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Souhrn

Prasec¢i oocyty jsou pro svou ekonomickou dostupnost a jednoduché ziskavani hojné
vyuzivany pro in vitro kultivace. Na poli reprodukénich biotechnologii je kvalita oocytl
jednou ze zasadnich podminek uspé$né kultivace a s rozvojem téchto disciplin se naroky
na kvalitu oocytl zvysuji.

V oocytech piirozené probihaji procesy spojené se zranim, potazmo starnutim oocytu.
Prvotnim jevem, ktery ovliviiuje vyuzitelnost oocytl pro in vitro kultivace je apoptoza,
programovana bunéfna smrt, postihujici také zrajici oocyty. K apoptoze dochazi casto
v disledku zvySené produkce reaktivnich forem kysliku. Pfijem antioxidantii z vnéjSiho
prostfedi mize pomoci témto nezddoucim vlivim piedejit. Mezi latky, které mirni projevy
apoptozy patii sirné slouceniny obsazené V Cesneku, zejména S-allyl cystein (SAC)
S vysokym antioxidativnim potencialem.

Hypotézou této diplomové prace je, ze sirné slouceniny ¢esneku pozitivné ovliviuji
zivotaschopnost zrajicich prasecich oocyti ovlivnénim exprese faktor zapojenych do
regulace apoptdzy. Cilem bylo prokazat vliv SAC (0,1; 0,5 a 1,0 mM) na priibéh meiotického
zrani prasecich oocytl a expresi apoptotickych faktorti ve zrajicich oocytech po 24 a 48 hod.
kultivace. Vysledky pokusu byly statisticky zpracovavany v programu SAS 9.1 za pomoci
parametrického testu ANOVA (t-test).

Vysledky prokazaly, ze SAC v jakékoli koncentraci neovlivnil pribéh meiotického
zrani po 24 ani po 48 hod. in vitro kultivace. Exprese proteinu Bcl-2 po 24 i 48 hod. kultivaci
se SAC oproti kontrolni skupiné kolisala v zavislosti na pfidaném mnozstvi SAC, v ptipadé
proteinu Bax klesla po 24 hod. i 48 hod. kultivaci. Vysledky 24 hod. kultivace oocytti se SAC
prokazaly, ze Bcl-2aBax jsou na sobé zavislé avyskytuji se soucasné, poptipadé
v heterodimerech. Po 24 hod. kultivaci se paralelni vyskyt a piekryv faktord Bcl-2 a Bax
oproti kontrole snizil, naopak po 48 hod. kultivaci stoupnul.

Provedené experimenty potvrdily hypotézu, ze SAC ovlivituje expresi Bcl-2 a Bax
a miru jejich vyskytu a prekryvu. Bylo by vhodné provést navazujici experiment K objasnéni
distribuce proteint z rodiny Bcl-2 na nasledny embryonalni vyvoj po in vitro oplozeni téchto

oocytt.

Klicova slova: oocyt, meiotické zrani, apoptoza, S-allyl cystein, Bax, Bcl-2



Summary

Porcine oocytes are frequently used for in vitro cultivation due to their economic
availability and easy retrieval. Quality of the oocytes is an essential factor in the field of
reproductive biotechnologies and with the progress of these disciplines.

Maturation and associated aging are naturally occurring processes in the oocyte. The
main factor affecting their use for in vitro cultivation is a programed cell death, so-called
apoptosis, which often happens due to an increase in production of reactive oxygen species.
An intake of antioxidant molecules from the surrounding environment can counterbalance the
detrimental effects. Among others, organic constituents of fresh garlic, especially S-Allyl
cysteine (SAC), have high antioxidative effect lowering the apoptosis demonstration.

Presented study is designed to assess the hypothesis of garlic sulphur compounds
increasing the viability of maturing porcine oocytes by affecting the expression of apoptosis
regulating factors. The aim was to prove the influence of SAC (0,1; 0,5 and 1,0 mM ) on the
process of meiotic maturation and the expression of apoptotic factors in maturing porcine
oocytes after 24 and 48 hours of cultivation. The data was statistically analysed by parametric
ANOVA followed by t-test in SAS 9.1 software.

The results show that SAC in any concentration does not affect the process of meiotic
maturation after 24 or 48 hours of in vitro cultivation. Expression of Bcl-2 protein after 24
and 48 hours of cultivation with SAC varied, depending on the amount of added SAC, and the
expression of Bax protein decreased after both 24 and 48 hours of cultivation with SAC. The
data after 24 hours of co-cultivation of porcine oocytes wit SAC show that Bcl-2 and Bax are
dependent on each other and appear simultaneously, or in the form of heterodimers. The
parallel occurrence and overlap of Bcl-2 and Bax factors compared to a control group
decreased after 24 hours incubation and increased after 48 hours of incubation.

Performed experiments confirmed the hypothesis of SAC affecting the expression of
Bcl-2 and Bax and the degree of their occurrence and overlap. It would be advisable to
perform following experiments to determine the effect of the distribution of Bcl-2 protein on

the embryonal development following in vitro fertilization of treated oocytes.
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1 Uvod

Pro biotechnologie uzivané v reprodukci je zasadnim pfedpokladem pro praci
dostateCny pocet plnohodnotnych, vyvojové kompetentnich oocytii. Tyto oocyty dozravaji
Vv in vitro podminkach a nasledné jsou pouzivany pro in vitro oplozeni, pro transgenezi nebo
klonovani. Béhem in vitro zrani oocytd se muze kromé fyziologicky probihajicich
biochemickych zmén odehrat fada negativné pusobicich procest, které ovlivni vyvojovou
kompetenci oocyti atim i jejich kvalitu a Zivotaschopnost. Pokles Zivotaschopnosti oocytl
vede k aktivaci pro-apoptotickych signalnich drah, které vedou k poklesu kvality oocytu
a jeho dalsiho pouziti pro tcely biotechnologii.

Jednim ze zpusobu, jak potlacit negativni zmény bunék kultivovanych v in vitro
podminkach, je pouziti latek s anti-oxida¢ni aktivitou. V soucasné dobé jsou intenzivné
studovanou skupinou takovych latek sirné slouceniny ¢esneku, které by mohly ovliviiovat
expresi faktorti zapojenych do regulace apoptoézy. Analyza a vyuziti téchto latek v postupech
kultivace bunék a oocytl in vitro nabizi moznost snizeni oxidaéniho stresu, potlaceni projevi
Casné apoptozy atak zvySeni kvality oocytd zrajicich v podminkach in vitro. Vliv sirnych

sloucenin ¢esneku na zrani oocytil se stal predmérem zkoumani této diplomové prace.



2 Hypotéza

Pro tuto praci byla stanovena hypotéza, Zze Sirné slouCeniny cCesneku pozitivné
ovliviuji zivotaschopnost zrajicich prasecich oocytl ovlivnénim exprese faktorti zapojenych

do regulace apoptozy.

3 Cile

Cilem prace bylo prokazat vliv S-allyl cysteinu, sirné slou¢eniny ¢esneku, na:
e prub¢h zrani prasecich oocyta v in vitro podminkach
e expresi anti-apoptotického faktoru Bcl-2 ve zrajicich oocytech
e expresi pro-apoptického faktoru Bax ve zrajicich oocytech

e vzijemny pomér a spole¢nou distribuci Bel-2 a Bax ve zrajicich oocytech



4 Literarni reSerse

Pro biotechnologie uzivané V reprodukci je zasadnim ptedpokladem pro praci
dostate¢ny pocet plnohodnotnych, vyvojové kompetentnich oocytl. Znalost morfologickych
a biochemickych zmén v pribéhu oogeneze oocytu je nezbytna K zajisténi efektivity in vitro

postupii.

4.1 Oogeneze

Oogeneze je nckolikafdzovy proces, béhem kterého se mnozi oogonie a Vv dalsi fazi
se vyviji oocyty, které rostou, dozravaji a ziskavaji fertilizacni schopnost. Pocet jejich
chromozomul se béhem oogeneze, presnéji ve fazi meiotického zrani, redukuje z diploidniho
na haploidni (Albertini and Wassarman,1994). In vivo se na korové oblasti vaje¢nikt tvofi
folikuly, které jsou tvotené folikularnimi buikami. Uvnitf jednotlivych folikuld se nachézi
oocyt prodélavajici zmény komplexné oznacované jako oogeneze.

U savcl je oogeneze zahajena jiz ve fetalnim vyvoji, pokracuje U pohlavné dospélé
samice V zavislosti na druhu nékolik mésici az let, a kon¢i obdobim klimakteria. Proces
oogeneze zacind primordialnimi zarode¢nymi buikami (PGCs - Primordial Germ Cells)
a zahrnuje fadu bunécnych zmén od pfemény oogonii V 00cyty, vyvijejici se jesté v plodu,
po pln¢ dorostlé a dozralé oocyty, které se tvoii v téle pohlavné dospélych samic (Albertini
and Wassarman,1994). Obecné, formovani oocytli zahrnuje ne¢kolik fazi: vznik PGCs, jejich
migraci do mista budoucich gonad a kolonizaci gonad, diferenciaci PGCs v oogonie, mnozeni
oogonii, zahajeni meidzy, zastaveni meidzy ve fazi diplotene profaze | (Van den Hurk

and Zhao, 2004).

41.1 Faze mnoZeni

Oocyty pochazi zmalého poctu kmenovych bunck extragonadalniho plvodu,
primordialnich zarode¢nych bunék PGCs (Pregerminal Cells), jejichZ tvorba u embrya znaci
zacatek oogeneze.

Mistem vzniku téchto bunck je proximalni epiblast v blizkosti extra-embryonalniho
ektodermu, odkud se dostavaji do kauddlniho konce primitivniho prouzku. Z tohoto mista
migruji krvi do Zloutkového vacku a do allantois, kde jsou patrné jiz u osmidenniho mys$iho

zarodku (Albertini and Wassarman,1994). Odtud putuji pasivnim transportem



do endodermalniho epitelu zadniho stfeva na kaudalnim konci embrya. Nakonec se diky
chemotaxi améboidnim pohybem asamotnému ristu embrya dostavaji dorzalnim
mezenteriem zadniho prvostieva k vznikajicim genitalnim liStdm na ventralni strané
mezonefros.

O mnozstvi PGCs vznikajicich v epiblastu rozhoduje koncentrace BMP (Bone
Morphogenetic Proteins), proteint spadajicich do rodiny TGFp (Transforming Growth Factor
B). BMP-2 je produkovan v endodermu, BMP-4 a BMP-8b se tvofi v extra-embryonalnim
ektodermu. Je prokazano, ze U embryi s nizkou koncentraci BMP-4 a BMP-8b se zformoval
nedostatecny pocet PGCs (Van den Hurk and Zhao, 2004).

PGCs se mitoticky d€li au 11-12 denniho mySiho embrya jejich pocet dosahuje
zhruba 5000. PGCs se mnozi pouze dal§i 2-3 dny po doputovani do genitalnich list, poté
se redukuji @ méné nez 1% z nich doséhne S faze buné¢ného cyklu.

U embryi prasat jsou PGCs pozorovatelné jest¢ pred vznikem gonad (Albertini and
Wassarman,1994). Diive byl pocet PGCs vzniklych béhem embryogeneze povazovan
za kone¢ny, avsak pied lety zacala byt tato teorie zpochybnovana a existuje piedpoklad, ze
tyto buiiky se tvofi i v téle dospélych samic (Johnson et al., 2004).

Po dosazeni povrchu epitelu gondd PGCs pln¢€ kolonizuji ovarium (Albertini and
Wassarman, 1994) a vykazuji vysokou troven mitotické a transkripéni aktivity (Van den
Hurk and Zhao, 2004). Pocet mitotickych cykla je druhové specificky. Mitotické déleni PGCs
ajejich diferenciace v korové vrstvé vajeéniku vede ke zformovani skupin oogonii,
takzvanych klastri. Klastry obsahuji obvykle dvé nebo vice oogonii (Jagarlamudi and
Rajkovic, 2011), které jsou, vzhledem Kk neGplné cytokinezi, vzajemné spojeny
intercelularnimi cytoplazmatickymi mustky (Van den Hurk and Zhao, 2004) tak, aby byla
umoznéna komunikace sousedicich bun¢k (Jagarlamudi and Rajkovic, 2011).

Po poslednim mitotickém déleni se klastry zacinaji rozpadat (Jagarlamudi and
Rajkovic, 2011) azhruba 5% oogonii vstoupi do preleptotene (interfaze), kdy nastava
posledni replikace DNA pied meiozou (Albertini and Wassarman, 1994). Nasledné
se oogonie transformuji na primarni oocyty, které vstoupi do stadia leptotene profaze prvniho
meiotického déleni (Fair, 2003). Pocet primarnich oocytl je dan pfedchozim délenim oogonii,

nebot’ oocyty samy nemaji schopnost mitozy (Albertini and Wassarman, 1994).
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41.2 TFaze rustu

Po poslednim mitotickém déleni a po rozpadu klastrii na vajecniku se nové vzniklé
primarni oocyty zainaji obklopovat intaktni basal lamina ajednou vrstvou
4-8 pre-granuldznich bunék, které proliferuji a na vajecniku tak vznika komplex oznaCovany
jako primordialni folikul (Fair, 2003). S formovanim primordidlniho folikulu je u mysi
spojovan oocytarni gen Figo, ktery koduje transkripci faktoru regulujiciho dvé kaskady. Jedna
koordinuje expresi strukturalnich genu proteind zony pellucidy (Eppig, 2001) a druha fidi
tvorbu jednoho ¢i vice faktorti produkovanych oocytem, nezbytnych pro pocatecni organizaci
primordialnich folikuld (Fair, 2003). Vztah mezi témito dvéma kaskddami neni prokazan
(Eppig, 2001). Formovani primordidlniho folikulu je také stimulovdno faktorem BMP-7,
ktery podporuje déleni granuldéznich bunék. Jednotlivé primordiadlni folikuly se zacinaji
objevovat zaroven se zahdjenim meidzy (Van den Hurk and Zhao, 2004), konkrétné u prasat
se na ovariu plodu vyskytuji 68. den post coitum, u krav je to zhruba 90. den vyvoje embrya
(Fair, 2003). Primordialni folikuly jsou nejmensimi folikuly, které se na korové vrstvé
vajecniku nachdzi (Jagarlamundi and Rajkovic, 2011).

