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Souhrn

Soucasny rozvoj a zdokonalovani reprodukénich biotechnologii s sebou piinasi vyssi
naroky na kvalitu a kvantitu sav€ich oocytii. V mnoha studiich, zabyvajicich se pribéhem
in vitro maturace a fertilizace, jsou hojn¢ vyuzivany zejména oocyty izolované z prasecich
ovarialnich folikull, a to z divodu jejich snadného ziskdvani a ekonomické dostupnosti.
Avsak pii vyuzivani téchto oocytd v in vitro podminkach dochazi k vyskytu fady problému,
tykajicich se snizené kvality oocytl a jejich narusené vyvojové kompetence.

Snizena kvalita oocytil, potazmo 1 jejich fertilizacni schopnost, miize byt ovlivnéna
1 procesem starnuti, kterému oocyty podléhaji nékolik hodin po dosazeni metataze druhého
meiotického dé€leni. Podstatnym projevem starnuti oocytl je fragmentace, ke které dochazi po
indukci programované bunécné smrti tj. apoptdze. Mezi dulezité regulatory apoptotického
procesu patii proteiny z rodiny Bcl-2, jejiz soucasti jsou antiapoptotické a proapoptotické
faktory. V indukci apoptdzy u oocytl hraje zdsadni roli zejména proapoptoticky faktor Bax,
jehoz exprese byla prokazana i u oocytl, které podléhaji starnuti. Regulace apoptdzy miize
byt ovlivnéna mnoha faktory, av§ak mechanizmus jejich u¢inkii neni dosud pfesné znadm.

Z fyziologického hlediska by mohla mit na regulaci apoptdzy starnoucich oocytl vliv
I endogenni produkce sulfanu. Sulfan patii k dilezitym signalnim molekulam stejné jako oxid
dusnaty ¢i oxid uhelnaty. Sulfan se v organizmu podili na regulaci mnoha fyziologickych
a patologickych procest. Jeho endogenni produkce byla jiz potvrzena i v reprodukénich
tkanich, kde je sulfan schopen ovliviiovat priibéh oogeneze, folikulogeneze i gravidity.

Hypotézou této diplomové prace je, ze je sulfan aktivné zapojen do regulace exprese
a intracelularni lokalizace proapoptotického faktoru Bax béhem starnuti prasecich oocyti.

Prvnim dil¢im cilem této diplomové prace bylo prokazat, zda-li v pribéhu starnuti
prasecich oocytli v in vitro podminkach dochazi k expresi enzymu, které¢ katalyzuji endogenni
syntézu sulfanu (3-merkaptopyruvat sulfurtransferazy, cystathionin-y-lyazy a cystathionin-f3-
syntazy). Druhy dil¢i cil byl zaméten na sledovani exprese a lokalizace proapoptotického
faktoru Bax béhem starnuti prasecich oocyti. Poslednim a stéZejnim cilem bylo potvrdit
hypotézu, ze je sulfan schopen, béhem starnuti praseCich oocytd, ovlivnit expresi
a intracelularni lokalizaci proapoptotického faktoru Bax.

Exprese a intracelularni lokalizace proapoptotického faktoru Bax a enzymu

3-merkaptopyruvat sulfurtransferazy, cystathionin-y-lyazy a cystathionin-p-syntazy, byla



stanovovana imunocytochemickou metodou u oocytil, jez byly vystaveny prodlouzené
kultivaci (starnuti) po dobu 1, 2 a 3 dnd.

Bylo prokazano, ze v prub¢hu starnuti prasecich oocytii dochazi k expresi enzymu
3-merkaptopyruvat sulfurtransferazy a cystathionin-y-lyazy. Exprese cystathionin-B-syntazy
béhem starnuti prasecich oocytil prokdzana nebyla. 3-merkaptopyruvat sulfurtransferaza byla
detekovana béhem vSech hodnocenych dnii prodlouzené kultivace, kdy byla v oocytech
lokalizovana v jednotlivych loZiscich v oblasti prvojadra, v cytoplazmé a v korové vrstvé.
Cystathionin-y-lyaza byla taktéz detekovana v prubéhu vSech dni prodlouzené kultivace, ale
v oocytech byla lokalizovana jen slabé v loziscich v cytoplazmé.

Déle bylo prokazéno, ze v prubéhu starnuti praseCich oocytii dochazi k expresi
proapoptotického faktoru Bax. Pfitomnost tohoto faktoru byla detekovdna v pribéhu vSech
hodnocenych dni prodlouzené kultivace. Béhem téchto dnti byl v oocytech faktor Bax
lokalizovan v oblasti prvojadra, v cytoplazmé a v korové vrstvé. Intenzita signalu faktoru Bax
se v priabéhu hodnocenych dnii prodlouzené kultivace ménila. Zvyseni intenzity signalu
faktoru Bax bylo detekovano u oocyti po 2 dnech prodlouzené kultivace, kdy doslo ke
zvyseni této intenzity ve vSech sledovanych oblastech. Nejvyssi intenzita signalu faktoru Bax
byla u téchto oocytil namétena v oblasti prvojadra, kde dochazelo ke kumulaci jeho lozisek. U
oocytli po 3 dnech prodlouzené kultivace vSak nasledné doslo k poklesu intenzity signalu
faktoru Bax ve vSech sledovanych oblastech.

Hypotézu, zda-li se sulfan béhem starnuti praseCich oocyti aktivné zapojuje do
regulace exprese a intracelularni lokalizace proapoptotického faktoru Bax, se prokazat
nepodaftilo. AvSak je mozné, Ze sulfan ovliviiuje funkci tohoto faktoru jinym mechanismem,
napiiklad prostfednictvim regulace jeho aktivity, podobné jako u jinych faktorti. Aktivita

faktoru Bax vSak naSimi experimenty sledovana nebyla.

Klic¢ova slova: oocyt, prase, starnuti, sulfan, apoptoza, faktor Bax, 3-merkaptopyruvat
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Summary

Current development and improvement of reproductive biotechnology brings with it
higher demands on quality and quantity of mammalian oocytes. In many studies, dealing with
the process of in vitro maturation and fertilization, are widely used especially oocytes isolated
from pig ovarian follicles, because of their ease of acquisition and economic
accessibility. However, the use of these oocytes in vitro conditions leads to the occurrence
of many problems related to reduced quality of oocytes and impaired developmental
competence.

Reduced quality of oocytes, by extension their fertilizing ability, may be influenced by
the aging process, which the oocytes are subject to a few hours after attainment of the second
meiotic metaphase. An essential manifestation of the aging of oocytes is the fragmentation
of oocytes that occurs after induction of programmed cell death, i.e. apoptosis. Among the
important regulators of apoptotic process include proteins of the Bcl-2 family, which includes
antiapoptotic and proapoptotic factors.The induction of apoptosis in oocytes plays a crucial
role particularly proapoptotic factor Bax, whose expression has been demonstrated even in
oocytes that are subject to aging. The regulation of apoptosis may be influenced by many
factors, but the mechanism of their effects is not yet precisely known.

From a physiological point of view, the endogenous production of hydrogen sulphide
could have an influance on the apoptosis regulation of aging oocytes. Hydrogen sulfide
belongs to the important signal molecules same like nitric oxide and carbon
monoxide. Hydrogen sulfide participates in the organism in the regulation of many
physiological and pathological processes. Its endogenous production has been confirmed
in reproductive tissues, where sulphide is able to influence the process
of oogenesis, folliculogenesis and gravidity.

The hypothesis of this thesis is that the sulphide is actively involved in the regulation
of expression and intracellular localization of proapoptotic factor Bax during aging of pig
oocytes.

The first sub-goal of this thesis was to demonstrate whether during aging of pig
oocytes in vitro conditions realize to the expression of enzymes that catalyze the endogenous
synthesis of hydrogen sulfide (3-mercaptopyruvate sulfurtransferase, cystathionine-y-lyase
and cystathionine-p-synthase). The second sub-goal was focused on monitoring of the

expression and localization of proapoptotic factor Bax during aging of pig oocytes. The last



and key goal was to confirm the hypothesis that sulphide is able to affect, during aging of pig
oocytes, expression and intracellular localization of proapoptotic factor Bax.

Expression and intracellular localization of proapoptotic factor Bax and enzymes
3-mercaptopyruvate sulfurtransferase, cystathionine-y-lyase and cystathionine-f-synthase,
was determined by immunocytochemistry method in oocytes that were exposed to prolonged
cultivation (aging) for 1, 2 and 3 days.

It has been shown that during aging of pig oocytes there is expression of enzymes
3-mercaptopyruvate sulfurtransferase and cystathionine-y-lyase. Expression of cystathionine-
B-synthase during aging of pig oocytes has not been shown. 3-mercaptopyruvate
sulfurtransferase was detected in all evaluated days of prolonged cultivation, which was
localized in oocytes in individual deposits in the pronuclei area, cytoplasm and in the cortical
layer. Cystathionine-y-lyase was also detected during prolonged cultivation of all days, but
the oocytes were located only in isolated deposits in the cytoplasm.

Furthermore, it has been shown that during aging of pig oocytes there is expression of
proapoptotic factor Bax. The presence of this factor was detected in all evaluated days during
prolonged cultivation. During those days factor Bax in oocytes was located in the pronuclei
area, cytoplasm and in the cortical layer. Signal intensity of factor Bax was changing during
evaluated days during prolonged cultivation. Increasing of this intensity was detected in
oocytes after 2 day of prolonged cultivation, which increased the intensity in all measured
areas. The highest signal intensity was then in these oocytes measured in the pronuclei area,
where there was a deposit accumulation of the factor. Consequently there was a decrease of
the intensity in all measured areas at the oocytes after 3 day of prolonged cultivation.

The hypothesis of whether the hydrogen sulfide during aging of pig oocytes actively
involved in the regulation of expression and intracellular localization proapoptotic factor Bax
has not been proved. However, it is possible that sulphide affects the function of this factor by
another mechanism, such as through regulation of its activity, like any other factors. Factor

Bax activity in our experiments were not monitored.

Key words: oocyte, pig, aging, sulphide, apoptosis, factor Bax, 3-mercaptopyruvate

sulfurtransferase, cystathionine-y-lyase, cystathionine-B-synthase



Lo UVOD ..o 10
2. VEDECKA HYPOTEZA A CILE PRACE .........ccoooooommiimirininciesniessessisssiene 11
3. LITERARNI PREHLED ..........oiivtiiiimiiimneenesssnssssssssssessssssssessssesssssssssssssssssssssns 12
3. 1. 00geneze a fOlIKUIOGENEZE ........cvoiviiiiiii e 12
3. 1. 1. Stadium primordidlnich zarodecnych bun€k ...........cccccevviiiiiiiiiiii e, 12

3. 1. 2. Stadium vyvoje @ MNOZENT OOZONIT ...vvvviivviiiiiiieiriiieiiiiessiieessiree e e 13

3. 1. 3. SEAQTUM TUSTU ... 13

3. 1.4 StAATUM ZEANT. ... 17

3. 1.4, 2. JAd@INE ZIANT ..ttt 18

3. 1. 4. 3. Cytoplazmatick€ ZIANT ........cccveiiiiiieiiiiie e 19

3. 1.5, StAATUM STATNUL . ..o 20

Bu 20 APOPLOZA ... 23
3.2. 1. VYZNAM APOPLOZY ....vviinrieiieieiee ettt 23

3. 2. 2. Charakteristick€ znaky apOptOZy.........ccoiiieriiiiiiieiieieieese e 24

3. 2. 3. Signalni drahy apoptOZy .......ccooiiiiiiiiiiiiii e 24
3.2.3. 1. Vn&jsi signalni draha apoptoOzZy.........ccceviiiiiiiiiiiiiiiicic e 25

3. 2. 3. 2. Vnitini signalni draha ............coooiiiiiiiii e 26

3. 2. 4. Proteiny BCI-2 rOUINY ....c.coiviiiiiiiiiiiieieeee e 27
3.2.4. 1. Skupina antiapoptotickych proteint ...........cccceviiviiiiiiiiiici 28

3. 2. 4. 2. Skupina proapoptotickych BH3-only proteini.............ccocevvieiiniiiiiiiiicnns 29
3.2.4.2. 1. Protein Bitl .....ccooiiiiiiiiiiicie e 30
3.2.4.2. 2. Protein BiM ....cooooiiiiiiiie e 30
3.2.4.2. 3. Protein BMF ..o 31
3.2.4.2. 4. Proteiny Bad @ BiK .........cccoiiiiiiiiiece e 31

3.2.4.2.5. Proteiny PUMa @ NOXa........cccouveriieiiiiiiieiie e 31



3. 2. 4. 3. Skupina proapoptotickych proteinli — multidoménové proteiny.................... 31

3.2.4.3. 1. Protein BaK........ccooviieiiiiiiieiieis s 32
3.2.4.3. 2. Protein BOK.......cooviiiiiiiiiici s 33
3.2.4.3. 3. Protein BaX.....oooiiiiciiiiiiiei s 33

3L 3 SUITAN s 35
3. 3. 1. Biosyntéza sulfanu v OrganiZmMU ..........cccoerererinininisieeeseese e 36
3. 3. 2. Katabolismus Sulfanu V OrganiZmMu ..........ccceceeieieeieeie e se e seesae e 37
3. 3. 3. Vliv sulfanu na kardiovaskularni sSyst€m ............ccccovvviriiiiiniiiin i 38
3. 3. 4. Vliv sulfanu na centralni NETvOVY SYSTEM .......ccovvriiriiiiiiieiicre e 39
3.4.5. Vliv sulfanu na samici a sam¢i reprodukeni SySte€m ............cocvrveriniiniiinnninennnn, 40
4. MATERIAL A METODIKA ..........coooiiiiiiiisiiesieseee e eses s sen st 42
4. 1. Ziskavani a selekce oocytll pro experimentalni UCely.........ccovvriieiiiiiiiciieniienieeiee 42
4. 2. POStUP KUItIVACE OOCYLT ....vveiiiiiiiiiiie ittt 42
4. 3. Postup prodlouzené Kultivace 00CYLU.........ccverririeiieiiiiieiiee e 42
4. 4. Posouzeni a vyhodnoceni Kultivace 00CYLU ........c.erveiiiiiinieiiiic e 43

4. 5. Postup lokalizace proapoptotického faktoru Bax a enzymi, katalyzujich syntézu

SUITANU V OOCYLECR ...t 43

4. 6. StatiSticKa aNalYZa.........cocviiiiiiiiii i 44
4. 7. Experimentalni SChema ..........cccciiiiiiiiiiiiiici s 44
5. VYSLEDKY .....oovuuiiiiiiiniieeieiie sttt 46
B. DISKIUZE ...ttt e e et e e st e e st e e e snt e e e s saeeeseeeaneeeanneeens 69
TeZAVER ..ot 72

8. SEZNAM POUZITE LITERATURY ....oovovoeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeer e e ee oo e e es e eeenenans 73



1. UVOD

Pro biotechnologické tucely jsou dulezitym zdrojem kvalitnich tj. vyvojove
kompetentnich oocytti, oocyty dozralé v in vitro podminkach. Tyto oocyty jsou v§ak mnohdy
vystaveny prodlouzené kultivaci, béhem niz u oocytti dochazi k procesu starnuti.

Proces starnuti zahrnuje fadu bunécnych a molekularnich zmén, které u oocyth
negativné ovliviluji vyvojovou kompetenci. Probihajici intracelularni zmény v oocytech
vedou posléze k indukci jejich programované bunééné smrti tj. apoptdze.

Apoptoticky zanik bunék hraje vyznamnou roli v morfogenezi tkani, v regulaci
homeostazy a je soucasti regulace imunitniho systému. Dulezitymi regulatory apoptozy jsou
proteiny zrodiny Bcl-2, ktera zahrnuje proapoptotické a antipoptotické faktory.
Proapoptotické faktory navozuji permeabilizaci vnéj§i mitochondridlni membrany, ¢imz
umoziuji uvolnéni dal§ich proapoptotickych molekul z intermembranového prostoru do
cytoplazmy a dojde k aktivaci degradujicich kaspaz. U oocyti je apoptoticky proces
regulovan i proapoptotickym faktorem Bax, ktery byl detekovan i u oocytt, které podléhaly
starnuti. Na regulaci apoptéozy mize mit vliv mnoho faktort, jejichz mechanizmus ucinku
neni dosud zcela objasnén.

U starnoucich oocytl by mohl ovliviiovat regulaci apoptdzy i endogenné produkovany
sulfan. Sulfan se podili jako signdlni molekula na regulaci fady fyziologickych
a patologickych procesii. V reprodukénim systému je schopen svymi ucinky ovliviiovat
prib&h oogeneze, folikulogeneze a gravidity. Vliv sulfanu na regulaci apoptoézy byl zatim
sledovan pouze u somatickych bunék, kde vykazoval jak proapoptotické, tak antipoptotické
ucinky.

Tato diplomova prace je zamétfena na potvrzeni hypotézy, Ze je sulfan schopen béhem
starnuti prasecich oocytl v in vitro podminkach ovlivnit expresi a intracelularni lokalizaci

proapoptotického faktoru Bax.
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2. VEDECKA HYPOTEZA A CILE PRACE

Hypotézou této diplomové prace je, ze je sulfan aktivné zapojen do regulace exprese
a intracelularni lokalizace proapoptotického faktoru Bax béhem starnuti prasecich oocytu.

K ovéfeni stanovené hypotézy bylo stanoveno né¢kolik dil¢ich cilti. Prvnim dil¢im
cilem bylo prokazat, ze v pribéhu starnuti prase¢ich oocyti v in vitro podminkach dochazi
k expresi enzymu, které katalyzuji endogenni syntézu sulfanu (3-merkaptopyruvat
sulfurtransferazy, cystathionin-y-lyazy a cystathionin-p-syntazy). Druhym dil¢im cilem bylo
prokazat, ze v prub¢hu starnuti prasecich oocytii dochazi k expresi proapoptotického faktoru
Bax. Poslednim a stéZejnim cilem bylo potvrdit hypotézu, Zze je sulfan schopen, béhem
starnuti prasecich oocytl, ovlivnit expresi a intracelularni lokalizaci proapoptotického faktoru

Bax.
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3. LITERARNI PREHLED

3. 1. Oogeneze a folikulogeneze

Oocyty se vyviji a ziskdvaji fertilizacni schopnost béhem dlouhého a periodicky
tfizeného procesu tzv. oogeneze. Cely proces vyvoje oocyti zahrnuje nékolik fazi, pti kterych
jsou syntetizovany cytoplazmatické komponenty a je redukovan pocet chromozomu (Grgdahl,
2008). V in vivo podminkach dochazi k vyvoji a dozravani oocytli uvniti ovarialnich folikuld,
které jsou povazovany za zakladni funkcéni jednotku samiciho reprodukcniho systému
(McGee et Hsueh, 2000). Vzajemna koordinace oocytd s folikularnimi bunkami umoznuje

dozravani a ovulaci oplozeni schopnych oocytt (Adhikari et Liu, 2009).
3. 1. 1. Stadium primordialnich zarodeénych bunék

Oogeneticky vyvoj je zapocat vznikem tzv. primordialnich zarode¢nych bun¢k (PGC)
(Wassarman,1988). Ty ptedstavuji malé bunééné populace, objevujici se vrané fazi
embryonalniho vyvoje (Machev et al., 2004), kdy dochazi k jejich odliSeni od somatickych
bunék (Edson et al., 2009).

