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Vliv sirnych sloucenin ¢esneku na oxidativni stres prasecich
oocytl v pribéhu meiotického zrani v in vitro podminkach

Souhrn

Oogeneze je proces vyvoje a vzniku oocytu zahrnujici stadium mnozeni, rastu a zrani.
Stadium zréni je charakteristické jadernymi a cytoplazmatickymi procesy, které jsou nutné
k dosazeni vyvojové kompetence. Na pribéhu meiotického zrani se podili fada nezbytnych
regulacnich latek. NaruSena rovnovéha téchto faktort a jejich aktivity vede k snizeni uspéchu
meiotického zrani a nabyti vyvojové kompetence. Za nezddouci zmény na urovni regulacnich
faktortt meiotického zrani je v in vitro podminkach ¢asto zodpovédny oxidativni stres.

Oxidativni stres je nezadouci stav zptsobujici poskozeni bunék, ke kteremu dochazi na
zaklad¢ disbalance antioxidativni ochrany a produkce reaktivnich forem kysliku (ROS —
reactive oxygen species). Nezadouci produkci ROS potlacuji endogenni a exogenni
antioxidanty. Mezi latky s antioxidativni aktivitou patii i sirné slouceniny ¢esneku, z nichz
nejintenzivngj§i antioxidativni Géinky vykazuje S-allylcystein (SAC).

Byla stanovena hypotéza, ze sirné slouceniny Cesneku ovliviiuji produkci ROS pti
meiotickém zrani in vitro. Cilem této diplomové préce bylo zjistit, zda lze prokézat vliv SAC
na jaderné zrani oocytu a pfitomnost markert oxidativniho stresu v prubéhu meiotického
zrani prasecich oocytu Vv in vitro podminkéach.

Ziskané vysledky prokazaly, Ze SAC nema vliv na pribéh jaderného zrani po kultivaci
24 hodin a 48 hodin ve tfech rtiznych koncentracich (0,1; 0,5; 1 mM SAC). Bylo vsak
dokazéno, ze SAC ovliviiuje produkci ROS v pribéhu zrani in vitro u oocytdl ve stadiu
metafaze | a metafaze Il, kdy byly zjistény statisticky vyznamné rozdily mezi oocyty
kontrolni skupiny a experimentalnimi skupinami oocyti Kkultivovanych s SAC. Vsechny
pouzité koncentrace SAC zpusobily snizeni produkce ROS. Zaroven byl prokazan vliv SAC
na expresi kaspazy 3 pii kultivaci za pfitomnosti 0,5 mM SAC ve stadiu metafaze 1 a
metaféaze I1.

Vysledky publikované v této diplomové praci potvrdily hypotézu, Ze sirné slouceniny
Cesneku snizuji hladiny ROS prasedich oocytd v pribéhu meiotického zrani v in vitro
podminkach a umoziuji tak predejit vzniku oxidativniho stresu. Tato skute¢nost by mohla
vV budoucnu pfispét K vyuzivani sirnych sloucenin ¢esneku jako slozky kultivaénich médii,
pouzivanych pro meiotické zrani oocyt v in vitro podminkach.

Kli¢ova slova: meiotické zrani, oocyt, oxidativni stres, sirné slouceniny ¢esneku, S-

allylcystein



Effect of garlic sulphur compounds on oxidative stress during
meiotic maturation of porcine oocytes in in vitro conditions

Summary

Oogenesis is a process of formation and development of oocyte involving phases of
mitotic cell division, growth and meiotic maturation. Maturation phase is characteristic with
nuclear and cytoplasmatic changes, that are necessary to achieve developmental competence.
Meiotic maturation is affected by many indispensable regulating factors. Impaired balance
among these factors and their activity leads to decreased success of meiotic maturation and
developmental competence acquisition. Undesirable changes on the level of regulation factors
during in vitro conditions are often caused by oxidative stress.

Oxidative stress is a state resulting to cell damage and it is caused by disbalance
between antioxidants and production of reactive oxygen species (ROS). Production of ROS is
influenced by endogenous and exogenous antioxidants. Garlic sulphur compounds are
substances with antioxidative activity and S-allylcysteine (SAC) seems to be the most active
among them.

Hypothesis was formulated, that garlic sulphur compounds affect production of ROS
during meiotic maturation in vitro. The aim of this thesis was to find out a possible effect of
SAC on nuclear maturation and presence of oxidative stress markers during meiotic
maturation of porcine oocytes in in vitro conditions.

The results showed, that SAC has no effect on nuclear maturation after 24 and 48 hours
cultivation in three different concentrations of SAC (0,1; 0,5; 1 mM SAC). On the other hand,
SAC affects production of ROS in oocyte during maturation in vitro in metaphase | and
metaphase Il where was statistically significant difference between oocytes of control group
and oocytes of experimental group cultivated with SAC. Every applied concentration of SAC
led to reduction of ROS production. Effect of 0,5 mM SAC on cleaved caspase 3 expression
has been proved in oocytes in metaphase | and metaphase I1.

Results presented in this thesis confirmed the hypothesis, that garlic sulphur compounds
reduce levels of ROS in porcine oocytes during meiotic maturation in in vitro conditions and
help to prevent formation of oxidative stress. This fact could contribute to the use of garlic
sulphur compounds as a component of culture media used for meiotic maturation in vitro.

Keywords: meiotic maturation, oocyte, oxidative stress, garlic sulphur compounds, S-

allylcysteine



Obsah

L UVOO it 1
2 HYPOLEZA & CIlE PraACE......couiiciiiicee e e 2
3 LITErAIME FeSEISE ...c.oovviiiiiiicieci bbb 3
3.1 Oogeneze a fOlIKUIOGENEZE .........c.eevveeiice e 3
3.1.1  StAdIUM MNOZENT ....veiiiiiiiiiie et 3
3.1.2 Stadium rastu oocytu a folikulogeneze ...........ccccovvrvieieinii i 4
3.1.3  MEIOtiCKE ZIANT OOCYIU ....o.vviveeiieiieieiece e 7

3.2 Regulace meiotickeého zrani a aktivace 00CYLU ..........ccccvvvrerninenieenesieeen, 10
3.2.1 Regulace MeioticCkENO ZrANT ..........cooeiiiiiiic e 10
3.2.2 AKLIVACE OOCYIU ...c.vviiiieieitieie ettt ettt te e sneesre e neenne e 13

3.3 OXIdAtIVNT SIIES ..o 15
3.3.1  Vznik oxXidativnino SIrESU.........ccciveiiiiiiiciece e 15
3.3.2 Dopad oxidativniho Stresu na organiSmusS...........cccceererereneseneresesereeeens 17
3.3.3 Dopad oxidativniho stresu na reprodukéni funkce...........ccocovrvirvniinnennnnn, 18

3.4 Sirné slouceniny CESNEKU .........oovviiiiiiiiiiee e 19
3.4.1 Vznik a metabolismus sirnych sloucenin cesneku ...........ccocvrvviiiniiiiennnn, 19
3.4.2 Antioxidativni G€inky sirnych sloucenin €esneku.............ccovveniiniirrnnennn. 20

4 Material @ MELOAIKA ........cocooviiiieiiiiic e 23
4.1 Aspirace a kultivace prasecich 00CYtl .........ccvciiiiiiiiiiici e 23
4.1.1 Hodnoceni vlivu sirnych slou¢enin ¢esneku na jaderné zrani..................... 23
4.1.2 Ur¢eni produkce reaktivnich forem KySIiKU ...........ccoooeveriiiiiininiieicien, 24
4.1.3 ImunocytochemiCkd analyza ...........ccocooiiiiiiiiiineese e 24

4.2 ANAIYZA ODIAZU........ooviciicieec e 25
4.3 StatiStiCKA ANAIYZA........cceeiiiieieece e 25

B VYSIEAKY ..o et 26
5.1  Vliv SAC na jaderné zrani prasec¢ich 00Cytll IN VItro..........ccccoevvrviviicnnenn, 26
5.1.1 Hodnoceni stadia jaderného zrani oocytl po 24 hodinach kultivace .......... 26

5.1.2 Hodnoceni stadia jaderného zrani oocytti po 48 hodinach kultivace .......... 27



5.2  VIiv SAC na produkci ROS v pribéhu meiotického zrani in vitro................. 29

5.2.1 Hodnoceni intenzity signalu ROS u oocytt ve stadiu metafaze I ............... 29
5.2.2 Hodnoceni intenzity signalu ROS u oocytl ve stadiu metataze II.............. 31

5.3 Hodnoceni exXprese Kaspazy 3.......ccveoviveiieeie it 32
5.3.1 Hodnoceni exprese kaspazy 3 u oocytl ve stadiu metafaze I ..................... 33
5.3.2 Hodnoceni exprese kaspazy 3 u oocyti ve stadiu metafaze Il .................... 33

B DUSKUZE ... 35
T ZLAVET ..ottt nar e e 38

8 SeZNAM HTEFATUIY ...ocviieiiicieee b 39



1 Uvod

V poslednich letech dochazi k prudkému rozvoji reprodukénich biotechnologii. Jednim
z hlavnich divodi této skuteCnosti je bezpochyby stile naristajici procento lidské
neplodnosti. Své uplatnéni vSak reprodukéni biotechnologie nalézaji také ve veterinarni praxi,
kde napomahaji produktivité Zivo¢isné vyroby a Slechtitelskému procesu.

Nedilnou soucasti reprodukcnich biotechnologii je prace s pohlavnimi bunikami. Proces
oogeneze, tedy vzniku a vyvoje samici pohlavni buiiky - oocytu, je velmi naronym a
komplexnim dé&jem, ktery probiha po celou dobu reprodukéné aktivniho zivota samice. Je
zapocat jiz v obdobi embryonalniho vyvoje a jeho soucasti je fada dilezitych udalosti, jejichz
vysledkem je plnohodnotna pohlavni burika, ktera je zakladem vzniku nového jedince.

Klicovym procesem, kterym se reproduk¢ni biotechnologie zabyvaji, je zejména proces
meiotického zrani, kdy dochazi k nabyvani vyvojové kompetence oocytu. Prubéh meiotického
zrani se mize vyznamnym zpusobem odrazit na vysledné kvalit¢ embrya. Prubéh zrani
oocytu mize negativné ovlivnit i nadméma produkce reaktivnich forem kysliku (ROS —
reactive oxygen species), se kterou se setkavame pii in vitro zrani oocyti. ROS jsou faktorem,
jenz pii nadmémé produkci zpasobuje vznik stavu zvaného oxidativni stres. Oxidativni stres
muze vyustit v nevratné posSkozeni pohlavni buiiky. Hlavnim cilem fady védeckych tymi je
tento negativni vliv eliminovat.

Sirné slouceniny ¢esneku jsou bioaktivni latky, které v organismu napomahaji redukci
ROS a tim ochrafuji bunky pied vznikem oxidativniho stresu. Pozitivni vliv sirnych
slouenin Cesneku na bunky zivého organismu spociva zejména v jejich schopnosti
vychytavat ROS, zabraniovat peroxidaci lipida a zvySovat aktivitu pfirozenych bunéénych
antioxidantii. Antioxidativni efekt téchto slou¢enin muze ovlivnit i proces meiotického zrani

oocytu a vyrazné tak zefektivnit reprodukéni biotechnologie.



2 Hypotéza a cile prace

Byla stanovena hypotéza, Ze sirné slouceniny ¢esneku inhibuji vznik oxidativniho stresu
Vv pribéhu meiotického zrani prasecich oocytu v in vitro podminkach a ovliviuji tak vysledky
tohoto procesu.

Pro ovéteni vyse formulované hypotézy byly stanoveny tyto cile:

e ov¢rit vliv S-allylcysteinu (SAC) na prubéh jaderného zrani prasecich oocyti
Vv in vitro podminkach,

e zhodnotit vliv SAC na produkci reaktivnich forem Kkysliku v pribéhu
meiotického zrani praseéich oocytt v in vitro podminkach,

e zhodnotit vliv SAC na expresi markeru ¢asné apoptozy oocytu — $t€pené formy

kaspazy 3 v pribéhu in vitro zrani.



3 Literarni reSersSe

3.1 Oogeneze a folikulogeneze

Oogeneze je proces vzniku a ndsledného vyvoje samicich pohlavnich bunék — oocyti do
oplozeni schopného stavu. Tento proces zahrnuje jak vyvoj primordialnich zarode¢nych
bunék, tak formovani oogonii, jejich mnoZeni, rust oocytu a zisk meiotické kompetence, zrani
a zisk vyvojové kompetence. Pocatek oogeneze je charakteristicky jiz pro fazi embryonalniho
vyvoje a probiha az do doby ukonéeni reproduk¢niho obdobi samice, klimakteria, kdy
dochazi k postupnému utlumu reproduk¢nich funkci véetné samotné oogeneze. S procesem
oogeneze je neoddélitelné spjat i proces folikulogeneze, zahrnujici vznik a vyvoj funkéni

struktury obsahujici oocyt — ovarialniho folikulu.
3.1.1 Stadium mnoZeni

3.1.1.1 Formovani primordialnich zarodeénych bunék

Samici i sam¢i pohlavni buniky se zakladaji ve stejném, zpocatku indiferentnim zakladu
— tzv. primordialnich zarode¢nych bunkach (PGCs — primordial germ cells). PGCs jsou
prekurzorové burnky oocytd extragonadalniho ptivodu (Wassarman et Albertini, 1994), které
se diferencuji v ¢asné fazi ontogeneze, jesté v presomitovém obdobi vyvoje embrya. Shluky
PGCs lze nalézt jiz u velmi raného, sedmidenniho savéiho embrya v oblasti extra —
embryonalniho mezodermu a teprve pozdéji jsou PGCs zabudovany do embrya — nejprve do
mezodermu primitivniho vacku a posléze do endodermu (Ginsburg et al., 1990).