Meiotickd profaze, do niz oocyty v primordidlnim folikulu vstupuji, ma nékolik stadii:
leptotene, zygotene, pachytene, diplotene a diakineze. Jednotlivé faze selisi riznou
konfiguraci chromozomi a stupném jejich kondenzace (Fair, 2003). Sav¢i oocyty projdou
prvnimi tfemi fazemi profaze | a jsou zastaveny v diplotene (Fan and Sun, 2003). Tyto oocyty
jsou mnohondsobné objemnéjsi neZ oogonie a obsahuji vice organel v cytoplazmé (Van den
Hurk and Zhao, 2004).

Oocyty s vrstvou pre-granuldéznich bunék vstupuji do prvniho meiotického déleni jesté
v obdobi fetdlniho vyvoje (Fair, 2003). Napiiklad u savci jsou pozorovatelné prvni oocyty
ve fazi diplotene meiotické profaze | jiz v osmnacty den embryogeneze. Chromozomy téchto
oocytli maji viditelna chiasmata vznikla pii crossing-overu. Pii narozeni se vétSina oocytl
nachazi v pozdnim stadiu diplotene profaze I, nazyvaném diktyotene. P&t dni po narozeni jsou
v diktyotene jiz témé&f vSechny oocyty (Albertini and Wassarman, 1994). Tento stav
oznacujeme jako prvni meioticky blok (Fan et al.,2002) nebo také jako GV stadium (Fan and
Sun, 2003) podle interfazniho jadra, tzv. zarodeéného vacku- GV (Germinal Vesicle) (Setiadi,
1998).

Inhibi¢ni faktory, které udrzuji oocyt v klidové fazi, jsou syntetizovany piimo v ném,
nebo v okolnich folikularnich bunkach, odkud jsou do oocytu transportovany. Mezi hlavni

inhibi¢ni faktory se fadi hypoxantin z thékdlnich buné€k, cyklicky adenosin monofosfat
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(cAMP) kontinudlné se uvoliiujici z kumularnich granuléznich buné€k, cyklicky guanosin
monofosfat (cGMP), reaktivni kyslikové skupiny (ROS) aprotein kinazy A aC (PKA
a PKC). Zejména vysoka hladina cAMP a aktivita PKA jsou zasadni pro udrzeni oocytu
ve stadiu diktyotene (Chaube et al., 2010).

Oocyt a k nému prilehlé kumularni bunky tvoii kumulo-oocytarni komplex (COC).
Inhibi¢ni faktory, ziviny, signalni molekuly a latky syntetizované v ramci COCs jsou mezi
oocytem a kumularnimi bunkami pienaSeny pies spoje typu gap-junction. Utvafeni téchto
komunikac¢nich kanali mezi povrchovou membranou oocytu a granuléznimi buiitkami, které ji
obklopuji, probiha u mysiho embrya jiz od stadia primordialnich folikuli. Gap-junctions jsou
tvofeny proteiny konexiny a hraji dilezitou roli v ristu oocytu, jeho vyvoji a meiotickém
zrani (Fair, 2003).

Oocyty setrvavaji v diktyotene po dobu svého riistu az do chvile, kdy folikuly, v nichz
jsou uzavieny, podlehnou atrézii nebo se postupné stanou plné dorostlymi, Graafovymi
folikuly (Fan et al., 2002). Prvni meioticky blok oocyti muze trvat né€kolik mésict az let,
Vv zavislosti na druhu zvifete (Albertini and Wassarman, 1994).

Rust folikulu je realizovan proliferaci a diferenciaci bunék granulézy. Probiha
aktivace primordialniho folikulu, kdy se kolem rostouciho oocytu utvaii vrstva 11-20
granuloznich bun¢k, které méni sviij tvar z plochého na kubicky. Tehdy jiz byva folikul
oznacovan jako primarni (Adhikari and Liu, 2013). U krav tato transformace probiha zhruba
140. den (Fair, 2003) au prasat 75. az 90. den vyvoje (Pepling, 2013). Primarni folikuly
zlstavaji v klidovém stadiu, dokud neni, pravdépodobné ovaridlnimi vlivy, podnicen jejich
rast- takzvany initial recruitment (McGee and Hsueh, 2000). Na initial recruitment maji
s vysokou pravdépodobnosti rozhodujici vliv samotné oocyty. Mezi latky ovliviiujici vyvoj
folikulu v tomto stadiu patii zejména oocytem produkovany GDF-9 (Growth Differentiation
Factor-9), ktery patii do rodiny TGFp (Transforming Growth Factor Beta). (Eppig, 2001).

Riast oocytu v primdrnim folikulu probihd zejména zvétSovanim cytoplazmy
(Romanovsky et al., 1988). Rist a kvalita oocytii jsou piimo spojeny s poctem somatickych
granuldéznich bunék k nim nalezejicich (Fair, 2003), bez nich by oocyty zanikly (Eppig,
2001). Béhem ristu, ktery se da rozdélit na dveé casti, prodélavaji oocyty i folikuly fadu
morfologickych zmén (Albertini and Wassarman, 1994). V prvni ristové fazi oocyt a kK nému
nalezejici kumularni buiiky rostou koordinované. V druhé ¢asti se oocyt jiz nezvétSuje a jeho
velikost zlstava konstantni, zatimco folikul roste do pre-ovulacni velikosti. V tomto stadiu je
folikul stimulovan gonadotropinem FSH (Folicle Stimulating Hormone) a modula¢nimi

faktory z granuloznich bun¢k abunék theca interna s endokrinni aktivitou (Eppig, 2001).
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U pohlavné dospélé mySi dokoncuji oocyty rast pred zformovanim folikularniho antra.
V disledku toho, se vétSina folikuldrniho ristu odehraje az po ukonceni riistu oocytu.

V prvnim stadiu rastu ziskavaji oocyty meiotickou kompetenci souvisejici s jejich
velikosti a zaroven vykazuji vysokou transkripéni aktivitu. Pojmem meiotickd kompetence
se oznacuje schopnost oocytu zahdjit meiotické zrani a plnohodnotné ho dokoncit dosazenim
stadia metafaze Il a soucasné vydélenim prvniho polového téliska. Ziskani uplné meiotické
kompetence umoznuje oocytim uskutecnit GVBD (Germinal Vesicle Breakdown). Po GVBD
nasledovné oocyty prestoupi do metafaze I, vydeli 1. polové télisko a dosahnou metafaze II
(Albertini and Wassarman, 1994). Malé¢ nekompetentni oocyty toho nejsou schopny, tudiz
nemohou podstoupit fazi zrani (Fan et al., 2002).

Oocyty pokracuji v ristu poté, co ziskaji vyvojovou kompetenci pro obnovu meiozy.
Nicméné, oocyty schopné obnovit meiézu nemusi byt nutné kompetentni k tomu, aby
podstoupily kompletni jaderné zrani a vyvoj do metafaze II. Meioticky kompetentni oocyty
se nachazi v antralnich folikulech a jestlize jsou z nich vyjmuty, jsou v in vitro podminkach
schopny spontanné obnovit meidzu, pokud je pro jejich kultivaci pouZzito podpirné medium
(Eppig, 2001). Ziskavani meiotické kompetence je druhové specifické a tzce souvisi jak
s velikosti folikulu, tak s kone¢nou velikosti oocytu (Fan et al., 2002).

Na zvySenou transkripéni aktivitu oocytu poukazuje fada zmén v jeho ultrastrukture.
V této fazi je rostouci oocyt jiz uzavien v sekundirnim, neboli pre-antralnim folikulu
(Gougeon, 2004), ktery jiz zacina byt citlivy na gonadotropiny (Eppig, 2001). Chromatin
oocytu ma v pocateCnim stadiu rastu podobu difuznich bivalenti, zatimco na konci
je kondenzovany. Spolu s jadrem se zvétSuje i jadérko, coz je provazeno intenzivni syntézou
ribozomalni RNA, kterd postupné ustdva s dalSim rastem. Cytoplazmatické zmény
se projevuji pfibyvanim mitochondrii a zménou jejich struktury. Vznikaji nékteré nové
organely, jimiz jsou naptiklad zona pellucida nebo kortikalni granula. Obé tyto organely
se podileji na d¢jich probihajicich v pritbéhu oplozeni a po ném. Kortikalni granula se derivuji
z Golgiho komplexu a kumuluji se pfed ocekavanou ovulaci a fertilizaci. Zona pellucida,
relativné silny extracelularni obal vyskytujici se U vSech sav¢ich oocyti, se postupné ztlust'uje
se zvEtSujicim se primérem oocytu. Na zacatku rlstu oocytl se glykoproteiny ZP1, ZP2
a ZP3 pro tvorbu zony pellucidy vyskytuji mezi oocytem a folikularnimi buiikami ve formé
shluki filament, ktera se postupné propojuji. Zona pellucida obsahuje receptory pro spermie,
pred oplozenim zprostfedkovava jejich interakci s vajickem a zabranuje polyspermii.
U nerostoucich oocytti zona pellucida chybi. U prasat trva rtst primarnich oocyti piiblizné 80

dni a za tuto dobu dosdhnou konecné velikosti 120 um (Albertini and Wassarman, 1994).
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Kvalita oocytu je pifimo spojena s poctem kumularnich buné¢k, které jej obklopuji. V in vitro
podminkach maji vyssi Sanci na vyvoj a dozrani oocyty, které mély pted kultivaci kompaktni
kumulus (Liu et al., 2004).

Ptechod do tercialniho, antralniho, folikulu je charakterizovan pokracujici proliferaci
a diferenciaci bun€k obklopujicich oocyt na theku internu atheku externu (Fair, 2003).
U tercialnich folikuld se zacinaji tvofit malé dutinky, které se plni folikuldrni tekutinou,
postupné se propojuji a vytvaii antrum folliculi (Gougeon, 2004). Mnoho folikulti v tomto
stadiu zanikne (Pepling, 2013). Aby se antralni folikuly mohly dale vyvijet a dozrat v pre-
ovula¢ni, dominantni folikuly, je nepostradatelna endokrinni stimulace gonadotropiny.

FSH je nepostradatelny pro jiz zminovany inicial recruitment icyclic recruitment
(Chaube et al., 2010). Po kazdém zvySeni hladiny FSH se objevi folikularni vlna, coz je
skupina rostoucich folikuld, které jsou citlivé na tento hormon (Adams et al., 1992). Druhym
gonadotropinem, ptisobicim pre-ovula¢ni vinou na vyvijejici se folikuly, je LH (luteiniza¢ni
hormon). LH se vaze na receptory bun€k theka interna (Xu et al., 1995) a zprostfedkované
tak pusobi na oocyt, ktery sam gonadotropinové receptory nema (Chaube et al., 2010).

Folikuly oznacujeme jako dominantni ve fazi, kdy jejich velikost dosahuje 8-9 mm
arist je rychlejsi nez u folikuli ostatnich. Dal§i vyvoj dominantnich folikuld zavisi
na hladin¢ LH. Jestlize se zvysi, rast folikuli pokracuje aoocyty zacinaji zrat. Pokud

se uroven LH sniZi, folikuly zaniknou (Pepling, 2013).

4.1.3 Faze zrani

Meiotické zrani oocytil predstavuje posledni stadium oogeneze, kdy oocyt ziskava
oplozovaci schopnost. Zrani je specifickym sledem zmén, které se in vivo odehravaji v dobé
mezi pre-ovula¢ni vinou LH a ovulaci a jsou typické pro pteménu plné dorostlych oocyti,
pfitomnych v antralnich folikulech, na neoplozenéd vajicka. Jako vajicko oznacujeme plné
dorostly adozraly MII oocyt. Izolované, plné dorostlé oocyty podstupuji Vvin vitro
podminkach meiotické zrani spontanné i bez ptitomnosti hormont (Albertini and Wassarman,
1994). Béhem doby zrani probihaji soubézné transformace V jadie icytoplazmé oocytu
(Eppig, 2001). Jen oocyty, které podstoupily zréni, jsou schopné oplozeni a dal§iho
embryonalniho vyvoje (Albertini and Wassarman, 1994).

Mezi zmény, které oocyt podstupuje, patii zejména vyvoj jadra z diktyotene stadia

profaze |aZz do metafaze II, kdy probihd prvni meioticka redukce a metabolické zmény
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nezbytné pro aktivaci oocytu béhem oplozeni. Tyto zmény jsou souhrnné oznacovany jako
meiotické zrani oocytu.

Pro pfechod do faze zrani je zapotfebi, aby se aktivovaly dva kliové faktory
meiotického zrani, MPF (Maturation Promoting Factor) a MAPK (Mitogen-Actived Protein
Kinase), které spolu kooperuji i funguji paralelné¢ (Chaube et al., 2010). Tyto dvé kinazy
se mohou aktivovat jen v plné dorostlych ameioticky kompetentnich oocytech. Malé
nekompetentni oocyty toho nejsou schopny, tudiz nemohou podstoupit fazi zrani (Fan et al.,

2002).

