellular signalling 
of apoptotic signalling pathways correlates with the 
number of sulphur atoms in allyl sulfide molecule 
(J a n  et al., 2012). DATS is more effective in inducing 
apoptosis in renal cells and cells of the human prostate 
tumours than DAS and DADS. DATS works through 
JNK activation and via extracellular signal-regulated 
kinase (ERK) hyperphosphorylation, and thus anti-
apoptotic factors inactivation (X i a o  et al., 2004). 
Furthermore, DATS causes conformational changes 
of pro-apoptotic factors that lead to their transfer into 
the mitochondria (K i m  et al., 2007).

Allicin also has a similar effect, which induces 
apoptosis in pancreatic tumour cells due to increased 
production of ROS and glutathione depletion and 
increased caspase-3 expression, along with DNA frag-
mentation (C h h a b r i a  et al., 2015). I z d e b s k a 
et al. (2016) described a pro-apoptotic effect of al-
liin on breast cancer cells. The effect of allicin has 
been observed in human tumour cells of the stomach. 
Allicin induces the transfer of pro-apoptotic factor 
Bax to mitochondria and the release of cytochrome C 
from mitochondria to the cytosol and thereby triggers 
apoptosis combined with DNA fragmentation (P a r k 
et al., 2005).

In contrast to tumour cells, in cardiomyocytes of 
diabetic rats, DADS and DATS have the ability to 
inhibit caspase-3 expression and by this way to sup-
press the apoptotic signalling pathway (H u a n g  et al., 
1985). Through the released sulfide, garlic derivatives 
change the ratio of pro-apoptotic and anti-apoptotic 
factors Bax and Bcl-2 and reduce phosphorylation 
and thus the activity of MAPK and JNK, which are 
applied in the activation of the apoptotic signalling 
pathway (M u k h e r j e e  et al., 2009). It is therefore 
obvious that the method of affecting cellular processes 
depends not only on the type of garlic derivative but 
also on the specific cell type.

Effect on gene expression and histone acetyla-
tion. Garlic sulphur compounds affect the expression 

of various genes. M o u s a ,  M o u s a  (2005) described 
the ability of alliin to increase the expression of the 
tumour suppressor gene p53 and by contrast to suppress 
the expression of fibroblast growth factor-2 and thus 
slow down the growth of the human fibrosarcoma and 
colon tumour. Gene expression is modulated by garlic 
derivatives via histone acetylation, a key process in 
the activation of transcription. DADS increases the 
histone acetyltransferase activity and induces histone 
hyperacetylation in prostate cancer cells and thereby 
promotes the expression of anti-proliferation genes 
(Y i ,  S u ,  2013). The induction of apoptosis also 
correlates with histone acetylation (A r u n k u m a r 
et al., 2007). The increase in the activity of histone 
acetyltransferase correlates with a decrease in the activ-
ity of histone deacetylase (HDAC). This characteristic 
was described in DADS and its metabolite – allyl 
mercaptan (D r u e s n e  et al., 2004). SAC also has 
the potential to induce histones acetylation, although 
a significant effect on HDAC has not been detected 
(L e a  et al., 2001).

Effect on signalling pathways of gasotransmit-
ters. The effects of garlic derivatives are, in various 
types of mammalian tissues and cells, mediated by 
their ability to interfere with the signalling pathways 
of small gaseous signalling molecules known as gas-
otransmitters. Gasotransmitters include NO, CO, and 
hydrogen sulfide (H2S). In the cell, gasotransmitters are 
formed by reactions which are catalyzed by enzymes. 
NO is produced in cells of amino acid l-arginine by 
NO synthase (NOS) enzyme activity, which can be 
found in three isoforms. Neuronal NOS (nNOS) and 
endothelial NOS (eNOS) generate small amounts of 
NO, and inducible NOS (iNOS), on the other hand, 
generates large amounts of NO from which perox-
ynitrites and S-nitrosothiols are created (G r i f f i t h , 
S t u e h r , 1995; S n y d e r , 1995; B r o i l l e t , 1999). 
CO is endogenously formed via heme-oxygenase 
known in two isoforms – HO-1 and HO-2 (M a i n e s 
et al., 1998), which differ in enzyme kinetics. HO-1 
is an inducible isoform, which is part of the system 
to protect cells against oxidative stress. HO-2 is the 
constitutive form with a constant production of CO 
(N e m e c e k  et al., 2017).

The last of the three gasotransmitters, H2S, is 
formed from the amino acid l-cysteine via the reac-
tion catalyzed by cystathionine-γ-synthase (CBS), 
cystathionine-γ-lyase (CSE) (Wa n g , 2002), and 3-mer-
captopyruvate-sulfurtransferase (3-MPST) (S h i b u y a 
et al., 2009). The majority of physiologically produced 
H2S occurs in the cells through the activity of CBS 
and CSE.

According to in vitro studies, garlic derivatives 
reduce the expression of iNOS and therefore contribute 
to the reduction of peroxynitrite formation and the 
suppression of oxidative stress in cells (M a j e w s k i , 
2014). SAC affects the activity of HO-1 and CO pro-
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duction via the regulation of Nrf2 and in this way 
reduces ROS. The effect of AGE on oxidative stress 
has been described. AGE, beside other things, affects 
the expression of iNOS and HO-2 (G r i f f i n  et al., 
1989; J a r m i ,  A g a r w a l , 2009).

Most is known about the effect of garlic sulphur 
derivatives on H2S production. SAC not only directly 
increases CSE activity, but also serves as a substrate 
for intracellular H2S-generating reactions catalyzed 
by CSE (C h u a h  et al., 2007). The increased produc-
tion of H2S via the increased expression and activity 
of CBS and CSE enzymes was described in DATS in 
rat cardiomyocytes (L o u i s  et al., 2012; T s a i  et al., 
2015), and human (Chen at al., 2016) and mouse liver 
cells (I c i e k  et al., 2012). DADS and DATS increase 
total sulphane sulphur level and improve antioxidant 
and regulatory capacities of the cells (I c i e k  et al., 
2012). The increased production of H2S in these cells 
then suppresses oxidative stress and the activation 
of the apoptotic signalling pathway. A similar effect 
has been described in SAC, whose administration to 
laboratory rats with artificially induced myocardial 
infarction decreased their mortality and heart damage. 
The proof of the fact that H2S contributes to the SAC 
effect is that CSE inhibition suppressed this positive 
effect of SAC and H2S donor improves the ischemia 
affected cardiomyocyte function (S u n  et al., 2015). 
H2S suppresses apoptosis in rat liver cells by reducing 
the activity of MAPK and JNK (Yu a n  et al., 2017) 
and affects the ratio of pro-apoptotic and anti-apoptotic 
factors Bax and Bcl-2 cells (F i l o m e n i  et al., 2003; 
L u  et al., 2004). It is therefore likely that the effect 
of sulphur garlic derivatives is mediated via increased 
production of H2S in the cells. 

CONClUSION

Garlic compounds participate in the regulation of 
many signalling cascades from affecting the extent 
of oxidative stress, through regulation of the expres-
sion of genes to the regulation of apoptosis. This 
pleiotropic effect is given by the fact that the way of 
cellular processes modulation is dependent on garlic 
bulb processing and also specific mammalian cell me-
tabolism. The method of processing is a critical factor 
influencing the presence and ratio of physiologically 
active garlic derivatives. It is evident that the effect 
of organo-sulphur garlic compounds on the cellular 
oxidative stress and the intrinsic apoptotic pathway 
is dependent upon the particular type and metabolism 
of the cell, and to the extent that the effect on these 
processes may be completely opposite.
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