PGCs jsou snadno odlisitelné od okolnich bun¢k zejména diky cytoplazmé bohaté na
glykogen a charakteristicky vysoké aktivité alkalické fosfatazy (Chiquoine, 1954). PGCs jsou
charakteristické svou intenzivni mitotickou aktivitou. Po¢ty PGCs u savéich embryi rapidné
vzristaji, u prase¢iho embrya je mozné pozorovat narist z 5 000 PGCs ve 20 dnech biezosti
na 1 100 000 PGCs v 50 dnech btezosti (Hunter, 2000).

Vzhledem ke skute¢nosti, ze PGCs vznikaji vzdalené¢ od mista, kde dochazi k vyvoji
gonéd, je nutny jejich ptesun. Migrace PGCs zavisi na lokalni produkci cytokind, zahrnujicich
kit-ligand a transformujici rustovy faktor 1 (TGF Bl — transforming growth factor B1)
(Gosden, 1995). Migrace probiha aktivni a pasivni cestou. Pasivné probiha zejména
zabudovani PGCs do prvostfeva. Bunky rané¢ho savéiho embrya maji kulovitou — nemotilni
strukturu. Po osidleni prvostfeva dochédzi k ndhodnému roztrouseni bunék. Po zabudovani do

prvostieva zarodku ziskavaji PGCs schopnost pohybu, méni sviij tvar a vytvaii pseudopodie,



které umoznuji aktivni migraci do vznikajicich genitalnich 1ist (Fujimoto et al., 1977). Tato
druhotnd migrace byla detekovana u mysSich embryi v obdobi kolem 9. dne biezosti
(Molyneaux et Wylie, 2004) a u prasete v obdobi kolem 30. dne biezosti (Romanovsky et al.,
1988).

PGCs jsou Vvtomto obdobi navadény chemoatraktanty, které produkuji bunky
genitalnich 1ist. Po zabudovani bunék do genitalnich list dochazi k programované bunééné
smrti bunék nachazejicich se ve stiednim regionu listy, jejimz dusledkem je diferenciace
bunék. Vcestovani PGCs do genitalni listy je podminkou pro zahajeni vyvoje gonad
(Molyneux et Wylie, 2004).

3.1.1.2 Diferenciace PGCs v oogonie a vznik primarnich oocyti

Po osidleni genitalnich list primordialni bufiky ztraceji schopnost motility a diferencuji
v oogonie (Gosden et Bownes, 1995). Pii mitotickém dé€leni dochazi k seskupovani oogonii
do skupin, tzv. klastrii, jeZ jsou ohraniCeny epitelidlnimi bufikami coelomu (Sadler, 2011).
Zpocatku jsou oogonie spojeny mezibunénymi mustky. Postupem ¢asu oogonie tyto
struktury ztréceji, epitel prorusta, obaluje samostatné oogonie a vytvaii jednovrstevnou
funk¢éni strukturu obsahujici oocyt, ktera se nazyva primordialni folikul. Primordialni folikul
je tvofen jednou vrstvou plochych, pregranuldznich bunék (Picton et al., 1998).

V okamziku, kdy je buiika ohrani¢ena primordidlnim folikulem, zastavi se jeji mitotické
mnozeni a zméni se v primarni oocyt (Sadler, 2011). Oocyty v tomto obdobi dosahuji svého
maximalniho mnozstvi — u prasni¢ky 1 200 000, u ¢lovéka az 7 000 000 (Van den Hurk et
Zhao, 2005). V tomto stadiu vSak dochazi k apoptoze, pii niz dojde k bunécné smrti vétsiny
oocytll a zlstanou pouze buiiky umisténé v korové oblasti vajecniku. Pocet oocytl se tak
vyrazné zredukuje. Uvadi se, ze u prasni¢ek dochazi k redukci az o 60 % (Guthrie et Garrett,
2001).

3.1.2 Stadium rastu oocytu a folikulogeneze

Ristové stadium oogeneze je charakteristické zvétSovanim objemu bunky, které je
nezbytné pro vznik meioticky kompetentniho oocytu, zrani jadra, oplozeni a nasledny
embryonalni vyvoj. V prubéhu ristové faze praseci oocyt zvEtsi sviij objem v praméru z 30
pum na 120 um (Motlik et Fulka, 1986).

Primarni oocyty vstupuji do profaze prvniho meiotického déleni. Oocyt prochazi
celkem 4 stadii profaze I, a sice stadiem leptotennim, zygotennim a pachytennim (Picton et
al., 1998). Poté je meidza zastavena ve stadiu diplotennim, jinak nazyvaném také jako
diktyotenni (Wassarman et Albertini, 1994). Toto stadium je charakteristické rozptylenymi,
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dekondenzovanymi a transkripéné aktivnimi chromozomy, které jsou obklopeny zvétSenou
jadernou membrénou, jez se nazyva zarode¢ny vacek (GV — germinal vesicle) (Voronina et
Wessel, 2003). Proces zastaveni meiotického déleni v profazi | je oznacovan jako prvni
meioticky blok a dochazi k nému piiblizn¢ v obdobi pted nebo kratce po narozeni samice
(Dekel, 1995).

Na regulaci prvniho meiotického bloku se vyznamnym zpusobem podili buiky folikulu,
které produkuji inhibi¢ni faktory (OMI — oocyte maturation inhibitors). Tento fakt naznacuje
skutecnost, Ze jiz samotné vyjmuti oocytu z folikulu zptsobi spontanni obnoveni prvniho
meiotického déleni (Pincus et Enzmann, 1935).

Mezi tyto faktory patii zejména cyklicky adenosinmonofosfat (CAMP — cyclic adenosin
monophosphate) a jeho hladiny uvnitt oocytu (Conti et al. 2002), které udrzuji koncentrace
CAMP dependentni protein kindzy A (PKA — protein kinase A) na vysokych urovnich. PKA
zpusobuje fosforylaci serinu 287 na fosfatdze CDC25 (cell division cycle 25) a udrzuje ji tak
v inaktivnim stavu, kterym se podili na udrzeni prvniho meiotického bloku (Kishimoto,
2003). Protein kinaza MYT1 (myelin transcription factor 1) se podobné jako PKA podili
prostfednictvim fosforylace na inaktivaci CDC25 a zabraiuje znovuzahajeni meidzy
(Mehlmann, 2005).

Oocyt ve staddiu diplotene ma vétsi objem nez oogonie, obsahuje vice
cytoplazmatickych organel. Jiz probéhl crossing-over mezi deoxyribonukleovymi kyselinami
(DNA — deoxyribonucleic acid) mateiského a otcovského puvodu (Van den Hurk et Zhao,
2005).

Rostouci oocyt ve stadiu diplotene je transkripéné aktivni (Voronina et Wessel, 2003).
Toto obdobi je charakteristické intenzivni proteosyntézou a hromadénim polypeptidi a
MRNA, ktera je akumulovana pro pozdé&jsi vyuziti. Nékteré nove syntetizované proteiny jsou
vyuzity pro diferenciaci samotného oocytu, jiné vytvateji spojeni s okolnimi somatickymi
bunikami nebo jsou vyuzity jako material pro formovani zony pellucidy. Se zvysujicim
objemem bunky dochazi k akumulaci vody, iont a lipida (Picton et al., 1998).

U jiz ptitomnych organel oocytu dochazi k jejich modifikaci a redistribuci (Picton et al.,
1998). Narusta poc¢et mitochondrii a ribozomut. Mitochondrie se stavaji vakuolizované, maji
klenuté kristy (Wassarman et Josefowicz, 1978) a pfesouvaji se na periferni ¢ast oocytu (Fair,
2003). Ribozomy dosahuji po¢tu v fadech milionti a objevuji se polyribozomy (Wassarman et
Albertini, 1994).

Golgiho aparat se zvétSuje a méni na velké cisterny, které maji za kol transport

glykoproteind pro tvorbu zony pellucidy, obklopujici plné dorostly oocyt (Mehlmann et al.,

5



1995), a tvorbu kortikélnich granuli nutnych pro oplozeni. Zaroven dochazi k pfemisténi
Golgiho aparatu na periferii oocytu. Srustem oocytu dochazi také ke zmnozovani poru
vV membrané jadra — zarode¢ného vacku (GV — germinal vesicle) (Fair, 2003).

Soucasn¢ s procesem rustu oocytu dochazi k vyvoji folikulu — folikulogenezi. Folikul je
tvofen folikularnimi bunikami, které postupné proliferuji a vytvaieji vicevrstevnou strukturu.
S vytvaienim dutiny folikulu — antra, doch&zi k rozdéleni folikularnich bunék na buiky
kumularni, které tésné obklopuji oocyt a vytvaii strukturu zvanou cumulus oophorus, a bunky
granulézni nebo muralni, které t€sné piiléhaji ke sténé folikulu (Voronina et Wessel, 2003).

Primordialni folikuly ztstavaji v klidovém stadiu az do obdobi, kdy dochdazi k jejich
rekruitmentu do rostouci skupiny. Tato klidova perioda se odviji od Zivo¢isného druhu samice
v zavislosti na obdobi pohlavniho dospivéani. V okamziku, kdy ploché buriky primordialniho
folikulu za¢nou ménit sviyj tvar v kubicky, primordialni folikul diferencuje ve folikul primarni
(Van den Hurk et Zhao, 2005). Pfeména folikulu primordialniho v primarni je spojena s
dosazenim pohlavni dospélosti samice a vede k dalsimu vyvoji folikulu ve folikul sekundarni
nebo také preantrélni. Sekundarni folikul vznika, kdyZz oocyt vstupuje do intenzivni ristové
faze. Okolni granuldzni buiiky se zacinaji vyrazné mnozit a dochazi k vzniku dvou a vice
vrstevného folikulu (Van den Hurk et al., 1997).

Kolem vrstvy granuloznich bunék sekundarniho folikulu se vytvaii thekalni vrstva
tvofena buiikami stromatu vaje¢niku. Tato vrstva se s ristem folikulu postupné diferencuje ve
vné&jsi theca folliculi externa a vnitini theca folliculi interna (Sadler, 2011). V této fazi vyvoje
zacina byt folikul vnimavy na gonadotropiny a exprimuje receptory pro folikulostimulujici
hormon (FSH — follicle stimulating hormone) a luteiniza¢ni hormon (LH — luteinizing
hormone) (Fair, 2003). U prasnic dosahuje sekundarni folikul maximalni velikosti 300 pum,
pficemz oocyt v ném umistény velikosti 90 um (Van den Hurk et al., 1997). Pfiblizné ve fazi
vzniku sekundarniho oocytu dochazi k utvareni vyznamné vrstvy na povrchu oocytu — zony
pellucidy.

Zona pellucida je glykoproteinovy obal o Sifce do 15 um (Cohen et al., 1992),
vytvarejici ochranny plast’, znemoziujici transport molekul vétsich nez 170 kDa (Picton et al.,
1998) a odd€lujici vajicko od vrstvy granuloznich bunék (Takagi et al., 1989).

Komunikace mezi vajickem a granuléznimi buifikami je vSak nadéle zajiSté€na
vznikajicimi spoji typu gap junction, které umoziuji oboustranny pfesun nezbytnych latek,
mezi n¢z patii napiiklad ziviny a signalni molekuly (Anderson et Albertini, 1976). Spoje typu
gap junction jsou vytvareny proteiny konexiny jez jsou tvofeny po celé obdobi folikulogeneze

(McGhee et Hsueh, 2000). U rostoucich a zralych savéich oocytll byly nalezeny konexiny 32,
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37, 43, 45 a 57 (Wright et al., 2001). Jednotlivé typy konexint jsou vytvafeny v zavislosti na
fazi folikulogeneze (Fair, 2003).

Zona pellucida je tvofena tfemi zonalnimi glykoproteiny — ZP1, ZP2 a ZP3. Zonalni
glykoproteiny jsou dulezité pro spravny vyvoj folikul, udrzeni strukturdlni integrity a
nezbytné nutné pro proces fertilizace (Soyal et al., 2000). Funkce zondlnich glykoproteint
jsou odlisné v zavislosti na jejich biologickych ulohach. ZP1 ma funkci jako spojovaci ¢lanek
mezi ZP2 a ZP3. ZP3 pulsobi jako receptor, ktery vaze hlavicku spermie a spousti
akrozomalni reakci. ZP2 vytvaii sekundarni receptor spermie, umoznujici jeji proniknuti
zonou pellucidou (Wassarman, 1988).

V pribéhu dalsiho folikularniho vyvoje dochazi k vaskularizaci a zvyseni propustnosti
cev folikulu a k rustu folikulu. Dusledkem toho mezi folikularnimi bunikami vznika antrum -
dutina vyplnéna tekutinou, ktera slouzi oocytu jako zdroj nezbytnych latek pro vyzivu a
regulaci zrani (Van den Hurk et Zhao, 2005). Takovy folikul je oznacovan jako tercialni,
antralni anebo Graaftiv. Oocyt obvykle ukonéi velkou c¢ast svého rastu jesteé pred
zrofmovanim antralni dutiny folikulu a v pribéhu rustu antralniho folikulu dochazi jiz jen
k velmi nepatrnému zvétSovani objemu oocytu (Eppig, 2001).