4.1.3.1 Cytoplazmatické zrani

Béhem zrani dochézi v cytoplazmé k mnoha morfologickym zménam, které jsou biochemicky

fizeny pisobenim rtiznych faktora.

4.1.3.1.1 Faktory oviivitujici zrani

MPF

MPF je kinaza se schopnosti fosforylovat aminokyselinové zbytky serinu a threoninu.
MPF se sklada =z katalytické aregulacni podjednotky. Katalytickou podjednotku zde
ptredstavuje na cyklinu dependenti protein-kinaza CDC2 (Cyclin-Dependent Protein-Kinase)
a druhou, regulacni podjednotkou, je cyklin B. V rostoucich oocytech se MPF nachazi
v neaktivni fosforylované forme, pre-MPF. U meioticky kompetentnich oocyti s dokon¢enym
rustem je pre-MPF nakumulovana v dostatecném mnozstvi, aby se mohla aktivovat na MPF
(Fan et al., 2002).

Na syntéze cyklinu B v G2 fazi a degradaci na konci metafaze je zavisla kinazova
aktivita MPF (Chaube et al., 2010). Pro aktivaci MPF je nutné navazani cyklinu B na CDC2
kinazu (Fan et al., 2002). Katalyticka podjednotka MPF je do té doby neaktivni, protoze je
vV misté tyrosinu (Tyr-15) a threoninu (Thr-14) fosforylovana kindzami MYT1 a WEE. Aby
mohla byt tato inhibi¢ni fosforylace odblokovana, musi nad inhibi¢nimi kindzami prevazit
cyklin-dependentni fosfataza CDC25 (Cyclin-Dependent Phosphatase 25). Soucasné
s defosforylaci Tyr-15 a Thr-14 musi dojit K fosforylaci threoninu 161. Kinaza CDC2 je
inaktivovana proteolyzou cyklinu B pomoci proteazomu a ubiquitin ligazy (Irniger, 2006).

MPF zaind zvySovat svoji kindzovou aktivitu béhem meiotického zréni oocytu,

nejvyssi trovné dosahuje ve stadiu metafaze I, v anafazi-telofazi meidzy | ptrechodné klesa

15



a poté v metafazi Il opét dosahuje maximalni hladiny (Albertini and Wassarman, 1994). MPF
napomahd udrzet oocyt v druhém meiotickém bloku. Aktivita MPF je zvySenda az do chvile,
kdy je oocyt aktivovan spermii.

MPF spolecné¢ s MAPK indukuje rozpad zadrode¢ného vacku (GVBD). Jeji katalyticka
podjednotka CDC2 fidi fosforylaci a defosforylaci pfislusnych proteini kondenzaci
chromozomti. MPF je zodpovédnd za rozpad obalu jadra apfi tvorbé déliciho vieténka

napomaha reorganizaci mikrotubula (Alberts et al., 1998).

MAPK

MAPK (Mitogen-Actived Protein Kinase) patii do rodiny serin-threoninovych kindz
a zahrnuje kinazy, které se podili na signaliza¢nich drahach v butikach. Kindzami spadajicimi
do této skupiny jsou ERKI- 4, p38, JNK a MAP kinaza 1, pfi¢emz JNK ap38 jsou
oznacovany jako stresové kinazy.

Aktivace MAPK je kaskadovita aspociva v proteinkinazovych fosforylacich na
aminokyselinach threoninu a tyrosinu. MAPK je fosforylovana jednou z kindiz MAPKK
(Mitogen-Activated Protein Kinase Kinase), jimiz jsou  MOS nebo MEK. MOS
je produkovana protoonkogenem c-mos (Tunguist et Maler, 2003). Substratem MAPK
je ribozém S6-kinaza p90RSK, jejimZ prostiednictvim se podili na opétovné syntéze MPF
ve fazi pfechodu oocytu z meiozyl do meiozy II.

MAPK je aktivovana bud’ v granuldznich burnikach ptilehlych k oocytu nebo v oocytu
samotném (ERK1 a ERK?2). Vétsinové mnozstvi ERK1 a ERK2 se po aktivaci MOS kinazou
kumuluje v jadie. Divodem pro aktivaci Vv granuldéznich buikach je obnoveni meidzy
z prvniho meiotického bloku. V druhém ptipad€ zajistuje MAPK dé&je odehravajici se
po uvolnéni z diplotene bloku, jako naptiklad organizace meiotického vieténka (Chaube et al,
2010).

Nacasovani aktivity MAPK je narozdil od MPF u riznych druhii zvifat odlisné (Fan
and Sun, 2003). U mysi je MAPK aktivovana soub&zné nebo kratce po GVBD, to znamena,
Ze jeji pritomnost neni pro aktivaci MPF a pro samotny GVBD nezbytna (Fan et al., 2002),
zatimco U prasat je piitomnost MAPK pro GVBD a zrani oocytu nepostradatelna (Whitaker,
1996). Dle vyzkumt Fan and Sun (2003) roste aktivita MAPK s postupem meiozy I,
kulminuje v metafazi | a zistava vysoka u oocytti v druhém meiotickém bloku (metafaze II)
ato uvsSech zkoumanych druhti, vcetn¢ prasete. Jeji ulohou je udrzet chromozomy
v kondenzovaném stavu, je nezbytnd pro oddéleni chromozomu ataké pro potlac¢ni S faze

mezi délenimi. Podili se ina udrZeni oocytu v druhém meiotickém bloku, v metafazi 11
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(Whitaker, 1996). MAPK fosforyluje jaderné laminy a zabranuje tak udrzeni intaktni jaderné
membrany (Inoue et al., 1998).

CAMP/ PKA

Pro obnoveni meidzy z prvniho meiotického bloku a zrani je nezbytné nejen ziskani
meiotické kompetence a aktivace proteinovych kinaz MPF a MAPK, ale i pokles hladiny
inhibi¢nich faktorti, které tento blok udrzuji. Jednim z téchto faktort je cAMP (Cyclic
Adenosine Monophosphate) (Fan and Sun, 2003).

CAMP je vnitrobunéény posel derivovany z ATP (Adenosintriphosphate) enzymem
adenylatcyklazou. Naopak jeho S$tépeni zajistuje cAMP-fosfodiesteraza (cAMP-PDE)
(Alberts et al., 1998), kterou produkuji samotné oocyty (Dekel et al., 1988). V oocytech plni
cAMP ulohu aktivatoru cAMP-dependentni proteinkindzy PKA, kterd fosforylaci fidi dalsi
aktivitu enzymi. PKA je serin/treonin kindza, kterd je bez navazani na cAMP neaktivni.
Substratem PKA jsou fosfoproteiny, mezi nimi i WEE kinaza inhibujici ¢innost MPF. WEE je
tak mechanismem, jimz cAMP/PAK komplex inhibi¢né plsobi na aktivitu MPF a zrani
oocytll. PAK brani zrani oocytu také prostiednictvim inaktivace Cdc25, ktera je nezbytna
pro aktivovani pre-MPF.

Jestlize klesne hladina intracelularniho cAMP, dojde k inaktivaci PKA. Pokles hladiny
CAMP v GV oocytech je piedpokladem pro obnoveni meidzy a aktivaci MAPK (Fan and Sun,
2003). Moznosti, jak kpoklesu dochazi, je nékolik. Naptiklad stimulace oocytu
gonadotropiny zputsobi pifechodné zvyseni hladiny cAMP v dosud kompaktnim kumulu, ten
expanduje ahromadi se vném kyselina hyaluronova. Tyto d&je =zapiiini oddaleni
kumularnich buné€k od oocytu. Gap-junctions spoje mezi nimi jsou pieruseny, ¢imz
je znemoznén pienos cAMP z kumulu do oocytu a jeho hladina tak klesne. Dalsi alternativou
je snizeni cAMP za pomoci cAMP-fosfodiesterazy (¢cAMP-PDE) piimo v oocytech (Kovo et
al., 2006).

CSF

CSF (Cytostatic Factor) je komplex proteind, ktery oocyt udrzuje v metafazi II
po ukonéeni zrani az do oplozeni. CSF je produktem c-mos proto-onkogenu 2. Cytoplazma
ovulovanych oocyti obsahuje CSF, ktery prostfednictvim stabilizace syntézy cyklinu
B udrzuje hladinu MPF na konstantné¢ vysoké urovni b&hem MII. CSF zabramuje

proteolytické degradaci cyklinu B polyubikvitinaci. Po oplozeni je CSF inaktivovan, hladina
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MPF klesne a meiotické déleni je dokonceno (Masui and Markert, 1971). Prostfednictvim

CSF je zabranéno partenogenetické aktivaci neoplozenych vaji¢ek (Kishimoto, 2003).

Ca’*/CaM/CaMKII

Pfi partenogenetické aktivaci nebo béhem oplozeni in vivo se do¢asné zvysuje hladina
vapniku V cytoplazmé, ¢imz je aktivovan APC (Anaphase Promoting Complex). Dochazi tak
k ubiquitin-dependentni degradaci cyklinu B akuvolnéni vyvoje oocytu z MII faze.
Klicovym, na vapniku zavislym mediatorem uvolnéni CSF, je CaMKIIl (Calmodulin-
Dependent Protein Kinase Il). Vlivem CaMKII dochazi k degradaci cyklinu a inaktivaci
CDC2 kinazy, ¢imz je inaktivovana i MPF (Masui and Markert, 1971).

4.1.3.1.2 Morfologické aspekty cytoplazmatického zrani

Béhem zrani dochézi v disledku biochemickych procest k fadé morfologickych zmén
Vv cytoplazmé, které oznacujeme jako cytoplazmatické zrani. Cytoplazmatické zrani je bézné
definovano jako dé&je, které probihaji na dozravajicim oocytu a jsou nezbytné pro oplozeni
arany embryonalni vyvoj. PrestoZze vétSina téchto zmén v cytoplazmé probihd paralelné
meidzy. Prizkumy dokézaly, ze zahajeni cytoplazmatického zrani je zavislé na zrani
jaderném (Eppig et al., 2004).

Mezi zmény odehravajici se behem cytoplazmatického zrani patfi redistribuce
bunéénych organel, naptiklad endoplazmatického retikula (ER) anékterych podjednotek
Golgiho aparatu, ptesun mitochondrii do perinuklearni pozice pii GVBD a Vv metafazi 11
a dale také shromazdéni kortikalnich granul v cytoplazmé u plazmatické membrany (Van den
Hurk and Zhao, 2004). Pro normalni pribéh oplozeni je dlileZity zejména posledni jmenovany
krok, kdy se kortikalni granula po nadhlém vzristu Ca®* ptesunou do perivitelinniho prostoru
a zpusobi na zoné pellucidé chemické i fyzikalni zmény, které zabranuji polyspermii. Hrubé
ER po GVBD mizi a mitochondrie a lipidové kapky ztstavaji nahlou¢eny (Guraya, 2008).
Oocyty savcu obklopuji kumularni buiiky, které se skrze gap-junctions spoje podileji na fizeni
metabolizmu oocytu, tedy ina jeho zrani. Pokud je oocyt kumulu zbaven, miize podstoupit
zrani, ale dal$i vyvoj in vitro po oplozeni je mén¢ kvalitni, neZ U oocytl in vivo. Pfi¢inou

tohoto zhor$eni je pravdépodobné nedostate¢na kvalita cytoplazmy (Tatemoto et al., 2000).
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Pro kultivaci prase¢ich oocytl in vitro ma vyznam i velikost folikulu, z n€jz jsou
aspirovany. Oocyty ziskané ze stfedné velkych folikuli maji oproti oocytim z malych

folikult zralejsi cytoplazmu, a proto potiebuji pro zrani krat$i dobu (Setialdi, 1998).

4.1.3.2 Jaderné zrani

Principem jaderného zrani je redukce poctu chromozomt z diploidniho (2n)
na haploidni (n) (Eppig et al, 2004). Mezi zmény, které se odehravaji ve zrajicim oocytu, patfi
zejména GVBD, kondenzace chromozomil, vznik déliciho vieténka, odd€leni homolognich
chromozom v anafazi | a vydé€leni 1. poélového téliska s jednou sadou chromozom v telofazi
I. Poslednim zmitlovanym krokem oocyt uzavie meidzu 1. V tuto dobu klesd aktivita MPF,
zatimco MAPK ziistava na stejné Grovni, aby zabranila replikaci DNA (Chaube et al., 2010).
Po interkinezi vstoupi oocyt do meidzy II a zastavi se ve stadiu metafaze II (2. meioticky
blok) (Cooper, 2000). Ve stadiu metafaze II je oocyt U vétSiny savcl ovulovan a zlstava
vném az do oplozeni (Eppig et al, 2004). Neoplozend vajicka jsou U vétSiny obratlovel
zastavena Vv metafazi I za pomoci cytostatického faktoru (CSF), ktery u zralych oocytii
zastavuje prechod do anafaze II (Chaube et al., 2010). V porovnani s ostatnimi savci tvori
vyjimku psi, lisky a vlci, jejichz oocyty jsou ovulovany jiz v GV stadiu (Eppig et al, 2004).