K jejich vzniku dochazi v proximalnim epiblastu v blizkosti extraembryonalniho
ektodermu. Poté se aktivné améboidnim pohybem S§iii do posteridlni Casti primitivniho
prouzku, kde se diferencuji. Posléze nastdvd migrace do oblasti baze alantois,
extraembryonaniho a entodermalniho epitelu (Anderson et al., 2000). Z extraembryonalni
oblasti migruji pfes mezoderm zadniho stfeva, kolem coelomické dutiny, laterdlnim smérem
k vznikajicim genitalnim listam (Buehr, 1997).
kdy jesté nedoslo ke vzniku pohlavnich gondd. Ty jsou pozorovatelné¢ az kolem 25. dne
(Black et Erickson, 1968). Primordialni zarode¢né burky se déli béznym mitotickym délenim,
pfi¢emz tato aktivita je patrna uz kolem 13. dne. Nasledkem rychlé mitotické aktivity se jejich
pocet cca 20. den pohybuje kolem 5000 a 50. den je to az 110 000, poté nastava jejich
redukce (Hunter, 2000). Tvorba PGC pravdépodobné ustava pii vzniku primarnich oocytd,
které vstoupily do profaze prvniho meiotického déleni (Edson et al., 2009). Tato teorie vSak
byla vroce 2004 zpochybnéna studii Johnsona et al., podle nichz se tyto PGC tvori
i postnatalné (Johnson et al., 2004).
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3. 1. 2. Stadium vyvoje a mnoZeni oogonii

Primordialni zarodec¢né buiiky se po kolonizaci ovaridlni tkan¢ zacinaji diferenciovat
Vv tzv. oogonie (Pepling, 2006). K rozvoji a diferenciaci oogonii dochazi v korové oblasti
ovarii (Guraya, 2008). Oogonie podstupuji intenzivni mitoticka déleni (Wassarman, 1988), pti
nichZ probiha netiplnd cytokineze a dcetfinné buiiky tak zlstavaji spojeny mezibunéénymi
spoji, kterymi spolu komunikuji (Edson et al., 2009). Zaroven se oogonie zacinaji obklopovat
jednou vrstvou folikularnich bun¢k tzv. pregranuloznich, které jsou nezbytné k jejich dalSimu
vyvoji (Vanderhyden, 2002).
Pocet oogonii se mitotickym délenim zvysi na ne€kolik set tisic. Podstatna ¢ast oogonii
vSak behem dal§itho vyvoje zanika programovanou bunécnou smrti tzv. apoptézou nebo

nekrézou. Proces mnozeni byva zpravidla do porodu ukoncen (Hunter, 2000).
3. 1. 3. Stadium ristu

Béhem preleptotene, tj. interfdze posledniho mitotického déleni oogonii, probiha
posledni chromozomalni replikace, kterd signalizuje pfeménu oogonii v primdrni oocyty
(Wassarman, 1988).

Mnozstvi priméarnich oocytl je dano pfedchozim délenim oogonii, primarni oocyty se
mitoticky mnozit nedokazi (Austin, 1962). U prasnicek se pocet primarnich oocytl pfii
narozeni odhaduje na cca 210 000 (Prather et Day, 1998). Primarni oocyty obklopené jednou
vrstvou pregranuldznich bunék jsou schopny nésledné zahdjit prvni meiotické dé€leni. Bez
téchto bunck primarni oocyty zanikaji. Komplex primérnich oocyti spolu s pregranul6znimi
burnikami tvoii tzv. primordialni folikul (Vanderhyden, 2002).

Meioticky proces je u primarnich oocytti zahajen jesté béhem prenatalniho obdobi. Po
narozeni je vyvoj téméf vSech primarnich oocytll zastaven na konci profaze prvniho
meiotického dé€leni, konkrétné ve stadiu dictyotene (1. meioticky blok) (Chaube, 2001).

Za zablokovani primarnich oocyti v profazi I jsou odpovédné latky, produkované
folikularnimi  bunikami, mezi které patii cAMP (cyclic Adenosine Monophosphate),
polypeptid OMI (Oocyte Maturation Inhibitor) a purinové ¢i pyrimidinové nukleotidy
(Wassarman, 1988).

Oocyt ve stadiu dictyotene =zistava, dokud nedojde k endokrinni stimulaci
resp. preovulaénimu nardstu luteinizaéniho hormonu (LH) v obdobi nastupu puberty
(Mehlmann, 2005). Tyto malé nerostouci oocyty zastavené v profazi I by mély byt jedinym
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zdrojem neoplozenych vajicek u pohlavné dospélého jedince (Wassarman, 1988), coz ale, jak
bylo uvedeno v kapitole 1. 1., nemusi byt pravda.

Mechanismus vstupu do meiotického déleni je dodnes pfedmétem vyzkumu. Diive se
predpokladalo, Ze se tak déje nezavisle na jakékoli endokrinni stimulaci. Posléze bylo
zjisténo, ze je meiotické déleni indukovano faktorem identifikovanym ve folikularni tekuting
preovulacnich folikult tzv. MIS (Meiotic Inducing Substance), jez je uvoliiovan bunikami rete
ovarii (Westergaard et al., 1985). Tato indukce je vSak zavisla na poméru s faktorem
inhibujicim  meiotické déleni MPS (Meiosis Preventing Substance) (Grinsted
et Byskov,1981). Krom¢ téchto faktorid byly uvnité preovulacnich folikulti identifikovany
steroly MAS (Meiosis Activating Sterols), které jsou meziproduktem tvorby cholesterolu.
Tyto steroly se podileji na zahajeni meiotického déleni (Byskov et al, 1995), ale jsou schopny
ovlivnit i pozdéjsi meiotické zrani oocytl (Gredahl, 2008).

Se vstupem do meiotického déleni se zacinaji intenzivné délit pregranuldézni bunky
a primarni oocyt se obklopuje granul6znimi bunikami. Dfive primordidlni folikul se tak méni
ve folikul primarni (Sladecek, 1986). Primarni folikuly zlstdvaji v nezménéném stavu tzv.
klidové fazi, dokud nedojde k stimulaci jejich rlstu tzv. initial recruitment. Tato stimulace je
zprostifedkovana jiz pied nastupem puberty intraovaridlnimi ¢i jinymi vlivy, které nebyly jesté
piesné objasnény (McGee et Hsueh, 2000). Soucasné s rustem primarnich folikulti za¢inaji
rust 1 v nich uloZzené primarni oocyty. O iniciaci ristu téchto oocyt rozhoduji taktéz rtizné
intraovarialni stimuly, avS§ak rozhodujici vliv mohou mit samy oocyty (Eppig, 2001).

Ovarialni folikuly, spolu s primarnimi oocyty, rostou koordinovanym zplsobem
a navzgjem se ovliviiuji. Komunikace mezi granuloznimi bunikami a primarnim oocytem
probiha na tirovni mezibunécnych spoju gap juctions. Obousmérna komunikace slouzi béhem
ristu oocytd k vyméné zdkladnich komponentd, nezbytnych pro jejich energeticky
metabolismus (Guraya, 2008). Kromé& mezibunécnych interakci, zprosttedkovanych ptes gap
juctions, je vyvoj oocytu fizen i granuldznimi parakrinnimi signaly (Hunter, 2000).

Granulézni bunky ovliviiuji jak celkovy rist primarniho oocytu, tak regulaci
meiotického zrani. Zaroven jsou také schopny modulovat expresi proteinli a transkripcni
aktivitu oocytll (Vanderhyden, 2002). V in vitro podminkach nejsou oocyty bez ptitomnosti
granul6znich bunék schopné rlstu, ackoli pokud jsou ke kultivaci pouzity parakrinni faktory
téchto bunék, rst oocytli nemusi byt ovlivnén (Hunter, 2000).

Oocyt ovlivituje jiz pocatecni tvorbu folikuld. V obdobi ¢asného vyvoje jsou folikuly
zavislé na oocyt-specifickych latkach, zahrnujicich rodinu transformujiciho ristového faktoru
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B (TGF-pB, Transforming Growth Factor-B) (Dong et al., 1996). Zejména v primarnim stadiu
tvorby folikuld jsou z této rodiny pro jejich vyvoj zasadni zejména faktory GDF-9 (Growth
Differentiation Factor-9) a BMP-15 (Bone Morphogenic Protein-15) (Eppig, 2001). Pozdéji
jsou oocyty schopny ovlivnit proliferaci a diferenciaci granuléznich bun¢k ¢i tvorbu
steroidnich hormonii (Vanderhyden, 2002).

Béhem riistu podstupuji oocyty a folikuly fadu morfologickych zmén (Wassarman,
1988). Rust je rozdélen na dvé odlisné faze. Prvni faze zahrnuje rist jak oocytt, tak folikult.
V druhé fazi zistava velikost oocytl konstantni a folikuly v rstu pokracuji do preovulacni
velikosti (Hunter, 2000).

V ramci prvni faze ziskavaji oocyty tzv. meiotickou kompetenci. Ziskani této
kompetence je druhové specifické a Uzce souvisi jak S koneCnou velikosti oocytl, tak
s velikosti folikuld (Guraya, 2008). Malé¢ nekompetentni oocyty nemaji schopnost podstoupit
fazi zrani, z divodu neschopnosti aktivovat faktor MPF (Maturation Promoting Factor ) a
protein-kinazu MAPK (Mitogen-Actived Protein Kinase), které jsou nutné pro prechod do
této faze. Schopnost aktivovat tyto proteinové kinazy ziskavaji oocyty az v priibéhu zavérecné
faze rustu (Miyano et Manabe, 2007).

U hlodavct jsou oocyty kompetentni jiz ve stadiu antralnich folikulti, kdezto u prasat
¢i krav se kompetentni oocyty objevuji az u zralych antrdlnich tj. Graafovych folikult
(Guraya, 2008). Oocyty prasat a krav izolované z malych antralnich folikuld jsou schopné
projit rozpadem zarode¢ného vacku (GVBD, Germinal Vesicle Break-Down) a dosahnout
stadia metafdze 1. meiotického déleni, ale dals$i vyvoj je zablokovan (Eppig, 2001). Pro
in vitro zrani se pouzivaji oocyty izolované z folikulti o velikosti vétsi nez 3 mm (Hunter,
2000).

Rist primdrnich oocytli je charakterizovan zvétSovanim jadra, které ma podobu
zarodeéného vacku (GV — Germinal Vesicle) (Brunet et Maro, 2007). Vyznamna zména je
patrna na jaderném chromatinu, kdy se v po¢ate¢nim stddiu nachézi v difiznim stavu, ovSem
se zvetSujici se velikosti oocytu pak ziskdva kompaktni strukturu. Jadérka méni svou
prostorovou konfiguraci z difuzni ptes fibrogranulozni az na vyhradné fibrilarni (Fulka et al.,
1998). Tyto zmény odrézeji stav intenzivni syntézy ribonukleovych kyselin a proteint
(Guraya, 2008), kterd sristem oocytll postupné ustdva. Cytoplazmatické zmény se tykaji
morfologickych zmén a zvySovani poctu mitochondrii, ultrastrukturdlnich zmén Golgiho
komplext, dale pak kumulace kortikalnich zrn, lipidovych granul, vakuol, zloutkovych
granuli a v neposledni fadé ribosomii (Osuchowska, 2006). U rostoucich oocytil je viditelna
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I reorganizace cytoplazmatickych mikrotubuld (MTOC), které se shlukuji v perinukleani
oblasti (Wickramasinghe et Albertini, 1993). Celkovy rtst primarnich oocyti trva u prasat cca
80 dni (Morbeck et al., 1992) a praimérna velikost se zvétsi z puvodnich 30 um na 120 pm
(Miyano et Manabe, 2007).

Rust folikul probiha linearné spolu s oocyty (Hunter, 2000). Primarni folikuly se po
iniciaci ristu méni v dasledku proliferace folikularnich bunék do podoby sekundarnich
tj. preantralnich folikulG. Tyto folikuly zahrnuji pocetnou a rtznorodou skupinu, jejimiz
hlavnimi znaky jsou vicevrstevné uspotradani folikuldrnich bunék kolem oocyta (Erickson,
1986), tvorba glykoproteinové vrstvy zony pellucidy (Guraya, 2008) a vazivového obalu theca
folliculi (McGee et Hsueh, 2000). Postupné dochazi k tvorbé dutinek vyplnénych tekutinou,
které posléze splyvaji a vznikd antrum folliculi. Nasledné vznikaji terciarni tj. antralni
folikuly, kdy ptibyva folikularni tekutiny a antrum folliculi se zvétSuje (Youngt et McNeilly,
2010). Tyto folikuly jsou charakteristické vznikem membrany granulosy, cumulu oophoru,
obklopujiciho oocyt a rozdélenim theca foliculi na vnéjsi a vnitini vrstvu (Eppig, 2001).

K tomu, aby mohly antrdlni folikuly pokracovat ve vyvoji, je tfeba v obdobi puberty
endokrinni stimulace v podobé folikulo-stimulaéniho hormonu (FSH) (Hunter et al., 2004).
V duisledku této stimulace dochazi k jejich tzv. ,.cyclic recruitmentu” (McGee et Hsueh,
2000). Na zékladé této stimulace se antralni folikuly vyvinou do stadia zralosti, kdy jsou
nazyvany jako Graafovy folikuly. V téchto folikulech je jiz kolem oocytii vytvofena vrstva
kumularnich bunék oznafovana jako corona radiata. Tyto folikuly jsou také nazyvany jako
preovulacni. V reakci na preovulac¢ni nartist LH generuji tyto folikuly signaly potfebné pro
vstup do faze zrani a dokonceni prvniho meiotického déleni oocyt (Hunter, 2000).

Jen malad cast z rostoucich folikulli je schopna doriist do konecnych rozmérii
a zovulovat. Vice nez 99% z téchto folikull prochdzi v pribéhu reprodukéniho zivota
degenerativnim procesem tzv. atrézii, jejimz zakladnim mechanizmem je apoptdza (Fortune,
1994). U prasat se pocet rostoucich folikuli, schopnych dosdahnout ovulace, pohybuje
Vjednom fijovém cyklu v rozmezi od 14 do 20 folikuli (Foxcrotf at Hunter, 1985).
Apoptoticky zanik folikuld resp. granuldéznich bunék je mozné z ¢asti ovlivnit ristovymi
faktory, jako jsou napt. TGF-P, které jsou produkovany buiikami theca folliculi (Skinner
etal., 1987; Tajima et al., 2002).
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3. 1. 4. Stadium zrani

Meiotické zrani oocytii je poslednim krokem oogeneze, pii némz oocyt ziskava
fertilizaéni schopnost. Béhem tohoto stadia oocyt prochdzi zménami jak jadernymi, tak

cytoplazmatickymi, které probihaji paralelné (Eppig, 1996).

K tomu, aby mohl oocyt podstoupit stddium zrani, musi dojit k ziskani jiz zminéné
meiotické kompetence. To probiha ve dvou krocich, kdy rostouci oocyty nejprve ziskavaji
schopnost podstoupit rozpad zarodecného vacku (GVBD) a posléze nasleduje ziskani
schopnosti pokroc¢it do metafaze I, vyd¢lit 1. pdolové télisko a dosahnout metafaze Il
(Wassarman, 1988).

U kompetentnich oocytd patii k podnétiim, které vyvolavaji aktivaci zrani tzv. M fazi,
faktor MPF (Maturation-Promoting Factor), jez je hlavnim regulatorem piechodu G2/M
v eukaryotickych bunkach. Tento faktor ma heterodimerni strukturu skladajici se z cyclin-
dependentni protein-kinazy p34cdc2 a cyklinu B (Nurse, 1990).

Malé nekompetentni oocyty obsahuji MPF v neaktivni formé (pre-MPF) (Dunphy
et Newport, 1989). Aktivita MPF je blokovana fosforylaci tyrosinu (Tyr-15) a threoninu
(Thr-14) p34cdc2 kinazy. K aktivaci MPF dochazi v disledku preovula¢niho nartstu LH
(Strauss et Barbieri, 2009). K aktivaci je vSak také nutna pfitomnost cyclin-dependentni
kinazy Cdc25, ktera umozni odstranéni inhibi¢ni fosforylace (Gautier et al., 1991).

Aktivni MPF nésledné aktivuje GVBD, kondenzaci chromozému a formovani déliciho
vieténka (Masui et Clarke, 1979). Jeji ¢innost klesa na pfechodu metafaze I/anafaze I, coz
umoziuje pokracovani meiotického déleni (Gerhart et al., 1984). Tento pokles je zpisoben
degradaci cyklinu B pomoci ubiquitin ligdzy a proteasomu (Irniger, 2006).

DalSim faktorem odpovédnym za aktivaci GVBD a zrani je protein-kindza MAPK
(Mitogen-Actived Protein Kinase) (Ye et al., 2003). Aktivace MAPK je iniciovana kinazou
Mos prostrednictvim MAPKK (Mitogen-Actived Protein Kinase Kinase) (Tunguist et Maler,
2003). Aktivita MAPK zistava vysoka po celou dobu zrani (Strauss et Barbieri, 2009). Jeji
zodpovédnost spociva v udrzeni kondenzace chromozomt, v potlaceni S fize mezi délenimi a
podili se na udrzeni 2. meiotickém bloku v metafazi Il (Whitaker, 1996).

Protein-kinaza MAPK se zdd byt nezbytné nutna pro aktivaci GVBD a zrani
u domacich zvifat. A to z toho divodu, Ze bylo zjisténo, ze inhibice MAPK brani GVBD
(Whitaker, 1996). Avsak napf. u mysi tomu tak neni, protoze pfitomnost MAPK pro GVBD
neni potiebna (Yamashita et al., 2000). Nicméné, stale neni jasné, kdy dochazi k jeji aktivaci
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a jakou souvislost ma s MPF. U oocyti skotu je MAPK aktivovana ve stejné dob¢ jako MPF,
tudiz by se pravdépodobné mohla spolupodilet na aktivaci GVBD (Motlik et al., 1998).
Avsak u oocyti koz je MAPK aktivovana az po aktivaci MPF a GVBD (Dedieu et al., 1996).
V oblasti studii MAPK u prasecich oocytu jsou vysledky rtiznorodé. Inoue et al. (1995) ve své
studii uvadi, ze aktivace probiha po aktivaci MPF a GVBD. Lee et al. (2000) dospéli
k vysledkim, ze se tak d&e béhem GVBD a Sugiura et al. (2002) uvadéji aktivaci pred
aktivaci MPF a GVBD.

K tomu, aby mohlo dojit k prolomeni 1. meiotického bloku, v§ak neni dostacujici jen
ziskani meiotické kompetence s moznosti aktivace proteinovych kinaz, ale je zde dilezita i
hladina cAMP (cyclic Adenosine Monophosphate). Aby mohl oocyt podstoupit zrani, musi
dojit k poklesu hladiny cAMP (Tunguist et Maler, 2003). Existuje nékolik cest, jak k tomu
muze dochéazet. Napt. po endokrinni stimulaci LH a FSH se hladina cAMP v kumularnich
bunkach prechodné zvysi, ¢imz dochazi k expanzi kumularnich bun¢k a hromadéni kyseliny
hyaluronové (Brackett, 1985). To zpusobi oddaleni kumularnich bunék od oocyti a nastava
naruseni komunikace gap juction, coz pak vede k snizeni hladiny cAMP v oocytech (Dekel
et al., 1988). JinaA mozna cesta je snizeni oocytarniho cAMP pies aktivitu cAMP-
fosfodiesterazy (cAMP-PDE), kterd je produkovana samotnymi oocyty (Chaube, 2001).
Aktivita této fosfodiesterazy miiZe byt regulovana zvysenou hladinou Ca** iontt (Bornslaeger
etal., 1984).

3.1.4.2. Jaderné zrani

Podstatou jaderného zrani je redukce genetické informace. Béhem jaderného zrani
dochazi k mnoha jadernym zméndm v podobé GVBD, kondenzace chromozémi, vzniku
déliciho vieténka (Miyano et al., 2007), oddéleni homolognich chromozému v anafazi 1
a vyd¢leni prvniho poélového téliska v telofazi 1. Posléze pak navazuje druhé meiotické déleni,
které je zastaveno v metafazi Il (2. meioticky blok) (Cooper, 2000).

Zarode¢ny vacek nezralych oocytl podléha GVBD kratce po aktivaci MPF, kdy
dochazi naruSeni a destrukci jaderné laminy a kondenzaci chromozoma (Strauss et Barbieri,
2009). Destrukce laminy zptsobi miseni nukleoplazmy s cytoplazmou (Iwashita et al., 1998)
a nasledné mizi i jadérko (Wassarman, 1988).

Schopnost aktivace GVBD v in vitro prostiedi je u prasat mozna izolaci oocytd

z folikuldi a stimulaci pomoci gonadotropnich hormont ¢i ristovych faktord, jako je napf.
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EGF (Epidermal Growth Factor) (Ding et Foxcroft, 1994). V in vitro podminkach dochazi u
prasecich oocyti K GVBD po 16 hodinach jejich kultivace (Brackett, 1985).