V disledku formovani antralni dutiny dochazi k oddéleni folikularnich bunék na dva
separované oddily — vné&jsi muralni granulézni buiky formujici vnéjsi vrstvu a kumuléarni
buriky obklopujici oocyt (Mehlmann, 2005).

Folikularni antrum zpocatku nabyva srpkovitého tvaru, sjeho rozSifovanim a
zvétSovanim dochdzi k zatlaCovani oocytu na periferii folikulu (Sadler, 2011). V obdobi
vzniku antralniho folikulu nabyva oocyt meiotické kompetence (Erickson et Sorensen, 1974).
Meiotickd kompetence je charakterizovana jako schopnost podstoupit a dokoncit meiotické

déleni.

3.1.3 Meiotické zrani oocytu

Obdobi zrani oocytu je charakteristické vystoupenim oocytu z prvniho meiotického
bloku, znovuzahajenim a dokon¢enim prvniho meiotického déleni a zahajenim druhého
meiotického déleni. Tento proces miize podstoupit pouze oocyt, ktery jiz dosahl takové
velikosti, kdy mtize byt oznacen jako meioticky kompetentni a je umistén v preovulacnim
dominantnim folikulu (Van den Hurk et Zhao, 2005). U prasnic dochazi k zisku meiotické
kompetence pii velikosti folikulu 3 mm a vice (Marchal et al., 2002), pti¢emz oocyt

v takovém folikulu dosahuje velikosti pfiblizn¢ 120-125 pum (Picton et al., 1998).



Iniciaénim stimulem pro obnoveni meidzy oocytu je preovula¢ni vina LH, ke které
dochézi v obdobi pohlavni dospélosti samice. Pfed obnovenim meidzy je oocyt obklopen
kompaktni vrstvou kumuldrnich bun¢k. Kumularni buniky prostiednictvim spojii typu gap
junctions zajist'uji obousmérnou komunikaci a molekularni signalizaci mezi cytoplazmatickou
membranou oocytu - oolemou a kumularnimi bunikami (Wassarman et Albertini, 1994).

Vlivem produkce kyseliny hyaluronové (HA — hyaluronic acid) kumularnimi butikami
jako odpovédi na vinu LH, dochazi k mucifikaci a jevu zvanému expanze kumularnich bunék.
Dusledkem kumularni expanze je pieruseni spoju gap junctions a redukce faktor udrzujicich
prvni meioticky blok (Picton et al., 1998). Tato eliminace zptsobuje aktivaci latek, jako jsou
cykliny, fosfatazy a kinazy, které jsou nezbytné pro meiotické zrani (Hunter, 2000).

Faze meiotického zrani oocytu probiha v dobé mezi LH vinou a ovulaci a je rozdélena

na jaderné zrani a zrani cytoplazmy (Voronina et Wessel, 2003).

3.1.3.1 Jaderné zrani

Jaderné zrani oocytu zahrnuje udalosti, jejichz vysledkem je vydéleni prvniho polového
téliska do perivitelinniho prostoru a vstoupeni oocytu do metafdze Il. Pfed vystoupenim
z prvniho meiotického bloku se oocyt nachazi ve stadiu zarode¢ného vacku (GV — germinal
vesicle) (Wassarman et Albertini, 1994). Toto stadium je odpovidajici G2 fazi buné¢ného
cyklu somatickych bunék. Chromozomy plné dorostlého oocytu jsou v GV z pievazné vétsiny
dekondenzované, rozptylené (Dekel, 1995), ale transkripéné inaktivni (Voronina et Wessel,
2003).

Se znovuzahajenim meiotického déleni zac¢ina chromatin GV kondenzovat a dochazi
k procesu zvanému rozpad zarodeéného vacku (GVBD — germinal vesicle breakdown).
Proces GVBD je u prasete rozdélen do 5 fazi (GV 0, GV I, GV 11, GV III, GV 1V). GV 0 je
stddium charakteristicke jadernym a vl&knitym chromatinem rozptylenym v neporuSeném
jadfe. Ve stadiu GV 1 je jadérko vyrazné a chromatin jej obklopuje a vytvaii strukturu
podobnou podkové. GV 1I je typické pietrvavajici podkovovitou strukturou chromatinu,
zaCinaji se vSak vytvafet shluky chromatinu na jaderné membrané. V nasledujici fazi GV I
je chromatin jiz plné zkondenzovany, jadro a jadérko je vSak stale viditelné. Nakonec ve
stadiu GV IV dochazi k rozpusténi jaderné membrany a jadérka (Lucas et al., 2002). Proces
GVBD trva u prasete ptiblizné 24 hodin (Wehrend et Meinecke, 1998).

Sparované homologni dvojice chromozomii se presouvaji do ekvatorialni roviny oocytu
a vytvari se délici vieténko. Nasleduje navazani vieténka na chromozomy a jejich segregace,

ktera je nasledovana vydélenim prvniho polového téliska, kterym se primarni oocyt méni na



oocyt sekundarni. Oocyt vstupuje ihned do metafaze druhého meiotického déleni za absence
S-faze. Chromozomy jsou opétovné navazany na délici vieténko oocytu. V této fazi dochazi
k drunému meiotickému bloku (Voronina et Wessel, 2003), ve kterém oocyt zistava do
obdobi oplozeni nebo partenogenetické aktivace. U prasnic probiha obdobi jaderného zrani
ptiblizné 44 hodin (Motlik et Fulka, 1976).

3.1.3.2 Cytoplazmatické zrani

Zrani cytoplazmy oocytu — ooplazmy, je nezbytné nutnym procesem pro vznik
kvalitniho a zralého, oplozeni schopného - vyvojové kompetentniho oocytu. Biochemické
procesy V ooplazmé reguluji zminéné zmény chromatinu. Ukolem zrani cytoplazmy je
zejména zajistit takové podminky uvnité oocytu, které, pokud dojde k oplozeni, zabrani
vzniku polyspermie, umozni dekondenzaci spermie po jejim vniknuti do oocytu a zajisti
formovani prvojader. V prubéhu zrani oocytii in vitro mulize byt proces zrani cytoplazmy
naru$en. Oocyt s naruSenym zranim cytoplazmy neni plné€ vyvojoveé kompetentni a obvykle se
projevuje chybami pii formovani sam¢iho prvojadra a sniZzenou schopnosti vyvoje do faze
blastocysty (Niwa, 1993). Proces zrani zahrnuje morfologické zmény organel i jejich
redistribuci (Van den Hurk et Zhao, 2005).

Mitochondrie v prubéhu zrani cytoplazmy nepodstupuji dramatické strukturalni zmény
(Van den Hurk et Zhao, 2005), dochazi vsak k jejich pfemistovani. Mitochondrie se po
iniciaci zrani presouvaji z periferni pozice bliZze do stfedu bunky a seskupuji se kolem GV do
mist s vysokou potiebou energie (Stojkovic et al., 2001). V okamziku vydéleni prvniho
polového téliska se mitochondrie opét rozptyli a v metafazi II se opét seskupuji v okoli jadra
buniky (Van Blerkom et Runner, 1984). Dochazi Kk narGistu mnozstvi mitochondrii — u
primarnich oocyti se vyskytuje v pruméru 6 000 kopii mitochondrialni DNA (mtDNA —
mitochondrial DNA) a v priibéhu zrani se toto mnozstvi zvySuje na vice nez 100 000 kopii
mtDNA, pri¢emz na jednu organelu pfipada 1-2 kopie mtDNA (Shoubridge et Wai, 2007). Do
stfedu bunky a blizkosti GV se také ptesouva Golgiho aparét, ktery kolem GV vytvaii kruh
(Thibault et al., 1987).

Redistribuci v prabéhu meiotického zrani vykazuji Cetna granula, kterd jsou
akumulovéna v oocytu v pribéhu cytoplazmatického zrani, a to zejména granula Zloutkova,
pigmentovd a kortikalni. Tyto Gtvary, piedevsim Kkortikalni granula, jsou bé&hem zrani
ptresouvany na periferii oocytu do blizkosti cytoplazmatické membrany (Voronina et Wessel,
2003). Piesun kortikalnich granuli hraje dulezitou roli v pozdé&jsi exocytoze (kortikalni reakci)

pii oplozeni a prevenci polyspermie (Voronine et Wessel, 2003). Kortikalni granula jsou



utvary typické pro oocyty a skladaji se zruznych populaci protein, enzymu,
glykosaminoglykanti a strukturalnich molekul (Ferreira et al., 2009).

Cytoplazmatické zmény v prabéhu meiotického zrani se tykaji i cytoskeletarnich
komponent. Redistribuce organel je Gzce spjata s dynamikou mikrofilament, které zacinaji
formovat sit, jez umoznuje presun organel. Mikrotubuly v kortexu bunky jsou
z prodlouzenych struktur, charakteristickych pro rostouci oocyt, rozebrany a formuji délici

vieténko (Voronina et Wessel, 2003).

3.2 Regulace meiotického zrani a aktivace oocytu

K obnoveni prvniho meiotického dé€leni dochazi v puberté s nastupem estralniho cyklu
samice. Jak jiz bylo naznaceno vySe, na vystoupeni oocytu z prvniho meiotického bloku se
vyznamnym zpusobem podili preovulaéni vina LH. LH ptisobi na muralni burky folikulu, na
kterych jsou umistény receptory pro LH. Tento signal musi byt nasledné transportovan pres
mezibunééné spoje typu gap junction do oocytu, nebot’ oocyt neexprimuje receptory pro
gonadotropni hormony (Peng et al., 1991).

Granulozni buiky folikulu reaguji na LH vinu produkci progesteronu, ktery nahradi
doposud pievladajici estrogen a produkci HA, kterd se vyznamné podili na expanzi
kumularnich bunék. Expanzi kumuldrnich bunék dochdzi k preruseni spoji gap junction
(Picton et al., 1998).

ProtoZze udrZeni meiotick¢ého bloku je zdvislé na prostiedi folikulu a rozvinutou
obousmérnou komunikaci mezi oocytem a kumularnimi bunkami, toto pferuSeni vede

k obnoveni prvniho meiotického déleni.
3.2.1 Regulace meiotického zrani

3.2.1.1 Funkce cAMP

CAMP je produkovan kumularnimi buikami a transportovan do oocytu pies spoje typu
gap junction, které jsou pfitomné mezi kumularnimi butikami a oocytem (Shimada et Terada,
2002). Pii pteruseni spoji, ke kterému dochazi v disledku redukce proteinu konexinu 43 ve
vngjsi vrstvé kumularnich bun€k (Sun et Nagai, 2003) jako odpovédi na proces kumulédrni
expanze, dochazi ke snizeni hladin cAMP uvnitf oocytu a snizeni hladin na cAMP
dependentni PKA. Vysledkem je obnoveni meiotického déleni (Picton et al., 1998).

Nékteré studie vsak uvadi, Zze oocyt dokdaze cAMP syntetizovat sam a to pres G-
proteinové receptory, které aktivuji Gs protein a stimuluji enzym adenylyl cyklazu (AC —

adenylyl cyclase), ktera je klicova pro syntézu cAMP (Mehlmann, 2005).
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Meiotické zrani zavisi na fosforylaci a defosforylaci cytoplasmatickych faktorti, jako je
zejména M-fézi/zrani podporujici faktor (MPF — M-phase/maturation promoting factor) a
cytostaticky faktor (CSF — cytostatic factor) (Nurse, 1990).

3.2.1.2 Funkce MPF

MPF je heterodimer, ktery sestava ze dvou podjednotek: protein kinazy P34°PC2, ktera
je katalytickou podjednotkou o velikosti 34 kDa, a cyklinu B, jenz je regula¢ni podjednotkou
0 velikosti 45 kDa. Tyto dvé podjednotky vytvaii komplexy (Dekel, 1995).

Aktivita MPF je charakteristicka svou oscilaci v pribéhu zrani oocytu a dosahuje
vrcholt v obou metafazich (Hashimoto et Kishimoto, 1988). Aktivni MPF se objevuje kratce
pted GVBD, vysokych hladin dosahuje MPF v metafazi I a nasledné téméf mizi po vydéleni
prvniho poélového téliska. V metafazi Il se aktivita MPF opét objevuje a ziistava na vysokych
hodnotach az do oplozeni (Dekel, 1995).

Pro aktivaci MPF a wvytvofeni funkénich komplexi je nezbytna fosforylace a
defosforylace podjednotky P34¢PC2, p34CPC2 mysi byt fosforylovana na threoninu 161 a
defosforylovana na threoninu 14 a tyrosinu 15 (Whitaker, 1996).

Fosforylaci P34°P°2 na threoninu 161 zpisobuje protein kindza, ktera se nazyva CDC-
aktivujici kindza (Dunphy et Kumagai, 1991). Defosforylaci P34°PC? zajistuje zejména
fosfatdaza CDC25, ktera P34°PC? defosforyluje na threoninu 14 a tyrosinu 15 a tim aktivuje
MPF.

V regulaci aktivity MPF hraje svou roli zeyjména PKA, kterd tidi aktivitu fosfatazy
CDC25 a MYTL. PKA fosforyluje fosfatizu CDC25 na serinu 287, tim ji inaktivuje,
zabraiuje tak obnoveni meiotick¢ého déleni a vyznamné se podili na udrzeni prvniho
meiotického bloku (Kishimoto, 2003). PKA reguluje také funkci MYT1, na kterou naopak
pusobi pozitivné a umozituje ji tak fosforylovat P34°P¢2 a tim inaktivovat MPF (Mehlmann,
2005). Opacny efekt k PKA ma protein kindza B (PKB — protein kinase B). Tato kinaza je
aktivovana v obdobi LH viny a zpusobuje fosforylaci MYT1 na serinu 75 a zabranuje tak
negativnimu vlivu MYT1 na aktivaci komplexu P34°P¢2_ cyklin B (Kishimoto, 2003).