Typickym pocate¢nim rysem jaderného zrani je rozpad zarodecného vacku, GVBD,
ktery je spojen s kondenzaci chromatinu a naslednym rozpadem jaderné membrany. U krav se
GVBD se objevuje zhruba 24 hodin po piku LH . (Eppig, 2001). Chromatin GV oocytu byl
U modelu prasat rozdélen pfed GVBD do c¢tyr tfid. Kritérii pro rozdéleni jsou viditelnost
jadérka ajadernych membran, uspofadani, kondenzace azmény na chromatinu. Jadérko
ajadernd membrana GV1 tiidy oocytli jsou intaktni akondenzovany chromatin utvaii
prstenec heterochromatinu kolem jadérka. GV2 tfida je podobna GV1 - jadro je stéle
viditelné. V GV3 je chromatin rozptylen a nukleoplazma je mén¢ granulozni. U oocyti z GV4
ttidy je pozorovatelny chromatin kondenzovany do samostatnych bivalentt, jejich jaderna
membrana neni viditelna a jadérko zaniklo uplné. U mysi se GV chromatin d€li obdobné do
peti tiid, kde je oproti prasatim navic GVO tiida (Fan and Sun, 2003). GVBD u nezralych
oocytll nastava kratce po aktivaci MPF (Albertini and Wassarman, 1996).

Jak jiz bylo popsano vyse, po GVBD oocyt piechdzi pies metafdzi | do anafize
| a dale do telofaze I, kdy se vydéli prvni polové télisko se sadou chromozomt. Pro tento d¢j

je typicka asymetrie - polové télisko je vyrazné mensi, nez oocyt (Eppig, 2004).
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Jakmile oocyt vstoupi do meidzy II, aktivita MPF, dosud snizend, znovu vzroste
a dosahuje nejvyssi hladiny v metafazi II. Pravé MPF je kinaza zodpovédnd za udrzeni
druhého meiotického bloku ve stadiu metafaze II. Aktivitu MPF na vysoké urovni udrzuje

cyklin B, syntetizovany v dostate¢ném mnozstvi, a CSF (Setiadi, 1998).

4.2 Bunécny stres v pribéhu meiotického zrani oocyti

Béhem metabolickych procesi, odehravajicich se v oocytu av buikach k nému
prilehlych, vznikaji reaktivni formy kysiku (ROS- reactive oxygen species). Nejcast&jSimi
reaktivnimi formami kysliku jsou pfedevSim superoxidové aniony, hydrogen peroxid
a hydroxylové radikaly (Agarwal et al., 2005).

Vyskyt ROS je fyziologicky ain vivo je nezbytny naptiklad pro spravné fungovani
somatickych bunék. Podili se pfedev§im na proliferaci a diferenciaci bun¢k ana redukéné
oxidacnich reakcich, které jsou soucasti jejich signalnich drah (Poli et al., 2004). ROS maji
vliv také na uspé€$ny vyvoj a zrani oocytil, potazmo jejich kvalitu. Ackoliv se experimenty
zamétené na vyzkum vlivu ROS na pribéh GVBD oocytl rozchazi ve vysledcich, je jasné,
7ze ROS maji dopad i na tento proces. Jiné studie dokonce potvrzuji pozitivni korelaci mezi
zvySenou hladinou ROS ve folikularni tekutiné aUsp&Snosti otéhotnéni U Zen
(Attaran et al., 2000). Stejné jako nedostatek, zptuisobuje i pfemira ROS v bunice patologické
jevy. Jestlize je ROS pfilis, poskozuji DNA, mitochondrie, proteiny anegativné puisobi
i na sacharidy.

Hladina ROS je v organismu vyrovnavana pomoci antioxidantd, kterymi jsou zejména
katalaza, glutathion peroxidéaza, superoxid dismutdza (SOD) a redukovana forma glutathionu
(GHS). Na snizeni urovné ROS se podili i neenzymatické antioxidanty jako jsou vitamin A,
C aE, pyruvat, glutathion a taurin (Brigelius and Flohe, 1999). Pti optimalnich podminkach
je pomér mezi ROS a antioxidanty vyrovnan. Tento pomér je urovan oxidovanym, Versus
redukovanym glutathionem. Jestlize je rovnovaha mezi témito dvéma ukazateli narusena
a produkce volnych radikali a antioxidacni aktivita tkani je v disbalanci, nastava v bunce
oxidativni stres (OS) (Luberda, 2005).

Oxidativni stres zptsobeny zvySenou hladinou ROS je jednim z problémd, se kterymi
se embryologické laboratofe pfi kultivaci oocytl potykaji a ktery je zasadni pro tsp&sné IVF.
In vivo se oocyty nachazi ve folikularni tekuting, kde se kromé& ROS pfiirozené vyskytuji také

antioxidanty. Celkova antioxida¢ni kapacita folikularni tekutiny je dilezitym ukazatelem
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uspésné provedeného IVF (Pasqualotto et al., 2004). Pii kultivaci in vitro je vSak prostiedi,
vnémz se oocyty nachazi, rozdilné. Kultivaéni medium nemd vyvazeny pomér mezi
vznikajicimi ROS a antioxida¢nimi pochody, coz je zpusobeno pulsobenim svétla,
mechanickou manipulaci s oocyty a Vv neposledni fad¢ i adici riznych latek do kultiva¢niho
media (Attaran et al., 2000). V soucasné dob¢ se vyrabi kultiva¢ni media s piidavkem
folikularni tekutiny, do budoucna se uvazuje 0uzivani medii zaloZzenych na pfirozenych
antioxida¢nich vlastnostech folikularni tekutiny (Sabatini et al., 1999). Nicmén¢, aplikovani
exaktnich fyziologickych davek antioxidantt do in vitro prostfedi ve snaze imitovat pfirozené
prosttedi oocytu by bylo ponékud zjednodusené teSeni. Intrafolikularni prostiedi
se individudln€ lisi a v potaz se musi brat mimo jiné také metabolickd a sekre¢ni aktivita
granuloznich bunék folikulu.

In vivo je velké mnozstvi volnych radikalt, vzniklych béhem bunééného cyklu,
zachyceno vestavénym obrannym mechanismem samotného folikulu (Kodaman and
Behrman, 2001). Tanghe et al. (2003) uskutec¢nili vyzkum, z né¢hoz vyplynulo, Zze U oocytl
s vrstvou kumularnich bunék (COCs) je koncentrace ROS v mediu vys§i, nez U oocytl
kumularnich bun€k zbavenych (DOCs), coz, jak se Vv experimentu prokazalo, podporuje
penetraci oocytu spermii. Dal$im poznatkem, ktery vyplynul z tohoto vyzkumu, byl fakt,
ze kumularni bunky hraji dualezitou roli Vv ochrané porcinnich oocytii ptfed apoptdézou
vyvolanou oxidativnim stresem. Diikazem toho je, Ze vV porovnani s COCs, které vykazovaly
minimalni zmény, byla jadernda DNA DOCs oxidativnim stresem vice poni¢ena a ve vyssi
mife se vyskytovaly iapoptotické zmény. Mensi schopnost DOCS vyrovnavat se
s oxidativnim stresem souvisi S niz8i hladinou glutathion peroxidazy, kterou oproti COCs
disponuji. Kumularni buiiky obsahuji mnozstvi antioxidantl, které se béhem zrani zmensuje.
Kultivace DOCs v piitomnosti kumularnich bun€k plnohodnotné nenahradi propojeni oocytu
a kumulu gap- junctions spoji, jak je tomu u COCs. Nestaci tedy jednoduse piidat kumularni
bunky ke kultivovanym DOCs, protoze pravé propojeni kumularnich bunék s oocytem je to,
z ¢eho oocyty profituji. (Luciano et al. 2005).

Vin vitro podminkach se v dasledku vySe zminénych faktorli nejéastéji setkavame
se zvysenou hladinou ROS, coz usti v oxidativni stres (Esfandiary et al., 2005). Oxidativni
stres v oocytu ovliviluje fadu pochodii béhem meiotického zrani. Muze naruSit integritu
déliciho vieténka (Choi et al., 2007) ama vliv také na redox potencial a mitochondrialni
aktivitu bun€k, coz ovliviiuje celistvost cytoskeletu (Eichenlaub-Ritter et al., 2004).
Oxidativni stres se podili na vzniku aneuploidie, zvlast¢ v MI fazi (Hassold et Hunt, 2001)

aindukuje fadu degenerativnich zmén, napiiklad apoptézu (Ambruosi et al., 2011).
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Redukéné-oxidacni status builky, vzchazeji s pfemiry ROS a poklesu antioxidantii je jednim
z faktord podnécujicich apoptozu (Otto et al. 2007). In vitro studie prokazaly, ze oxidativni
stres indukuje apoptézu v zavislosti na aplikovaném mnozstvi a na ¢ase ptisobeni (Zhang et

al., 2006h).

4.3 Apoptoza

Apoptoza je fyziologicka, geneticky programovana smrt bun¢k vyskytujici se U vSech
zivych organismi. Apoptoza sestava z molekuldrnich déja, jejichz kone¢nym disledkem
je zanik buiky. V jejim prib&hu vsak na rozdil od nekrozy nedochazi k vyliti cytoplazmy
do buné¢nych meziprostor, protoZze bunééna membrana neni naruSena a apoptoticka téliska
jsou fagocytovana makrofagy (Alberts et al., 1998). Okolni buiky tak nejsou poSkozovany

a nedochazi k zanétu (Koopman et al., 1994).

Uplatnéni apoptézy

Mechanismus apoptdzy je vyuzivan v prenatalnim vyvoji adale ipo cely Zivot
jedince. Uplatiiuje se béhem diferenciace tkdni a organi v pribéhu embryogeneze, kdy timto
zpusobem vznikaji koncetiny a prsty na nich (Alberts et al., 1998), v postnatalnim obdobi
U samic umoziuje atrézii folikuld a luteolyzu (Abud, 2004). Apoptdza zabraiuje mnoZeni
posSkozenych bunék pii tkdiiové obnové v pohlavnim a travicim traktu a pfi hematopoéze
audrzuje pocet bunck konstantni, nebot’ nadpocetné, infikované nebo vadné bunky jsou
odstranény (Andreu-Vieyra et Habibi, 2000). Je pravdépodobné, Ze takto jsou odstraiovany
i oocyty, V jejichz vyvoji se vyskytly abnormality (Guthrie and Garrett, 2000). V neposledni
fadé¢ je apoptdza také soucasti imunitniho systému (Koopman et al., 1994). Prestoze
je programovana smrt bunék pfirozend, mize ji spouStét mnoho faktord endogenniho
a exogenniho plivodu, mezi néz mizeme zahrnout napiiklad jiz vySe zminovany oxidativni
stres, dale rizné protilatky, hormondlni nerovnovéhu a deprivaci rastovych faktort (Morita

and Tilly, 1999).

Charakteristické znaky apoptozy
Pro apoptozu jsou charakteristické urcit¢ dilci déje nasledujici po sobé V jasné
stanovené posloupnosti. V prvni fazi dochéazi k utvéateni apoptotickych télisek, ktera jsou

v druh¢ fazi fagocytovana. Zmény zpusobené apoptdzou jsou pozorovatelné v elektronovém
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mikroskopu. (Kerr et al., 1972). Apoptoticka téliska vznikaji postupnou fragmentaci bunky.
Ta nejprve znatelné zmenSuje svij objem, jeji membrana se zvini v disledku dehydratace
a na povrchu se objevi puchyrky. Jaderny chromatin buiikky kondenzuje a DNA se rozpada
(Saran, 2000). Dale dochazi v pribé¢hu bunécné smrti také k metabolickym zménam, kdy
je mobilizovan intracelularni Ca?* ainteraguji mezi sebou cytoplazmatické proteiny
a aktivovana transglutaminaza. Takto dochazi k rozruSeni bunécného cytoskeletu, coz vede

k asymetrii cytoplazmatické membrany (Akkoyunlu et al., 2007).

Regulace apoptozy

Rizeni apoptozy je regulovano na nékolika Grovnich. Prvni Grovni je geneticka
regulace, kdy jsou exprimovany rizné geny kodujici cytoplazmatické a membranové
bilkoviny (Zakeri et al., 1995). Druhym zpisobem regulace je hormonalni cesta.
Za antiapoptotick¢é faktory inhibujici atrézii folikuld jsou povazovany estrogeny,
gonadotropiny, TGFo (transforming growth factor o) a EGF (epidermal growth factor).
Jestlize jsou ocyty invitro kultivovany s pfidavkem kombinace nékterych téchto faktord,

je antiapoptoticky efekt zesilen (Guthrie et Garrett, 2000).

Pribéh apoptozy
vnitini a vnéj$i signalni dréze, jejichz spousté¢em mohou byt jiz zminované endogenni
a exogenni faktory. Na bunééné membrané jsou umistény receptory bunécné smrti, které
reaguji na podnéty zvenci a spousti tak apoptozu (Nagata, 1997). Jestlize jsou signalni drahy
spustény, nastavd druhd faze, nevratnd, kdy se aktivuji proteolytické enzymy. Tato Cast
je oznaCovana jako efektorova faze apoptozy (Scaffidy, 1998). U sav¢ich bunék jsou
s pribéhem apoptdzy spojeny skupiny proteint, jejichz ligandy se vzdy vazou na pro
n¢ specificky receptor bunééné smrti. Témito skupinami jsou proteiny Bel-2, TNF s dilezitou
funkci pfi spousténi atrézie folikulli ataké adaptorové proteiny (Nakayama et al, 2002).
Aktivace receptori bunééné smrti vede zprostfedkované k mobilizaci kaspaz
a proapoptotickych faktord (Matsuda-Minehata et al., 2006).
Vnéjsi signalni draha

Receptory podnécujici bunénou smrt spadaji do rodiny TNF (Tumor Necrosis
Factor). Do této skupiny patii TNF- receptory, TRAIL receptory (TNF-Related Apoptosis-
Inducing Ligand) ataké APO-1receptory (Apoptosis antigen 1), téZ znamé jako Fas
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receptory. TNF receptory v sobé obsahuji doménu DD, takzvanou doménu smrti (Death
Domaine). Pro Fas je to naptiklad FADD (Fas-Associated Protein with Death Domain)
(Huang et al., 1996). JestliZe jsou receptory aktivovany navazanim ligandu, dochazi k aktivaci
specifickych cytoplazmatickych proteint, které interaguji s adaptorovymi proteiny. Kooperaci
téchto dvou proteinovych skupin dochazi k aktivovani prokaspaz jejich dimeraci (Scaffidy,
1998). Tyto kaspazy vylitim do cytoplazmy piivadi k ¢innosti samotné efektorové kaspazy,
véetné kaspaz 3,6 a 7, které proteolyzou degraduji proteinové substraty, napiiklad proteiny
zodpovédné za udrzeni integrity genomu, a spoluzajistuji tak zanik bunék apoptdzou (Jin and
Deiry, 2005).