Po GVBD nastava metafaze 1 (Cooper, 2000). Této faze prase¢i oocyt v in vitro
podminkach dosahne po 20 az 24 hodinach kultivace (Brackett, 1985). Nasleduje anafaze I
a posléze telofaze I, pfi niz dochazi k dulezitému vydéleni 1. pélového téliska a k redukci
poctu chromozémul. Hlavnim rysem tohoto procesu je asymetrie, kdy ma pélové télisko
mnohem mensi rozméry nez oocyt obsahujici vétsinu cytoplazmy (Brunet et Maro, 2007).

Po vyd¢€leni poélového téliska a vstupu do druhého meiotického déleni dochézi
k opétovnému nartstu hladiny MPF. Nejvétsi nartist je patrny v metafazi I, kdy jsou vysoké
hladiny MPF zodpovédné za zastaveni druhého meiotického dé€leni pravé v metafazi II
Iriger, 2006). V udrzovani vysoké hladiny MPF hraje roli dostate¢na syntéza cyklinu B
a cytostaticky faktor CSF, ktery ma za ukol tento cyklin stabilizovat (Cooper, 2000).
V in vitro podminkach je u praseCich oocytli schopnost dosazeni metafaze II casové
variabilni, podstatné jsou zde predevsim podminky kultivace. V priiméru dosahuji praseci
oocyty metafaze II po 42 hodinach kultivace (Abeydeera et al., 1998).

Protoze béhem prechodu z metafaze I do metafdze Il nepodléha diky MAP kinaze
deoxyribonukleova kyselina (DNA) syntetickému procesu, nedochazi tak k zadné nuklearni
reformaci. Obsah GV zlstava rozdélen v cytoplasmé v celém pribéhu zrani (lwashita et al.,

1998).
3. 1. 4. 3. Cytoplazmatické zrani

Cytoplazmatické zrani je spolu s jadernym zranim dilezité pro dosaZeni vyvojové
kompetence oocyti, jez je nezbytna pro jejich fertilizaéni schopnost a pozdéji pro jejich
embryonalni vyvoj pfed implantaci (Calarco, 1995).

Vin vivo podminkach je pro ziskani vyvojové kompetence stézejni komunikace
oocytu s kumularnimi buiikami a jejich expanze. Nepiitomnost ¢i maly pocet bunék ma
neptiznivy vliv na embryonalni vyvoj (Blondin et Sirard, 1995). Pokud jsou oocyty in vitro
podminkach kultivovany bez kumularnich bunék, miiZze to negativné ovlivnit jejich

fertilizacni schopnost a dalsi vyvoj (Zhang et al., 1995).

Vzhledem ktomu, ze jaderné a cytoplazmatické zrani probihd soucasn€, zmény
V cytoplazmé souviseji i se zménami v jadfe. Na ultrastrukturdlni tirovni dochdzi ke zménam

v dynamice cytoskeletu a endoplazmatického retikula (ER), probiha agregace mitochondrii pti
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zahajeni GVBD a v metafazi II (Thibault et al., 1987). Dale dochazi ke zménam lokalizace
ER, mitochondrii, perinuklearnich jednotek Golgiho komplexu ¢i kortikalnich granuli smérem
k plazmatické membran¢ (Strauss et Barbieri, 2009). Zejména lokalizace kortikalnich granuli
je dillezita pro normalni pribsh oplozeni (Hyttel et Madsen, 1987), kdy po oscilaci Ca®* iontd
probiha uvolnéni kortikalnich granuli do perivitelinniho prostoru, a tim jsou navozeny zmény
fyzikalnich a chemickych vlastnosti zony pellucidy (Kruip et al., 1983).

Na molekularni Grovni je pak cytoplazmatické zrani doprovazeno translacni aktivitou,
kdy dochazi k proteosyntéze napt. tkanového aktivatoru plazminogenu (tPA), inositol
trifostatu (IP3) a kindzy Mos, kterd ma rozhodujici vliv pro aktivaci proteinti buné¢ného
cyklu potiebnych pro jaderné zrani (Strauss et Barbieri, 2009).

Hodnoceni cytoplazmatického zrani se provadi nepifimo a zpétné u zralého oocytu,
kdy se se posuzuje normdlni fertilizaéni schopnost oocytu, nésledné ryhovani a tvorba
blastocysty. Pfipadné mohou byt hodnoceny morfologické parametry v podobé expanze
kumularnich bunék, vydéleni prvniho pélového téliska a pribézné zvétSovani perivitelinniho

prostoru (Kruip et al., 1983).
3. 1. 5. Stadium starnuti

Pokud dospéji oocyty do metafaze II, at’ uz v in vivo ¢i in vitro podminkach, maji jen
omezenou dobu, po kterou si zachovavaji si schopnost prostupnosti pro spermie, aktivace
a vyvojové kompetence. Tato doba se pohybuje v fadech hodin (Fissore et al., 2002).
Po uplynuti této doby podléhaji oocyty tzv. starnuti, pfi némz se snizuje jejich celkova
fertilizaéni schopnost. Starnuti oocyti jako takové miize vést k jejich partenogenetické
aktivaci, apoptoze resp. fragmentaci (Miao et al., 2009a) ¢i jejich 1yze (Lodish et al., 2003).

V pribéhu starnuti oocytli dochazi k fadé bunécnych a molekularnich zmén, které
narusuji vyvojovou kompetenci oocytt, a tim i pozdé€j$i normalni embryonalni vyvoj (Fissore
etal., 2002).

Oocyty jsou v metafazi II udrzovany diky vysoké aktivitt MPF a MAPK.
V souvislosti se starnutim vSak dochazi k poklesu jejich aktivity. Pokles a inaktivace MPF
jsou zpusobeny fosforylaci p34cdc2 a degradaci cyklinu B prostifednictvim ubiquitin ligazy a
proteasomu To nasledné vede k prolomeni 2. meiotického bloku a oocyty tak mohou
pokracovat v prubéhu meiotického déleni a dokondit jej. (Kikuchi et al, 2000). K inaktivaci a
poklesu hladiny MAPK podle néktych studiii nedochazi soucasné s poklesem aktivity MPF.

Podle Tatemoto et al. (2001) dochazi K jeji inaktivaci opozdéné, a to z tohoto divodu, ze
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MAPK hraje klicovou tlohu pfti vydéleni 2. polového téliska v telofazi II. Nasledny pokles
jeji hladiny v oocytech muize byt zptisoben napi. PKC (Protein Kinase C) (Fan et Sun, 2004).

Pokles MPF a MAPK pak vyvolava nasledné morfologické zmény (Fissore et al.,
2002), které se tykaji predev§im naruSeni dynamiky cytoskeletu a MTOC resp. centrosomu,
s ¢imz pak souvisi remodelace a prodluzovani dé¢liciho vieténka (Miao et al., 2009Db).
Cytoskeletarni mikrotubuly a mikrofilamenta se v disledku depolymerizace shlukuji. Taktéz
u mikrotubuld dé¢liciho vieténka dochazi k destabilizaci a nasledné se tak méni usporadani
chromozomu (Suzuki et al., 2002). Rozptylené chromozomy se nachazeji kolem
dezintegrovaného déliciho vieténka a dochazi k jejich dekondenzaci a hydrataci (Steuerwald
et al., 2005).

V prubéhu starnuti oocyti muze dochazet K agregaci a morfologickym zménam
mitochondrii (Hao et al., 2009). Nasledn¢ pak dochazi k naruseni jejich membranového
potencialu a zméndm Vv mitochondridlni matrix, nasledkem ¢ehoz dochéazi k naruseni syntézy
ATP (Adenosine Triphosphate). Snizena syntéza ATP pak muze souviset s poklesem hladiny
Ca’* jontd v hladkém endoplazmatickém retikulu a sniZenou syntézou proteini (Fissore et al.,
2002).

Zmény zony pellucidy v prubéhu starnuti oocytd se tykaji shlukovani jejiho
granulofibrilarniho materialu. Povrch zony pellucidy tak méni sviij charakter a ztraci svou
flexibilitu (Miao et al., 2009a).

Tim, Ze v pribéhu starnuti oocytli probihd depolymerizace mikrofilament, dochdzi
také ke strukturalnim a pocetnim zménam mikrovilli na povrchu plazmatické membrany (Kim
et al., 1996). Tyto zmény pak vedou k znesnadnéni pocate¢niho kontaktu plazmatické
membrany oocytu se spermiemi (Runge et al., 2007).

Kortikalni granula, kterd se vyskytuji v korové casti pod plazmatickou membranou,
jsou v prubéhu starnuti oocytti lokalizovana nad chromozomalni oblasti. Oscilace Ca®" ionti,
ke které dochazi, aniz by probéhlo oplozeni, pak vyvolava jejich ¢aste€nou exocytozu, coz pii
ptipadném oplozeni negativné ovlivni souvisejici fyzikalni a chemické zmény zony pellucidy,
branici polyspermickému oplozeni (Miao et al., 2009a).

S oscilaci Ca®* iontd (Fissore et al., 2002), s narusenim dynamiky cytoskeletu a jeho
naslednou depolymerizaci, pak dochazi k iniciaci apoptotické fragmentace oocytu (Suzuki
et al., 2002). V tomto ptipad¢ pokles aktivity MPF a MAPK zptisobuje inaktivaci a degradaci
antiapoptotickych faktort, které by ptipadné mohly zamezit fragmentaci oocytli (Boucher
et al., 2000). Zaroven muze tento pokles regulovat i aktivaci proapoptotickych faktort, ¢imz
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ovliviiuje vnitini mitochondrialni drahu apoptotické drahy (Fissore et al., 2002; Lei et Davis,
2003). Pokles aktivity MAPK miize byt také zodpovédny za piimou aktivaci efektorové
kaspazy 3 a naruSeni cytoplazmatické membrany, ¢imZ je iniciovan vznik apoptotickych
télisek (Sakasi et Chiba, 2004).

Na starnuti oocytti v in vivo ¢i in vitro podminkach muze mit vliv fada faktorti véetné
podminek prostiedi, interakci oocytd s kumuldrnimi buiikami a chemickych latek. Jednim
z dualezitych faktorti vnéjSich podminek je teplota (Miao et al., 2009a). K tomu, aby doslo
k zachovani vyvojové kompetence oocytl, je zapotiebi fyziologicka teplota 39 sC. Pokud jsou
napf. oocyty vystaveny chladovému Soku, miZe dojit k aktivaci Ca®" iontd, které aktivuji
kaspazu 3 a dochazi k fragmentaci oocytt (Barboni et al., 2003). Starnuti oocytii muze byt
také ovlivnéno vyskytem reaktivnich forem kysliku tzv. ROS (Reactive Oxygen Species), kdy
pfi jejich akumulaci dochazi k urychleni tohoto starnuti (Goud et al. 2008).

Oddaleni procesu starnuti oocytd je v in vivo podminkach regulovano ristovymi
hormony, ristovymi faktory, hladinami FSH, LH ¢i progesteronu aj. Mnohdy jsou tyto latky
vyuzivany i k ochrané oocyti a embryi vin vitro podminkach (Petrova et al., 2005).
V souvislosti se starnutim oocytll bylo provedeno mnoho studii, které se zamétovaly na
chemické latky, ovlivitujici pribéh tohoto starnuti. Napi. Goud et al. (2005) testoval moznosti
pusobeni oxidu dusnatého (NO) na starnuti oocytl a zjistil, ze pritomnost NO je schopna
tento proces zpomalit. Piedtim Kikuchi et al. v roce 2000 testoval pusobeni kofeinu na
starnuti oocytil a vysledky vedly k zavéru, ze pfitomnost kofeinu v kultivaénim prostiedi byla

schopna starnuti oocytli dokonce inhibovat (Kikuchi et al., 2000).
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3. 2. Apoptoza

V Zivotnim cyklu organismu je smrt jeho nedilnou soucasti. Apoptoticky zptisob smrti
je fyziologicky a geneticky programovany proces. Avsak k indukci apoptdézy muize prispivat
velké mnozstvi exogennich ¢i endogennich faktori napf. ionizujici zafeni, kortikoidy,
oxidativni stres, protilatky, hypoxie, deprivace riistovych faktorti, hormonalni dysbalance aj.
(Morita et Tilly, 1999; Neuwirtova, 2001). Tyto faktory jsou zodpovédné za dysregulaci
tohoto procesu a v této situaci se apoptdza stava déjem patologickym, jez mize vést k fadé

malignich, autonomnich ¢i degenerativnich onemocnéni (Thompson, 1995).
3. 2. 1. Vyznam apoptozy

Apoptodza hraje vyznamnou roli v regulaci morfogeneze tkani béhem prenatalniho
a postnatalniho vyvoje (Andreu-Vieyra et Habibi, 2000). Dale se pak podili na regulaci
tkanové homeostazy (Saran, 2000) a je soucasti regulace imunitniho systému (Koopman et
al., 1994).

Apoptoza se uplatiiuje jiz od raného vyvoje embrya, kdy je nezbytna pro vyvoj tkani,
organovych soustav ¢i napf. separaci prstii koncetin (Abud, 2004). V postnatalnim obdobi se
apoptdza uplatiuje zejména v tkanich, ve kterych dochazi k aktivni diferenciaci bun€k napf.
intestinalni, testikularni, ovarialni tkan ¢i  hemopoeticky systém (Andreu-Vieyra
et Habibi, 2000). Apoptoza tak umoznuje fadu procest jako je remodelace kosti, involuce
mlécné zlazy, atrézie folikult, luteolyza, hematopoéza, lymfopoéza aj. (Abud, 2004).

Mechanismus regulace tkanové homeostazy spociva v udrzovani konstantniho poctu
bunék. To znamena, Ze pii vzniku novych bunck jsou eliminovany buiiky piebytecné
a nefunkéni (Koopman et al., 1994). Apoptdézou vSak mohou byt eliminovany také bunky
aberantni, vzniklé poskozenim deoxyribonukleové kyseliny (DNA) nebo buiky infikované
virovymi patogeny (Jin et El-Deiry, 2005).

V ramci imunitniho sytému se apoptoza Ucastni selekce dozravajicich T-lymfocyti,
tato selekce je zameétena na efektivni reaktivitu téchto bunék vici cizim antigentim, a zaroven
probiha selekce autoreaktivnich klontl, jez imunitné reaguji na bunky vlastniho téla (Feig

et Peter, 2007).
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3. 2. 2. Charakteristické znaky apoptozy

Buiiky, jez jsou urceny k apoptotickému zptisobu smrti, podléhaji charakteristickym
zménam. Strukturdlni zmény pozorovatelné v elektronovém mikroskopu mizeme rozdélit do
dvou samostatnych fazi, kde prvni faze zahrnuje tvorbu apoptotickych télisek a druha faze
spociva v jejich fagocytoze a degradaci (Kerr et al. 1972).

Morfologické zmény jsou charakterizovany ztratou bunééného objemu v dasledku
dehydratace, zvySenou denzitou cytoplasmy, shlukovanim organel, kondenzaci jaderného
chromatinu, fragmentaci DNA, zvinénim membrany, tvorbou povrchovych puchyika tzv.
blebs a posléze dochazi k rozpadu bunky na tzv. apoptoticka téliska (Zheng et al., 1991, Tilly,
1996; Saran, 2000; Warzych et Lechniak, 2005). U apoptotickych télisek nedochazi
K poruseni membranové integrity (Kerr et al., 1972). Na zaklad¢ toho se bunény obsah
nedostane do kontaktu s extracelularnim prostfedim a nedochazi tak k poskozeni okolnich
bunék a zanétlivym procesim, coz je dulezitym znakem odliSujicim apoptozu
od nekrotického zptsobu smrti (Koopman, 1994, Jin et El-Deiry, 2005). Dal§imi podstatnymi
faktory, zda-li buiika zahyne apoptézou ¢i nekrdzou, jsou piedevs§im typ buiiky (Andreu-
Vieyra et Habibi, 2000), energeticka rovnovaha a schopnost danych bunék syntetizovat novou
energii v podob¢ adenosintrifosfatu (ATP). Neprobiha-li syntéza této energie, buniky podléhaji
nekrotickym zménam (Nicotera et al., 1998).

K metabolickym zméndm bunécéné apoptdzy patii napt. mobilizace intracelularniho
Ca®* (Orrenius et al, 2003) & aktivace transglutamindzy, kterd interaguje
s cytoplazmatickymi proteiny. Nésleduje destrukce bunécéného cytoskeletu, coz zpiisobuje
asymetrii cytoplazmatické membrany (Akkoyunlu et al., 2007).

Nésledkem vSech téchto zmén dochazi k tomu, ze buiiky podléhaji fagocytdze

a degradaci prostfednictvim makrofagt ¢i okolnich bunék (Rich et al., 1999).
3. 2. 3. Signalni drahy apoptozy

Regulace apoptdzy zahrnuje velmi sloZité mechanizmy, které jsou geneticky kodovany
na nékolika urovnich, kdy dochazi Kk expresi fady gend, které koduji cytoplazmatické
signalni fazi. Tato faze je zprostiedkovana dvéma hlavnimi cestami, zahrnujicimi vnéjsi
a vnitini signdlni drdhu (Ashkenazi, 2002). Tyto drahy mohou byt aktivovany celou fadou
exogennich ¢i endogennich podnétl. Druha faze je faze tzv. efektorova tj. ireverzibilni, pfi niz
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jsou postupné aktivovany proteolytické enzymy, jez umoziuji Stépeni specifickych
proteinovych substratti (Scaffidy, 1998).

U savct se na molekularni irovni v pritbéhu apoptozy uplatituji zejména Ctyti hlavni
skupiny proteind, jez jsou zodpovédné za uskuteCnéni proapoptotickych a antiapoptotickych
procest, jsou to, proteiny TNFR (Tumor Necrosis Factor Receptor) rodiny, adaptorové
proteiny, proteiny Bcl-2 (B-cell lymphoma 2) rodiny a kaspazy (Guthrie et Garrett, 1999).

3. 2. 3. 1. Vnéjsi signalni draha apoptozy

Vnéjsi signdlni draha je zahdjena aktivaci bunéénych membranovych receptorti tzv.
»receptori smrti“. Tato aktivace je zprostiedkovana jejich ligandy, které funguji jako
extracelularni signal. Nasledné je tento signdl pfeveden do intraceluldrniho prostredi

Smrt indukujici specifické receptory patifi do rodiny TNF/NGF (Tumor Necrosis
Factor/Nerve Growth Factor) (Zangemeister-Wittke et Simon, 2001; Parrino et al., 2007).
Mezi hlavni zastupce miizeme zaradit TNF receptory, Fas receptory (znamé také jako APO-1,
Apoptosis antigen 1) a TRAIL (TNF-Related Apoptosis-Inducing Ligand) receptory
(Ashkenazi, 2002; Hussein, 2005). Jednotlivé signalni drahy téchto receptord se v urcitych
aspektech 1isi, je vSak mozné urcit prvky, jez je sjednocuji.

V piipad¢, ze je ligand navazan na pitislusné receptory, dochazi k trimerizaci téchto
receptord a jsou aktivovany jejich specifické cytoplazmatické proteiny (Nagata, 1994), jez
obsahuji tzv. ,,doménu smrti“, kterymi jsou napt. TRADD (TNFR typ 1 - Associated Death
Domain Protein) a FADD (Fas-Associated Protein with Death Domain) (Huang et al., 1996).
Cytoplazmatické proteiny posléze interaguji s adaptorovymi proteiny. Tato interakce
navozuje vznik signaliza¢niho komplexu DISC (Death-Inducing Signaling Complex) a
aktivaci prokaspaz, zejména prokaspazy 8 a 10 (Villa et al., 1997; Warzych et Lechniak,
2005). V DISC komplexu se uskute¢niuje dimerizace prokaspaz, coz ma za nasledek jejich
aktivaci a autokatalytické uvoliiovani do cytoplazmy (Jin et Deiry, 2005). Tyto kaspazy poté
zpuisobuji aktivaci vlastnich efektorovych kaspaz vcetné kazpdzy 3, 6, 7, které posléze
proteolyticky degraduji specifické proteinové substraty a dochéazi k zaniku bunék (Scaffidy,
1998; Askenazi et Dixit, 1998).