V pribéhu prvniho meiotického bloku jsou v oocytu akumulovany komplexy
inaktivované MPF, tzv. pre-MPF, jez jsou udrzovany V inaktivnim stavu diky fosforylaci
P34°PC2 (Gautier et al., 1991). Pokud dojde k poklesu PKA, dojde k aktivaci fosfatazy
CDC25, k aktivaci komplexu P34°PC2 _ cyklin B a dochazi k obnoveni meidzy a vystoupeni
oocytu z prvniho meiotického bloku (Mehlmann, 2005). Na aktivaci komplexu P34¢P¢2 _

cyklinu B se také podili kinaza PLK1 (PLK 1 — polo like kinase 1), ktera aktivuje fosfatazu
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CDC25 a umoziuje tak pfeménu inaktivniho pre-MPF na aktivni MPF (shrnuto ve Stojkovic
etal., 1999).

Po své aktivaci je MPF zacilena do jadra oocytu (Whitaker, 1996) a podili se na zrani
oocytu zejména iniciaci GVBD, kondenzaci chromozomu, pieskupovanim mikrofilament a

reorganizaci intermediélnich filament (shrnuto ve Stojkovic et al., 1999).

3.2.1.3 Funkce MAPK

Mitogenem aktivovand protein kindza (MAPK — mitogen-activated protein kinase) patii
do rodiny serin/threonin kinaz (Whitaker, 1996). V savé¢ich oocytech jsou exprimovany dveé
izoformy MAPK — P44 a P42 (Sun et al., 1999). MAPK je podobné jako MPF aktivovana
v obdobi GVBD, zatimco v obdobi zarode¢ného vacku zlstava inaktivovana (Inoue et al.,
1995). Aktivita MAPK zlstava na vysokych urovnich po celou dobu zrani oocytu i v prubéhu
druhého meiotického bloku v metafazi Il. (Kubiak et al., 1993). Hladiny MAPK Kklesaji po
oplozeni oocytu v pribéhu prvniho mitotického cyklu — pifi formovani prvojader (Whitaker,
1996).

U prasecich oocytd v prvnim meiotickém bloku je inaktivni MAPK pfitomna
Vv cytoplazmé, pozdéji se ¢ast MAPK piesouva do GV jesté pred rozpadem zarodecného
vacku (Inoue et al., 1998). Jestlize je aktivni MAPK injikovana do cytoplazmy oocytu,
nedojde ke spusténi procesu GVBD, pokud je vsak injikovana piimo do jadra, zptsobi rozpad
GV (Inoue et al., 1998). MAPK pienasi signal z cytoplazmy do GV (shrnuto ve Stojkovic et
al., 1999).

MAPK je aktivovana na rozdil od MPF prostfednictvim fosforylace, a sice fosforylaci
tyrosinu 185 a threoninu 183. Tuto fosforylaci zajistuje MEK, oznacovana také jako MAPK
kindza (MAPKK — mitogen-activated protein kinase kinase) (Crews et Erikson, 1992). Také
MAPKK je aktivovana prostiednictvim fosforylace, kterou zprostiedkovava MOS, protein
kindza o velikosti 39 kDa, né¢kdy oznacovana jako MAPKKK (Fan et Sun, 2004). Pokud
dojde kinhibici MOS, nemuze byt spusSténa signalni draha vedouci k aktivaci MAPK
(Whitaker, 1996).

MAPK je zapojena do regulace zrani oocytu zejména prostfednictvim fizeni dynamiky
mikrotubult (de Vantéry et al., 1996). Fosforylovana MAPK je obvykle spojena s obdobim
formovani mikrotubull (Sun et al., 2003). MAPK je vysoce fosforylovana v obdobi mezi
metafazi [ a metafazi II. Toto obdobi je charakteristické formovanim mikrotubull v délicim

vieténku (Sun et al., 2001).
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MAPK fosforyluje cytoskeletarni proteiny a jaderné laminy a hraje tak podstatnou roli
Vv rozdé¢leni bunky (Wehrend et Meinecke, 1998). MAPK se vyznamnym zpusobem podili na
formovani déliciho vieténka metafaze 1 (Dekel, 1995). Pokud je zplisobena inhibice MOS,
vysledkem je nefunkénost kaskady MOS/MEK/MAPK a nasledkem tohoto dochazi k selhani
formovani déliciho vieténka (Zhao et al., 1991). MAPK je také zapojena do vytvoreni
cytokinetického prstence v pribéhu vydéleni prvniho polového téliska (Fan et Sun, 2003).
Inhibice MAPK v piechodu mezi metafazi I a metafazi II vede k selhani vyd¢€leni prvniho
polového téliska (Lee et al., 2000).

V piechodu mezi metafazi [ a metafazi II zistiva MAPK na konstantnich trovnich, coz
poukazuje na roli MAPK v prevenci replikace DNA. Tato myslenka byla potvrzena studii,
kdy inhibice MOS vyaustila ve formovani jadra a replikaci DNA (Furuno et al., 1994).

3.2.1.4 Funkce CSF

U sav¢ich oocytid dochazi po vytvofeni déliciho vieténka metafaze II k opétovnému
zablokovani meiotického déleni. Tento stav ptetrvava az do oplozeni spermii a je oznacovan
jako druhy meioticky blok. Druhy meioticky blok je udrzovan aktivitou cytostatického
faktoru (CSF — cytostatic factor) (Dekel, 1995). V prabéhu metafaze II jsou hladiny CSF na
vysokych hodnotach, stejné jako hladiny MPF a MAPK. CSF stabilizuje hladiny MPF
v metafazi Il (Murray et al., 1989).

Hlavni katalytickou soucasti CSF je protein kinaza MOS (shrnuto ve Stojkovic et al.,
1999). MOS stimuluje aktivitu MAPK v metafazi Il (Verhlac et al., 1996). Signalni draha
MOS a MAPK zpuisobuje aktivaci a stabilizaci MPF (shrnuto ve Stojkovic et al., 1999) tim,

Ze zabranuje ubiquitinové degradaci cyklint (Fan et Sun, 2004).

3.2.2 Aktivace oocytu

Priitbéh meiotického zrani vyznamné ovliviiuje zisk vyvojové kompetence, ale také
nasledny embryonalni vyvoj po aktivaci oocytu. Aktivace zralého, vyvojové kompetentniho
oocytu nebo také dokonceni druhého meiotického dé€leni, nastava po eliminaci faktord
udrzujicich druhy meioticky blok a zahrnuje udalosti jako je exocytoza kortikalnich granul,
inaktivace CSF, vydéleni druhého pélového téliska a formovani prvojadra (shrnuto v Ito et
Kashiwazaki, 2012).

Hlavnim stimulem pro obnoveni druhého meiotického déleni je penetrace spermie nebo
partenogeneticka aktivace, ktera zpisobuje pulzac¢ni uvolnéni intracelularnich vapnikovych
iont (Ca®") (Whitaker, 1996). Uvolnéni vapnikovych iontl zprostfedkovava fosfolipaza C
zeta (PLCC — phospholipase C zeta), signal, ktery je zprosttedkovan penetraci spermie. PLC(
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stépi fosfolipidy cytoplazmatické membrany a zpusobuje zvySeni koncentrace inositol
trifosfatu (IPs — inositol triphosphate). IP3 je navazan na receptor endoplazmatického retikula
a dochézi k uvolnéni Ca®* (Keizer et al., 1995).

CSF je faktor citlivy na Ca?* (Dekel, 1995). Vzrist Ca®* v priabéhu fertilizace vyUsti v
aktivaci kalmodulinu, ktery aktivuje kalmodulin dependentni protein kinazu Il (CAMK Il —
calmodulin-dependent protein kinase I1). CAMK Il zpusobuje proteolytickou degradaci
cyklinu B a MOS a tim zprostiedkovava inaktivaci MPF a CSF (Lorca et al., 1993).

Ackoliv je MPF po aktivaci oocytu rychle inaktivovana, MAPK ziistava na stabilnich
urovnich az do formovani prvojadra (Fan et Sun, 2003). MAPK je stejn¢ jako CAMK I
lokalizovana na dé€licim vieténku metafaze II, coz naznacuje, ze tyto dvé kinazy kooperuji.
Pokud dojde k inhibici CAMK 1I, nastava i redukce kinazové aktivity MAPK (Hatch et
Capco, 2001).

MAPK je defosforylovana, a tedy deaktivovana v obdobi formovéani prvojadra
prostiednictvim protein kindzy C (PKC — protein kinase C). Deaktivace MAPK je dulezita pro
formovani prvojadra (Fan et Sun, 2003).

Proces meiotickeho zrani oocytu i jeho aktivace, nasledny embryonalni vyvoj a tim
vysledek reprodukénich biotechnologii in vitro mize byt negativné ovlivnén faktory, mezi
nimiz zaujima vyznamné misto produkce nefyziologickych koncentraci reaktivnich forem

kysliku a s tim souvisejici vznik oxidativniho stresu.
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3.3 Oxidativni stres

3.3.1 Vznik oxidativniho stresu

Oxidativni stres je stav, ke kterému dochézi v dusledku disbalance mezi mnozstvim
reaktivnich forem kysliku a antioxidativnimi mechanismy organismu (Monanghan et al.,
2009). Pii buné¢énych procesech organismu vznikaji dva typy volnych radikald — volné
kyslikové radikaly (ROS — reactive oxygen species) a volné dusikaté radikaly (RNS - reactive
nitrogen species). ROS jsou molekuly nebo fragmenty molekul obsahujici jeden nebo vice
nesparovanych elektroni ve vnéjSim orbitalu atomu. Pfitomnost nesparovanych elektrona
dodavd ROS vyznamny stupeni reaktivity. Mezi hlavni ROS patii superoxid (O2"), peroxid
vodiku (H202) a hydroxyl (OH") (Valko et al., 2004).

VolIné radikdly mohou vznikat endogenni nebo exogenni cestou. Endogennim zdrojem
ROS jsou zejména mitochondrie, peroxisomy, metabolismus cytochromu P450 a aktivace
zanétlivych bunék (Inoue et al., 2003). Mitochondrie jsou nejvétsim endogennim zdrojem
ROS. Ke vzniku ROS zde dochazi pti ptenosu elektronli za procesu oxidativni fosforylace
(shrnuto v Mariani et al., 2005). Za exogenni zpusob vzniku ROS je zodpovédna celad fada
Skodlivych latek, jako jsou karcinogeny a xenobiotika (napif. chlorované slouceniny a
barbituraty) (Valko et al., 2006), ionizujici i neionizujici zafeni, polutanty piitomné
v atmosféfe a prirodni plyny, jako je ozon (Lykkesfeldt et Svendsen, 2007).

ROS nepfiznivé piisobi na nékteré dulezit¢ molekuly Zivého organismu. Pro svou
vysokou reaktivitu mohou zputsobit rozsahlé poskozeni biomolekul, jako jsou zejména DNA,
proteiny a lipidy. Oxidativni stres velmi nepfiznivé ovliviluje stav bunécnych membran.
V nékterych procesech muze byt vSak koncentrace ROS nezbytné nutna pro spravné
fyziologické funkce. Takovym piikladem je naptiklad jejich pozitivni vliv na proliferaci a
diferenciaci somatickych bunék (Droge, 2002), aktivaci transkripénich faktord a
programovanou bunéénou smrt (Kamata et Hirata, 1999) a nezanedbatelnou je také Uloha
ROS v procesu ovulace (Shkolnik et al., 2011).

Mitochondrie maji na svych membranach lokalizovany antioxidanty, které maji za ukol
regulovat hladiny ROS v organele (Cadenas et Davies, 2000). Antioxidanty maji schopnost
dodat oxidantu elektron, odstranit tak jeho reaktivitu a ucinit jej timto zpiisobem neSkodnym
pro buiiky. Ztratou elektronu se antioxidanty stavaji radikaly, jejich stabilita je vSak vyssi a

nejsou tak schopny zptisobovat poskozeni bunék (Lykkesfeldt et Svendsen, 2007).
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Antioxidant mtize byt enzymatické nebo neenzymatické povahy. Mezi antioxidanty
enzymatické povahy, neboli antioxidanty vysoké molekulové hmotnosti, patii kuptikladu
enzym superoxid dismutaza, katalaza a glutathion peroxidaza. Mezi antioxidanty povahy
neenzymatické, nebo také antioxidanty nizké molekulové hmotnosti, fadime naptiklad
vitamin C (kyselinu askorbovou), vitamin E, selen, karotenoidy, glutathion atd. (Valko et al.,
2006). Podle Halliwella a Gutteridge (2007) je antioxidantem ,,jakdkoliv substance, kterd je
pritomna v nizkych koncentracich ve srovnani s oxidacnim substratem a vyznamné rusi ¢i
inhibuje oxidaci tohoto substratu “.