Apoptéza muize byt inhibovana prostiednictvim regulace kaspazové aktivity
za pomoci proteini IAP (Inhibitor of Apoptosis Protein) s antiapoptotickym ucinkem, které
se vazi na kaspazy 3, 7a9 (Huang et al., 1996). Hlavnim inhibitorem vzchazejicim z této
proteinové rodiny je XIAP (X - linked Inhibitor of Apoptosis Protein) (Eckelman et al.,
2006). Efektorové ainiciatni kaspazy se inhibuji rozdilnym zplsobem, napiiklad
u efektorovych kaspaz 3 a7 je toto zajisténo mimo jiné c-1AP1, c-IAP2 (Celullar Inhibitor
of Apoptosis Protein 1 and 2) a NAIP (Neuronal Apoptosis Inhibitor Protein) proteiny (Roy
etal., 1997).

Vnitini signalni draha

Spusténi vnitini signalni drdhy mizZe byt reakci na podnéty z vnéjSku buiiky, kterymi
byvaji oxidativni stres, radiace, deprivace rustovych faktord ¢i pfitomnost toxickych latek
(Matsuda-Minehata et al., 2006). VSechny tyto faktory ptisobi na centrum regulace vnitini
signalni drahy, mitochondrie v bufice azejména na jejich membrany, Unichz méni
propustnost. Permeabilita mitochondridlni membrany je v disledku plsobeni téchto faktort
zvySend, nebot’ se méni membranovy potencidl a oteviraji se membranové pory (Parrino
etal., 2007). Otevienymi pory proudi Ca2* . Stresovymi podnéty je také vyvolana reakce
cytoplazmatickych proteini Bax a Bak, které se piesouvaji do mitochondrii @ méni svoji
konformaci. Existuje pfedpoklad, ze inhibi¢nim piisobenim Bax na antiapoptotické faktory
se z mitochondrii, konkrétn€ zjejich mezimembranového prostoru, uvoliuji molekuly
s proapoptotickou povahou, zejména cytochrom C (Gross et al., 1999). Uvolnéni cytochromu
C z mitochondrialni matrix je pasivni proces probihajici diky deaktivaci nebo odstranéni
antiapoptotickych molekul, ¢imz je poruSena integrita vné&j$i mitochondridlni membrany
(Guthrie and Garrett, 2000). Rizeni uvoliiovani cytochromu C adalsich molekul

s proapoptotickou povahou, jako je napiiklad protein AIF (Apoptosis Inducing Factor)
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a endonukleazy, spadd do kompetence proapoptotickych faktort patficich do rodiny proteini
Bcl-2 (B cell lymphoma-2) (Hussein, 2005). Cytochrom Cse vaze s APAF-1 (Apoptotic
kaspazu 9. Ta nésledovné spolu s APAF-1 aktivuje efektorové kaspazy 3, 6 a 7, které, jak jiz

bylo vySe zminéno, degraduji proteolyzou proteinové substrat
4.3.1 Bcl-2 proteiny

Bcl-2 je skupina proteinti pro-apoptotické nebo anti-apoptotické povahy. Vsechny tyto
proteiny maji spoleénou minimalné jednu Bcl-2 doménu za skaly BH1- BH4 (Kroemer,
1997). Bcl-2 skupina ma stézejni roli béhem regulace procesu apoptodzy, protoze pusobi
na permeabilitu  vnéj§i mitochondridlni membrany, ¢imz, v zéavislosti na své povaze,
umoznuje nebo brani uvolnéni medidtorti apoptézy (cytochrom C, AIF, endonukledzy)
do cytoplazmy (Youle and Strasser, 2008). Proteiny ztéto rodiny se nachazi zejména
V mezimembranovém prostoru mitochondrii, v endoplazmatickém retikulu a Vv jadie
(Hockenbery et al., 1990). Do Bcl-2 rodiny protein patii ptiblizn¢ 24 ¢lenti spadajicich podle
ptitomnosti ur¢it¢ BH domény do jedné ze tii skupin. Jsou zde ptitomny jak proapoptotické,
tak i antiapoptotické proteiny a pro spravnou regulaci apoptdzy je nezbytné, aby tyto faktory
byly v rovnovaze (Youle and Strasser, 2008).

4.3.1.1 Pro-apoptotické proteiny

Do prvni skupiny patii proteiny Bid a Bad, které jsou diky své molekulové konformaci
znamé jako BH3- only. Protoze maji jen doménu BH3, nemohou piisobit samostatné (Guthrie
and Garrett, 2000). BH3- only proteiny slouzi jako ligandy pro ostatni ze dvou podskupin Bcl-
2 proteint (Kelekar et Thopmson, 1998). Bid se vaze hlavné s proapoptotickymi proteiny
Bax a Bak, ¢imZ se vzajemné aktivuji a spole¢né aktivuji zvySenou permeabilizaci vnéjsi
membrany mitochondrii. Oproti tomu protein Bad se napojuje na antiapoptotické faktory,
zejména na Bcl-2 protein, a znemoznuje jejich fungovani (Youle and Strasser, 2008).

Druhou skupinou s proapoptotickou povahou jsou proteiny Bax, Bak a Bok, které
ovliviiujyi kaspazovou kaskddu ato tak, Ze ji aktivuji. U téchto tii proteinli jsou pfitomny
domény BH1, BH2, BH3 a doména BH4 chybi. Z této skupiny se nejvice exprimuji proteiny
Bax a Bak, které se ucastni apoptotického procesu téméi ve vsech tkanich (Kelly and Strasser,
2011).
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Bax protein se nachdzi nejvice v cytoplazmé, odkud se po indukci apoptdzy
translokuje do vnéj$i membrany mitochondrie a méni svoji konformaci. Minimalni mnozstvi
Bax se v membran¢ nachazi, aniz by byla apoptéza indukovana (Kirkin et al., 2004).
V membrané¢ Bax dimerizuje riznymi zpusoby. Bud’ homodimerizaci, kdy se poji sam
se sebou a vytvafii oligomer Bax/ Bax, ktery podporuje apoptdzu, anebo heterodimerizaci, kdy
se poji s proteiny antiapoptotickymi (Guthrie and Garrett, 2000). Bax protein je kliCovym
faktorem apoptdzy probihajici v ovarialni tkani. Zde indukuje bunécnou smrt oocytd, U nichz
byly meiotickymi kontrolnimi body zaznamenany odchylky v rekombinaci DNA pfi crossing-
overu. Dikazem toho je zvySené mnozstvi Bax proteinu ve fazi prechodu z pachytene
do diplotene pii kultivaci oocytt in vitro (Felici et al., 1999). Bax rovnéz ovliviiuje kone¢ny
pocet ovulovanych vaji¢ek U samic, protoze v embryonalnim vyvoji i béhem zivota podnécuje
apoptozu ve folikularnich bunkach. Jestlize je tato funkce naruSena, rozviji se vyskyt

patologickych folikulti s oocyty neschopnymi oplozeni (Tilly, 1996).

4.3.1.2 Anti-apoptotické proteiny

Posledni podskupinou nalezici do rodiny Bcl-2 proteint jsou antiapoptotické proteiny.
Patii sem samotny Bcl-2 protein a proteiny jemu strukturné podobné. VSechny maji domény
BH1- BH4 anavic doménu slouzici k integraci do membran, takzvanou transmembranovou
doménu (Adams and Cory, 1998). Stézejni doménou téchto proteintt je BH4 doména
podminujici jejich povahu. Diivodem jejiho antiapoptotického ucinku je interakce s APAF-1,
ktera zabranuje spusténi kaspazové kaskady. Pokud je BH4 narusena, Bcl-2 proteiny ztraci
svou funkci. Jestlize se Bcl-2 proteiny v bufice nachazi ve zvySené mite, vytvaii homodimery
a brani tak apoptoze (Jin and El-Deiry, 2005).

Tyto proteiny maji vice funkci. Spolupracuji s ostatnimi proteiny a s molekulami
Z prostiedi vné mitochondrialnich membréan. Heterodimeraci s proapoptotickymi faktory brani
Bcl-2 proteiny dimeraci proapoptotickych proteinti ve vnéj§i membrané mitochondrii. Bcl-2
vyvazuje nékteré pro-apoptotické proteiny, ¢imz brani jejich oligomerizaci a inserci do vné&jsi
mitochondridlni membrany (Danial, 2007). Napfiiklad ptisobeni Bax je moZné inhibovat Bcl-
2 proteinem. Bcl-2 proteinem. Bcl-2 proteiny mohou vytvaiet s Bax antiapoptotické
heterodimery (Petros et al., 2004). Membranové kanaly tak zlstanou zaviené, cytochrom C se
do cytoplazmy neuvolni aapoptéza neni nastartovana. Kooperace s proapoptotickymi
proteiny vSak muze mit i opa¢ny Géinek v piipad¢, Ze je Gi¢inek antiapoptotickych proteint

neutralizovan (Bouilett et al., 1999).
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Pomér Bcel-2 a Bax, nékdy oznacovany jako tzv. Bcl-2/Bax reostat, je kontrolnim
bodem, po jehoz piekroceni je proces apoptodzy ireverzibilni (Danial and Korsmeyer, 2004).
Zakladni stav bunky vychazi z rovnovahy anti-apoptotickych a pro-apoptotickych faktoru.
Pokud dojde k aktivaci stresové JNK kinazy ziad MAP kinaz, jsou indukovany pro-
apoptotické faktory, véetné Bax. Naopak, jestlize se aktivuji ristové faktory, indukuji se anti-

apoptotické faktory, véetné Bcl-2 a bunka pieziva (Clarke and Tyler, 2009).

4.3.2 Kaspazy

Kaspazy se podle délky a sekvence své N- termialni prodomény déli na dvé skupiny.
Do skupiny s dlouhou prodoménou patii kaspazy 1, 2, 4, 5, 8, 9, 10, 14, kratkou prodoménou
se vyznacuji kaspazy 3, 6, 7, 11, 13 (Mancini et al., 1998). Kaspazy 3, 7, 8, 9 se nachazi
v cytosolu buiiky a kdyz se aktivuji, transportuji se do endoplazmatického retikula a do jadra
bunky. Kaspazy u bunék zprostfedkované, aktivaci, ¢i deaktivaci proteini, spousti apoptozu.
V buniice jsou lokalizovany jako inaktivni proenzymy aKk ¢innosti jsou dovedeny
proteolytickym $tépenim. Kazda z kaspaz ma svou specifickou funkci. Kaspazy 8 a9 jsou
napiiklad spoustéci apoptoézy, kaspaza 9 navic umozinuje uvoliiovani cytochromu C.
Efektorova kaspaza 3je substratem pro predchozi dvé ajeji pfitomnost je dulezitou
podminkou pro dokonceni apoptdzy napiiklad nervovych zéarode¢nych bunék, ¢i bunck
kmenovych (Guthrie and Garrett, 2000).

4.4  Uéinky sirnych slouéenin ¢esneku v organismu

Ackoliv jsou v bufice pfirozené pritomny antioxidanty vyvazujici G¢inky a ptisobeni
volnych radikald, nemusi byt jejich mnoZstvi vzdy pro buniku dostate¢né a v disledku toho
svou ¢innosti nedokazi vyrovnat nadprodukci ROS (Corso et al., 2007). Tato disbalance vede
k OS ubungk a nasledné apoptdze. Piijem antioxidantd z vnéjsiho prostiedi mize pomoci
tomuto piedejit. Zdrojem endogennich antioxidantti jsou mnohé rostliny, mezi nimi i ¢esnek.

Pozitivni vliv ¢esneku na zdravi je zndm jiz od starovéku a je vyuzivan dodnes. Svym
pusobenim podporuje imunitni systém, ma mimo jiné hepatoprotektivni, antiparazitarni
a antibakterialni ucinky aeliminuje OS v bunkach (lciek et al., 2009). Co stoji
za protektivnimi G€inky ¢esneku, neni zcela jasné, nebot’ slouceniny v ném obsazené funguji
synergisticky. Pozitivni vliv ¢esnekovych sloZek na tkané je podminén okolnostmi. Napiiklad

pokud pulsobi oxidativn¢ na nadorové bunky, ni¢i je, coz je zadouci, avSak pokud
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by oxidativné pusobily na bunky zdravé, destruktivni dopad by byl nezadouci (Amagase
et al., 2006).