K substratim efektorovych kaspéaz patii proteiny, které se spolupodili na zachovani
genomové integrity, napi. PAKs 1-3 (p21-Activated Kinases 1-3) (Bokoch, 2003) ¢i ICAD

(Inhibitor Caspase-Activated DNase) (Enari et al., 1998).
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Kaspéazova aktivita, potazmo i apoptdza, mize byt inhibovana napft. prostiednictvim
proteint z rodiny IAP (Inhibitor of Apoptosis Protein). Jedna se antiapoptotické proteiny
vazici se na kaspazy 3, 7, 9. (Shi, 2002). Tyto kaspazy jsou inhibovany piedevs§im hlavnim
zastupcem této rodiny, a to proteinem XIAP (X — linked Inhibitor of Apoptosis Protein)
(Eckelman et al., 2006). Kaspazy 3 a 7 mohou pak byt inhibovany i jinymi proteiny jako jsou
c-1AP1, c-1AP2 (Celullar Inhibitor of Apoptosis Protein 1 and 2) a NAIP (Neuronal Apoptosis
Inhibitor Protein) (Roy et al., 1997). Inhibice kaspaz se vsak li§i v zavislosti typu kaspaz,
zdali jsou to efektorové ¢i iniciacni kaspazy (Huang et al., 2001).

Indukce apoptdzy prostiednictvim receptorti smrti muze pak byt inhibovana virovymi
¢i bunéénymi proteiny tzv. FLIP proteiny (FADD-Like Interleukin-13-Converting Enzyme-
Inhibitory Proteins). Tyto proteiny obsahuji dvé efektorové domény smrti (DED, Death
Effector Domain) a vykazuji podobnost s prokaspazou 8, avSak na rozdil od ni postradaji
enzymaticky aktivni misto. FLIP proteiny se vazi na FADD proteiny, coz ma za nasledek
inhibici vazby prokaspazy 8 a tim je znemoznéna jeji aktivace a iniciace apoptozy (Kreuger
et al.,, 2001). Jinym stejn¢ kompetentnim inhibitorem je napt. ARC protein (Apoptosis
Repressor with Caspase Recruitment Domain) (Neuss et al., 2001).

3. 2. 3. 2. Vnitini signalni draha

Vnitini signdlni draha mize byt aktivovana odpovédi na extracelularni podnéty
v podobé¢ jiz zminéného plsobeni oxidativniho stresu ¢i stavu deprivace ristovych faktord aj.
Centrem regulace této drahy jsou v8ak mitochondrie. Extracelularni podnéty mohou zpiisobit
permeabilizaci vnéj§i a vnitini mitochondrialni membrany (Parrino et al., 2007) ¢i ptimé
poskozeni DNA (Balint et Vousden, 2001).

Permeabilizace mitochondrialni membrany je jednim z hlavnich kontrolnich bodi
vedoucich k apoptéze. Permeabilizace membrany je charakterizovana zménami
V transmembranovém potencidlu, ¢imz dochdzi k destabilizaci mitochondrialni membrany
a k otevieni membranovych pora (Parrino et al., 2007). To umozni propustnost membrany pro
Ca®* ionty (Guthrie et Garrett, 1999) a naslednd jsou z intermembranového prostoru
mitochondrii do cytoplazmy uvolnény proapoptotické molekuly, a to predev§im cytochrom
c (Salvesen et Renatus 2002). Jeho uvolnéni ¢i uvolnéni dalSich proteinti napt. AIF

(Apoptosis Inducing Factor) ¢i endonukleaz (Uren et al., 2005) je regulovano
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proapoptotickymi faktory, patficimi do rodiny proteinti Bcl-2 (B cell lymphoma-2) (Kluck
et al., 1999, Hussein, 2005).

Cytochrom c¢ posléze tvori za piitomnosti ATP/dATP (Adenosine Triphosphate/
Deoxyadenosine Triphosphate) komplex s Apaf-1 (Apoptotic protease activating factor 1)
a prokaspazou 9 tzv. apoptozom, v némz probihad Sté€peni resp. aktivace kaspazy 9 (Enari
et al., 1998; Denault et Salvesen 2002). Inicia¢ni kaspaza 9 a Apaf-1 dale pak proteolyticky
aktivuji efektorové prokaspazy 3, 6, 7, které maji stejnou ulohu jako v predeslé draze, tedy
proteolyticky degradovat specifické proteinové substraty (Earnshaw et al., 1999).

Spole¢né s cytochromem c ¢i AIF, je také z mitochondrii do cytoplazmy uvoliiovana
1 dalsi dalezita skupina proteint tzv. IAP antagonistd, ktefi se vazi na jiz zminéné IAP
proteiny, ¢imZ je blokovano vazebné misto pro kaspazy, coz ma za nasledek inaktivaci téchto
IAP proteini. Zastupcem téchto antagonisti je napf. protein Smac/DIABLO (Second
mitochondria-derived activator of caspases/Direct Inhibitor of Apoptosis-Binding protein with
Low pl (Guo et al., 2002).

V piipadé poskozeni jaderné DNA a iniciace apoptdzy je hlavnim regulatorem gen
p53 a jeho stejnojmenny protein (Jin et El-Deiry, 2005). Tento protein v zavislosti na
poskozeni a typu bunék je schopen blokovat pribéh bunécného cyklu, aktivuje proteiny
umoznujici reparaci DNA a je schopen aktivovat sekvence navozujici sebedestrukci

nereparabilnich bunék (Balint et Vousden, 2001).
3. 2. 4. Proteiny Bcl-2 rodiny

Rodina Bcl-2 proteinti hraje nezbytnou roli v regulaci apoptotického procesu.
Rozdilna exprese €lenil této rodiny a jejich vazebnych proteinli umoziuje regulaci apoptdzy
tim, Ze jsou schopny reagovat na rizné extra a intracelularni signaly (Hockenbery et al.,
1990). Tyto proteiny ovliviiuji permeabilizaci vnéj$i mitochondrialni membrany, coz ma za
nasledek uvolnéni dalSich mediatorti apoptéozy do bunééné cytoplazmy (Youle et Strasser,
2008), mezi které patii pravé cytochrom c, IAF, endonukledzy aj. (Uren et al., 2005). Na
druhou stranu v§ak mohou naopak uvolnéni mediatorti zablokovat a burika tak apoptotickému
zaniku nepodléha.

Rodina Bcl-2 proteini se sklada z nejméné 24 ¢lend. Na zakladé jejich strukturnich
a funkcnich vlastnosti je mozné jejich rozde€leni na 3 skupiny, které obsahuji alespoil jednu
proteinovou Bcl-2 doménu (BH) (Hsu et Hsueh 2000). Ne¢ktefi zastupci mohou navic

obsahovat jeS§té¢ transmembranovou doménu, pomoci niz mohou byt lokalizovany
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v intracelularnich membranach (Jin et El-Deiry, 2005). Detailni trojrozmérna struktura rodiny
Bcl-2 proteini ma pak u vétSiny téchto proteini podobu dvou centralnich pfevazné
hydrofobnich o- helix fetézcu, které jsou obklopeny Sesti az sedmi amfipatickymi a- helix
fetézci razné délky (Petros et al., 2004).

Tyto podskupiny zahrnuji jak proapoptotické, tak antiapoptotické proteiny, piicemz je
v ramci aktivace ¢i inhibice apoptozy dulezita jejich vzajemna rovnovaha.

Proteiny Bcl-2 rodiny jsou lokalizovany piedev§im v intracelularnich membranach

mitochondrii, endoplazmatického retikula (ER) a jadra (Hockenbery et al., 1990).
3. 2. 4. 1. Skupina antiapoptotickych proteinii

Prvni skupinou jsou antiapoptotické proteiny se ¢tyfmi BH doménami (BH1-BH4)
a vétSina na svém C-termindlnim konci ma transmembranovou doménou, kterd jim umoziuje
integraci do intracelularnich membran (Adams et Cory, 1998). Do této podskupiny nalezi
vlastni Bcl-2 protein a jemu strukturalné podobné proteiny napi. Bel-X (Bcl-2-related gene-
X), Bcl-W (Bcl-2-like protein 2), Bcl-B (Bcl-2-like protein 10) a Mcl-1 (Myeloid cell
leukaemia protein 1) (Danial et Korsmeyer, 2004). Pficemz Bcl-X;, Bcl-W a Mcl-1 se
nachdzeji v ur€itém mnozstvi i v bunééné cytoplazmé a do mitochondridlni membrany jsou
translokovany az po aktivaci apoptozy.

Tyto proteiny jsou multifunkéniho charakteru, prostfednictvim domén BH1 — BH4
zajistuji  zprostfedkovani interakce sjinymi proteiny Bcl-2 rodiny a molekulami
lokalizovanymi vn¢ intracelularnich membran (Hsu, Y. T. et al., 1997).

Jednim z moznych mechanismii, kterymi tato podskupina reguluje apoptdzu, je
homodimerizace a heterodimerizace s proteiny ve stejné rodiné (Zha, H. et al., 1996a). Na
povrchu antiapoptotickych proteinii vytvareji receptorové domény BHI1-BH3 hydrofobni
oblast, kterd nekovalentn¢ interaguje s BH3 doménou proaptotickych proteinti, ktera slouzi
jako ligand (Muchmore et al., 1996), ¢cimz dochazi k heterodimerizaci. Tato reakce poté brani
proapoptotickym proteinim oligomerizovat ve vnéj$i mitochondrialni membrané (Gross
et al., 1998). Tim je znemoznéno naruseni mitochondrialni integrity, nejsou tak otevieny
membranové pory, neni mozné uvolnéni cytochromu ¢ do bunécné cytoplazmy a je zabranéno
prabéhu apoptdzy. Vzijemna interakce ale mtize vyvolat i opaény efekt, kdy je neutralizovan
ucinek antiapoptotickych proteint (Bouilett et al., 1999).

Na svém N-terminalnim konci maji antiapoptotické proteiny BH4 doménu, kterd ma

za ukol stabilizovat BH1 — BH3 hydrofobni oblast tim, ze skryje jiné hydrofobni oblasti
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(Wang et al., 2007). BH4 doména je povazovana za nezbytné nutnou pro antiapoptotickou
funkci téchto proteint, protoze interaguje s Apaf-1 a brani tak aktivaci kaspaz (Hsu et Hsueh
2000). Inaktivace antiapoptotickych proteinii muze byt navozena fosforylaci nestrukturované
smycky mezi doménami BH3 a BH4 (Chang et al., 1997), nebo také kaspazovou proteolyzou
BH4 domény (Jin et EI-Deiry, 2005).

3. 2. 4. 2. Skupina proapoptotickych BH3-only proteinii

Druhou skupinou rodiny Bcl-2 proteini jsou tzv. BH3-only proteiny. Hlavnimi
zastupci této skupiny jsou proteiny Bid (BH3-interacting domain death agonist), Bad (Bcl-2-
associated death promoter), Bim (Bcl-2-interacting mediator of cell death ), Bik (Bcl-2-
interacting killer), Bmf (Bcl-2-modifying factor), Noxa, také znamy jako PMAIP1 (Phorbol-
12-Myristate-13-Acetate-Induced Protein 1) a Puma (p53 upregulated modulator of apoptosis)
(Danial, 2007).

Struktura téchto proteinti, az na vyjimku v podob¢ proteinu Bid, se zcela odliSuje od
ostatnich proteind Bcl-2 rodiny. Jedinym dilezitym pojitkem je jejich jedind doména, a to
doména BH3 (Hsu et Hsueh 2000), ktera jim poskytuje moznost funkce ligandi pro ostatni
proteiny Bcl-2 rodiny (Kelekar et Thopmson, 1998).

Nékteré z BH3-only proteini (Bid, Bim, Puma) jsou oznaCovany jako aktivatory
permeabilizace vnéj$i mitochondridlni membrany. Pro tuto funkei je u proteinli Bim a Puma
nutna oligomerizace s proapoptickymi proteiny tieti skupiny Bax (Bcl-2 associated-x) a Bak
(Bcl-2 homologous antagonist/killer) (Kim et al., 2006), coz vede k jejich vzajemné aktivaci
(Hussein et al. 2003). Jakym zpusobem je ale tato aktivace navozena, zatim neni zcela
objasnéno (Mérino et al., 2009). Jiné proteiny z této skupiny (Bad, Noxa, Bmf) se oznacuji
jako solubilizatory, které podporuji apoptézu vazbou na antiapoptotické proteiny, ¢imz
inhibuji  jejich funkci (Billen et al., 2009). Pro tuto vazbu jsou vétSinou
uptednostiovany proteiny Bcl-2 a Bcl-X_ (Scorrano et Korsmeyer, 2003). Podle ¢lanku
Guthrieho a Garretta (1999) nejsou BH3-only proteiny schopné vzajemné mezi sebou
oligomerizovat. Vyjimku vsak tvoii opét protein Bid, ktery v aktivované formé (tBid) vytvari

homodimery (Grinberg et al., 2002).

29



3.2.4.2.1. Protein Bid

Protein Bid je strukturalné nejblize podobny proteinu Bax (Bcl-2 associated-x) ze treti
skupiny (Billen et al., 2009). Podobnym rysem je i vyskyt N-terminalni modifikované BH4
oblasti (Kvansakul et al., 2008). Tady ov§em nema za tikol napomahat integraci, jako je tomu
u proteinu Bax, ale naopak pusobi inhibi¢né a musi byt pro aktivaci odstépena. (Billen et al.,
2009). Od své skupiny se protein Bid odliSuje zejména samostatnou schopnosti
homodimerizovat a permeabilizovat vnéj$i mitochondrialni membranu (Grinberg et al., 2002).

Tento protein se nachazi v cytoplazmé v inaktivni form¢ a jeho aktivace je navozena
proteolytickym Stépenim kaspazou 8, kdy dochazi ke vzniku aktivni redukované formy tohoto
proteinu tBid (truncated-Bid) (Luo et al, 1998). Aktivovany tBid je poté schopen translokace
do mitochondridlni membrany a zaroveil dokdZe usnadnit integraci a aktivaci Bax ¢i Bak
proteinu (Billen et al., 2009). OvSem takovato interakce je vyvolana, jen pokud je tBid
v monomerni podobé€. Tento protein vytvaii ale i mutantni trimery, které samy indukuji
apoptozu, aniz by ktomu potiebovaly interakci s ostatnimi proapoptotickymi proteiny
(Grinberg et al., 2002).

Vzhledem k tomu, ze je protein Bid interaguje s kaspazou 8, ktera je soucasti jiz
zminéné vnéjsi signalni drahy, ptisobi tento protein jako zprostiedkovatel spojeni mezi vnéjsi

a vnitini apoptotickou drahou (Li et al., 1998; Parrino et al., 2007).

3.2.4.2. 2. Protein Bim

Protein Bim je lokalizovan v mikrotubulech, kde je vazan na jejich motorovy protein
dynein. Aktivace proteinu Bim je zavisla na jeho uvolnéni z tohoto motorového proteinu
(Danial, 2007) popf. na jeho snizené trovni fosforylace (Akiyama et al., 2003). Podle studie
O'Connora et al. (1998) se ve struktuife tohoto proteinu vyskytuje také C-terminalni
transmembranova doména, ale jeji pfitomnost neni pro funkci proteinu Bim nezbytné nutna.

Tento protein je schopen vazat antiapoptotické proteiny i bez integrace do
mitochondrialni membrany (Billen et al., 2009). Pti navazani na mitochondrialni membranu
pak blizce spolupracuje s VDAC kanalem (Voltage Dependent Anion Channel) a podporuje
tim tak prubéh apoptoézy (Sugiyama et al.,, 2002). Exprese proteinu Bim muze byt
ovliviiovana transkripénimi faktory, jako je napt. faktor FOXO3 (Forkhead box protein O3),
ktery podnécuje transkripci pii deprivaci rustovych faktora (Dijkers et al., 2000).
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3.2.4. 2. 3. Protein Bmf

Protein Bmf je stejné jako Bim za béznych okolnosti vdzan na fetézce motorového
proteinu dyneinu. Uvolnéni a aktivace je podnécovana predevSim pusobenim ultrafialového
zateni (Huang and Strasser, 2000) nebo odbouravanim extracelularni matrix (Kirkin et al,
2004). Po aktivaci se opét navazuje na antipoptotické proteiny a je podnécovana apoptodza.
Bmf protein se nejvice uplatiiuje v apoptoze, ktera je indukovana oddélenim bunék od okolni

matrix (Hausmann et al., 2011).

3.2.4.2. 4. Proteiny Bad a Bik

Protein Bad je aktivovan v dasledku nizké hladiny rastovych faktorG v okolnim
prostiedi. Pfi zvySeni hladiny téchto faktorti dochazi k fosforylaci proteinové BH3 domény,
a na takto modifikovanou doménu se navazuje protein 14-3-3, ¢imZ je protein Bad
inaktivovan (Zha, J. et al., 1996; Masters et al., 2001). Stejné jako protein Bim miZze protein
Bad po aktivaci interagovat s antipoptotickymi faktory a podporovat tak funkci ostatnich
proapoptotickych proteind, aniz by muselo dojit k jeho integraci do mitochondrialni
membrany (Kirkin et al., 2004).

Protein Bik je taktéz inhibovan fosforylaci a ucastni se zejména apoptdzy, ktera je
vyvolana inhibici proteosyntézy (Shimatzu et al., 2007). V jeho struktuie mtzeme nalézt
C-terminalni doménu, usnadiujici integraci do mitochondrialni membrany (Hsu et Hsueh

2000).

3.2.4.2.5. Proteiny Puma a Noxa

Proteiny Puma a Noxa mohou byt aktivovany pfimou transkripéni regulaci
prostiednictvim proteinu p53 (Nakano et Vousden, 2001). Tato aktivace odpovida jejich
proapoptotickému pisobeni pii poskozeni DNA. Protein Puma miize byt ale také aktivovan

I v souvislosti s deprivaci ristovych faktort ¢i jinych podnéta (Ekoff et al., 2007).
3. 2. 4. 3. Skupina proapoptotickych proteinii — multidoménové proteiny

Treti skupinou rodiny Bcel — 2 jsou proapoptotické proteiny zahrnujici proteiny Bax
(Bcl-2 associated-x), Bak (Bcl-2 homologous antagonist/killer) a Bok (Bcl-2-related ovarian
killer), jez napomdhaji k aktivaci kaspdzové kaskddy tim, Ze navozuji ve vnéjsi

mitochondrialni membrané zmény vedouci k uvolnéni cytochromu c¢ (Cory et Adams, 2002).
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Tyto proteiny obsahuji jen tii BH domény (BH1 — BH3) a C-terminalni
transmembranovou doménu (Zha, H. et al., 1996a; Zong et al., 2003). N-terminalni doména
BH4 jako takova, kterd je nutna pro inhibici apoptdzy, zde chybi (Huang et al., 1998).
V nedavné dobé vsak bylo zjisténo, Ze se na N-terminalnim konci u proteini Bax a Bak
vyskytuje redefinovana BH4 oblast (Kvansakul et al., 2008). Tato oblast se vSak u téchto
proteini po konformacnich zménach podili na translokaci a integraci do mitochondrialni
membrany (Billen et al., 2009).

Exprese téchto proapoptotickych proteinti je rozdilnd. VysSi exprese je patrna
u proteinti Bax a Bak, a to z toho divodu, Ze jsou nepostradatelné pro aktivaci apoptdzy
bunc¢k u prevazné vétSiny tkani. V rdmci exprese proteinu Bok nebylo zatim provedeno
dostatecné mnozstvi studii (Kelly et Strasser, 2011) a ty které jsou dostupné, poukazuji na
expresi tohoto proteinu zejména v reprodukénich tkanich (Hsu, S. Y. et al., 1997). Exprese
proteinu Bax je kromé fady rtznych podnétt, také aktivné ovliviiovana proteinem p53, coz
mu umoznuje ucastnit se i apoptozy indukované timto proteinem (Miyashita et Reed, 1995).
Podobn¢ je na tom i protein Bok stim, Ze je podle Yakovleva et al. (2004), schopen

plnohodnotné nahradit funkci proteinu Bax v takto indukované apoptoze.