Superoxid dismutaza (SOD - superoxid dismutase) je jednim z nejefektivnéjsich
antioxidanti enzymatické povahy. Jeji funkci je zejména preména superoxidového anionu na
kyslik a méné reaktivni peroxid vodiku (McCord et Fridovich, 1969). Enzymaticky
antioxidant kataldza je pfitomny v bunéénych organelach peroxisomech. Kataldza zpiisobuje
transformaci peroxidu vodiku na vodu a kyslik (Valko et al., 2006). Katalaza pracuje velmi
rychle — uvadi se, ze dokaze pfeménit az 6 miliont molekul peroxidu vodiku kazdou minutu,
coz zni ¢ini jeden znejrychleji pracujicich enzymi (Valko et al., 2006). Glutathion
peroxidaza je enzym, ktery se vyskytuje ve dvou formach — na selenu zavislé a na selenu
nezavislé (Mates et al., 1999). Glutathion peroxiddza ma stejné jako kataldza schopnost
pfeménit peroxid vodiku na vodu a kyslik (Chelikani et al., 2004).

Za fyziologickych podminek je udrzovana rovnovaha mezi ROS a antioxidanty. Pokud
v§ak dochazi k narustu ROS, antioxidativni ochrana nedokaze tomuto zvySeni koncentrace
ROS c¢elit a dochazi k oxidativnimu stresu. Biologicky vyznam ma zejmeéna superoxidovy
anion (Finkel et Holbrook, 2000). Superoxidovy anion je primarnim radikalem a mutze pfes
enzymaticky katalyzované nebo kovy katalyzované procesy reagovat s jinymi molekulami.
Témito procesy nasledné vznikaji sekundarni ROS (Fridovich, 1986).

Dalsi, neméné vyznamnou obranou organismu pied oxidativnim poSkozenim jsou také
repara¢ni mechanismy, které mohou opravovat nasledky oxidativniho poSkozeni. Mezi tyto
mechanismy patfi zejména enzymy, jeZ dokaZi vyhledat oxidovanou nebo Spatné
zabudovanou dusikatou bazi DNA, vystépit ji a nahradit neposkozenou molekulou
(Lykkesfeldt et Svendsen, 2007).

I pfes ¢innost antioxidantl a jinych obrannych mechanismt organismu ma oxidativni
poskozeni Casto kumulativni charakter a je udavan jako kli¢ovy pii vzniku nemoci jako je
rakovina, aterosklerdza, artritida, neurodegenerativni poruchy a mnoho dalsich (Halliwell et
Gultteridge, 2007).
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3.3.2 Dopad oxidativniho stresu na organismus

Oxidativni stres mize mit prostfednictvim svého Skodlivého vlivu na biomolekuly
negativni dopad na zdravi zivého organismu. ROS mohou byt zdrojem poSkozeni biomolekul,
zejména nukleovych kyselin, lipida a proteinti a v dasledku toho maji negativni vliv i na
integritu bunéénych membran (Valko et al., 2006).

Zejména nebezpec€ny je v tomto piipadé stav, kdy dochazi k tzv. Fentonové reakci, kdy
pii rozpadu peroxidu vodiku za pfitomnosti kovu (zejména Zeleza, mé&di, chromu, kobaltu, ale
i nékterych dalsich kovtr) vznika vysoce reaktivni hydroxylovy radikal (Valko et al., 2006).

Hydroxylovy radikal je schopen reagovat se vSemi slozkami DNA a poskozovat
purinové a pyrimidinové baze stejné jako deoxyrib6zovou kostru DNA. Tato poskozeni jsou
zodpovédna za starnuti, mutagenezi a karcinogenezi (Dizdaroglu et al., 2002). PoSkozeni
jednotlivych slozek DNA spoc¢iva zejména v modifikaci purinovych a pyrimidinovych bazi a
cukru deoxyrib6zy, déle ve fragmentaci molekuly DNA a vzniku pficnych vazeb DNA
(Valko et al., 2006). V dusledku téchto zmén muze dojit k iniciaci anebo naopak zablokovani
transkripce, k poruchadm replikace molekuly DNA a nasledné nestabilité genomu, ktera muze
vyustit v rakovinové bujeni. Jednim z nejcastéjSich markert oxidativniho stresu in vivo je 8-
hydroxy-2"deoxyguanosin (8-OH-dG) (Toyokuni et Sagripanti, 1994). V ledvinovych
tumorech byl nalezen vyssi obsah tohoto markeru nez v okolnich tk&nich napadenych ledvin,
u jinych organti napadenych tumorem se objevily podobné vysledky (Toyokuni et Sagripanti,
1994).

Hydroxylové radikaly jsou také zodpovédné za peroxidaci lipidd piitomnych
V bunéénych membranach a poskozeni proteind. Onemocnéni, kterd vznikaji v dasledku
téchto zmén, jsou rtizného typu. Oxidativni poSkozeni se vyznamné podili na degenerativnich
zménach mozku. Mozek obsahuje mnozstvi na peroxidaci lipidua citlivych, polynenasycenych
mastnych kyselin, a také ve srovnani s jinymi organy obsahuje niZ§i mnozstvi antioxidativni
obrany (shrnuto v Mariani et al., 2005). Vyzkumy, které zkoumaly vliv oxidativniho stresu na
vznik Alzheimerovy choroby (AD - Alzheimer disease) u lidi zjistily, ze v mozcich
poskozenych AD se nachazi zvySené mnozstvi markert oxidativniho stresu (Smith et al.,
2000).

Pfi zvySené produkci ROS dochazi ke zménam cévnich bungk, jez vedou k arterialni
hypertenzi. Hlavni pfi¢inou arteridlni hypertenze je dysfunkce endotelu a nariist objemu
jemnych cévnich svalovych vldken. Toto je zpusobeno reakci superoxidového anionu

soxidem dusnatym (NO — nitric oxide), ktery je produkovan endotelidlnimi bunikami
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(Beckman et al., 1990). Pii této reakci vznika peroxynitrit, ktery zpisobuje oxidaci DNA,
proteint a lipidd v cévnich bunkach (Ballinger et al., 2000).

Oxidativni poskozeni se podili také na vzniku aterosklerdzy. K tomuto onemocnéni
dochazi v dasledku tvorby tukovych pruhti ve sténach krevnich cév. K tomuto procesu
pfispiva vyznamnym zpusobem oxidativni modifikace lipoproteind nizké density (LDL —

lipoprotein low density) (Cox et Cohen, 1996).

3.3.3 Dopad oxidativniho stresu na reproduk¢ni funkce

Folikularni tekutina (FF — follicular fluid) je prostiedi, ve kterém se nachazi a vyviji
oocyt, a tak vyznamné ovliviiuje jeho budouci kvalitu. FF obsahuje fyziologické mnozstvi
ROS a antioxidant. Tyto hladiny ROS naznacuji skute¢nost, ze fyziologické mnozstvi ROS
ve folikularni tekuting je nezbytné pro spravny prib&éh meiotického zrani. Ve vyvijejicich se
folikulech, Graafovych folikulech, membranach granuléznich bun€k a post-ovulacnich
folikulech lidskych vaje¢nikt byly nalezeny izoformy SOD (Shiotani et al., 1991) stejné jako
ve vajecnicich potkani (Laloraya et al., 1989).

Folikularni tekutina po pfidani do kultivaéniho média oocytd pii zréni in vitro
vyznamné zlepSuje UspéSnost zrani a pozitivné pasobi zejména na zrani cytoplazmy
(Tatemoto et al., 2004). Vin vivo podminkach jsou hodnoty ROS v FF udrzovany
antioxidativnimi mechanismy. V in vitro podminkach jsou vSak oocyty vyjmuty z prostiedi
FF a dochazi tak ke ztraté ptirozené antioxidativni ochrany oocytu. Tato skute¢nost mize
negativné ovlivnit vysledky reprodukénich biotechnologii in vitro.

Néazory na to, jak hladiny ROS ovliviiuji reprodukéni funkce, se rizni. Attaran et al.,
(2000) uvadi pozitivni vliv zvySenych koncentraci ROS v lidské folikularni tekutiné¢ na
nasledné gravidity. Naproti tomuto Jozwik et al. (1999) neprokazal Zadnou korelaci mezi
koncentraci oxidantli ve FF a schopnosti koncepce u Zen. Chaube et al. (2005) uvadi, ze
peroxid vodiku se podili na indukci rozpadu zarodeéného vacku (GVBD — germinal vesicle
breakdown) a obnoveni meiotického déleni z prvniho meiotického bloku. Naopak Tamura et
al. (2008) uvadi inhibi¢ni efekt peroxidu vodiku na GVBD. Tyto rozporuplné vysledky
antioxidanti.

Vétsina studii vSak popisuje spise negativni vliv ROS na reproduk¢ni funkce. Negativni
dopad ROS byl zejména pozorovan pii zrani oocytu in vitro. Bylo zjisténo, ze vysoké hladiny
ROS se podileji 1 na zhorSeném formovani cytoskeletarnich komponent meiotického zrani

oocytu. U mysich oocytd maji vysoké hladiny ROS negativni vliv na formovani déliciho

18



vieténka metafaze I a nasledkem tohoto dochazi k aneuploidii (Tarin, 1996). ROS inhibuji
zrani oocytu u mysi (Tamura et al., 2008), pfi in vitro zrani prasecich oocyti bylo dokéazano,
ze inhibice enzymu SOD zpusobuje redukci meiotického zrani, fragmentaci DNA a naslednou
apoptozu (Tatemoto et al., 2004).

Negativni dopad na vysledky reprodukénich biotechnologii in vitro ma také proces
starnuti oocytd, ktery je tzce spjat s pusobenim ROS. Pokud u oocytu dochazi k procesu
starnuti, oocyt podléhd zavaznym degenerativnim zméndm, mezi néz patii pokles
oplozenischopnosti, chromozomalni anomalie, ¢astetna exocytéza kortikdlnich granuli,
zmény struktury zony pellucidy a jeji tvrdnuti, pokles hladin MPF a MAPK, abnormélni vyvoj
embrya a mnoho dal$ich (Miao et al., 2009).

3.4 Sirné slouceniny ¢esneku

Mnozstvi studii u ¢esneku potvrdilo ucinky antibakterialni, antivirotické, antiplisnové a
antioxidativni (Iciek et al., 2009). Tyto 1é¢ivé vlastnosti ¢esneku jsou piisuzovany zejména
sirnym slouc¢eninam ¢esneku. V neposkozenych ¢esnekovych cibulich je ptitomny zejména
alliin,  y-glutamyl-S-allylcystein ~ (GSAC),  S-methylcystein  sulfoxid,  S-trans-1-
propenylcystein sulfoxid, S-2-karboxypropylglutathion a v mensich koncentracich i S-
allylcystein (SAC) (Amagase, 2006).

3.4.1 Vznik a metabolismus sirnych sloucenin ¢esneku

Primarni sirnou slouceninou Cesneku, kterd se vyskytuje v intaktnich cibulich ¢esneku
je alliin. Pokud dojde knaruseni struktury cesnekové cibule, velmi rychle je alliin
prostiednictvim enzymu alliinazy, ktera je uvolnéna pii poruSeni cibule, pfeménén na allicin.
Pii této reakci dochazi také ke vzniku vedlejsich produkti — pyruvatu a amonného iontu (Iciek
et al., 2009). Allicin pravdépodobné nema pitimé biologické ucinky, nebot’ jeho molekula je
velmi nestabilni a ma kratky polocas rozpadu. Jiz né€kolik minut po jeho pfidani do krve
nebyly nalezeny zadné stopy allicinu (Freeman et Kodera, 1995). Allicin je vsak
meziproduktem ke vzniku biologicky uc¢innych sirnych sloucenin ¢esneku.

Biologicky u¢inné sirné slouceniny cesneku jsou rozdéleny na liposolubilni a
hydrosolubilni (Iciek et al., 2009). V tuku rozpustné slouceniny jsou zejména polysulfidy, ve
které se allicin snadno pfeménuje. Transformaci allicinu nejcastéji vznikad diallyl disulfid
(DADS - diallyl disulphide), dale diallyl sulfid (DAS — diallyl sulphide), diallyl trisulfid
(DATS - diallyl trisulphide) a diallyl tetrasulfid. Pomér téchto latek v ¢esnekovém extraktu

zavisi na podminkach prostiedi, v nichz byla extrakce provadéna (Brodnitz et al., 1971).
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Ve vodé¢ rozpustné sirné slouceniny ¢esneku vznikaji pfi reakci allicinu s thiolovou
skupinou —SH. Touto reakci vznikd SAC nebo S-allylmerkaptocystein (SAMC - S-
allylmercaptocysteine) (Rabinkov et al., 2000). Ve vod¢ rozpustné sirné slouc¢eniny ¢esneku,
které vznikaji vodnou extrakci vykazuji biologické efekty in vivo a in vitro. V pribéhu
extrakce GSAC transformuje na SAC a jeho derivaty S-methylcystein (SMC — S-
methylcysteine) a SAMC (Iciek et al., 2009).

Allicin nemtzZe vznikat bez pfitomnosti enzymu allinazy. Né&které studie dokazaly
pritomnost alliinu v savéim Zaludku, stievech a jatrech kratce po jeho pozieni, ale
neprokazaly piitomnost odvozenych slouceniny allicinu (Guo et al., 1990). Pokud je allicin
aplikovan piimo do krve, je rychle pfeménén na allyl merkaptan, ktery je meziproduktem
s kratkym polo¢asem rozpadu (Lawson et Wang, 2005).

Allyl merkaptan se rychle transformuje v allyl methyl sulfid (AMS — allyl methyl
sulfide). AMS muze byt dile metabolizovan na oxidované formy allyl methyl sulfoxid
(AMSO - allyl methyl sulfoxide) a allyl methyl sulfon (AMSO. — allyl methyl sulfone)
(Germain et al., 2002). V mo¢i zvifat, kterym byl podavan SAC, byl nalezen N-acetyl-S-
allylcystein (Jandke et Spiteller, 1987).