4.4.1 Biosyntéza a metabolismus biologicky aktivnich latek ¢esneku

Za mnohymi ztéchto pozitivnich u¢inkl stoji sirné slouceniny. V neporusenych
palicich cesneku se nachazi y-glutamyl cystein, ktery se pfeménuje na alliin, sirnou
aminokyselinu bez zapachu, od niz jsou ostatni sirné slouc¢eniny ve vétSing pripadi odvozené
(Stoll et Seebeck, 1948). Alliin je prekurzorem allicinu aje hlavni slozkou obsaZenou
v intaktnich palicich ¢esneku. Drcenim ¢i krajenim Cesneku se z vakuol uvoliiuje enzym
allinaza, kterA b&hem nékolika sekund pieméni vétSinu alliinu na allicin. Alliin
je transformovan na kyselinu sulfonovou, amoniak apyruvat, pficemz posledni dva
zminované jsou vedlejSimi produkty této reakce (Lanzotti, 2006)

Cinnost allinazy je nejefektivngjsi pti pH 6,5. Pokud pH klesne pod 3.5, coZ jsou
podminky typické pro zaludek, je fungovani enzymu allindzy zastaveno. Allinza
je inhibovana rovnéz teplotou od 60 °C vySe, proto tepelné zpracovany cesnek obsahuje
zejména alliin. Kondenzaci dvou molekul kyseliny sulfonové, vzniklé z alliinu, vznika
za soucasného piisobeni allinazy allicin (Amagase et al., 2006).

Allicin je téZko rozpustny ve vodé a dava cesneku jeho charakteristickou viini a chut’.
Allicin je velmi nestéalé latka, nebyl nalezen v krvi jen n€kolik minut po vpraveni do krevniho
obéhu, ani v moc¢i lidi, ktefi ¢esnek pravidelné konzumuji. To je zpisobené tim, Ze se vaze
na proteiny amastné kyseliny v plazmatické membrané, aproto je vychytan dfive, nez
vstoupi do krevniho obéhu. Allicin pravdépodobné sdm 0 sob& nepiispivd k zddnému
z pozitivnich ucinkt ¢esneku v organismu, je meziproduktem, ktery je rychle pfeménén
diallyldisulfid (DADS) a diallyltrisulfid (DATS), které jsou obsazené v Cerstvém Cesnekovém
extraktu a v ¢esnekovém oleji. Dalsi biologicky aktivni latkou vzniklou z allicinu je v tucich
rozpustny diallylmonosulfid (DAS) (Freeman and Kodera, 1995).

Obsah sirnych sloucenin v ¢esnekovém oleji zavisi na podminkach, za jakych byl
extrahovan. Kli¢ovymi faktory jsou ptfedevs§im cCas a teplota extrakce. Analyza extraktu, jenz
byl ponechan 20 hodin pii pokojové teploté, ukazuje, ze pomér V tucich rozpustnych
sloucenin vzniklych z allicinu je nésledujici: DADS > DATS > DAS. V ¢esnekovém oleji

je obsazeno pfiblizn¢ 20 riznych sulfidi (Brodnitz et al., 1971).
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Dalsi moznosti zpracovani ¢esneku je jeho extrakce v ethanolu pii pokojové teplote,
kdy obsah alkoholu je 15-20 % a doba macerace 20 mésict. Timto zpisobem vznika takzvany
vyzraly Cesnekovy extrakt, AGE (aged garlic extract). AGE je latka bez zépachu, ktera
po dlouhodobé maceraci obsahuje sirné slouceniny, které jsou jiz stabilni. Hlavni slozkou
AGE je sirna aminokyselina SAC (S-allyl cystein) s vysokym antioxidativnim potencialem,
druhou nejvice zastoupenou slozkou je SAMC (S-allylmercaptocysteine). Ob¢ latky
zastoupené v AGE maji vyssi a trvalejsi pozitivni G¢inek na zdravi piijemce, nez slouceniny
v syrovém Cesneku (Corzo-Martinez et al., 2007). SAC byl po poziti AGE prokazan v Krvi
V mnozstvi zavislém na pozité ddvce AGE. SAC ma antioxidativni a hepatoprotektivni G€inky
a chrani bunky pied volnymi radikaly a rakovinou (Nakagawa et al., 1988).

Pro spravnou aplikaci sirnych sloucenin ¢esneku v medicinském odvétvi je potieba
detailn¢é znat principy jejich fyziologického G¢inku Vv organismu. Stejné tak i pro uspé$nou

kultivaci in vitro je potieba rozumét mechanismiim puisobeni sirnych sloucenin ¢esneku.

4.4.2 Antioxidativni aktivita sirnych sloucenin ¢esneku

Sirné slouceniny cesneku vykazuji prokazateln¢ antioxida¢ni aktivitu. Jeji pozitivni
vliv na bunky byl znatelné zvySeny v pfipadech, kdy byl €esnek konzumovan pravidelné.
Utinek sirnych slougenin byl ovlivnén také konkrétni Gipravou Eesneku.

Suseny cesnekovy praSek a cesnek tepelné upraveny obsahuji ve velké mife alliin. Ten
vychytava volné radikaly, ochranuje lipidy pied oxidaci a zvySuje aktivitu antioxidacnich
enzymu (Banerjee et al., 2003). Alliin obsazeny VvV c¢esnekovém prasku navic chrani bunky
pted chemickou cytotoxicitou (Ciplea et Richter, 1998).

Allicin, hlavni slozka cerstvého extraktu cesneku, v zavislosti na podané davce
podporuje aktivitu endogennich antioxidantll a vychytava volné radikély. Stejné jako alliin
brani peroxidaci lipida a potlacuje oxidaci LDL, ktera je, spolu s ukladanim lipidi v cévach,
hlavni pfi¢inou aterosklerézy. Cerstvy Gesnekovy extrakt tak zprostfedkovand chrani
mozkové asrdecni bunky pfed oxidativnim stresem indukovanou ischémii (Banerjee
etal., 2003). Allicin sehrava dulezitou roli také pii kultivacich in vitro, kdy jeho reakci
s aminokyselinami glutathionem a cysteinem vznikaji antioxidacné¢ aktivni produkty
(Rabinkov et al., 2000). Allicin samotny ijeho derivaty ovliviiuji fungovani proteint S-

thiolaci, antioxida¢nim mechanismem bunky. (Pinto et al., 2006).
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Polysulfidy obsazené v Cesnekovém oleji maji protektivni vliv na kardiomyocyty.
Brani je pted oxidativnim stresem zpusobenym cholesterolem a néslednou apoptdzou.
Polysulfidy také tvoii sirovodik, ktery rovnéz plsobi jako antioxidant ataké chrani bunky
pted OS (Ciplea and Richter, 1998).

Nejvyssi antioxidacni aktivitu vykazuje S-allyl cystein obsazeny v AGE. AGE brani
peroxidaci lipidd v endotelu plic, kde navySuje aktivitu superoxid dismutazy a glutathion
peroxidazy. U¢inkem AGE je také zvySovana nitrobundéna hladina glutathionu a glutathion
disulfid reduktazy (Yamasaki et al., 1994).

In vitro pokusy poukazuji na fakt, ze za pfiznivé Ginky Cesneku je zodpovédny
piedevsim S-allyl cystein. Dikazem toho byl pokus, kdy byly kardiomyocyty kultivovany
s piidavkem extraktu z dien¢ a slupky ¢esneku. Ve slupce se vsak nenachazi alliin, ani allicin,
piitomen byl pouze S-allyl cystein a oxidativni stres byl pfesto snizen a bylo tak zabranéno
hypertrofii a apoptdze. Je proto pravdépodobné, ze za protektivni ucinky je zodpovédny SAC.
Se stejnym vysledkem jako u pfedchoziho experimentu byl proveden i pokus, pii kterém byla
nervova tkai poskozena ischemii oetiena vytazkem z ¢esnekové slupky. Cesnek napomaéhal
ptezitelnosti neuronti, napomahal fungovani mitochondrii u zasazenych bun¢k a branil zméné
potencialu na mitochondrialni membrang. Cesnekové sloudeniny V organismu brani zméné
membranového potencidlu mitochondridlni membrany a chrani ji tak pred oxidativnim

stresem zpusobenym nadmérnou produkci ROS (Cervantes et al., 2013).

Stejné jako u ostatnich tkani téla, tak i v reprodukcni soustavé ma Cesnek protektivni
ulohu. Za pomoci ¢esnekovych sloucenin je ve varletni tkani snizovan OS. DNA spermii
je tak chranéna pted fragmentaci (Tunc et al., 2009). Antioxida¢ni u¢inky ¢esneku mohou byt
zajistény regulaci produkce gasotransmiterd, kterymi jsou sirovodik (H2S), oxid dusnaty
(NO) aoxid uhelnaty (CO). Gasotransmitery jsou plynné molekuly se signalni funkci
v mnoha tkanich. V reprodukéni soustavé se podili na regulaci meiotického zrani spermii
avajicek (Mustafa et al., 2009). Pfi zrani prasecich oocyti zvySuje sirovodik akceleraci
tohoto dé&je azvySuje aktivitu MPF béhem GVBD (Nevoral et al., 2013). Vin vitro
podminkach je pfitomnost oxidu dusnatého nezbytna pro realizaci GVBD U prasecich oocyti
a pro dosazeni metafaze 2. meiotického dé€leni. Jestlize jsou inhibovany enzymy produkujici
oxid dusnaty v kumulu nebo jsou pieruseny gap- junctions spoje, je potlacena kumularni

expanze (Chmelikova et al., 2010).

30



Gasotransmitery v buinikach pravdépodobné snizuji OS, ¢imz napiiklad NO a H2S
ochranuji buiiky pied pfed ischemicko-reperfuznim poskozenim. Potlacuji tak bunéénou smrt
a upravuji funkce mitochondrii (Mustafa et al., 2009).

Cesnek mé schopnost regulovat tvorbu gasotransmiterti. Jejich produkci mize zvysit,
jako je tomu u NO a H2S. Prostiednictvim ¢esneku uvolnény sirovodik brani kardiomyocyty
pted fosforylaci antiapoptotického ERK1/2 proteinu, snizenim poméru Bax/Bcl2 a snizenim

fosforylace proapoptotickych p-38MAPK (Tunc et al., 2009).
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5 Material a metody
5.1 Aspirace a selekce oocyti pro experimentalni tucely

Pro ucely této diplomové prace byly pouzivany oocyty ziskavané z ovaridlnich
folikuld dosud necyklujicich pre-pubertalnich prasni¢ek. Po vyjmuti z jate¢nych tél byly
vajecniky ulozeny do termosky s fyziologickym roztokem (0,9% roztok NaCl) zahtatym
na 39°C a ihned prevazeny na Katedru veterinarnich disciplin.

Po pfevozu do laboratofe byly oocyty spole¢né s folikuldrni tekutinou aspirovany
z folikuld ovelikosti 2— 5mm do injekéni stiikacky pomoci jehly 20 G.
Pod stereomikroskopem se oocyty z folikularni tekutiny izolovaly tenkou sklenénou
kapilarou. Pro experimenty byly vybirdny jen plné dorostlé meioticky kompetentni oocyty
s kompaktni vrstvou kumularnich bunék a neporusenou cytoplazmou.

Kultivaci predchazel trojnasobny proplach oocytii v kultivatnim mediu. Samotna
kultivace probihala ve c¢tyfjamkové desticce 4-well multidish (Nunc, Denmark) v 1 ml
modifikovaného kultivaéniho média M199 (Sigma-Aldrich, USA). V tomto mediu je obsazen
hydrogenuhli¢itan sodny, laktat vapenaty, gonadotropni hormony ¢CG a hCG, gentamycin,
HEPES, a 10 % (v/v) fetalniho bovinniho séra (GibcoBRL; Life Technologies, Deutsdsland).
Kultivace probiha v prostiedi fizené atmosféry 5 % CO2 ve smési se vzduchem. Teplota byla
urzovana na 39 °C a kultivace probihala 24 a 48 hodin.

Pro experiment byly stanoveny dvé skupiny oocytd, experimentalni a kontrolni.
Experimentalni skupina oocytti byla kultivovana s pfidanim S-allyl cysteinu do kultiva¢niho
media v mnozstvi 0,1 mM, 0,5 mM a 1 mM.

5.2 Vyhodnoceni stadia meiotického zrani

Po ukonceni kultivace byly oocyty opakovanym nasdvanim do tenkosténné kapilary
zbaveny kumularnich bun¢k. Nasledné byly tyto oocyty montovany mezi podlozni a kryci
sklicko a nafixovany roztokem kyseliny octové a etanolu v poméru 1:3. Fixovani probihalo
po dobu 48 minut. Nafixované oocyty byly poté obarveny 1% roztokem orceinu.

U takto upravenych oocytl byla stadia meiotického zrani hodnocena pod mikroskopem
s fazovym kontrastem. Na zdklad¢ tohoto pozorovani byly oocty rozd€leny do nékolika
skupin: GV — oocyty ve stadiu zarode¢ného vacku (germinal vesicle), LD — oocyty ve fazi

pozdni diakineze (late diakinesis), MI — metafdze 1. meiotického déleni, AITI — oocyty
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prechazejici z anafaze do telofaze 1. meiotického déleni anakonec MIl — metafaze

2. meiotického déleni (Motlik et Fulka, 1976).