3.2.4.3.1. Protein Bak

Bak protein je v monomerni podob¢ pievazné volné vazan na vné&jsi mitochondrialni
membranu ¢i membranu ER. V mitochondridlni membrané pak podléha stejnym zménam
a interakcim jako protein Bax (Korsmeyer et al., 2000). N¢které studie tvrdi, Ze interakce
s antiapoptotickymi proteiny je vyhradné omezena na interakci s Mcl-1 a Bel-X_ (Willis et al.,
2005). Oligomerizace Bak proteinu muze byt inhibovana jak pravé tvorbou heterodimert
s Mcl-1 a Bcl-X, , tak navazanim VDAC kanalu na tento protein. Tato inhibice je pak
narusena v piipad¢, ze dochazi k degradaci antiapoptotickych ¢lenti v pribéhu apoptdzy, nebo
se na VDAC kanal navazi proteiny BH3 poskupiny, které tento kanal inaktivuji (Kim et al.,
2006).

Vzhledem k tomu, Ze jsou proteiny Bax a Bak lokalizovany i v membrané ER, ucastni
se pravdépodobné i udrzovani homeostazy Ca®". Mohou tak hrat roli v iniciaci uvoliovéni
Ca?* ZER, jehoz vysoké hladiny zptisobi permeabilizaci mitochondrialni membrany (Zong
et al., 2003).
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3.2.4.3. 2. Protein Bok

Bok protein se podle riznych studii vyskytuje v cytoplazm€, mitochondrialni
¢1 jaderné membrané. AvsSak piesnou intracelularni lokalizaci tohoto proteinu je tieba nadale
objasnit. V mitochondrialni membran¢ ho ¢eka stejny osud jako u pfedchozich dvou proteint,
pticemz pti heterodimerizaci s antiapoptotickymi proteiny interaguje vyhradné jen s proteiny
Mcl-1, BHRF-1 (Bam HI fragment H rightward open reading frame 1) a Al (Bcl-2-related
protein Al) (Hsu, S. Y. et al., 1997). Zaroven je také mozné, Ze i jeho schopnost
oligomerizovat s ostatnimi proapoptotickymi proteiny je omezena vyluéné jen na proteiny
BH3-only skupiny. Tato BH3-only skupina pak usnadnuje jeho integraci do mitochondrialni
membrany, ¢imz vlastné tento protein aktivuji (Gao et al., 2005). Mnohé studie také ukazaly,
Ze je tento protein piitomen pfevazn€ v reprodukcnich tkanich vcetné vaje¢niku, varlat
a délohy. V souvislosti s jeho distribuci a heterodimeriza¢nimi vlastnostmi, by mohli byt

objasnény mechanizmy apoptdzy v téchto tkanich (Hsu, S. Y. et al., 1997).

3.2.4.3. 3. Protein Bax

Bax protein je pievazné detekovan v cytoplazmé v podobé monomeru. Po indukci
apoptdzy vSak tento protein prochdzi konformaéni zménou a probihd jeho translokace do
vn&j$i mitochondrialni membrany (Hsu, Y. T. et al., 1997, Er et al., 2006). Nepatrnou ¢ast
Bax proteinu je vSak mozné identifikovat v mitochondrialni membrané, aniz by doslo
Kk indukci apoptozy (Kirkin et al., 2004). V membrané¢ se Bax protein stava integralnim
proteinem, kde miize homodimerizovat se sebou samym v oligomery Bax/Bax, nebo muze
heterodimerizovat jak s ostatnimi proteiny této skupiny, tak i s proteiny antiapoptotickymi
(Korsmeyer et al., 2000). Homodimerizace ¢i heterodimerizace s ostatnimi proapoptotickymi
proteiny je nezbytna pro navozeni permeabilizace této membrany a pro spusténi dalSich krokt
vedoucich k apoptoze. Heterodimerizace s antiapoptotickymi proteiny pak brani jeho
oligomerizaci s proapoptotickymi proteiny, ¢imz miize byt apoptoza potlacena. (Zha, H. et al.,
1996D).

Protein Bax hraje dulezitou roli v indukci apoptdzy v ovarialni tkani. ZvySena exprese
proteinu Bax byla in vitro i in vivo detekovana u myssich oocyti, které podstupuji prechod z
faze pachytene do faze diplotene. Protein Bax v tomto pfechodu zprostfedkovava apoptdzu
u oocytdl, u nichZ vnitfni meiotické kontrolni body zaznamenaly nenormalni rekombinaci

DNA pii crossing overu (Felici et al., 1999). Zaroven Bax protein indukuje apoptozu
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ve folikularnich bunikdch v embryondlnim a postnatdlnim obdobi, ¢imz ovliviluje celkovy
pocet ovulovanych oocytll (Greenfeld et al., 2007). NaruSeni genu bax ¢i jeho exprese vede

k rozvoji patologickych folikult, které obsahuji oocyty neschopné oplozeni (Tilly, 1996).
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3. 3. Sulfan

Sulfan (H2S, Hydrogen Sulfide) je bezbarvy, hoflavy plyn s nepfijemnym
charakteristickym zapachem (Szabo, 2007). Toxicita tohoto plynu se projevuje postizenim
ocnich sliznic, respiratniho a centralniho systému, kdy mize dochazet az k edému plic
¢1 respiracni paralyze (WHO, 2003).

Sulfan mize vznikat exogenni cestou ptirozené ¢i v disledku lidské ¢innosti (Steuder
et Peterson, 1984). Ptirodni zdroje tvoii 90 % z celkového mnozstvi emisi H,S v atmosfére.
Koncentrace H,S v ovzdusi z téchto zdrojii se odhaduje na hodnotu 0,14 — 0,4 pg/m3 (WHO,
2003).

Podstatnym a stézejnim zjisténim bylo, ze produkce H,S je mozna i endogenni cestou.
Tato cesta spo¢iva ve vzniku sulfanu jakozto produktu sav¢iho metabolismu (Szabo, 2007).
V metabolismu H,Sfunguje jako dulezita signalni molekula, spolu s dal$imi dvéma v
sou¢asné dob&é znamymi plynnymi medidtory, nazyvanymi gasotransmitery, oxidem
dusnatym (NO) a oxidem uhelnatym (CO) (Mancardi et al., 2009). Poprvé byla endogenni
produkce H,S popsana v roce 1982, a to Stipanukem a Beckem v jaterni tkani (Stipanuk et
Beck, 1982).

Stejné jako NO a CO, se H,S v organismu Vv plynném skupenstvi nevyskytuje.
Ve vodé a krevni plazmé se H,S nachazi v podobé slabé kyseliny disociujici na kation H*
a hydrosulfidovy anion HS™, ktery se pak dale disociuje pii vy§§im pH na H" a S*~ (Webb,
2007). Sulfidovy anion za fyziologickych podminek v organismu, tj. pH kolem 7,4 prakticky
neni ptitomen (Caliendo et al, 2010).

Ackoli je H,S ve vodném roztoku rozpustny, piiblizné jedna tfetina zistava v roztoku
pti pH 7,4 v nedisociované formé. V lipofilnim prostfedi je vSak jeho rozpustnost az pétkrat
vys$si (Wang, 2002), jako je tomu i u NO a CO. Tato schopnost umoZiluje prostup
plazmatickou membréanou, avSak z divodu ¢astecné disociace je jeho permeabilita vzhledem
k NO a CO o néco nizsi (Starka, 2009).

Fyziologickd koncentrace H,S Vkrevnim séru a plazmé je zavisla na druhové
ptislusnosti. U potkanti se hodnoty H,S Vv krevnim séru pohybuji v rozmezi 30 — 51 uM,
u mysi jsou to hodnoty mezi 11 - 35 uM a v lidském séru mezi 36 - 42 uM (Zhi et al., 2007).
Plazmatické hodnoty se u potkanti pohybuji kolem 10 uM, a u clovéka se uvadeéji hodnoty od
10 — 100 uM. (Elsey et al., 2010).
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Nedavné studie potvrdily, ze endogenni produkce H,S hraje dilezitou roli v mnoha
fyziologickych i patologickych procesech. Sulfan je schopen ovlivnit kontraktilitu cév
¢i modulovat procesy v nervové tkani (Zhi et al.,, 2007). Krom¢ toho muze ovlivnit
kontraktilitu stfev (Teague et al., 2002), meiotické zrani oocyta (Rong et al., 2007), vykazuje
pro- (Li et al., 2009) i antiapoptotické ucinky (Wagner, 2009), nebo se uplatiiuje v pro-

ey w1

stresem (Kimura, 2011).
3. 3. 1. Biosyntéza sulfanu v organizmu

Endogenni syntéza H,S Vv organismu je umoznéna prostfednictvim enzymatickych
a neenzymatickych reakci. Primarné je sulfan syntetizovan ze sirné aminokyseliny L-cysteinu
pomoci dvou enzymii cystathionin-y-lydzy (CSE) a cystathionin-pB-syntazy (CBS) (Chen
et al., 2004). V nedavné dob¢ byly objeveny dal§i mozné enzymy podilejici se na endogenni
produkci H,S, k nimz patii 3-merkaptopyruvat sulfurtransferaza (3-MST), jejimz substratem
je 3-merkaptopyruvat, a dale pak cystein aminotransferaza (CAT), jejimz substratem je
L-cystein (Kimura, 2010).

Sulfan miZe vznikat i cestou konverze z polysulfida v erytrocytech, za piedpokladu ze
je v cytosolu pfitomna aktivni (oxidovana) forma gluthationu (Lefer, 2007), jejiz aktivace
¢i inaktivace je zavisla na schopnosti gluthationu reagovat s proteiny a na degradaci
thiolovych protont (z L-cysteinu) v tésné blizkosti membrany téchto erytrocyti (Wagner,
2009).

Dalsi moznost, ktera vede k uvolnéni H;S, je zastoupena desulfohydratacni reakci, kdy
dochdzi k odstranéni atomu siry z L-cysteinu bez jeho oxidace, pfi¢emz muze byt tato reakce
katalyzovana i CBS a CSE (Levonen et al., 2000).

Cystathionin-p-syntaza (CBS) a cystathionin-y-lyaza (CSE) jsou enzymy zavislé na
pyridoxal - 5’-fosfatu (PLP) (Stipanuk et Beck, 1982) a jejich exprese vykazuje tkanovou
specificitu (Zhao et al., 2001). Rozdily mezi nimi jsou zavislé na jejich mechanismu ptsobeni
(Caliendo et al., 2010) a jejich vlastni syntéza je uskutectiovana zejména v cytoplazmé
(Kamoun, 2004). V nékterych tkanich jsou pro syntézu H,S nezbytné oba dva enzymy,
zatimco v jinych tkdnich postacuje pro tuto syntézu jen jeden z téchto enzymt (Wang, 2002).

Cystathionin-p-syntaza je hlavnim enzymem, ktery se podili na tvorbé HS Vv centralnim
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nervovém systému, kdezto v kardiovaskularmim systému tuto funkci zaujima CSE (Moore
et al., 2003).

Cystathionin-p-syntaza (CBS) je hlavni enzym kontrolujici metabolismus methioninu
(Webb, 2007). Obecné katalyzuje substitu¢ni reakce mezi L-serinem, L-cysteinem, thioetery
cysteinu a dalSimi [-substituovanymi L-aminokyselinami a nékterymi merkaptany
(Braunstein et al., 1971). K produkci sulfanu pak dochazi pii kondenzaci homocysteinu
s cysteinem za vzniku cystathionu (Szabo, 2007). Cystathionin-p-syntadza je multidoménovy
enzym slozeny z N- terminalni enzymatické domény a dvou CBS domén (Meier et al, 2001)
tj. je to tertramer obsahujici 551 aminokyselin, hem a jiz zminény kofaktor PLP (Banerjee
et Zou, 2005). Podjednotky vytvaii vazbu se substraty v podob¢ homocysteinu a serinu (Patel
et al., 2009). Pii naruSeni ¢innosti CBS popf. genovém knockoutu nedochazi k odbourani
homocysteinu na cystein a ndslednd kumulace tohoto intermedidtu v organismu pusobi
cytotoxicky (Rong et al., 2007).

Cystathionin-y-lyaza (CSE), také znamy jako cystathiondza (CTH), je enzym, ktery
Stépi cystathionin na cystein, ale je také schopen katalyzovat degradacni reakce
L- homoserinu, L-cystinu a L-cysteinu (Starka, 2009), kdy vznika napf. a-ketobutyrat,
thiocystein, pyruvat a amoniak (Galiendo et al., 2010). Thiocystein pak muze reagovat
s cysteinem nebo jinymi thioly za vzniku H,S (Szabo, 2007). Cystathionin-y-lyaza je protein
slozeny ze 405 aminokyselin, jedna se o tetramer tvofeny dvéma homodimery (Braunstein
et al., 1971). Naruseni funkce CSE ¢i knockout jejiho genu ale na rozdil od CBS na bunééné
struktury toxicky nepusobi (Galiendo et al., 2010).

Cinnost téchto enzymii miize byt regulovana napf. hormonalni hladinou, signalnimi
molekulami NO, CO a cAMP (Szabo, 2007), dale pak ,,kosubstraty* (Abe et Kimura, 1996)
¢i dokonce bakteridlnimi toxiny. Na hormonalni regulaci CSE a CBS se podileji napf.
glukokortikoidy ((Lowicka et Bettowski, 2007). Z tady ,,kosubstratt patii k inhibitorim CBS
napf. hydroxylamin a amino-oxyacetat. A k aktivatorim mulzeme zafadit S-adenosyl-

L-methionin (Abe et Kimura, 1996).
3. 3. 2. Katabolismus sulfanu v organizmu

Sulfan je v organismu metabolizovan prostiednictvim oxida¢niho procesu, ktery
probiha pievazné v mitochondriich, kde je H,S oxidovan nejprve na thiosulfat a nasledné na

sulfit a sulfat (Caliendo et al., 2010). Pti oxidaci na thiosulfat neni zapotiebi pfitomnost
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enzymu, avSak aby mohla byt uskutecnéna, je nutna pfitomnost gluthationu (Starka, 2009).
Pfi konverzi thiosulfatu na sulfit ¢i sulfait je jiz nutny enzym thiosulfat-kyanid
sulfurtransferaza, ktery umozni rychlou oxidaci i sulfitu na sulfat a ten je za fyziologickych
podminek hlavnim kone¢nym produktem metabolismu H,S. Nicméné thiosulfat detekovany
v mo¢i je povazovan za nespecificky marker produkce H,S v celém téle (Belardinelli et al.,
2002).

Dalsi moznou cestou katabolismu H,S pfedstavuje metylace, ktera je zprostfedkovana
thiol-S-methyltransferazou. Tato reakce probihd zejména v cytoplazmé, kde je H,S
konvertovan na mén¢ toxické latky jako je methylmerkaptan a dimethylsulfat (Picton et al.,
2002). Tyto metabolity jsou do 24 hodin vylouc¢eny ledvinami, gastrointestinalnim traktem
¢i plicemi. Na zakladé¢ toho se endogenné produkovany H,S neakumuluje v organismu
v takové mnozstvi, ktera by mohla byt pro bunky toxicka (Starka, 2009).

V neposledni fad¢ je tu moznost eliminace sulfanu prostfednictvim vazby na

hemoglobin za vzniku sulfhemoglobinu (Triapirux et al., 2008).
3. 3. 3. Vliv sulfanu na kardiovaskularni systém

Jak uz bylo zminéno, pfednim enzymem podilejici se na syntéze H,S
v kardiovaskularnim systému je enzym CSE (Szabo et al., 2011). Produkce H,S resp.
katalyzujici ¢innost CSE je stimulovana formaci kalmodulin inositol -1, 4, 5- trisfosfat (IP3),
ktera navozuje zvyseni intracelularniho Ca®* (Wagner, 2009). Jini moznost stimulace pak
zahrnuje ptsobeni vasorelaxa¢niho neurotransmiteru acetylcholinu (Szabo et al., 2011).

Endogenni produkce H,S byla fadou studii potvrzena v myokardu, aortdlnich,
pulmonalnich, mezenterickych arteriich, dale pak v arteria mammaria, vena saphena magna
a arteria coronaria (Bhatia, 2005). V téchto cévach byl H,S ve vysokych koncentracich
pozorovan v zejména endoteliovych bunkach (Wagner, 2009), kde sulfan svymi ucinky
neovliviiuje funkci téchto bun¢k, ale puisobi na vaskularni hladkosvalové bunky (Lowicka
et Belttowski, 2007).

Ptitomnost H,S v kardiovaskularnim systému navozuje relaxaci cévni hladké
svaloviny a to tim, ze aktivuje ATP-dependentni K* kanaly (K*ATP) (Chen et al., 2007;
Kreuger et al., 2010). K aktivaci K'ATP kanali muze dojit prostfednictvim poklesu
intracelularni koncentrace ATP, ktery je zpusoben inhibici cytochrom oxidazy (Zhao et al,
2001). Otevienim K'ATP kanald bunék hladkého svalstva dochazi k hyperpolarizaci

membrany, a tim sulfan omezuje vstup Ca’®* iontd a dochazi k relaxaci (Starka, 2009).
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Vasorelaxace cév muize ovlivnéna 1 jinymi faktory napt. NO a CO, jejichz
mechanismus spociva v zapojeni cGMP (cyclic Guanosine Monophosphate) signaliza¢ni
drahy (Zhao et al., 2001). Sulfan je vSak schopen synergicky pusobit s NO, ¢imz muze zvysit
jeho vasorelaxa¢ni ucinek (Kimura, 2010). Avsak Ali et al. (2006) ve své praci uvadi, ze H,S
umoznuje i inaktivaci NO, kdy pfi jejich interakci vznika nitrosothiol, ktery jiz neni
vasoaktivni.

Sulfan je schopen i inhibice proliferaéni schopnosti a apoptézy hladkosvalovych
bunék prostiednictvim mitogenem aktivované proteinkinazy (MAPK) a kinazy 3 (Li et al.,
2011). Vsechny uvedené funkce H,S jsou pak dulezité pro regulaci krevniho tlaku
a remodelaci cév (Chen et al., 2007).

Studie Szabo6 et al. (2011) pak poukazuje na dal§i ucinky H,S, které se tykaji
kardioprotekce. Kardioprotektivni ptisobeni H,S je rozli¢né a zahrnuje aktivaci K'ATP
kanali, regulaci mitochondrialni respirace a regulaci cytoprotektivnich  gent.
Kardioprotektivni ucinky H,S je mozné vyuzivat k terapeutickym ucelim pti ischemické

chorobé srdec¢ni, septickém Soku ¢i endotoxemii (Chen et al., 2007).
3. 3. 4. Vliv sulfanu na centralni nervovy systém

V centralnim nervovém systému (CNS) je produkce sulfanu fizena predevsim
enzymem CBS (Austgen et al., 2011).

Syntéza sulfanu v centrdlnim nervovém systému je navozena reakci na nervoveé
podréazdéni. Tato reakce je zavisla na aktivaci drahy Ca®*/kalmodulin, konkrétn& na transportu
Ca®* pies NMDA receptory (N-Methyl-D-aspartate receprors). Aktivace této dréhy poté
vyvolava syntézu CBS a CSE, a tim i produkci H,S (Kimura, 2010).

Produkce sulfanu v centrdlnim nervovém systému byla poprvé prokézana koncem 80.
let (Warenycia, 1989). Od té doby byla provadéna tada studii zabyvajici se produkci sulfanu
a intenzitou exprese CBS Vv riznych ¢astech mozkové tkané. Piitomnost CBS byla zjisténa
v hipokampu, mozecku, mozkové kife ¢i mozkovém kmeni (Awata et al., 1995). V ramci
studie Abe et Kimura (1996) byly vysoké koncentrace sulfanu prokazany predev§im
v hipokampu a mozkové kuie. Podle prace Lowicka et Bettowski (2007) se pak nejvyssi
koncentrace H,S nachazeji v tkani mozecku.

V centralnim nervovém systému je HoS schopen zaujimat funkci neuromodulatoru ¢i
intracelularniho posla (Abe et Kimura, 1996). Neuromodulac¢ni schopnosti spocivaji ve

zvySovani aktivity N-metyl-D-aspartat receptort (NMDA) a usnadnéni navozeni dlouhodobé
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potenciace, slouzici jako synapticky model paméti a uéeni (Kimura, 2010). Rizeni tohoto
procesu spociva v selektivnim zvySovani odpovédi NMDA receptort v neuronech na
neurotransmiter glutamat (Abe et Kimura, 1996) nebo je sulfan schopen vyvolat Ca** viny
v astrocytech (Nagai et al., 2004). Tan et al., 2009 ve své studii uvadéji, ze k tomu aby se
uskute¢nilo vyplaveni Ca®" iontl, musi dojit k aktivaci cAMP/PKA (cyclic Adenosine
Monophosphate/Protein-kinase A) drahy, ktera podporuje stimulaci NMDA receptor.