3.4.2 Antioxidativni u¢inky sirnych sloucenin ¢esneku

Konzumace ¢esneku pozitivné koreluje se snizujicim se rizikem vzniku chorob, které
jsou zplsobené oxidativnim stresem. Mezi tyto nemoci patii zejména nékteré druhy rakoviny
(Steinmetz et al., 1994; Fleischauer et al., 2000; Challier et al., 1998) a kardiovaskularni
choroby (Brace, 2002).

Sirné slouceniny cesneku vykazuji antioxidativni aktivitu, jak prokéazala tada studii
zabyvajici se vyzkumem somatickych bunék. V in vitro studiich bylo dokazéano, ze slouéeniny
¢esneku jsou schopné vychytavat volné radikaly a zabranovat vzniku produktu peroxidace
lipida — malondialdehydu (Prasad et al., 1996). Cerstvy &esnekovy homogenat zvysuje
hladiny endogennich antioxidanti a zaroven redukuje peroxidaci lipida (Banerjee et al.,
2001).

In vitro studie takeé prokazaly, ze allicin, slou¢enina, kterd ma kratky polo¢as rozpadu,
dokaze v in vitro podminkach zabranovat peroxidaci lipidi prostiednictvim vychytavani
hydroxylovych radikalt (Prasad et al., 1995). In vivo je vSak allicin velmi rychle
metabolizovan. Jestlize vSak allicin reaguje s L-cysteinem a glutathionem, vznika S-
allylmerkaptocystein (SAMC — S-allylmercaptocysteine) a S-allymerkaptoglutathion (GSSA).

Tyto dvé slouceniny in vivo pusobi jako antioxidanty. Pfi studiich G¢inku SAMC bylo
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zjisténo, ze tato sloucenina zabranuje peroxidaci lipidi jaternich bunék po administraci
acetaminofenem (Sumioka et al., 1998). GSSA inhibuje produkci lipidovych peroxida
(Rabinkov et al., 2000).

Antioxidativni aktivitu vykazuji i v tuku rozpustné sirné slouceniny ¢esneku — zejména
DAS, DADS a DATS, které vyrazné navySuji aktivitu antioxidantu glutathion reduktazy a
zrychluji aktivitu SOD. Pti studiich in vitro bylo dokazano, ze DADS ma schopnost snizovat
lipidovou peroxidaci indukovanou NADPH, askorbatem a doxorubicinem (Dwivedi et al.,
1998).

Sirné slouceniny vyzralého ¢esnekového extraktu (AGE — aged garlic extract), zejména
SAC, jehoz plsobenim se zabyva i tato diplomova prace, maji nejsilnéjsi antioxidativni
aktivitu ze vSech komeréné dostupnych ¢esnekovych preparatd. SAC a SAMC jsou stabilni
slouCeniny, které jsou ve vysokych hodnotach obsazeny v AGE. AGE vznika uchovanim
pokrajeného ¢esneku v 15-20 % ethanolu po dobu 20 mésict v pokojové teploté (Iciek et al.,
2009).

Tyto sirné slouceniny vykazuji schopnost vychytavat volné radikaly (Imai et al., 1994),
pusobi antioxidativné prostfednictvim zvySovani hladin antioxidant v buiikach a zabranuji
oxidaci lipoproteinti nizké density (LDL — low density lipoprotein) (Lau, 2001). Sirné
slouc¢eniny AGE jsou charakteristické svou schopnosti snizovat peroxidaci lipidi a zvySovat
hladiny glutathionu a aktivitu glutathion peroxidazy (Balasenthil et al., 1998). SAMC a SAC
dokazi potlacovat produkci peroxidu vodiku a superoxidu (Wei et Lau, 1998). SAMC a SAC
(NF — xB — nuclear factor kappa B). Tento faktor je aktivovan oxidativnim stresem a je
zodpoveédny za expresi prozanétlivych enzymu (lde et Lau, 2001). Slouceniny obsazené
vV AGE stimuluji bunéné antioxidanty, zejména redukovany glutathion a enzymy SOD,
katalazu a glutathion peroxidazu v endotelialnich buiikach (Geng et Lau, 1997). Nemaly podil
maji slou¢eniny piitomné v AGE také na ochrané bunék proti radiaci. Bylo dokazano, ze SAC
a SAMC zvysuje odolnost bunék proti ionizujicimu zafeni a poskozeni zptsobenému UV
zarenim (Chittezhath et Kuttan, 2006).

SAC vyznamné zabranuje poSkozeni membran, zvySuje Zivotnost bun€k a sniZuje
peroxidaci lipidd v bunéénych membranach endotelialnich bunék (lIde et Lau, 1999). SAC
inhibuje formovani peroxynitritu, ktery méa destruktivni vliv na molekulu DNA (Numagami et
al., 1996). Podobn¢ jako v tuku rozpustné sirné slouceniny SAC redukuje doxorubicin, ktery

vyznamné prispiva k produkci ROS a peroxidaci lipidi (Mostafa et al., 2000).
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Je velice pravdépodobné, ze zapojeni sirnych sloucenin cEesneku, zejména SAC,
v antioxidativni obrané somatickych bun¢k, mtize mit pozitivni vliv i na prevenci produkce
nefyziologickych hladin ROS u samicich pohlavnich bunék pii pouziti reprodukénich

biotechnologii in vitro a mtze tak vyrazné zvysit ispésnost téchto technologii.
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4 Material a metodika

4.1 Aspirace a kultivace prasecich oocytu

Pro experimentalni ucely byly ziskany oocyty spolu s kumularnimi buikami, tzv.
kumulo-oocytarni komplexy (COCs - cumulus-oocyte complexes), které byly vyjmuty post
mortem z ovarii pre-pubertalnich prasnicek. Tento materil byl pti pfevozu z jatek uchovavan
ve fyziologickém roztoku (0,9 % chlorid sodny) o teploté 39 °C a zpracovan do 2 hodin po
vyjmuti ze zvitete.

Komplexy byly aspirovany z ovarialnich folikult, které dosahovaly velikosti od 2 do 5
mm za pomoci injekéni stiikacky a jehly velikosti 20G (Sifka 0,9 mm). Po aspiraci prob¢hla
za pomoci binokularni lupy selekce oocyti ke kultivaci. Byly vybirany pouze oocyty, Které
m¢ély kompaktni vrstvu kumularnich bunék, neporusenou cytoplasmu a dosahovaly velikosti
120-125 pm v priméru.

COCs byly pied kultivaci tiikrat proplachnuty v kultiva¢nim médiu. Nasledné probéhla
jejich kultivace ve c¢tyijamkové Petriho misce (Nunc, Denmark) v 1 ml modifikovaného
kultivaéniho média M199 (Sigma-Aldrich, USA), které obsahovalo gonadotropni hormony
eCG a hCG v poméru 13.-5 .U.: 6,6 1.U./ml (P.G.600; Intervet, Holland), 10% (v/v) fetalniho
bovinniho séra (GibcoBRL; Life Technologies, Deutschland), hydrogenuhli¢itan sodny (32,5
mM), laktat vapenaty (2,75 mM), gentamicin (0,025 mg/ml), HEPES (6,3 mM) v prostiedi
fizené atmosféry 5 % CO2 ve smési se vzduchem pii 39 °C po dobu 24 a 48 hodin.
Experimentalni skupina byla kultivovana za ptitomnosti S-allylcysteinu (0,1 mM — 1 mM;
Sigma-Aldrich).

4.1.1 Hodnoceni vlivu sirnych sloucenin ¢esneku na jaderné zrani

Po ukonceni kultivace byly oocyty opakovanym nasdvanim do tenkosténné kapilary
zbaveny kumuldrnich bunék. Nésledné byly tyto oocyty montovany mezi podlozni a kryci
sklicko a nafixovany roztokem kyseliny octové a ethanolu v poméru 1:3. Fixovani probihalo
po dobu 48 minut. Nafixované oocyty byly poté obarveny 1 % roztokem orceinu.

U takto upravenych oocytl byla stadia meiotického zrani hodnocena pod mikroskopem
s fazovym kontrastem. Na zdklad¢ tohoto pozorovani byly oocyty rozdéleny do nékolika
skupin. GV — oocyty ve stadiu zarode¢ného vacku (germinal vesicle), LD — oocyty ve stadiu
pozdni diakineze (late diakinesis), MI — metafaze prvniho meiotického déleni, AITI — oocyty

ptrechazejici z anafaze do telofaze prvniho meiotického déleni, MII — metafaze druhého
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meiotického déleni a nakonec Dg — oocyty s degenerovanym chromatinem (Motlik et Fulka,
1976).

4.1.2 Urc¢eni produkce reaktivnich forem kysliku

Pro stanoveni produkce reaktivnich forem kysliku (ROS — reactive oxygen species) byl
pouzivan 2°, 7'- dichlorofluorescein diacetat (DCHFDA). Po ukonceni kultivace byly oocyty
zbaveny kumularnich buné€k technikou opakovaného protahovani tenkou sklenénou kapilarou.
Nasledné byly oocyty 3x oplachnuty v PBS-PVA a inkubovany v PBS-PVA s DCHFDA (10
M) po dobu 10 minut a v PBS-PVA s DCHFDA (10 uM) a Hoechst 33258 po dobu dalSich
10 minut pii teploté 39°C. Oocyty byly dale 3x proplachuty v PBS-PVA a montovany mezi
podlozni a kryci sklicko. Z namontovanych oocytl byly ihned vyhotoveny obrazky pomoci
invertovaného mikroskopu (Nikon, Japan) pii excitaéni vlnové délce 450-490 nm, kamery
Clara CCD Camera (Andor technology, UK) a softwaru NIS Elements 4.30 (Laboratory
Imaging, Czech Republic) a okamzité doSlo ke stanoveni produkce ROS. Preparaty byly
hodnoceny na fluorescenénim mikroskopu (exc. 450-490 nm). Pomoci analyzy obrazu NIS

Elements 4.30 byla métena intenzita signalu.

4.1.3 Imunocytochemicka analyza

Imunocytochemicka lokalizace $tépené formy kaspéazy 3 byla provedena podle postupu
publikovaného v praci Yi et al. (2014). Oplozené oocyty byly po ukonéeni kultivace
nafixovany ve 2 % formaldehydu po dobu 40 minut pfi laboratorni teploté. Posléze byly
oocyty oplachnuty PBS-NaNs3, permeabilizovany v PBS NaNz s 0,1 % Triton-X-100 (PBS-
NaNs-TX) po dobu 40 minut a blokovany v roztoku 5 % NGS (Normal Goat Serum) v PBS-
NaN3z-TX. Oocyty byly inkubovany s primarni mysi protildtkou anti-cleaved caspase 3
(Abcam, USA; 1:200 v1 % NGS v PBS-NaNs3-TX), pfes noc pii 4 °C. Poté byly oocyty
dvakrat oplachnuty a inkubovany se sekundarni protilatkou anti-mysi IgG konjugovanou
S fluoresceinem isothiokyanatem (FITC) po dobu 40 minut pii laboratorni teploté. Po
ukonceni kultivace byly oocyty dvakrat oplachnuty a montovany do montovaciho média
Vectashield s DAPI (Vector Laboratories, USA). Z namontovanych oocytl byly vyhotoveny
obrazky za pomoci invertovaného mikroskopu (Nikon, Japan) pii excitacni vinové délce 450-
490 nm, kamery Clara CCD Camera (Andor Technology, UK) a softwaru NIS Elements 4.30
(Laboratory imaging, Czech Republic).
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4.2 Analyza obrazu

Ziskané obrazky z pripravenych preparati byly podrobeny analyze obrazu v programu
NIS Elements 4.30 (Laboratory Imaging, Czech Republic). V oocytech byla métena intenzita
signélu. Signal byl nasledn¢ kvantifikovan a hodnoceny byly pifiznaky méieni definované
pomoci NIS Elements. Mezi ptiznaky méfeni byla sledovana 1) suma intenzity a 2) suma
intenzity/ROI (region of interest). Suma intenzity vyjadiuje soucet intenzity pixelt v ROI,
které byly procesem prahovani oznaeny jako pixely s pozitivnim signalem. ROI oznacuje
manualné vyznacenou plochu oocytu, suma intenzity/ROI je tedy podil sumy intenzity a
plochy oocytu.

4.3 Statisticka analyza

Kazdy experiment byl opakovan Sestkrat. Vysledky jsou uvedeny jako primér
z jednotlivych opakovéani + S.E.M. (standard error of the mean). Vysledky pokust a rozdily
mezi kontrolni a pokusnymi skupinami SAC byly zpracovany statistickym programem SAS
9.1 za pomoci parametrického testu ANOVA (t-test). Rozdily shodnotou p<0,05 byly

povazovany za statisticky vyznamné.
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5 Vysledky

V diplomové préaci byly provedeny experimenty zaméfené na vliv S-allylcysteinu
(SAC) na jaderné zrani oocytt, produkci reaktivnich forem kysliku (ROS — reactive oxygen

species) a expresi markeru ¢asné apoptdzy — St€pené formy kaspazy 3.