5.3 Vyhodnoceni exprese markeri ¢asné apoptozy

Sledovanymi c¢asnymi markery apoptozy byly proteiny Bax aBcl-2. Metoda
imunocytochemické lokalizace proteint byla provedena podle postupu publikovaného v praci
Yi et al. (2014). Po ukonceni kultivace byly oplozené oocyty fixovany ve 2% formaldehydu
pfi laboratorni teploté po dobu 40 min. Nasledné byly oocyty proplachnuty v PBS-NaNs,
permeabilizovany v PBS-NaN3 s 0,1% Triton-X-100 (PBS-NaN3-TX) 40 minut a blokovany
vroztoku 5% NGS (Normal Goat Serum) v PBS-NaN3-TX. Oocyty byly inkubovany
s primarni mysi protilatkou anti-Bax a krali¢i anti-Bcl-2 (Abcam, USA; 1:200 v 1% NGS
v PBS-NaN3-TX), pies noc pti 4 °C. Nasledné byly oocyty dvakrat oplachnuty a inkubovany
se sekundarni protilaitkou anti-my$i akralici IgG konjugovanou s fluoresceinem
isothiokyanatem (FITC) nebo tetramethylthodaminem (TRITC), po dobu 40 minut pfi
laboratorni teploté. Po ukonceni inkubace byly oocyty dvakrat oplachnuty a montovany
do montovaciho média Vectashield sDAPI (4°,6°-diamidino-2-phenylindole, Vector
Laboratories, USA). Znamontovanych oocyti byly vyhotoveny obrazky pomoci
invertovaného mikroskopu (Nikon, Japan) pii excita¢ni vinové délce 450-490 nm, kamery
Clara CCD Camera (Andor technology, UK) asoftwaru NIS Elements 2.30 (Laboratory
Imaging, Czech Republic).

5.4 Analyza obrazu

Ziskané obrazky z pfipravenych preparati byly podrobeny analyze obrazu v programu
NIS Elements (laboratory Imaging, Czech Republic). V oocytech byla méfena intenzita
signalu fluoresceinu navazaného v misté sledované¢ho faktoru, signal byl kvantifikovan
arozdil mezi oocyty kontrolni skupiny aoocyty inkubované sriznou koncentraci
SAC vyhodnocen. Soucasné byla provedena analyza kolokalizace barevnych signalt FITC
a TRITC, pomoci vyjadieni Pearsonova korelacniho koeficientu a Manderova koeficientu

prekryti.
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5.5 Statisticka analyza

Kazdy experiment byl opakovan Sestkrat. Vysledky pokust byly zpracovany
statistickym programem SAS 9.1 za pomoci parametrického testu ANOVA (t-test). Rozdily

s hodnotou P<0,05 byly povazovany za statisticky vyznamné.
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6 Vysledky

V ramci této diplomové prace byly provedeny pokusy zaméfené na vliv S-allyl
cysteinu na prubéh meiotického zrani prasecich oocytu pfi in vitro kultivaci. Druha ¢ast byla
zamé&fena na hodnoceni inhibi¢niho vlivu S-allyl cysteinu na apoptézu prasecich oocyti

zrajicich v in vitro podminkach.

6.1 Vliv S-allyl cysteinu na pribéh jaderného zrani

Cilem experimentu bylo zhodnotit vliv SAC na pribéh meiotického zrani po 24 a 48
hod. in vitro kultivace. Vysledky prokazaly, ze S-allyl cystein v davkach 0,1; 0,5a 1 mM
neovlivnil pribéh meiotického jaderného zrani po 24 hod. (Tab.1), ptipadné rozdily jsou
statisticky nevyznamné. Oocyty vSech experimentalnich skupin tak dosdhly stadia metafaze
1 289,5—- 96,6 %. Podobn¢ také po 48 hod. in vitro kultivace dosahly oocyty z 91,0 — 94,3 %
stddia metafaze II (tab. 2). Rozdily mezi kontrolni a experimentalnimi skupinami nejsou

statisticky vyznamné.
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Tab. 1 Jaderné zrani oocyti po 24 hodinové kultivaci v pFitomnosti S-allyl cysteinu

Stadium meiotického zrani (% + S.E.M.)

GV LD Ml AllTI MII Dg

Kontrola | 37+1,7%]41+09%|895+22%|00+0,0%|00+00%|27+12%| 21

0,1mMMSAC | 0,0+0,0%|00+0,0"|966+1,1%|26+12%|08+08"|00+0,0%| 21

05mMMSAC |57+1,52]09+09"| 925+1,2%|0,9=0,9%|00+0,0"|00+0,0"| 21

IMMSAC | 17+1,1%]40+08%|935+1,1|0,0+0,0%|00+00%|08+08"| 21

SAC - S-allyl cystein; GV — oocyty ve stadiu zarode¢ného vacku (germinal vesicle); LD —
oocyty ve stadiu pozdni diakineze (late diakinesis), MI — oocyty ve stadiu metafaze I, AI/TI —
oocyty ve stadiu pfechodu z anafaze | do telofazel, MII — oocyty ve stadiu metafaze II, Dg -
oocyty s degenerovanym chromatinem. a- Statisticky vyznamné rozdily mezi kontrolou

a experimentalnimi skupinami (p<0.05).

Tab. 2 Jaderné zrani oocyti po 48 hodinové kultivaci v pFitomnosti S-allyl cysteinu

Stadium meiotického zrani (% + S.E.M.)

GV LD Ml Al/TI MII Dg

Kontrola | 0,0+£0,0% | 0,0+£0,0° [ 16+1,6°|15+09% | 92,7+0,9% | 42+19%| 25

0,1mMSAC |0,0+00%|00+00%|24+1,0%|24+1,0%]936+09%|1,7+1,0%| 25

05mMSAC |0,0+00%|00+00%|34+21%|23+1,5"|943+24%|00=0,0%| 25

1MMSAC | 0,0+0,0%]08+08%|24+10%|34+16"|91,0+0,5 |25+1,0%| 25

SAC - S-allyl cystein; GV — oocyty ve stadiu zarode¢ného vacku (germinal vesicle); LD —
oocyty ve stadiu pozdni diakineze (late diakinesis), MI — oocyty ve stddiu metafaze I, AI/TI —
oocyty ve stadiu prechodu z anafdze | do telofazel, MII — oocyty ve stadiu metafaze II, Dg —
oocyty s degenerovanym chromatinem. a - Statisticky vyznamné rozdily mezi kontrolou

a experimentalnimi skupinami (p<0.05).
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6.2 Vliv S-allyl cysteinu na expresi markerta ¢asné apoptozy ve zrajicich

oocytech

Cilem experimentt bylo zhodnotit vliv SAC na expresi markerti ¢asné apoptozy, anti-
apoptotického faktoru Bcl-2 a pro-apoptotického faktoru Bax, béhem meiotického zrani
oocyti. Vysledky byly zjistovany po 24. a48. hodinové kultivaci in vitro. SAC byl
do kultivacniho media ptidavan vzdy v davkach 0,1; 0,5 a 1 mM.

6.2.1 Vliv S-allyl cysteinu na expresi Bcl-2 ve zrajicih oocytech

Anti-apoptoticky faktor vnitini signalni drahy, protein Bcl-2, vykazoval po 24
hodinové kultivaci se SAC oproti kontrolni skupiné snizeni exprese V jakékoliv koncentraci
SAC. Exprese proteinu byla oproti kontrolni skupiné nejvice snizena v ptipade, kdy byl
aplikovan SAC v koncentraci 0,5 Mm. Tehdy poklesla 0 52,9%. Ptipadné rozdily mezi
experimentalnimi skupinami byly statisticky nevyznamné (Viz obréazek ¢.1).

Pfi in vitro kultivaci po dobu 48 hodin vykazoval anti-apoptoticky protein Bcl-
2 statisticky vyznamné zvySeni exprese V piipadé€, Ze byly oocyty kultivovany s ptidavkem
SAC v mnozstvi ImM. V tomto ptipadé doslo k 20,2 % naristu intenzity signalu Bcl-2 oproti
kontrolni skupiné. Naopak, pokud byl ptidan SAC v koncentraci 0,5 mM, nasledoval pokles
exprese proteinu oproti kontrolni skupiné 0 13,8%, tedy statisticky vyznamny. Rozdil byl tedy
statisticky vyznamny mezi kontrolni skupinou a skupinou oocytii kultivovanych s pfidavkem
0,5a1Mm SAC. Naopak mezi skupinami kontrolni as pfidavkem 0,1 SAC byl rozdil
statisticky nevyznamny. V rdmci experimentalnich skupin byl statisticky vyznamny rozdil
mezi skupinou s koncentraci IMm SAC a druhymi dvéma. Oproti skupiné 0,1mM SAC doslo
K narustu 0 29,9%, v porovnani se skupinou s 0,5mM SAC vzrostla exprese 0 33,9%

(viz obrazek ¢.2).
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Obrazek 1: Exprese anti-apoptotického faktoru Bcl-2 v prasecich oocytech po 24 hod.
in vitro kultivace. K — kontrola; SAC — S-allyl cystein; ° Statisticky vyznamné rozdily mezi

kontrolou a experimentalnimi skupinami (p<0.05).
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Obrazek ¢.2: Exprese anti-apoptotického faktoru Bcl-2 v prasecich oocytech po 48 hod.
in vitro kultivace K — kontrola; SAC — S-allyl cystein; *° Statisticky vyznamné rozdily mezi

kontrolou a experimentalnimi skupinami (p<0.05) pro expresi proteinu Bcl-2
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6.2.2 VIliv S-allyl cysteinu na expresi Bax ve zrajicich oocytech

Bax je pro-apoptoticky protein vnitini signalni drahy apoptozy. Vysledky pokustu
ukazaly, Ze jestlize byl pii 24 hodinové kultivaci oocytu in vitro ptidan do kultiva¢niho média
SAC, intenzita signalu faktoru Bax se oproti kontrolni skupiné vyrazné snizila ve vSech
ptipadech. Nejvyraznéji vSak pii davce 0,5 Mm, 0 61%. (Viz obrazek 3)

V piipad¢, kdy byly oocyty kultivovany s pfidavkem SAC po dobu 48 hodin, byl
pokles intenzity signalu Bax oproti kontrolni skupiné statisticky vyznamny pouze V piipadé¢
aplikovani davky 0,5 mM, kdy se jednalo o pokles 024,9%. V ramci experimentalnich
skupin byl zjistén statisticky vyznamny pokles intenzity signalu ve skupiné s 0,5 mM SAC
oproti zbylym dvéma skupindm. Vici skupiné s ptidavkem 0,1 mM SAC bylo pozorovano

snizeni 0 16,2%, v porovnani se skupinou s 1 mM byl pokles 16,7%ni. (Viz obrazek 4).

39



Relativni intenzita signalu
(=] (=] (=] =
IS o™ e [ T

o
%)

0 I I . I

0,1 mM 0,5mM L0 mM

Koncentrace SAC

Obrazek €.3: Exprese pro-apoptotického faktoru Bax v prasecich oocytech po 24 hod.
in vitro kultivace. K — kontrola; SAC — S-allyl cystein; *€ Statisticky vyznamné rozdily mezi

kontrolou a experimentalnimi skupinami (p<0.05) pro expresi proteinu Bax.
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Obrazek ¢.4: Exprese pro-apoptotického faktoru Bax v prasecich oocytech po 48 hod.
in vitro kultivace K — kontrola; SAC — S-allyl cystein; *° Statisticky vyznamné rozdily mezi

kontrolou a experimentalnimi skupinami (p<0.05) pro expresi proteinu Bax.
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6.2.3 Kolokalizace Bcl-2 a Bax

Byla provedena analyza kolokalizace barevnych signalit FITC a TRITC. Vzajemny
pomér a spolecna distribuce Bcl-2 a Bax ve zrajicich oocytech byly hodnoceny za pomoci
Pearsonova korela¢niho koeficientu a Manderova koeficientu ptekryti. Pearsontiv koeficient
vypovida 0 korelaci obou fluorescenénich signali, Mandertv koeficient poukazuje na miru

piekryvu obou signalii, bez ohledu na silu vyzafovani jednotlivych signalt.

6.2.3.1 Vysledky kolokalizace po 24 hodindch kultivace in vitro

Z obrazku 516 je patrné, ze oba koeficienty ve vSech piipadech, kdy byl ptidin SAC
do kultivacniho média, piekrocily hodnotu 0,9. Z toho vyplyva, ze faktory Bcl-2 a Bax jsou
na sob¢ zavislé a vyskytuji se na stejnych mistech, poptipadé jsou na sebe vazany formou
heterodimert. Mezi experimentalnimi skupinami to nejvice bylo patrné u oocytt s ptidavkem
0,1 mM SAC, kdy byla mira korelace vyskytu 97,6 %. Oproti kontrolni skupiné byl statisticky
vyznamny pokles paralelniho vyskytu faktord Bcl-2 a Bax v pripad€, kdy byl ptidan SAC
v davce 0,5 Mm. Jednalo se o snizeni 0 3,3% . Vystupni hodnoty tohoto mnozstvi SAC byly
s piidavkem 0,1 mM SAC se jednalo o snizeni soubézného vyskytu 0 3%, oproti skupiné
s ImM SAC byl pokles 2,3%. Manderovo piekryti se oproti kontrolni skupiné¢ statisticky
vyznamné snizilo, pouze pokud bylo pfidano 0,5 mM SAC. Piekryti signali pokleslo 0 2,7%.
Statisticky vyznamny rozdil se vyskytnul imezi experimentalnimi skupinami. U oocytl
s pfidavkem 0,5 mM SAC byl v porovnani se skupinou s 0,1 mM SAC pozorovan pokles
piekryvu 0 2,6%. Vici oocytim kultivovanym s 1 mM SAC se projevil pokles o 2,3%.