Kromé neuromodulace je schopen H,S i v CNS pusobit protektivné, kdy chrani buriky
ptred oxidativnim stresem (Chen et al., 2007). Podle Whitemana, et al. (2004) muze byt sulfan
pfimo zodpoveédny za redukci volného radikalu peroxynitritu. Déle byl prokdzan ochranny
vliv sulfanu na CNS prostfednictvim aktivace ClI” ionti a K'ATP kanalfi, které stabilizuji
membranové potencialy a chrani pfed exocytotoxickym plisobenim (Kimura, 2010).

Sulfan je také zkouman Vv souvislosti s fadou onemocnéni tykajicich se nervového
systému, kdy dochazi ke snizené ¢i zvySené expresi CBS, a tim je ovlivnéna i syntéza H,S.
Snizend syntéza sulfanu byla pozorovana v mozkové tkéni u lidi trpicich Alzheimerovou
chorobou (Eto et al., 2002) a naopak zvySena syntéza sulfanu se objevuje v ptipadé Downova

syndromu tzv. trisomie 21. chromosomu, jez patii ke genomovym mutacim (Kamoun, 2004).
3. 4. 5. Vliv sulfanu na samiéi a sam¢i reprodukéni systém

V reprodukénim systému samic se mize endogenné produkovany H,S podilet napf. na
regulaci oogeneze, folikulogeneze, fijového cyklu a gravidity. V in vitro podminkach byla
zjisténa produkce H,S v gestaéni tkani véetné gravidni i negravidni délohy, ovarii, pochvy,
placenty, plodovych obald, a to jak u lidi, tak i u potkana (Patel et al., 2009). Vysledky
nékterych studii poukazaly na to, Ze u krys je H,S schopen inhibovat kontrakce délohy
(Carson et Konje, 2010), tim Ze ovliviiuje citlivost délohy na oxytocin (Hayden et al., 1989).

V ovarialni tkani je pfedevsim distribuovan enzym CBS. Nejvyssi koncentrace tohoto
enzymu byly detekovany v buitkach membrana granulosa. Detekovan byl ve vsech fazich
folikulogeneze, ale vyrazné vysoké mnoZstvi bylo zjisténo v pozdnich antralnich folikulech,
a to ve folikularnich bunkach v blizkosti antra a v bunkach corona radiata, které¢ obklopuji
oocyt. AvSak v oocytech pfitomnost tohoto enzymu zatim prokazana nebyla. Enzym CBS
zaujima funkci prostfednika v interakci mezi oocyty a buitkami membrana granulosa (Rong
et al., 2006). V roce 2007 zjistil Rong et al., ze na zakladé toho je CBS pfi oogenezi schopna
nepiimo se podilet na zrani oocytl, pfedevsim jako dulezity zprostfedkovatel procesu rozpadu

zarodeéného vacku (Rong et al., 2007).
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Naruseni funkce CBS muze vést k hyperhomocysteinémii, coZz je onemocnéni
zptsobené kumulaci intermediatu homocysteinu. Tato kumulace, stejné jako nizka
koncentrace methioninu, muze ovlivnit kvalitu ¢i interferenci oocytu pii oogenezi (Steegers-
Theunissen et al., 1993). Jiné mozné cytotoxické dopady kumulace homocysteinu spocivaji
napf. v ovlivnéni velikosti vrhu, implantace embrya, ve vzniku abrupto placentae, abortt ¢i
kongenitalnich defektt fétu (Rong et al., 2007).

Pii studiich genového knockoutu u mysi, bylo prokazano, ze CSE-knockout
nenaruSuje reprodukci, ani pribéh gravidity (Yang et al., 2008), avSak CBS-knockout
zaprti¢inuje u samic snizenou plodnost (Wanatabe et al., 1995).

U samciit mize mit endogenné produkovany H,S Vreprodukénim systému
potencionalni roli v podpofe erekce ¢i v ovlivnéni funkce varlat (Zhu et al., 2011).

Enzymy dtlezZité pro jeho syntézu byly zjistény v testikularni tkéni krys (Sugiura
et al., 2005), kde byl enzym CSE detekovan v Sertoliho buikach, ale také v bunkach
zarode¢nych, zahrnujicich spermatogonie. Ezym CBS pak byl u téchto zvifat detekovan jak
v Sertoliho burikach, spermatogoniich, tak navic i v Leydigovych butikach (Oi et al., 2001).
U cloveka byl enzym CSE v reprodukénim systému nalezen V trabekularni svalové tkani,
hladkych svalech cév a perifernich nervech. A enzym CBS byl detekovan predevSim
v trabekularni svalové tkani (Zhu et al., 2011).

V roce 2006, studie Srilathy et al., jako prvni prokazala, Ze po aplikaci intrakaverndzni
injekce donoru sulfanu hydrogensulfidu sodného (NaHS, Sodium Hydrosulfide) dochazi
u primatl ke zlepSeni prokrveni corpora cavernosa resp. ke zvyseni intrakavernézniho tlaku.
Tato proerektilni funkce NaHS byla pozd¢ji potvrzena pii studii corpora cavernosa kraliki
(Srilatha et al., 2007).

To, Ze by sulfan mohl hrat roli 1 v regulaci funkce varlat, bylo podniceno experimenty
se smési tékavych sloucenin obsahujicich siru tzv. DADS (Diallyl Disulfide), které jsou
obsazeny V ¢esneku (Allium sativum). Pii téchto experimentech byl pozorovan pozitivni vliv
této smési na zvySeni produkce testosteronu u krys v testikularni tkéni, kde je tato smes

schopna ovlivnit vylu¢ovani luteiniza¢niho hormonu z hypofyzy (Oi et al., 2001).
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4. MATERIAL A METODIKA

4. 1. Ziskavani a selekce oocytl pro experimentalni ucely

Pro experimenty této diplomové prace jsme pouzili oocyty odebrané z ovarialnich
folikulti prasnic, které byly porazeny v rizném stadiu pohlavniho cyklu. Poté, co byla ovaria
odebréna, byla ihned transportovdna v termoskach, obsahujicich fyziologicky roztok (0,9 %
chlorid sodny) o teploté 39 °C, do laboratofe KVD. Z ovarii byly oocyty ziskavany aspiraci
folikularni tekutiny pomoci jehly 20G (Sterican, Braun Melsungen, Némecko). Poté byly
oocyty z folikularni tekutiny odsavany prostfednictvim tenké sklenéné kapilary pod
binokuldrni lupou. V této fazi byla provadéna selekce oocytli zamétena na celistvost jejich

cytoplazmy a kompaktnost obalu kumulérnich bunék.
4. 2. Postup kultivace oocytu

Pted umisténim do kultiva¢nich podminek byly oocyty tfikrat za sebou promyvany
v modifikovaném kultivaénim médiu  M199 (GibcoBRL, Life Technologies, Paisley,
Scotland). Médium obsahovalo hydrogen uhli¢itan sodny (0,039 ml 7 % roztoku na 1 ml
média), laktat vapenaty (0,6 mg/ml), pyruvat sodny (0,25 mg/ml), gentamicin (0,025 mg/ml),
HEPES (1,5 mg/ml, 10 % fetalniho teleciho séra (GibcoBRL, Life Technologies, Germany,
Lot No. 40F2190F) a 13, 5 IU eCG: 6,6 hCG/ml (P.G. 600, Intervet, Boxmeer, Holand). Po
promyti byla provedena vlastni kultivace, kdy byly oocyty kultivovany v Petriho miskach
o priméru 3,5 cm (Nunc, Roskilde, Denmark) ve 3ml kultivacniho média pfi teploté 39 °C ve

smési 5 % CO; se vzduchem po dobu 48 hodin do stddia metafaze 2. meiotického déleni.
4. 3. Postup prodlouzené kultivace oocytu

Oocyty, které dosahly metafaze 2. meiotického dé€leni, byly mechanicky zbaveny
kumulérnich bunék pomoci tenkosténné sklenéné pipety. Nasledné byly oocyty dale
kultivovany po dobu 1, 2 a 3 dnil v modifikovaném médiu M199 bez ptridavku P. G. 600.
Kultivace oocyt probihala v Petriho miskach o praméru 3,5 cm (Nunc, Roskilde, Denmark)

ve 3ml kultiva¢niho média pfi teploté 39 °C ve smési 5 % CO, se vzduchem.
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4. 4. Posouzeni a vyhodnoceni kultivace oocyti

Ke zhodnoceni pribéhu meiotického zrdni oocytl byla ¢ast oocytl zbavena kumuldrnich
bun¢k a fixovana v roztoku ethanol : kyselina octova (3 : 1). Fixace probihala 48 hodin. Poté
byly fixované preparaty barveny 1 % roztokem orceinu a nasledné byly oocyty posuzovany
pod mikroskopem s fazovym kontrastem. Pro hodnoceni experimenti byly pouzity jen ty
skupiny oocytl, u kterych dosahlo vice nez 85 % oocytl metafaze 2. meiotického dé€leni po

48 hodinach kultivace.

4. 5. Postup lokalizace proapoptotického faktoru Bax a enzymi,

katalyzujich syntézu sulfanu v oocytech

Po ukonceni ptislusné doby prodlouzené kultivace byla z oocytii odstranéna zona
pellucida, k ¢emuz bylo pouzito médium M199 s piidavkem 0,1 % pronazy. Nasledné byly
oocyty omyty ve tiech kapkach 0,1 % BSA (bovinni sérovy albumin) v PBS a fixovany v 2,5
% (w/v) paraformaldehydu v PBS pfi laboratorni teploté 39 °C. Po uplynuti 30 minut byl
fixacni roztok vyménén a fixace probihala dal§ich 30 minut. Takto fixované oocyty byly
osetfeny 0,5 % (v/v) Tritonem X-100 v PBS pfi laboratorni teploté, ktery byl nékolikrat
vyménén. Po uplynuti 2 hodin byly oocyty omyty v 0, 1 % (v/v) Tweenu 20 v PBS. Posléze
byly oocyty inkubovdny pfes noc ve vlhkém prostiedi za teplotnich podminek 4 °C,
a to v inkuba¢nim médiu (0,1 % (w/v) BSA a 0,01 % (v/v) Tween 20 v PBS s primarni
protilatkou specifickou pro dany enzym (anti-3MST, anti-CBS, anti-CSE; Sigma-Aldrich)
nebo pro proapoptoticky faktor Bax (Sigma-Aldrich), fedénou v poméru 1 : 100. Nasledné
byly oocyty tfikrat promyvany po 10 minutach v roztoku 0,1 % (v/v) Tween 20 v PBS pfi
laboratorni teploté. Protilatky, u kterych nedoSlo ke specifickému navéazani, byly promyvanim
oocytll odstranény. Dale byly oocyty inkubovany po dobu jedné hodiny bez pfistupu svétla
spolu s pislusnymi sekundarnimi protilatkami anti-krali¢i nebo anti-mysi IgG konjugovanou
s fluorescenéné znacenym izothiokyanatem (FITC; Jackson ImmunoResearch). Po této
inkubaci byly oocyty tiikrat promyty v roztoku 0, 1 % (v/v) Tween 20 v PBS a po dobu 10
minut byly ponechany v roztoku 0,1 % (w/v) BSA vPBS. Aby doslo k vizualizaci
chromatinu, musely byt oocyty inkubovany po dobu 15 minut v barvivu Hoechst 33258
(Sigma-Aldrich). Po inkubaci byly oocyty omyty v ekvilibraénim pufru a pteneseny v kapce

glycerolu s PBS na podlozni sklicko. Takto pfipravené preparaty byly snimany pii zvétSeni
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400x na laserovém skenovacim konfokalnim mikroskopu (Leica SPE, Némecko). Pro
kvantitativni zhodnoceni intenzity signalu a lokalizace bylo pouzito analyzy obrazu NIS

Elements 2.30.
4. 6. Statisticka analyza

Kazdy experiment byl minimalné¢ 3x opakovan. Vysledky experimentl, tykajici se
proapoptotického faktoru Bax, byly statisticky analyzovany. Ke zhodnoceni statisticky
vyznamnych rozdilti byla pouzita metoda analyzy rozptylu ANOVA a dvouvybérovy t-test
v programu STATISTICA 9.0. Za statisticky vyznamny rozdil byla brana hodnota P mensi
nez 0,05.

4. 7. Experimentalni schéma

K jednotlivym experimentim byla provedena kontrola zrdni oocytd. Pro konecné
hodnoceni byly pouzity pouze ty vysledky experimentd, ve kterych vice nez 85 % oocytl
dosahlo metafaze 2. meiotického déleni po 48 hodinach kultivace.

Ke kazdému experimentu byla vzdy provadéna negativni kontrola. Kontrolni skupiny
oocytl byly inkubovany pouze se sekundarnimi protilatkami k vylouceni jejich nespecifické
vazby Vv oocytech. Pro hodnoceni byly pouzity experimenty, kde nebyl detekovan zadny

signal v negativni kontrole.

Experiment 1: Detekce a intracelularni lokalizace enzymi, katalyzujicich

endogenni syntézu sulfanu, béhem prodlouzené kultivace prasecich oocyti

Tento experiment slouzil k prok4dzani pfitomnosti enzymi, zodpovédnych za
endogenni produkci H,S, 3-merkaptopyruvat sulfurtransferazy (3-MST), cystathionin-y-lyazy
(CSE) a cystathionin-B-syntazy (CBS). Exprese téchto enzymi a jejich intracelularni
lokalizace byla sledovana u oocytd ve stadiu metafaze 2. meiotického déleni a u oocytt, které
byly vystaveny prodlouzené kultivaci po dobu 1, 2 a 3 dnti. Kultivace téchto oocytti probihala
v ¢istém modifikovaném médiu M199. Po uplynuti pfislusné doby kultivace byly enzymy

lokalizovany imunocytochemickou metodou (viz Material a metodika 4. 5.).
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Experiment 2: Detekce a intracelularni lokalizace proapoptotického faktoru Bax

béhem prodlouZené kultivace prasecich oocyti

Tento experiment slouzil k prokdzani, ze v pribéhu starnuti prasecich oocyti dochazi
k expresi proapoptotického faktoru Bax. Pfitomnost tohoto faktoru byla sledovana
u kontrolnich skupin oocytli, dosahujicich metafaze 2. meiotického déleni a dale u oocytt
vystavenych prodlouzené kultivaci po dobu 1, 2 a 3 dnti. Kultivace oocytli probihala v Cistém
modifikovaném médiu M199. Po uplynuti piislusné doby kultivace byl faktor Bax

lokalizovan imunocytochemickou metodou (viz Materidl a metodika 4. 5.).

Experiment 3: Vliv donoru sulfanu Na,S na expresi a intracelularni lokalizaci

proapoptotického faktoru Bax béhem prodlouZené kultivace prasecich oocyti

Tento experiment slouzil k prokazani, ze je donor sulfanu Na,S schopen v prub¢hu
starnuti prasecich oocytii ovlivnit expresi a intraceluldrni lokalizaci proapoptotického faktoru
Bax. Vliv tohoto donoru na expresi a intracelularni lokalizaci faktoru Bax byl sledovan
u oocytll, vystavenych prodlouzené kultivaci po dobu 1, 2 a 3 dn. Oocyty byly nejprve
kultivovany v modifikovaném kultivacnim médiu M199 do stadia metafaze 2. meiotického
déleni. Nasledné byly tyto oocyty zbaveny kumularnich bun¢k a kultivovany po dobu 1,2 a3
dnt v modifikovaném kultivaénim médiu M199, obohaceném o donor sulfanu Na,S
Vv koncentraci 300 uM. Po uplynuti ptisluSné doby kultivace byla u téchto oocytli sledovana
lokalizace proapoptotického faktoru Bax pomoci imunocytochemické metody (viz metodika
podkapitola 4. 5.). Po vyhodnoceni byly vysledky lokalizace u téchto oocytl porovnany
s vysledky lokalizace proapoptotického faktoru Bax u oocytli, hodnocenych v predchozim

experimentu.
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5. VYSLEDKY

Experiment 1: Detekce a intracelulirni lokalizace enzymu, katalyzujicich

endogenni syntézu sulfanu, béhem prodlouzené kultivace prasecich oocytu

K experimentu byla provedena negativni kontrola, kdy v kontrolni skupiné byly
oocyty inkubovany pouze se specifickou sekundarni protilatkou anti-krali¢i konjugovanou
s FITC Tato kontrola slouzila k vylouceni jeji nespecifické vazby v oocytech. Do kone¢ného
hodnoceni byly zahrnuty jen ty experimentalni skupiny oocytu, u jejichz negativni kontroly

nebyl detekovan zadny signal. Pfiklad negativni kontroly znazornén na obrazku ¢. 1

Obr. ¢. 1. Negativni kontrola: Oocyt ve stadiu metafaze 2. meiotického déleni, inkubovany se
sekundarni protilatkou anti-kralici konjugovanou s FITC, chromatin znacen modre (Hoechst

33258), snimano na konfokalnim mikroskopu (Leica SPE), zvétseno 400x.

Detekce a intraceluldrni lokalizace enzymu 3-merkaptopvyruvat sulfurtransferdzy (3-MST)

béhem prodlouzené kultivace prasecich oocytu

Pritomnost 3-MST Dbyla prokazana v oocytech ve stadiu metafaze 2. meiotického
déleni (MII) a dale pak v oocytech, vystavenych 1, 2 a 3 dnlim prodlouzené kultivace. Pti
hodnoceni lokalizace byla loziska tohoto enzymu u vSech hodnocenych skupin oocytl

detekovana v oblasti jadra (u oocytd v MII fazi oblast déliciho vieténka a chromatinu, u
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aktivovanych oocytl — oblast prvojadra), v korové oblasti a v cytoplazmé. Signal 3-MST se
vV oocytech pribchu jednotlivych dnli prodlouzené kultivace neménil. Vysledky detekce a

lokalizace 3-MST jsou znazornény na obr. ¢. 2 — 5.

Obr. ¢. 2. Detekce a lokalizace 3-MST u oocytu ve stadiu metafaze 2. meiotického déleni,
enzym 3-MST znacen zelené (FITC), chromatin znacen modre (Hoechst 33258), snimano na

konfokalnim mikroskopu (Leica SPE), zvétseno 400x.

Obr. ¢. 3. Detekce a lokalizace 3-MST u oocytu po 1 dnu prodlouzené kultivace, enzym 3-MST
znacen zelené (FITC), znacen modre (Hoechst 33258), snimano na konfokalnim mikroskopu

(Leica SPE), zveétseno 400x.
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Obr. ¢. 4. Detekce a lokalizace 3-MST U 0ocytu po 2 dnech prodlouzené kultivace, enzym 3-
MST znacen zelené (FITC), chromatin znacen modre (Hoechst 33258), snimdno na

konfokalnim mikroskopu (Leica SPE,) zveétseno 400x.

Obr. ¢. 5. Detekce a lokalizace 3-MST u oocytu po 3 dnech prodlouzené kultivace, enzym 3-
MST znacen zelené (FITC), chromatin znacen modre (Hoechst 33258), snimano na

konfokalnim mikroskopu (Leica SPE), zvétseno 400x.
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Detekce a intracelularni lokalizace cystathionin-y-lyazy (CSE) béhem prodlouzené kultivace

prasecich oocytu

Ptitomnost CSE byla prokazana u oocytli ve stadiu metataze 2. meiotick¢ho déleni
a u oocytl, vystavenych 1, 2 1 3 dniim prodlouzené kultivace. Loziska tohoto enzymu byla
u vSech hodnocenych skupin oocyti detekovana slabé pouze v cytoplazmé. Signal
hodnoceného enzymu se v pribc¢hu hodnocenych dnt nelisil. Vysledek detekce a lokalizace

CSE je znazornén na obrazku €. 6.

Obr. ¢. 6. Detekce a lokalizace CSE u oocytu po 1 dnu prodlouzené kultivace, enzym CSE
znacen zelené (FITC), chromatin znacen modre (Hoechst 33258), snimano na konfokdlnim

mikroskopu (Leica SPE), zvétseno 400x.