5.1 Vliv SAC na jaderné zrani prasecich oocytu in vitro

V experimentu 1 bylo hodnoceno, jaky je vliv SAC na jaderné zrani oocytd. Pro
hodnoceni tohoto vlivu na jaderné zrani byly oocyty rozdéleny do dvou skupin. Prvni skupina
byla kultivovana se tfemi odliSnymi koncentracemi SAC po dobu 24 hodin, druhéd skupina
byla kultivovana za piitomnosti SAC po dobu 48 hodin. Kazda skupina obsahovala zaroven
kontrolni skupinu oocyti (K), ktera byla kultivovana za absence SAC. Experimentalni
skupiny oocytt byly kultivovany ve tfech rozdilnych koncentracich SAC — 0,1 mM; 0,5 mM a
1 mM SAC. Po kultivaci oocyti V ptitomnosti SAC néasledovalo hodnoceni jednotlivych

stadii meiotického zrani.

5.1.1 Hodnoceni stadia jaderného zrani oocytu po 24 hodinach kultivace

Pro vyhodnoceni oocyti kultivovanych po dobu 24 hodin bylo pouzito celkem 575
oocytt véetné kontrolni skupiny. Jednotliva stadia, jichz dosahly oocyty po kultivaci trvajici
24 hodin, byla vyjadfena procentualné z celkového mnozstvi kultivovanych oocyti v dané
koncentraci (Tab. 1).

Jak vyjadiuje uvedena tabulka ¢. 1, oocyty vSech experimentdlnich skupin dosahly
predpokladaného stddia jaderného zrani odpovidajicimu 24 hodinové kultivaci, metafaze |.
Stadia metafaze | doséhlo 91,68 — 95,24 % vsech oocyti véetné kontrolni skupiny. Nejvyssi
procentudlni zastoupeni oocyti ve staddiu metafaze | (95,24 %) bylo pii kultivaci za
%) se objevilo pii kultivaci za pfitomnosti 0,1 mM SAC. Nejmensi procentualni zastoupeni
mély oocyty ve stadiu pozdni diakineze (0,00 — 2,65 %) a stadiu metafaze 11 (0,00 — 1,86 %).
Nebyly nalezeny statisticky vyznamné rozdily mezi kontrolnimi (K) a experimentalnimi

skupinami oocytt (0,1; 0,5; 1 mM SAC), na hladin€ vyznamnosti (p<0,05).
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Tabulka 1: Procentualni vyjadieni jednotlivych stadii oocyti dosazenych po 24 hodin
trvajici kultivaci v pFitomnosti SAC

K 0,1 mM SAC 0,5mM SAC 1 mM SAC
GV (%) 2,54% + 3,96 0,54*+1,32 4,12* + 3,99 0,60* + 1,46
LD (%) 1,30% + 2,03 0,674+ 1,63 0,64* +1,57 1,192+ 1,85
M1 (%) 92,40% + 2,38 91,68°+ 2,81 95,24* + 4,25 91,99* + 5,61
AITI (%) 1,112+ 2,72 3,86% + 3,74 0,00% + 0,00 2,35 + 3,96
MI1 (%) 0,00%+ 0,00 1,86 + 2,07 0,00% + 0,00 1,552 + 2,40
Dg (%) 2,65%+ 4,30 1,39 + 2,16 0,00% + 0,00 2,32+ 4,18
n 143 146 141 145

K — negativni kontrola, GV — oocyty ve stadiu zarodecného vacku (germinal vesicle), LD — oocyty ve
stadiu pozdni diakineze (late diakinesis), MI — oocyty ve stadiu metafaze I, AITI — oocyty ve stadiu
anafaze | a telofaze I, MIl — oocyty ve stadiu metafaze 11, Dg — oocyty s degenerovanym chromatinem,
N — pocet oocytii

ab superskripty oznacuji statisticky vyznamné rozdily mezi experimentalnimi skupinami v ramci
stejného stadia meiotického zrdani (v Fadku)

5.1.2 Hodnoceni stadia jaderného zrani oocyti po 48 hodinach kultivace

Pro vyhodnoceni oocyti kultivovanych po dobu 48 hodin bylo pouzito celkem 496
oocytt véetné kontrolni skupiny. Jednotliva stadia, jichz dosahly oocyty po kultivaci trvajici
48 hodin, byla vyjadiena procentualné z celkového mnozstvi kultivovanych oocyti v dané
koncentraci (Tab. 2).

Pfevazna vétSina oocytd dosdhla predpokladaného stadia jaderného zrani
odpovidajicimu 48 hodinové kultivaci, metafaze 1. Oocyty ve stadiu metafaze I mély
kultivované pti koncentraci 0,5 mM SAC (90,04 %). Metafaze Il dosédhlo 90,04 - 92,69 %
vSech oocytil véetné kontrolni skupiny. Podobné jako v pfedchozim piipadé, nebyly nalezeny
statisticky vyznamné rozdily mezi kontrolnimi (K) a experimentalnimi skupinami oocytl

(0,1; 0,5; 1 mM SAC) na hladiné vyznamnosti (p<0,05).
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Tabulka 2: Procentualni vyjadieni jednotlivych stadii oocyti dosaZenych po 48

hodinach trvajici kultivaci v piitomnosti SAC

K 0,1 mM SAC 0,5 mM SAC 1 mM SAC
GV (%) 1,23 + 1,93 0,00% + 0,00 1,23% + 3,02 0,00% + 0,00
LD (%) 0,00% + 0,00 0,00% + 0,00 0,00% + 0,00 0,00% + 0,00
MI (%) 0,69°+ 1,70 0,00% + 0,00 0,60% + 1,46 1,678+ 2,79
AITI (%) 2,89% + 4,88 6,06% + 2,30 3,49% + 4,52 3,61% + 3,06
MI1 (%) 92,69% + 4,43 90,48% + 5,52 90,04% + 2,43 90,75% + 4,04
Dg (%) 2,50% + 4,72 3,46° + 4,64 4,64% + 5,45 3,974 + 3,89
n 122 121 127 126

K — negativni kontrola, GV — oocyty ve stadiu zarodecného vacku (germinal vesicle), LD — 00Cyty ve
stadiu pozdni diakineze (late diakinesis), Ml — oocyty ve stadiu metafaze I, AITI — oocyty ve stadiu
anafaze | a telofaze I, MIl — oocyty ve stadiu metaféze 11, Dg — oocyty s degenerovanym chromatinem,
N — pocet oocytit

ab superskripty oznacuji statisticky vyznamné rozdily mezi experimentalnimi skupinami v ramci
stejného stadia meiotického zrani (v radku)
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5.2 Vliv SAC na produkci ROS v priibéhu meiotického zrani in

vitro
V experimentu 2 bylo hodnoceno, jaky vliv ma SAC na produkci ROS v pribéhu

meiotického zréni. Produkce ROS byla métena pomoci fluorescenéniho signalu latky 27, 7° -
dichlorofluorescein diacetatu (DCHFDA). U oocytu byl hodnocen vliv SAC na produkci ROS
v jedné kontrole (K) a tfech koncentracich SAC — 0,1 mM; 0,5 mM a 1 mM. Kontrola je
skupina oocyti kultivovana za absence SAC a pritomnosti DCHFDA.. Jako negativni kontrola
(K-) byly pouzity oocyty kultivované bez DCHFDA a slouzily k ovéteni specifity méfeného
signalu.

Produkce ROS byla méfena u oocyti ve stadiu metafaze | a metafaze Il. Intenzita
signalu byla vyhodnocena prostiednictvim analyzy obrazu NIS Elements 4.30 pomoci

piiznakt méteni — sumy intenzity a sumy intenzity/ROI (region of interest).

5.2.1 Hodnoceni intenzity signalu ROS u oocytu ve stadiu metafaze |

Produkce ROS oocyty v metafazi | byla hodnocena celkem u 131 oocyta véetné
kontrolni skupiny. Jednotlivé intenzity signalu jsou vyjadieny na obrazku ¢. 2.

Pii koncentraci 0,1 mM SAC byl patrny pokles sumy intenzity oproti kontrolni skupiné
0 91,87 %, pti koncentraci 0,5 mM SAC doslo k poklesu sumy intenzity ve srovnani
s kontrolni skupinou o 88,57 % a pti koncentraci 1 mM SAC byl zaznamenan pokles sumy
intenzity oproti kontrolni skupiné¢ o 93,58 %. Z vysledkid je tedy patrné, Zze nejvyraznéjsi
pokles sumy intenzity signalu nastal pti kultivaci v koncentraci 1 mM SAC a nejnizsi pokles
byl zaznamenan pfi kultivaci za ptitomnosti 0,5 mM SAC. Byl prokézan statisticky vyznamny
rozdil mezi kontrolni skupinou oocytli (K) a experimentalni skupinou oocytii na hlading

vyznamnosti (p<0,05).
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Intenzita signalu u oocytii ve stadiu metafaze I

1.2

a 1 Suma intenzity Suma intenzity/ROI

02 —— - "l'

Obréazek 2: Produkce ROS po kultivaci v pritomnosti SAC (mM) ve stddiu metaféze |
abl2 yozdilné superskripty oznacuji statisticky vyznamné rozdily mezi jednotlivymi skupinami oocytii

Jednotlive pro kazdy priznak mereni

0,1 mM SAC

1 mM SAC

0,5 mM SAC

Obrazek 3: Reprezentativni obrazek oocyti jednotlivych experimentalnich skupin
barvenych DCHFDA pro vizualizaci ROS

K — kontrola, K- - negativni kontrola, 0,1 mM SAC — oocyt kultivovany za pritomnosti 0,1 mM SAC,
0,5 mM SAC — oocyt kultivovany za pritomnosti 0,5 mM SAC, 1 mM SAC — oocyt kultivovany za
pritomnosti I mM SAC
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5.2.2 Hodnoceni intenzity signalu ROS u oocytu ve stadiu metafaze 11

Produkce ROS oocyty v metafazi 11 byla hodnocena celkem u 199 oocyti véetné
kontrolni skupiny. Jednotlivé intenzity signalu byly vyhodnoceny na obrézku ¢. 4. Hodnota
sumy intenzity poklesla u oocytt kultivovanych pti 0,1 mM SAC oproti kontrolni skupiné
oocytd o 88,72 %, suma intenzity oocytu kultivovanych pti 0,5 mM SAC poklesla 0 99,56 %
a suma intenzity oocytli kulivovanych pfi 1 mM SAC poklesla o 99,95 %. Je zietelné, ze
suma intenzity ma vtomto piipadé klesajici tendenci. Nejvyraznéjsi pokles signalu byl
zaznamenan u skupiny oocytu kultivovanych za piitomnosti 1 mM SAC. Byl prokazan
statisticky vyznamny rozdil mezi kontrolni skupinou oocyti (K) a skupinou oocyta
kultivovanych za ptitomnosti SAC na hladin€ vyznamnosti (p<0,05).

Zaroven byl ovéfen statisticky vyznamny rozdil mezi oocyty kultivovanymi pti 0,1 mM
a oocyty kultivovanymi pii 0,5 mM SAC a 1 mM SAC. Hodnota sumy intenzity poklesla
V porovnani s intenzitou skupiny pfi 0,1 mM SAC o 96,1 % (0,5 mM SAC) a vyrazny pokles
je znatelny i u koncentrace 1 mM SAC, kdy doslo k poklesu dokonce 0 99,57 %. | zde byla

patrna klesajici tendence.

Intenzita signalu u oocyti ve stadiu metafaze I1

1.2

a 1 Suma intenzity Suma intenzity/ROI

08 —— —

06 —— —

be 23
02 —— -~ T

Obréazek 4: Produkce ROS po kultivaci v pritomnosti SAC (mM) ve stadiu metafaze 11
abe123 pozdilné superskripty oznacuji statisticky vyznamné rozdily mezi jednotlivymi skupinami oocytil

Jjednotlivé pro kazdy priznak méreni
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0,1 mM SAC

0,5 mM SAC 1 mM SAC

Obrazek 5: Reprezentativni obrazek oocytii jednotlivych experimentialnich skupin
barvenych DCHFDA pro vizualizaci ROS

K — kontrola, K- - negativni kontrola, 0,1 mM SAC — oocyt kultivovany za pritomnosti 0,1 mM SAC,
0,5 mM SAC — oocyt kultivovany za pritomnosti 0,5 mM SAC, 1 mM SAC — oocyt kultivovany za
pritomnosti 1 mM SAC

5.3 Hodnoceni exprese kaspazy 3

Ve tretim experimentu bylo cilem zhodnotit expresi markeru ¢asné apoptozy — §tépené
formy kaspazy 3. Kontrolni a experimentalni skupiny oocyti byly kultivovany po dobu 24 a
48 hodin. Pro tento experiment byla na zdklad¢ predchozich vysledki vybrana koncentrace
0,5 mM SAC. Podle dosazeného stadia zrani byla hodnocena exprese kaspazy 3 u oocytt ve
stadiu metafaze | a metafdze II. U oocytt byla hodnocena exprese kaspazy 3 u jedné kontrolni
skupiny a jedné experimentalni skupiny kultivované za koncentrace 0,5 mM SAC. Kaspaza 3
byla vizualizovdna za pouziti primarni a sekundarni myS$i protilatky konjugované
s fluoresceinem isothiokyanatem (FTIC). Intenzita signalu byla vyhodnocena pomoci analyzy
obrazu NIS Elements 4.30 pomoci pfiznakd méfeni — sumy intenzity a sumy intenzity/ROI

(region of interest).
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5.3.1 Hodnoceni exprese kaspazy 3 u oocyti ve stadiu metafaze I

Intenzita signdlu kontrolnich a experimentalnich skupin oocytli je znazornéna na
obrdzku ¢. 6. Suma intenzity oocytll kultivovanych za ptitomnosti 0,5 mM SAC poklesla
oproti kontrolni skupiné o 71,35 %. Pfiznak méfeni suma intenzity/ROIl vykazoval pokles
oproti kontrolni skupiné o 71,66 %. Byl prokéazan statisticky vyznamny rozdil mezi kontrolni
a experimentalni skupinou oocyti u piiznakii suma intenzity a suma intezity/ROI na hladin¢

vyznamnosti (p<0,05).