41



99,0%

98,0%
97,0%
96,0%
95,0%
94,0%
93,0%
92,0%
91,0%
90,0%

0,1 mM 0,5mM 1,0 mM
Koncentrace SAC

Mira korelace

Obrazek ¢&. 5: Pearsonova korelace vyskytu proteini Bax a Bcl v prasecich oocytech po
24 hod. in vitro kultivace. K — kontrola; SAC — S-allyl cystein; "¢ Statisticky vyznamné

rozdily mezi kontrolou a experimentalnimi skupinami (p<0.05) pro soub&ézny vyskyt proteinti
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Obrazek ¢. 6: Manderovo prekryti vyskytu proteini Bax a Bcl v prasecich oocytech po
24 hod. in vitro kultivace. K — kontrola; SAC — S-allyl cystein; ®° Statisticky vyznamné

rozdily mezi kontrolou a experimentalnimi skupinami (p<0.05) pro piekryv proteina
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6.2.3.2 Vysledky kolokalizace po 48 hodindch kultivace in vitro

Stejné jako Vv piedchozim pripadé, | zde je z obrazku 7 i 8 patrné, Ze oba koeficienty ve
vSech ptipadech, kdy byl pfidan SAC do kultivaéniho media piekrocily hodnotu 0,9. Oba
ukazatele byly nejvyssi Vv ptipadé, ze byl pfidan SAC v mnozstvi ImM, korelace oproti
kontrole stoupla 02,4%, piekryv obou faktorti stoupnul o 1,8%. Korelace vyskytu pro-
apoptotického  a anti-apoptotického  faktoru stoupla iuskupin s pfidavkem SAC
v koncentracich 0,1 a 0,5 mM. V obou piipadech to bylo 01,8%. V mife piekryvu oocyty
Vv experimentalnich skupinach se SAC v koncentracich 0,1 a 0,5 mM nevykazovaly statisticky

vyznamny rozdil oproti kontrole.

43



98,0%

97,0%
96,0%
95,0%
94,0%
93,0%
92,0%
91,0%
90,0%

0,1 mM 0,5 mM 1,0 mM
Koncentrace SAC

Mira korelace

Obrazek ¢. 7: Pearsonova korelace vyskytu proteinti Bax a Bcl v prasedich oocytech po
48 hod. in vitro kultivace. K — kontrola; SAC — S-allyl cystein; *° Statisticky vyznamné

rozdily mezi kontrolou a experimentalnimi skupinami (p<0.05) pro soubézny vyskyt proteinil
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Obriazek ¢. 8: Manderovo piekryti vyskytu proteini Bax a Bcl v prasedich oocytech
po 48 hod. in vitro kultivace. K — kontrola; SAC — S-allyl cystein; *° Statisticky vyznamné

rozdily mezi kontrolou a experimentalnimi skupinami (p<0.05) pro piekryv proteind
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7 Diskuze

Béhem meiotického zrani prod€lavaji oocyty mnoho zmén, které maji dopad na jejich
kvalitu. Nejvyznamnéjsi z téchto déji je nastup programované bunécné smrti, apoptozy
(Koopman et al., 1994). Programovana bunééna smrt muze byt spuSténa fadou faktort
endogenniho a exogenniho plivodu, mezi néz mizeme zahrnout napiiklad oxidativni stres,
hormonalni nerovnovahu a neadekvatni ucinek rustovych faktor (Morita and Tilly, 1999).
Apoptoticky proces je jednim z klicovych faktort, které ovliviwji Zivotaschopnost oocytti v in
vitro prostiedi.

Apoptoza je mimo jinych faktorh fizena také proteiny ze skupiny Bcl-2, kam patfi 1
pro-apoptoticky protein Bax, ktery je klicovym faktorem apoptdzy probihajici v ovarialni
tkani (Felici et al., 1999). Dalsim faktorem zahrnutym v regulaci procesu bunééné smrti je
anti-apoptoticky protein Bcl-2, ktery s proteinem Bax tvoii heterodimery a ovliviiuje tak jeho
fungovani (Bouilett et al., 1999).

Exprese téchto faktorit mize byt ovlivnéna pouzitim latek s anti-oxidaéni aktivitou
(Iciek et al., 2009). Mezi latky, které mirni projevy apoptdzy, patii i sirné slouceniny
ziskavané z ¢esneku. In vitro pokusy poukazuji na fakt, Ze za ptiznivé ucinky cesneku je
zodpovédny piedevsim S-allyl cystein (SAC) s vysokym antioxidativnim potencialem
(Cervantes et al., 2013). Sirna slouc¢enina SAC je hlavni slozkou vyzralého ¢esnekového
extraktu (Corzo-Martinez et al., 2007).

Z experimentil provedenych v ramci této diplomové prace vyplyva, Ze SAC ovliviiuje
nékteré studované ukazatele meiotického zrani prasecich oocytti v in vitro podminkach.
Vysledky pokust prokazaly, ze exprese anti-apoptotického proteinu Bcl-2 po 24 i 48 hod.
kultivaci se SAC oproti kontrolni skupiné kolisala v zavislosti na ptfidaném mnozstvi SAC. Po
24 hod. kultivaci jeho exprese, stejné jako v ptipad¢ proteinu Bax, klesla nejvice v pfipadé, ze
byl aplikovan SAC v koncentraci 0,5 mM. Pokles exprese obou proteini by mohl znamenat,
ze tyto faktory netvorily heterodimery a ze proapoptoticky faktor Bax se nachazel
Vv cytoplazmé. Pravdépodobné tak nedochazelo K jeho translokaci do mezimembranového
prostoru mitochondrii, kde by umoznil uvolnéni cytochromu C a indukci apoptdzy (Gross et
al., 1999). Minimalni mnozstvi Bax se vSak v membrané mitochondrii nachazi, aniz by byla
apoptoza indukovana (Kirkin et al., 2004).

V ptipadég, Ze byl SAC ptidan v mnoZzstvi 1,0 mM k oocytim podstupujicim 48 hod.
kultivaci, exprese Bcl-2 se rapidné zvysila a apoptdza byla potlacena. Jestlize se Bcl-2

proteiny Vv bunce nachazi ve zvysené mife, je pravdépodobné, ze vytvaii homodimery a brani
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tak apoptoze (Jin and El-Deiry, 2005). Pokud bylo pfi této dob¢ kultivace aplikovano 0,5 mM
SAC, exprese Bax i Bcl-2 oproti kontrolni skupiné klesla, avSak signal Bcl-2 vztazeny
k oocytim kontrolni skupiny byl silnéjsi, neZ signal Bax a apoptdza byla potlacena. Jiz diive
bylo popsano, ze heterodimeraci s pro-apoptotickymi faktory brani Bcl-2 proteiny dimeraci
pro-apoptotickych proteintt mezi sebou ve vnéjs§i membrané mitochondrii. Bcl-2 proteiny
mohou vytvaret s Bax antiapoptotické heterodimery a pro-apoptotické plsobeni Bax je tak
mozné inhibovat (Petros et al., 2004). Bcl-2 vyvazuje nékteré pro-apoptotické proteiny, ¢imz
brani jejich oligomerizaci a inserci do vné&j$i mitochondrialni membrany (Danial, 2007).
Stejné tak je znamé pusobeni Bax a jeho schopnost inhibice Bcl-2 proteind, avSak je-li jeho
mnozstvi v bufice deficitni, vede to k neschopnosti vyvazovat represory apoptdzy (Bouilett et
al., 1999).

Vysledky kultivace oocytii Se SAC prokazaly, ze exprese Bcl-2 a Bax jsou na sobé
zavislé a vyskytuji se soucasné a pravdépodobné v heterodimerech. Po 24 hod. kultivaci se
paralelni vyskyt a prekryv faktor Bcl-2 a Bax oproti kontrole snizil, naopak po 48 hod.
kultivaci stoupnul.

Pomér Bcl-2 a Bax, nékdy oznacovany jako tzv. Bcl-2/Bax reostat, je kontrolnim
bodem, po jehoz piekroceni je proces apoptozy ireverzibilni (Danial and Korsmeyer, 2004).
Zakladni stav bunky vychazi z rovnovahy anti-apoptotickych a pro-apoptotickych faktori.
Pokud dojde k aktivaci stresové JNK kinazy z fad MAP kinaz, jsou indukovany pro-
apoptotické faktory, véetn€ Bax. Naopak, jestlize se aktivuji riistové faktory, indukuji se anti-
apoptotické faktory, véetné Bcl-2 a bunka pieziva (Clarke and Tyler, 2009).

Dal$im moZnym zplsobem, jak SAC na ukazatele meiotického zrani plsobi, je
eliminovani oxidativniho stresu zplsobeného reaktivnimi kyslikovymi skupinami (ROS)
(Iciek et al., 2009). ROS se vyskytuji v organismu fyziologicky, protoze vznikaji béhem
metabolickych procesti, odehravajicich se v oocytu a v bunikach k nému piilehlych (Agarwal
et al., 2005), ale stejn¢ jako nedostatek ptisobi i pfemira ROS na buniku negativné. Hladina
ROS je v organismu vyrovnavana pomoci antioxidanti (Brigelius and Flohe, 1999). Jestlize je
rovnovaha mezi produkci volnych radikald a antioxidacni aktivitou tkani narusena, nastava
Vv bunice oxidativni stres (OS) (Luberda, 2005). Redukéné-oxidacni status buiiky, vzchézeji
z premiry ROS a poklesu hladin antioxidantii je jednim z faktort podnécujicich apoptozu
(Otto et al. 2007).

V in vitro podminkach se nejcastéji setkavame se zvysenou hladinou ROS, protoze
kultiva¢ni médium nema vyvazeny pomér mezi vznikajicimi ROS a antioxida¢nimi pochody

(Esfandiary et al., 2005). Ptidani SAC ke kultivovanym oocytim V jakékoliv koncentraci
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(0,1; 0,5 a 1 mM) sice nemé¢lo efekt na samotny prubéh meiotického zrani po 24, ani po 48
hod. in vitro kultivace, ale ptisobilo na expresi markerti apoptdzy, proteinti Bax a Bcl-2,
mozna prave prostiednictvim snizeni hladiny ROS. Dals§i moznosti, jak SAC mohl béhem
kultivaci ovlivnit expresi Bax a Bcl-2, je prostfednictvim gasotransmitert NO a H»S, jejichz
produkci ma schopnost zvySovat (Tunc et al., 2009). Gasotransmitery v burnikach
pravdépodobné snizuji OS, ¢imz napiiklad NO a H,S ochranuji bunky pied pred ischemicko-
reperfuznim poskozenim. Potlacuji tak bunéénou smrt a moduluji funkce mitochondrii
(Mustafa et al., 2009). Sirné slouceniny ¢esneku maji schopnost regulovat uvoliiovani a
genezi gasotransmiterti. Jejich produkci mize zvysit, jako je tomu u NO a H,S. H,S uvolnény
prostfednictvim ¢esneku snizil pomér Bax/Bcl-2 ve prospéch Bcel-2 (Tunc et al., 2009). Lze
tedy pfedpokladat, Ze pfidani SAC do kultiva¢niho media zvysi hladinu gasotransmitert

Vv buiice, ¢imz je snizen OS. Snizeni OS v oocytech kultivovanych in vitro je uzite¢né pro

vvvvvv

biotechnologii.

47



8 Zavér

Vysledky potvrdily hypotézu, ze SAC ovliviiuje expresi Bcl-2 a Bax, miru jejich
vyskytu a prekryvu ve zrajicich oocytech prasete kultivovanych v podminkach in vitro.

Pro biotechnologie uzivané v reprodukci je zdsadnim predpokladem pro praci
dostate¢ny pocet plnohodnotnych, vyvojové kompetentnich oocytt. Béhem in vitro zrani
oocytl se muze kromé fyziologicky probihajicich biochemickych zmén odehrat fada
negativné pusobicich procest, které ovlivni kvalitu a zivotaschopnost zrajicich oocytt, a tim i
jejich vyvojovou kompetenci. Jednim z téchto procesii je apoptoza, k niz dochazi Casto v
dasledku zvySené produkce ROS.

Pfisunem antioxidantti z vn&jSiho prostfedi mize byt potlacen projev apoptdzy. Mezi
latky, které mirni projevy apoptozy, patii sirné slouceniny obsazené v cesneku, zejména S-
allyl cystein (SAC) s vysokym antioxidativnim potencialem.

Vysledky prokéazaly, ze SAC v jakékoli koncentraci neovlivnil priibéh meiotického
zrani po 24 ani po 48 hod. in vitro kultivace. Exprese proteinu Bcl-2 po 24 i 48 hod. kultivaci
se SAC oproti kontrolni skupin¢ kolisala v zavislosti na ptidaném mnozstvi SAC, v piipadé
proteinu Bax klesla po 24 hod. i 48 hod. kultivaci. Vysledky 24 hod. kultivace oocyti se SAC
prokazaly, Ze Bcl-2 a Bax jsou na sobé& zavislé a vyskytuji se souc¢asné, poptipadé v
heterodimerech. Po 24 hod. kultivaci se paralelni vyskyt a piekryv faktori Bcl-2 a Bax oproti
kontrole snizil, naopak po 48 hod. kultivaci stoupnul.

Dalsi experimenty jsou planované k objasnéni vlivu distribuce proteinti z rodiny Bcl-2
na nasledny embryonalni vyvoj po in vitro oplozeni téchto oocyt. Objasnéni dynamiky
téchto faktord pomize zvysit efektivitu in vitro kultivace oocytl a produkce embryi

schopnych dalsiho transferu do téla ptijemkyn.
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