Detekce a intracelularni lokalizace cystathionin-B-syntazy (CBS) béhem prodlouzené

kultivace prasecich oocytu

Pritomnost CBS nebyla detekovdna u oocytl ve stddiu metafaze 2. meiotického déleni
a ani v oocytech, vystavenych prodlouzené kultivaci po dobu 1, 2 a 3 dnd. Vysledek detekce

a lokalizace CBS je znazornén na obrazku €. 7.
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Obr. ¢. 7. Detekce a lokalizace CBS u oocytu po 1 dnu prodlouzené kultivace, enzym CBS
znacen zelene (FITC), chromatin znacen modre (Hoechst 33258), snimdno na konfokalnim

mikroskopu (Leica SPE), zvétseno 400x.

Experiment 2: Detekce a intracelularni lokalizace proapoptotického faktoru Bax

béhem prodlouZené kultivace prasecich oocyti

K experimentu byla provedena negativni kontrola, kdy v kontrolni skupiné byly
oocyty inkubovany pouze se sekundarni protilatkou anti-krali¢i konjugovanou s FITC. Tato
kontrola slouzila k vylouceni jeji nespecifické vazby v oocytech. Do kone¢ného hodnoceni
byly zahrnuty jen ty experimentalni skupiny oocytd, u jejichz negativnich kontrol nebyl

detekovan zadny signal. Vysledek negativni kontroly je znazornén na obrazku ¢. 8.
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Obr. ¢. 8. Negativni kontrola: Qocyt ve stadiu metafaze 2. meiotického deéleni, inkubovany se
sekundarni protilatkou anti-kralici konjugovanou s FITC, chromatin znacen modre (Hoechst

33258), snimano na konfokalnim mikroskopu (Leica SPE), zveétseno 400x.

Detekce a intracelularni lokalizace proapoptotického faktoru Bax béhem prodlouZzené
kultivace prasecdich oocytu

Exprese proapoptotického faktoru Bax byla prokdzana u oocyti, kultivovanych do
stadia metafaze 2. meiotick¢ého déleni (MII) a u oocytl, vystavenych vSech 3 dnim
prodlouzené kultivace. Loziska tohoto faktoru byla u vSech hodnocenych skupin oocyti
detekovana v oblasti jadra (u oocyta v MII fazi oblast déliciho vieténka a chromatinu,
u aktivovanych oocytti — oblast prvojadra), v korové oblasti a v cytoplazmé. U oocytl po 2 a
3 dnech prodlouzené kultivace byla detekovana kumulace lozisek faktoru Bax v cytoplazmé
Vv blizkosti jadra, kde byl patrny i jeho nejsilnéjsi signal. Detekce a lokalizace faktoru Bax je

zndzornéna na obrazcich ¢. 9 — 12.
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Obr. ¢. 9. Detekce a lokalizace faktoru Bax v oocytech kultivovanych do stadia metafize 2.

meiotického déleni, faktor Bax znacen zelené (FITC), chromatin znacen modre (Hoechst

33258), snimano na konfokalnim mikroskopu (Leica SPE), zveétseno 400x.

Obr. ¢. 10. Detekce a lokalizace faktoru Bax v oocytu po 1 dnu prodlouzené kultivace, faktor

Bax znacen zelene (FITC), chromatin znacen modire (Hoechst 33258), snimano na

konfokalnim mikroskopu (Leica SPE), zvétseno 400x.
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Obr. ¢. 11. Detekce a lokalizace faktoru Bax Vv oocytu po 2 dnech prodlouzené kultivace,
faktor Bax znacen zelene (FITC), chromatin znacen modre (Hoechst 33258), snimdano na

konfokalnim mikroskopu (Leica SPE), zvetseno 400x.

Obr. ¢. 12. Detekce a lokalizace faktoru Bax v oocytu po 3 dnech prodlouzené kultivace,
faktor Bax znacen zelené (FITC), chromatin znacen modre (Hoechst 33258), snimano na

konfokalnim mikroskopu (Leica SPE), zvétseno 400x.
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Hodnoceni zmén v intenzité signdlu proapoptotického faktoru Bax béhem prodlouzené

kultivace prasecich oocytu

Po zhodnoceni detekce a lokalizace byly béhem prodlouzené kultivace sledovany
zmény v intenzité signalu faktoru Bax Vv jednotlivych oblastech oocytu. Prvni oblasti, ve které
byly zmény intenzity signalu faktoru Bax sledovany, byla oblast jadra (u oocytt v MII fazi
oblast déliciho vieténka a chromatinu, u aktivovanych oocytd - oblast prvojadra). Vysledky
hodnoceni zmén intenzity signalu faktoru Bax v této oblasti jsou graficky zpracovany v grafu

¢. 1.

Graf ¢. 1: Porovnani primérnych hodnot intenzity signalu proapoptotického faktoru Bax
V oblasti jadra oocytii mezi jednotlivymi dny prodlouzené kultivace. Tyto primérné hodnoty
jsou vztazeny k prumérné hodnoté intenzity signalu faktoru Bax v oblasti jadra oocytii ve
stadiu metafdze 2. meiotického deéleni (MII)
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¢ Rozdilné superskripty v grafu znazornuji statisticky vyznamné rozdily V intenzité signalu
faktoru Bax mezi vyvojovym stadiem oocytii a hodnocenymi dny prodlouzené kultivace na

hladiné vyznamnosti a. < 0,05.

Na grafu ¢. 1 je mozné pozorovat, Ze mezi oocyty ve stddiu metafaze 2. meiotického
déleni (MII faze) a oocyty, vystavenymi 1 dni prodlouzené kultivace, nedochazelo v oblasti
jadra v intenzité signalu faktoru Bax ke statisticky vyznamnym rozdiliim. Intenzita signalu se

Vv jaderné oblasti u oocytd po 1 dnu prodlouzené kultivace snizila a o pouhé 1 %. U oocytt po
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2 dnech prodlouzené kultivace doslo v jaderné oblasti ke statisticky vyznamnému zvyseni
intenzity signalu faktoru Bax, kdy se intenzita signalu zvysila o 75 % oproti intenzité signalu
v jaderné oblasti oocytli po 1 dnu prodlouzené kultivace. U oocytl po 3 dnech prodlouzené
kultivace doslo v jaderné oblasti ke statisticky vyznamnému poklesu intenzity signalu faktoru
Bax ve srovnani s oocyty po 2 dnech prodlouzené kultivace, kdy byl rozdil v intenzité signalu
faktoru Bax mezi témito dny 59 %. Intenzita signalu faktoru Bax v jaderné oblasti u oocytl
po 3 dnech prodlouzené kultivace se vSak také statisticky vyznamné lisila resp. byla vyssi
oproti intenzité signalu faktoru Bax v jaderné oblasti oocytu v MII fazi, ale také oproti
intenzité signalu faktoru Bax Vv jaderné oblasti oocytti po 1 dnu prodlouzené kultivace. Rozdil
Vv intenzité signalu faktoru Bax v této oblasti mezi oocyty v MIl fazi a oocyty po 3 dnech
prodlouzené kultivace ¢inil 15 %. Rozdil v intenzité signalu faktoru Bax v jaderné oblasti

mezi oocyty po 1 a 3 dnech prodlouzené kultivace pak ¢inil 16 %.
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Dalsi oblasti oocytil, ve které byly sledovany zmény v intenzité signalu faktoru Bax,
byla korova oblast. Vysledky zmén intenzity signalu faktoru Bax v korové oblasti jsou

znazornény v grafu €. 2

Graf ¢. 2: Porovndni primérnych hodnot intenzity signdlu proapoptotického faktoru Bax v
korové oblasti oocytii mezi jednotlivymi dny prodlouzené kultivace. Tyto primérné hodnoty
Jjsou vztazeny k prumérné hodnoté intenzity signalu faktoru Bax v korové oblasti oocytii ve

stadiu metafaze 2. meiotického déleni (MII).
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0. ¢ Rozdilné superskripty v grafu znazornuji statisticky vyznamné rozdily V intenzité signalu
faktoru Bax mezi vyvojovym stadiem oocytit a hodnocenymi dny prodlouzené kultivace na

hladiné vyznamnosti o < 0,05.

Na grafu ¢. 2 je mozné pozorovat, Zze mezi oocyty v MII fazi a oocyty, vystavenymi
1 dnu prodlouzené kultivace, nebyly v hodnocené oblasti v intenzité signalu faktoru Bax
sledovany statisticky vyznamné rozdily. Po 1 dnu prodlouZené kultivace doSlo u oocyti
v korové oblasti ke zvySeni intenzity signalu faktoru Bax jen 0 3 %. Po 2 dnech prodlouzené
kultivace doslo u oocytl v korové oblasti ke statisticky vyznamnému zvySeni intenzity
signalu faktoru Bax pii porovnani s intenzitou signalu faktoru Bax v korové oblasti u oocytt
po 1 dnu prodlouzené kultivace, kdy rozdil mezi témito intenzitami Cinil 27 %. Intenzita
signalu faktoru Bax Vv korové oblasti oocytti po 3 dnech prodlouzené kultivace v porovnani
s intenzitou signalu faktoru Bax po 2 dnech prodlouzené kultivace v téZe oblasti statisticky

vyznamné klesla, a to o 48 %. Intenzita signalu faktoru Bax v korové oblasti oocytu,
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A

srovnani s intenzitou signalu faktoru Bax vyhodnocenou v téze oblasti u oocyti v MII fazi,
kdy rozdil ¢inil 18 %. Pfi srovnani s intenzitou signalu faktoru Bax Vv korové oblasti oocyti
po 2 dnech prodlouZené kultivace, pak byla intenzita signalu nizsi o 21 %.

Posledni oblasti oocytl, ve které byly sledovany zmény v intenzité¢ signalu
proapoptotického faktoru Bax, byla cytoplazma. Vysledky zmén intenzity signalu tohoto

faktoru v cytoplazmé jsou znazornény v grafu ¢. 3.

Graf ¢. 3: Porovnani primérnych hodnot intenzity signalu proapoptotického faktoru Bax
V cytoplazmeé oocytii mezi jednotlivymi dny prodlouzené kultivace. Tyto priumeérné hodnoty
Jjsou vztazeny k priimérné hodnoté intenzity signdlu faktoru Bax v cytoplazmé oocytit ve stidiu

metafaze 2. meiotického deleni (MII).
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ab.¢ Rozdilné superskripty v grafu zndazornuji statisticky vyznamné rozdily V intenzite signalu
faktoru Bax mezi vyvojovym stadiem oocytii a hodnocenymi dny prodlouzené kultivace na

hladiné vyznamnosti a. < 0,05.

Z grafu ¢. 3 je patrné, Ze mezi oocyty v MII fazi a oocyty, vystavenymi 1 dni
prodlouzené kultivace, nebyl v dané oblasti v intenzité signalu faktoru Bax sledovan
statisticky vyznamny rozdil. Po 1 dnu prodlouzené kultivace doslo u oocytl v cytoplazmé ke
zvySeni této intenzity o 6 %. U oocytli po 2 dnech prodlouzené kultivace doslo v cytoplazmé
ke statisticky vyznamnému zvySeni intenzity signalu faktoru Bax, kterd se zvysila o 39 %

oproti intenzit¢ signalu v téze oblasti U oocytt po 1 dnu prodlouzené kultivace. Po 3 dnech
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prodlouzené kultivace doslo u oocytd v cytoplazmé ke statisticky vyznanému poklesu
intenzity signalu faktoru Bax o 33 %. Pfi srovnani intenzit signalu faktoru Bax v cytoplazmé
mezi oocyty po 3 dnech prodlouzené Kkultivace a oocyty v MII fazi byl mezi témito
intenzitami zjistén statisticky vyznamny rozdil, kdy po 3 dnech prodlouzené kultivace byla
intenzita signalu faktoru Bax vyssi o 12 %. Pfi srovnani s intenzitou signalu faktoru Bax
U oocyti po 1 dnu prodlouzené kultivace byla intenzita signadlu u oocyti po 3 dnech
prodlouZené kultivace vyssi o 6 %, coz nebylo vyhodnoceno jako statisticky vyznamné.

Po zhodnoceni prubéhu zmén intenzity signalu faktoru Bax v jednotlivych
sledovanych oblastech oocytii a dnech prodlouzené kultivace bylo provedeno srovnani vSech
sledovanych oblasti oocytd v danych dnech prodlouzené kultivace. Toto srovnani je uvedeno

v grafu €. 4.

Graf ¢. 4: Souhrnné porovnani priubéhu zmén intenzit signalu proapoptotického faktoru Bax,
vyhodnocenych v jednotlivych oblastech oocytii behem prodlouzené kultivace. Tyto primérné
hodnoty intenzit signalu Bax jsou vztaZeny k celkové primérné hodnoté intenzity signalu

faktoru Bax v oocytech ve stadiu metafize 2. meiotického déleni (MII).
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Na grafu €. 4 je mozné pozorovat, ze byla intenzita signalu faktoru Bax u oocytti v MlI
fazi a u oocyt po 1 dnu prodlouZzené kultivace pfiblizné na stejné Urovni ve vSech
sledovanych oblastech. U oocytdl po 2 dnech prodlouzené kultivace doSlo ve vSech

sledovanych oblastech ke zvySeni intenzity signalu faktoru Bax. Nejvyssi intenzita signalu
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faktoru Bax byla sledovana v oblasti jadra. Po 3 dnech prodlouzené kultivace doslo u oocyti
ke snizeni intenzity signalu faktoru Bax ve vsech sledovanych oblastech, a to zejména

Vv oblasti kry.

Experiment 3: Zhodnoceni vlivu donoru sulfanu Na,S na expresi a intracelularni
lokalizaci proapoptotického faktoru Bax béhem prodlouZené kultivace prasecich

oocyti

K experimentu byla provedena negativni kontrola, kdy v kontrolni skupiné byly
oocyty inkubovany pouze se sekundarni protilatkou anti-krali¢i konjugovanou s FITC. Tato
kontrola slouzila k vylouceni jeji nespecifické vazby v oocytech. Do kone¢ného hodnoceni
byly zahrnuty jen ty experimentalni skupiny oocytl, u jejichZ negativni kontroly nebyl

detekovan zadny signdl. Vysledek negativni kontroly zndzornén na obrazku €. 13.

Obr. ¢. 13. Negativni kontrola: QOocyt po 1 dnu prodlouzené kultivace, inkubovany se
sekundarni protilatkou anti-kralici konjugovanou s FITC, chromatin znacen modre (Hoechst

33258), snimadno na konfokalnim mikroskopu (Leica SPE), zvétseno 400x.

Detekce a intraceluldrni lokalizace proapoptotického faktoru Bax pfi prodlouzené kultivaci

prasecich oocytti V médiu s donorem sulfanu Na,S

Exprese proapoptotického faktoru Bax byla u oocytdl, kultivovanych Vv médiu
s donorem sulfanu Na,S, prokazana v pribéhu vSech 3 dni jejich prodlouzené kultivace.
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Loziska tohoto faktoru byla u v§ech hodnocenych skupin oocytli detekovana v oblasti jadra,
v korové oblasti a v cytoplazmé. U oocyti po 2 a 3 dnech prodlouzené kultivace v médiu
s donorem sulfanu Na,S dochazelo ke kumulaci lozisek faktoru Bax v oblasti jadra, kde byl
také detekovan jeho nejsilngjsi signal. Detekce a lokalizace faktoru Bax je zndzornéna na

obrazcich ¢. 14 — 16.

Obr. ¢. 14. Detekce a lokalizace proapoptotického faktoru Bax v oocytu po 1 dnu prodlouzené
kultivace v médiu s donorem sulfanu NayS, faktor Bax znacen zelené (FITC), chromatin
znacen modre (Hoechst 33258), snimadno na konfokalnim mikroskopu (Leica SPE), zvétseno

400x.
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Obr. ¢. 15. Detekce a lokalizace proapoptotického faktoru Bax v oocytu po 2 dnech
prodlouzené kultivace vV médiu s donorem sulfanu, faktor Bax znacen zelené (FITC),

chromatin znacen modre (Hoechst 33258), snimdano na konfokdlnim mikroskopu (Leica SPE),

zvetseno 400x.

Obr. ¢. 16. Detekce a lokalizace proapoptotického faktoru Bax v oocytu po 3 dnech
prodlouzené kultivace Vv médiu s donorem sulfanu, faktor Bax znacen zelené (FITC),

chromatin znacen modre (Hoechst 33258), snimano na konfokalnim mikroskopu (Leica SPE),

zvétseno 400x.
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Hodnoceni zmén v intenzité signalu proapoptotického faktoru Bax pii prodlouZzené kultivaci

prasecich oocytti v médiu s donorem sulfanu Na,S

Po zhodnoceni detekce a lokalizace byly, jako v predeslém experimentu, V pribéhu
prodlouzené kultivace v médiu s donorem sulfanu Na,S hodnoceny zmény intenzity signalu
proapoptotického faktoru Bax v jednotlivych oblastech oocytl. Jako prvni hodnocenou oblasti
byla oblast jadra. Vysledky zmén intenzity signalu faktoru Bax v oblasti jadra oocytu,
vystavenych prodlouzené kultivaci v médiu s donorem sulfanu Na,S jsou znazornény v grafu

¢. 5.

Graf ¢. 5: Porovnani priumernych hodnot intenzity signalu proapoptotického faktoru Bax
v oblasti jadra oocytii, vystavenych prodlouzené kultivaci v médiu s donorem sulfanu Na,S,
mezi jednotlivymi dny prodlouzené kultivace. Tyto primérné hodnoty jsou vztaZeny
K primérné hodnoté intenzity signalu faktoru Bax v oblasti jadra oocytii, vystavenych 1 dni

prodlouzené kultivace v médiu s donorem sulfanu NaaS.
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mezi hodnocenymi dny prodlouzené kultivace na hladine vyznamnosti o. < 0,05.

Z grafu ¢. 5 je patrné, Ze po 2 dnech prodlouzené kultivace v médiu s donorem sulfanu

Na,S dochazelo u oocyti v jaderné oblasti ke statisticky vyznamnému zvySeni intenzity
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signalu faktoru Bax. Pfi srovnani s intenzitou signalu faktoru Bax zjisténou u oocytti po 1 dnu
prodlouzené kultivace v médiu s donorem sulfanu Na,S ¢inil rozdil 52 %. U oocyti po 3
dnech prodlouzené kultivace v médiu s donorem sulfanu Na,S pak doslo ke statisticky
vyznamnému poklesu intenzity signalu faktoru Bax. Rozdil mezi intenzitami signalu faktoru
Bax v jaderné oblasti oocyti po 2 a 3 dnech prodlouzené kultivace v médiu s donorem sulfanu
Nay,S Cinil 54 %. Rozdil 2 % mezi intenzitami signalu faktoru Bax u oocytii po 1 a 3 dnech
prodlouzené kultivace v médiu s donorem sulfanu Na,S nebyl vyhodnocen jako statisticky
vyznamny.

Dalsi oblasti oocytt, vystavenych béhem prodlouzené kultivace pusobeni donoru
sulfanu Na,S, ve které byly hodnoceny zmény intenzity signalu faktoru Bax, byla korova
oblast. Vysledky zmén intenzity signdlu faktoru Bax v korové oblasti oocytli, vystavenych

prodlouzené kultivaci v médiu s donorem sulfanu Na,S jsou znazornény v grafu €. 6.

Graf ¢. 6: Porovnani priumernych hodnot intenzity signalu proapoptotického faktoru Bax
Vv korové oblasti oocyti, vystavenych prodlouzené kultivaci v médiu s donorem sulfanu Na,S,
mezi jednotlivymi dny prodlouzené kultivace. Tyto priumérné hodnoty jsou vztaZeny
K priimérné hodnoté intenzity signalu faktoru Bax v korové oblasti oocytii, vystavenych 1 dni

prodlouzené kultivace v médiu s donorem sulfanu NaaS.
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Mezi hodnocenymi dny prodlouzené kultivace na hladiné vyznamnosti a. < 0,05.
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Na grafu ¢. 6 je mozné pozorovat, Ze u oocytl po 2 dnech prodlouzené kultivace
v médiu s donorem sulfanu Na,S dochazelo v korové oblasti ke statisticky vyznamnému
zvyseni intenzity signalu faktoru Bax 0 29 %. Po 3 dnech prodlouzené kultivace v médiu
sdonorem sulfanu Na,S vSak u oocytli v korové oblasti intenzita signalu faktoru Bax
statisticky vyznamné poklesla o 40 %. Rozdil 1 % mezi intenzitami signdlu faktoru Bax
v oocytech po 1 a 3 dnech prodlouzené kultivace v médiu s donorem sulfanu Na,S nebyl
vyhodnocen jako statisticky vyznamny.