Exprese kaspazy 3 ve stadiu metafaze |
1.2
a 1
1
08 +——
06 ——
b 2
04 +—
T T
02 +—
0 ; .
K 0.5
Suma intenzity Suma intenzity/ROI

Obréazek 6: Exprese kaspazy 3 po kultivaci za pFitomnosti SAC (mM) u oocyti ve stadiu
metafaze |
abl2 superskripty oznacuji statisticky vyznamné rozdily mezi jednotlivymi skupinami oocytii jednotlivé

pro kazdy priznak méreni

5.3.2 Hodnoceni exprese kaspazy 3 u oocyti ve stadiu metafaze I1

Intenzita signalu kontrolni a experimentalnich skupin oocytl ve stadiu metafaze II je
znazornéna na obrazku ¢. 7. Suma intenzity skupiny oocytu kultivovanych pii 0,5 mM SAC
poklesla oproti kontrolni skupiné o 97,12 %. Pfiznak méfeni suma intenzity/ROI vykazoval
pokles oproti kontrolni skupiné o 97,38 %. Intenzita signalu experimentalni skupiny oocytt
ma se zvysujici koncentraci SAC klesajici tendenci. Byl zjistén statisticky vyznamny rozdil
mezi kontrolni a experimentalni skupinou oocyti u pfiznakdi suma intenzity a suma

intezity/ROI na hladin¢€ vyznamnosti (p<0,05).
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Exprese kaspazy 3 ve stadiu metafaze 11
12
a 1
1
0.8 -
0.6 -
0.4 -
0.2 -
b 2
0 - . —— = ,
K 0.5
= Suma intenzity Suma intenzity/ROI

Obréazek 7: Exprese kaspazy 3 po kultivaci za pritomnosti SAC (mM) u oocyti ve stadiu
metafaze 11
abl2 quperskripty oznacuji statisticky vyznamné rozdily mezi jednotlivymi skupinami oocytii jednotlivé

pro kazdy priznak méreni
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6 Diskuze

V pribéhu meiotického zrani oocyti in vitro dochazi v dasledku vyjmuti oocytu
z prostedi folikularni tekutiny ke snizeni piirozené antioxidativni ochrany oocytu (Shiotani et
al., 1991, Laloraya et al., 1989). Nésledkem této situace dochazi k zvySené produkci
reaktivnich forem kysliku (ROS — reactive oxygen species), ktera miize vyustit ve stav zvany
oxidativni stres a negativné tak ovlivnit vyslednou kvalitu oocytu a nasledné i embrya (Tarin,
1996, Tamura et al., 2008, Tatemoto et al., 2004, Miao et al., 2009).

Regula¢ni vliv SAC na produkci ROS somatickych bunék je nesporny, jak dokazuje
cela fada studii (Ide et Lau, 1999, Imai et al., 1994, Prasad et al., 1996, Rabinkov et al., 2000,
Sumioka et al., 1998, Yang et al., 2013). Vliv sirné slouceniny ¢esneku SAC byl zkouman
zejména Vv endotelidlnich bunkach. Je znamo, Zze oxidativni stres ma vliv na vznik
onemocnéni, jako je naptiklad ateroskler6za. Svymi antioxidativnimi uéinky v endotelialnich
buiikdch mize SAC vznik této nemoci inhibovat (lde et Lau, 1999). Vliv SAC na pohlavni
bunky vsak zatim nebyl dostate¢né prozkouman.

Tato diplomova prace byla zamétena na vliv sirnych sloucenin ¢esneku, konkrétné S-
allylcysteinu na oxidativni stres v prubéhu meiotického zrani prase¢ich oocytt v in vitro
podminkach. Cilem bylo zjistit vliv SAC na jaderné zrani oocytt, produkci ROS a expresi
Stépené formy kaspazy 3, jako markeru Casné apoptdzy V prubéhu meiotického zrani
prasecich oocytt.

Diléi experiment tykajici se vyznamu SAC v prib&hu jaderného zrani mél za cil zjistit,
zda oocyty vystavené riznym koncentracim SAC budou vykazovat nestandardni jaderné
zmény v prub&hu meiotického zrani in vitro. U kontrolnich a experimentalnich skupin
kultivovanych 24 hodin za ptitomnosti SAC doslo k standardnimu prab&hu zrani a metafaze |
dosahlo 91,68 — 95,24 % oocytu kontrolni i experimentalnich skupin. Rozdily mezi kontrolni
a experimentalnimi skupinami nebyly statisticky vyznamné. Po 48 hodinéch in vitro kultivace
dosahlo 90,04 — 92,69 % oocytl kontrolni i experimentalnich skupin stadia metafaze 11, efekt
SAC nebyl vyznamny. Vliv SAC na prabéh jaderného zrani u praseéich oocytt tedy nebyl
prokazan. Ackoliv SAC nema vliv na jaderné zrani prasecich oocytd, jiné studie prokazaly
vliv nékterych sirnych sloucenin ¢esneku na bunécény cyklus. Takovym piikladem muize byt
anti-proliferativni uc¢inek diallyldisulfidu na nadorové burky, ktery je schopen inhibovat
kindzovou aktivitu P34°PC2 (Knowles et Milner, 1998). Absence efektu SAC na pribéh
meiotického zrani mulZe byt vysvétlena cytoplazmatickymi zménami oocytd, které se

neprojevuji morfologicky na tvaru chromatinu zrajiciho oocytu.
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Druhy experiment byl provadén s cilem zjistit, zda jednotlivé koncentrace SAC mohou
ovliviiovat produkci ROS v pribéhu meiotického zrani praseCich oocytl in vitro.
Antioxidativni efekt SAC je zpusoben piitomnosti thiolové skupiny —SH, ktera eliminuje
negativni ucinky siln¢ reaktivnich volnych elektronovych pardt ROS. Timto zplGsobem
dochazi k neutralizaci ROS a snizeni jejich reaktivity (Colin-Gonzales et al., 2012).

Experimenty bylo zji$téno, Ze suma intenzity signdlu DCHFDA, latky s afinitou k ROS,
u oocyti ve stadiu metafaze | byla nejvySsi v pfipadé kontrolni skupiny, ktera byla
DCHFDA byla pti kultivaci v koncentraci 1 mM SAC. Experimentalni skupiny oocytd
kultivované za pritomnosti tfech riznych koncentraci SAC se od sebe navzajem statisticky
nelisily. Oocyty ve stadiu metafaze Il vykazovaly také nejvyssi sumu intenzity signélu
ve stadiu metafdze | se vSak v tomto ptipadé mezi sebou statisticky lisily oocyty jednotlivych
experimentalnich skupin. Oocyty kultivované za ptitomnosti 0,1 mM SAC vykazovaly
statisticky odliSnou produkci ROS neZ oocyty kultivované za ptitomnosti 0,5 mM SAC a 1
mM SAC. Produkce ROS pii zvySujici se koncentraci SAC klesa. Tento experiment
jednoznacéné prokazal, ze SAC ma pozitivni vliv na redukci ROS v prubéhu meiotického zrani
prasecich oocytd v in vitro podminkach. Tato zjisténi jsou v souladu s diive publikovanymi
pracemi (Imai et al., 1994, Prasad et al., 1996, Sumioka et al., 1998, Ide et Lau, 1999,
Rabinkov et al., 2000, Yang et al., 2013). Antioxidativni u¢inky SAC ve své studii prokazal
Yang et al. (2013), ktery potvrdil vliv SAC na redukci ROS a jeho podil na napravé erektilni
dysfunkce zpusobené oxidativnim stresem u potkant. Antioxidativni efekt SAC byl také
prokazan u bovinnich endotelialnich bunék a mysich makrofagi (Ide et Lau, 1999). Bylo
prokazano, ze SAC snizuje oxidaci lipidi a formovani peroxynitritu (Numagami et al., 1995).

Na zakladé vysledkli tohoto experimentu bylo také patrné, Ze rozdil mezi oocyty
kontrolni a experimentalni skupiny byl vys$i u oocytd ve stadiu metafaze II. V prubéhu in
vitro kultivace je oocyt v laboratornich podminkach vystaven fadé vlivi, jez zvySuji riziko
vzniku oxidativniho stresu. Mezi tyto faktory patii kupiikladu pasobeni svétla, vysoké
koncentrace kysliku nebo pfitomnost xenobiotik (Guérin et al., 2001). Rada t&chto vlivii miize
byt odpovédna za vyssi nachylnost oocytt kultivovanych 48 hodin v podminkach in vitro

k nezadouci produkci ROS.
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Cilem tfetiho experimentu bylo zjistit, zda m& SAC vliv na expresi markeru Casné
apoptdzy — stépené formy kaspézy 3. Pii pouziti 0,5 mM SAC u oocytt v metafazi | doslo
k poklesu signalu u obou ptiznakii méfeni. Podobna situace nastala i u oocyti ve stadiu
metafaze Il, kdy byl takeé zjistén vliv 0,5 mM SAC na expresi $t€pené formy kaspazy 3. |
Vv tomto piipadé byl zjistén pokles piiznakt méteni. U oocytl ve stadiu metafaze I i metafaze
II byl zjistén statisticky vyznamny rozdil mezi kontrolni a experimentalni skupinou oocytu.
Podle téchto vysledkt je tedy patrné, ze koncentrace 0,5 mM SAC ma vliv na snizeni exprese
Stépené formy kaspazy 3.

Kaspéza 3 je latka, kterd se vyskytuje v ¢asnych stadiich apoptdzy. Bylo dokazano, ze
aktivaci kaspazy 3 (Kim et Park, 2003). Na zakladé této skute¢nosti mizeme piredpokladat, ze
se produkce ROS v pribéhu meiotického zrani podili na vzniku signélnich kaskad, jejichz
findlnim vysledkem je programovana bunécna smrt, ktera je v pfipadé reprodukcnich
biotechnologii velice nezddoucim stavem. Skute¢nost, ze redukce ROS miize odvratit riziko
apoptdzy byla potvrzena u studie zaméfené na oxidativni stres granuldznich bunék. Tato prace
prokazala, ze redukce hladin ROS za pomoci genisteinu zpusobuje snizeni exprese efektorové
kaspazy 3 a kaspazy 4 (Zhang et al., 2013).

Predlozena prace dava do souvislosti meiotické zrani, produkci ROS a expresi kaspazy
3 ve zrajicim prase¢im oocytu. Dalsi experimenty jsou planovany s ohledem na vyvojovou

schopnost téchto oocytli a uspésnost casného embryonalniho vyvoje po oplozeni in vitro.
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[ Zavér

Vysledky experimentta provedenych v ramci predkladané diplomové prace potvrdily
hypotézu, Ze sirn¢ slouceniny ¢esneku snizuji hladiny ROS a umoznuji tak ptedchazet vzniku
oxidativniho stresu, ktery negativné ovlivituje vysledky meiotického zrani prasecich oocytl
v in vitro podminkach. Tato skute¢nost by mohla v budoucnu piispét k vyuzivani SAC pro
optimalizaci kultiva¢nich médii pouzivanych pii meiotickém zrani oocytt in vitro.

Meiotické zrani je klicovym déjem v procesu oogeneze, jeho adekvatni regulace je
rozhodujici pro vznik plnohodnotného a oplozeni schopného oocytu. Meiotické zrani v in
vitro podminkéch je ¢etné vyuzivano pro biotechnologické postupy, jako je in vitro oplozeni a
transgeneze. In vitro zrani je vSak negativné zatizeno oxidativnim stresem vznikajicim
v disledku nefyziologickych hladin reaktivnich forem kysliku (ROS — reactive oxygen
species). Velkym zajmem védeckych tymu je tak zabranit nadmérmé tvorbé ROS, ochranit
oocyt pied oxidativnim stresem a zvysit ispéSnost in Vitro zrani oocytd.

Cilem diplomové prace bylo zjistit, zda m& S-allylcystein (SAC) vliv na jaderné zréani,
produkci ROS a expresi stépené formy kaspazy 3 u prasecich oocyti v prubéhu meiotického
zrani in vitro. V této diplomové praci nebyl prokazan statisticky vyznamny vliv SAC na
jaderné zrani prasecich oocytd. Byl vSak poprvé prokazan redukéni vliiv SAC na produkci
ROS v prubéhu meiotického zrani. Pti kultivaci oocytd za pFitomnosti SAC doslo ke snizeni
produkce reaktivnich forem kysliku az 0 99,95 %. SAC se tak mlZe stat snadno dostupnou
latkou, ktera mize v prubéhu in vitro meiotického zrani zabranovat vzniku oxidativniho
stresu. V této praci byl také prokézan vliv SAC na expresi $tépené formy kaspazy 3, ktera je
vyznamnym markerem Casné apoptozy. Je ziejmé, ze SAC se vyznamnym zpusobem podili
prostiednictvim snizeni hladin ROS v prib&éhu meiotického zrani in vitro na inhibici
signalnich drah, nutnych pro zahajeni programované bunééné smrti.

Budouci experimenty jsou uzitecné pro prokazani vlivu sirnych sloucenin Cesneku na
Casny embryonalni vyvoj oocytl, které dozraly in vitro v jejich pfitomnosti. Pfiznivé
ovlivnéni vyvojové kompetence béhem meiotického zrani oocytli pomtze dalsimu rozvoji

technik asistované reprodukce.
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