Posledni oblasti oocytil, vystavenych béhem prodlouzené kultivace U¢inku donoru
sulfanu Na,S, ve které byly hodnoceny zmény intenzity faktoru Bax, byla cytoplazma.
Vysledky zmén intenzity signalu faktoru Bax v cytoplazmé oocytd, vystavenych prodlouzené

kultivaci v médiu s donorem sulfanu Na,S jsou znazornény v grafu ¢. 7.

Graf ¢. 7: Porovndni prumérnych hodnot intenzity signalu proapoptotického faktoru Bax
V cytoplazmeé oocytii, vystavenych ucinku donoru sulfanu Na,S, mezi jednotlivymi dny
prodlouzené kultivace. Tyto primerné hodnoty jsou vztazeny k primerné hodnoté intenzity
signalu faktoru Bax v cytoplazmé oocytii, vystavenych 1 dni prodlouzené kultivace Vv médiu S

donorem sulfanu Na,S.
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Z grafu €. 7 je patrné, Ze se v cytoplazmé oocyti po 2 dnech prodlouzené kultivace
v médiu s donorem sulfanu NayS intenzita signalu faktoru Bax statisticky vyznamné zvysila
0 26 %. Po 3 dnech prodlouzené kultivace v médiu s donorem sulfanu Na,S naopak v dané
oblasti oocyti dochazelo ke statisticky vyznamnému poklesu intenzity signdlu faktoru Bax
0 32 %. Rozdil 6 % mezi intenzitami signalu faktoru Bax v cytoplazmé oocytd po 1 a 3 dnech
prodlouzené kultivace v médiu s donorem sulfanu Na,S nebyl vyhodnocen jako statisticky
vyznamny.

Po zhodnoceni zmén intenzity signalu faktoru Bax v jednotlivych oblastech oocytt,
vystavenych prodlouzené kultivaci v médiu s donorem sulfanu NayS, bylo provedeno
porovnani pribéhu intenzit signalu faktoru Bax béhem vSech dni prodlouzené kultivace
v médiu s donorem sulfanu Na,S Vv hodnocenych oblastech oocyti. Vysledek tohoto

porovnani je uveden v grafu ¢. 8.

Graf ¢. 8: Souhrnné porovnani pritbéhu zmen intenzit signalu proapoptotického faktoru Bax,
vyhodnocenych v jednotlivych oblastech oocytu béhem prodlouzené kultivace vV médiu
s donorem sulfanu Na,S. Primérné hodnoty intenzit signdilu Bax jsou vztazeny k celkové
prumérné hodnoté intenzity signalu faktoru Bax v oocytech, vystavenych 1 dni prodlouzené

kultivace v médiu s donorem sulfanu Na,S.
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Nagrafu ¢. 8 mizeme pozorovat, ze po 2 dnech prodlouzené kultivace v médiu
sdonorem sulfanu Na,S dochazelo ke zvysSeni intenzity signalu faktoru Bax ve vsSech
hodnocenych oblastech a nejvyssi intenzita signalu Bax byla detekovana v oblasti jadra. Po 3
dnech prodlouzené kultivace v médiu s donorem sulfanu Na,S pak dochazelo ve vsech

hodnocenych oblastech k poklesu intenzity signalu faktoru Bax.

Zhodnoceni vlivu donoru sulfanu Na,S na expresi a intracelularni lokalizaci proapoptotického

faktoru Bax béhem prodlouzené kultivace prasecich oocytu

Pti statistické analyze, kdy byly porovnavany zmény intenzity signalu faktoru Bax
mezi oocyty, kultivovanymi v médiu s donorem a bez donoru sulfanu Na,S, nebyly mezi
témito intenzitami zjiStény zadné statisticky vyznamné rozdily, a to ani pfi porovnani intenzit
signdlu faktoru Bax v jednotlivych oblastech oocytii. Pro nadzornost jsou zde uvedeny jen
vysledky rozdild pramérnych hodnot intenzity signalu faktoru Bax v oocytech v prib&hu

jednotlivych dnii prodlouzené kultivace. Tyto vysledky jsou zndzornény v grafech ¢. 9 — 11.

Graf ¢. 9. Porovnani primérnych hodnot intenzity signalu proapoptotického faktoru Bax
V oocytech po 1 dnu prodlouzené kultivace v médiu s donorem sulfanu Na,S , kdy jsou tyto
prumérné hodnoty vztazeny k priumérnym hodnotam intenzity signdlu faktoru Bax v oocytech,

kultivovanych stejnou dobu v médiu bez donoru sulfanu NaaS.

g

180

160

140

120
100°

100

ce
=]

[}
o

IS
o

M
=]

Relativni intenzita signalu (%)

=]

Kontrola Donor

Hodnoceny faktor Bax

2 Rozdilné superskripty v grafu znazornuji statisticky vyznamné rozdily V intenzité signalu
faktoru Bax u oocytu, kultivovanych bez pritomnosti donoru sulfanu Na,S a faktoru Bax

u oocytu, kultivovanych v médiu s donorem sulfanu Na,S na hladiné vyznamnosti a. < 0,05.
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Z grafu ¢. 9 je patrné, ze u oocytd, kultivovanych s donorem sulfanu Na,S po dobu
1 dne, byla intenzita signalu faktoru Bax o 4 % niz$i nez ve skupiné oocyti, kultivovanych
bez piitomnosti donoru sulfanu Na,S po dobu 1 dne. Pii statistické analyze vSak tento rozdil

nebyl vyhodnocen jako statisticky prukazny.

Graf ¢. 10. Porovnani prumérnych hodnot intenzity signdlu proapoptotického faktoru Bax
V oocytech po 2 dnech prodlouzené kultivace v médiu s donorem sulfanu Na,S , kdy jsou tyto
primérné hodnoty vztazeny K primérnym hodnotam intenzity signdalu faktoru Bax v oocytech,

kultivovanych stejnou dobu v médiu bez donoru sulfanu NaaS.
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&P Rozdilné superskripty v grafu znazornuji statisticky vyznamné rozdily V intenzité signalu
faktoru Bax u oocyti, kultivovanych bez pritomnosti donoru sulfanu NayS a faktoru Bax

u oocytut, kultivovanych v médiu s donorem sulfanu NayS na hladiné vyznamnosti o. < 0,05.

Na grafu ¢. 10 mizeme pozorovat, Zze u oocytl, kultivovanych s donorem sulfanu
Na,S po dobu 2 dnu, byla intenzita signalu faktoru Bax o 5 % niz$i nez u oocytu,
kultivovanych bez donoru sulfanu NayS po dobu 2 dni. Statistickou analyzou nebyl tento

rozdil vyhodnocen jako statisticky prikazny.
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Graf ¢. 11. Porovnani prumérnych hodnot intenzity signalu proapoptotického faktoru Bax
V oocytech po 3 dnech prodlouzené kultivace v médiu s donorem sulfanu Naa,S , kdy jsou tyto
primérné hodnoty vztazeny k primérnym hodnotam intenzity signdalu faktoru Bax v oocytech,

kultivovanych stejnou dobu v médiu bez donoru sulfanu NaaS.
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% Rozdilné superskripty v grafu zndzornuji statisticky vyznamné rozdily V intenzité signdlu
faktoru Bax u oocyti, kultivovanych bez pritomnosti donoru sulfanu Na,S a faktoru Bax

u oocytu, kultivovanych v médiu s donorem sulfanu NayS na hladiné vyznamnosti a. < 0,05.

Z grafu ¢. 11 je patrné, ze u oocytd, kultivovanych s donorem sulfanu Na,S po dobu
3 dnt, byla intenzita signalu faktoru Bax o 6 % niz$i nez u oocytu, kultivovanych bez donoru
sulfanu Na,S po dobu 3 dnl. Pfi statistické analyze nebyl tento rozdil vyhodnocen jako

statisticky prukazny.
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6. DISKUZE

Oocyty, vystavené prodlouzené kultivaci, podléhaji procesu starnuti (Kichuchi et al.,
2000). Nejvyznamnéj$im projevem starnuti oocyti je fragmentace, ke které dochazi po
indukci apoptozy (JeSeta et al., 2008). Apoptoticky proces je regulovan i proteiny z rodiny
Bcl-2, ktera zahrnuje také proapoptoticky faktor Bax. Bylo prokazano, Ze proapoptoticky
faktor Bax hraje vyznamnou roli v indukci apoptozy u myssich oocyt (Felici et al., 1999).
Pfesné mechanizmy regulace apoptodzy u oocytl vsak nejsou doposud znamé. U somatickych
bunék bylo sledovano, Ze do regulace apoptdzy je zapojena i signalni molekula sulfanu.
Sulfan je v organizmu syntetizovan prostiednictvim enzymi cystathionin B-syntazy (CBS),
cystathionin y-lyazy (CSE ) (Chen et al., 2004) a 3-merkaptopyruvat sulfurtransferazy (3-
MST) (Elsey et al., 2010).

Prvni experiment byl zaméfen na detekci CBS, CSE a 3-MST béhem prodlouzené
kultivace (starnuti) prasecich oocyt.

Béhem starnuti prasecich oocytii jsme prokazali expresi dvou enzymd, katalyzujicich
syntézu sulfanu, a to 3-MST a CSE. Exprese CBS zjist¢éna nebyla. Oba dva detekované
enzymy byly v oocytech exprimovany po dobu 1, 2 a 3 dnt prodlouzené kultivace. 3-MST
byla lokalizovana v loziscich v oblasti prvojadra, v cytoplazmé a korové oblasti. CSE byla
lokalizovana slab¢ v loziscich pouze v cytoplazmé.

Tyto vysledky naznacuji, Ze by v produkci sulfanu ve stdrnoucich prasecich oocytech
mobhla hrat zasadni roli 3-merkaptopyruvat sulfurtransferaza.

O roli 3-MST v reprodukénim systému zatim neni v odborné literatufe mnoho
informaci. Exprese tohoto enzymu byla prokazana ptfedev§im v nervovych buikach a buiikach
cévniho endotelu, kde byl tento enzym lokalizovan piedevSim v mitochondriich. Sulfan
produkovany enzymem 3-MST Vv téchto organelach je schopen redukovat vznikajici reaktivni
formy kysliku (Kimura, 2011).

V sami¢im reprodukénim systému byly jiz detekovany enzymy CSE a CBS (Carson
et Konje, 2010). V lidském a potkanim reprodukénim systému byla produkce sulfanu
prostfednictvim téchto enzymd, zjisténa v gravidni 1 negravidni déloze, v ovariich, v pochve,
v placent¢ a v plodovych obalech (Patel et al., 2009). Tyto enzymy jsou V buikach
lokalizovany V cytoplazmé, coz bylo nasimi experimenty potvrzeno pouze u CSE. Rong et al.

(2006) ve své studii uvadéji, ze v ovaridlni tkani je za produkci sulfanu zodpovédny
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pfedevSim enzym CBS. Exprese tohoto enzymu byla vSak detekovana pouze v buikach
membrana granulosa a bunikach corona radiata nikoliv v oocytech.

Nasledujici experiment byl zaméfen na detekci proapoptotického faktoru Bax béhem
prodlouzené kultivace (starnuti) prasecich oocytt.

Bylo prokazano, ze v prubéhu starnuti praseCich oocytd dochazi k expresi
proapoptotického faktoru Bax. Jeho exprese byla detekovana u oocyti, vystavenych 1,2 a 3
dnim prodlouzené kultivace. Loziska faktoru Bax byla detekovana oblasti prvojadra,
VvV cytoplazmé a v korové vrstvé. Po 1 dnu prodlouzené kultivace byl signal faktoru Bax
rovnomérné rozmistén ve vSech sledovanych oblastech. Po 2 dnech prodlouzené kultivace
doslo u oocytt ke zvyseni signalu faktoru Bax, a to zejména v blizkosti prvojadra oocyti, kde
byla také detekovana kumulace jeho lozZisek. Po 3 dnech prodlouzené kultivace signal faktoru
Bax poklesl ve vSech sledovanych oblastech, ale stale byl nejsilnéjsi v blizkosti prvojadra.

Pii studiich proapoptotického faktoru Bax bylo zjisténo, ze je v buiikach lokalizovan
ptevazné v cytoplazmé v podob¢ inaktivniho monomeru (Hsu, Y. T. et al., 1997). Po indukci
apoptdzy extracelularnimi ¢i intracelularnimi signaly pak tento protein prochazi konformaéni
zménou a dochdzi k jeho translokaci do vnéj$i mitochondrialni membrany, kde vytvaii
oligomery a je aktivovan, ¢imz iniciuje zahajeni apoptozy (Er et al., 2006). Lokalizace faktoru
Bax spojena s jeho translokaci mize byt ovlivnéna fadou faktorti, mezi které miizeme zaradit
napt. zmény intracelularniho pH, kdy hodnoty pH 6, 8 — 7, 8 u somatickych bun¢k inhibuji
konformacni zmény a hodnoty pH < 6 a pH > 8 je naopak iniciuji (Catron et al., 2003). Dalsi
faktorem muze byt teplota prostiedi, kdy pfi jejim zvySeni nad 42 °C dochazi k iniciaci
konformacnich zmén a dochazi k translokaci faktoru Bax do mitochondrii (Bettaieb et al.,
2005). Rathmell et al. (2005) uvadéji, ze konformaéni zmény faktoru Bax mohou byt
ovlivnény i glukézovym metabolizmem. Protein kindza B zapojena do regulace metabolizmu
glukozy patrné inhibuje konformacni zmény fosforylaci faktoru Bax na serinu 184.

Béhem starnuti praseCich oocytli jsme pozorovali kumulaci lozisek faktoru Bax
v blizkosti prvojader, coz je pravdépodobné spojeno s translokaci faktoru Bax do
mitochondrii. K ovéfeni tohoto tvrzeni je nezbytné realizovat experimenty zaméiené na
sledovani kolokalizace faktoru Bax a mitochondrii.

Dalsi experiment byl zaméfen na sledovani vlivu sulfanu na expresi a intracelularni
lokalizaci proapoptotického faktoru Bax béhem starnuti prasecich oocytl. Vliv sulfanu na

expresi a intracelularni lokalizaci faktoru Bax béhem starnuti prasec¢ich oocyti vSak
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provedenymi experimenty prokazan nebyl. Sulfan se pravdépodobné podili na regulaci
apoptdzy u prasecich oocytll jinym mechanizmem.

Bylo napiiklad zjisténo, Ze endogenné produkovany sulfan hraje dulezitou roli
v modulaci bunééné apoptdzy tim, ze aktivuje MAPK drahu. Fosforylaci a aktivaci MAPK
dochazi k transdukci apoptotického signalu vedouci k aktivaci kaspazy 3 (Yang et al., 2004).

Dale bylo zjisténo, ze je sulfan schopen ovliviiovat apoptdzu tim, Ze ovliviiuje Cinnost
vapnikovych kanala (Wenner, 2010). Regulaci ¢innosti vapnikovych kanalt je pak mozné
indukovat apoptdzu (Orrenius et al., 2003).

Sulfan je také schopen indukovat apoptéozu hladkosvalovych bunék VvV pulmonalni
arterii pti rozvoji plicni hypertenze prostiednictvim aktivace Fas drahy a inhibici Bcl-2 drahy
(Li et al., 2009).

ZvySena hladina sulfanu u lidskych plicnich fibroblasti vede ke snizeni urovné
antiapoptotickych faktort, ale zaroven vede k indukci exprese apoptotického genu p53,
vedouci k translokaci proapoptotického faktoru Bax do mitochondrii (Baskar et al., 2007).
ZvySeni hladiny sulfanu ve starnoucich prasecich oocytech nevedlo k zZadné zméné
Vv lokalizaci proapoptotického faktoru Bax v nasich experimentech. Cao et al. (2006) uvadi, ze
zvySena hladina sulfanu je schopna navodit i apoptézu v exokrinnich a endokrinnich bunkéch
kaspaz 8 a 9, efektorové kaspazy 3, a zaroven dochdzi ke zvySeni exprese proapoptotického
faktoru Bax a k poklesu exprese antiapoptotické proteinu FLIP.

Byly vSak popsany 1 antiapoptotické ucinky sulfanu. ZvySena hladina sulfanu
u kardiomyocyti podle studie Shi et al. (2009). vede ke zvySeni exprese antiapoptotického
faktoru Bcl-2 Antiapoptotické u¢inky sulfanu byly sledovany i pti studii apoptozy hepatocytu,
kdy po zvySeni hladiny sulfanu doslo ke zvySeni hladiny heat shock proteinil, slouzicich
k ochrané bun¢k pied tepelnym stresem (Jha et al., 2008).

Sulfan ma tedy na regulaci apoptdzy dudlni efekt. Ve stdrnoucich prasec¢ich oocytech
jeho pfimé plisobeni na expresi a intracelularni lokalizaci faktoru Bax vliv nemé¢lo. Je vSak
mozné, Ze sulfan ovliviluje funkci faktoru Bax jinym mechanismem, napiiklad regulaci
aktivity faktoru Bax prostfednictvim jeho sulfhydratace (Mustafa et al., 2011). Aktivita

faktoru Bax vSak naSimi experimenty sledovéna nebyla.
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7. ZAVER

Produkce vyvojové kompetentnich oocytt v in vitro podminkach je dulezita pro dalsi
rozvoj reproduk¢nich biotechnologii. Oocyty dozralé v in vitro podminkach vSak pii jejich
prodlouzené kultivaci podléhaji procesu starnuti. Proces starnuti zahrnuje fadu bunécnych
a molekularnich zmén, které u oocyti negativné ovliviiuji pozadovanou vyvojovou
kompetenci. Tyto uvedené zmény vedou posléze k indukci programované bunécné smrti
tj. apoptéze. Mezi hlavni dilezité regulatory apoptotického procesu v oocytech patii
proapoptoticky faktor Bax z rodiny Bcl-2. Do regulace apoptdzy ve starnoucich oocytech by
mohl byt zapojen 1 endogenné produkovany sulfan.

Vysledky nasich experimentii prokazaly, ze ve starnoucich prasecich oocytech dochazi
k expresi enzymu, katalyzujicich syntézu sulfanu, 3-merkaptopyruvat sulfurtransferazy,
cystathionin-y-lyazy, ¢imz bylo prokazano, ze Vv téchto oocytech syntéza sulfanu probiha.
3-merkaptopyruvat sulfurtransferaza byla lokalizovana u oocytl, starnoucich po dobu 1,2 a 3
dni v oblasti prvojadra, v cytoplazmé a v korové oblasti. Cystathionin-y-lydza byla
lokalizovana u oocytd, starnoucich po dobu 1, 2 a 3 dnl pouze v cytoplazmé. Dale jsme
prokazali, Ze ve starnoucich prasecich oocytech dochézi k expresi proapoptotického faktoru
Bax, jez byl detekovan po dobu 1, 2 a 3 dni jejich prodlouzené kultivace v oblasti prvojadra,
Vv cytoplazmé a v korové oblasti. Intenzita signalu faktoru Bax se v prubéhu sledovanych dnii
meénila. Intenzita signalu faktoru Bax se zvySila u oocytti po 2 dnech prodlouzené kultivace,
u nichZ byla nejvyssi hodnota tohoto signalu naméfena v oblasti prvojadra, kde dochazelo ke
kumulaci lozisek faktoru Bax. Pfi sledovani vlivu sulfanu na expresi a intraceluldrni
lokalizaci proapoptotického faktoru Bax béhem starnuti prasecich oocytli nebylo prokazano,
ze by sulfan byl schopen expresi a intracelularni lokalizaci faktoru Bax pfimo ovlivnit.
Je vSak mozné, Ze je sulfan schopen ovlivnit funkeci faktoru Bax napfiklad prostfednictvim
regulace jeho aktivity sulthydrataci. Tato aktivita faktoru Bax v naSem piipadé vSak
sledovana nebyla. Je tedy dulezit¢ dale pokratovat ve studiich vlivu sulfanu na

proapoptoticky faktor Bax , ale 1 jiné regulatory apoptotického procesu.
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