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Souhrn

Rozvoj reprodukénich biotechnologii vyzaduje ziskavat dostate¢ny pocet kvalitnich
oocytu. Kvalita oocyta je zavisla na uspésném meiotickém zrani, béhem néhoz dochazi
k mnozstvi zmén. Tyto zmény zahrnuji kumularni expanzi kumulo — oocytarniho komplexu
(COCs), ktera predurcuje uspésnost meiotického zrani. Meiotické zrani oocyti a kumularni
expanze jsou komplexné regulovany. Dojde — li v in vitro podminkach k naruSeni rovnovahy
mezi regulacnimi faktory, dochéazi k nezddoucicm zméndm a k poklesu uspésSnosti zrani
oocytd. Castou pfi¢inou zhoreni kvality oocytl zrajicich in vitro je oxidaéni stres. PouZiti
antioxidant je jednim ze zplsobl, jak negativni projevy oxidacniho stresu potlacit.
Mezi intenzivné studované sloueniny s antioxidaénim ucinkem patii sirné slouceniny
cesneku. Na zdkladé dostupnych informaci jsme stanovili hypotézu, Ze sirné slouceniny
uvolnujici se z ¢esneku puasobi pozitivné na pribéh meiotického zrani praseCich oocytil
v podminkach in vitro.

Prase¢i oocyty byly ziskdvany aspiraci z ovarii prasnic. Vybrané oocyty byly
kultivovany po dobu 24 a 48 hodin. Experimentélni skupina oocyti byla kultivovana v médiu
obohaceném o pfirodni latku uvoliujici se z ¢esneku — S-allyl cystein. Po uplynuti pfislusné
doby bylo hodnoceno stadium meiotického zrani a intenzita kumuldrni expanze podle
mnozstvi hyaluronové kyseliny.

Experimenty prokazaly, ze S-allyl cystein neovliviiuje prubéh meiotického zrani
praseéich oocytu. Analyza produkce hyaluronové kyseliny prokazala stimulaéni efekt S-allyl
cysteinu na intenzitu kumularni expanze po 24 hod. kultivace in vitro. Na zakladé ziskanych
vysledku je mozné predpokladat, ze S-allyl cystein ovliviiuje kultivaci COCs v podminkach
in vitro. Pro hodnoceni vlivu S-allyl cysteinu na ¢asny embryonalni vyvoj takto oSetfenych

oocytl jsou zapotiebi dalsi studie.

Klicova slova: prase¢i oocyt, meiotické zrani, kumularni expanze, sirné slouceniny
cesneku, S-allyl cystein



Summary

Reproductive biotechnologies development requires getting enough quantity of quality
oocytes. Quality of oocytes depends on successful meiotic maturation, oocytes undergo many
changes during this process. These changes include cumulus expansion of cumulus — oocyte
complexes (COCs) determining the success of meiotic maturation. Oocyte maturation and
cumulus expansion are comprehensively regulated. Disruption of regulating factors balance
in oocytes maturing in vitro leads to undesired changes and less success of oocyte maturation.
The important reason of decreasing quality of oocytes maturing in vitro is oxidation stress.
Using of antioxidants is one of the possibilities how to decrease negative demonstrations
of oxidation stress. Among intensively studied compounds with antioxidative impact belongs
garlic sulphur compounds.Based on the best knowledge we hypothesised, positive effect
of garlic sulphur compounds on meiotic maturation of pig oocytes in vitro.

Pig oocytes were obtained by aspiration from prepubertal gilts ovaries. Selected
oocytes were cultivated for 24 and 48 hours. Experimental group of oocytes was cultivated
in medium enriched of natural substances released from garlic — S-allyl cysteine. The stage
of meiotic maturation and amount of hyaluronic acid for oocyte evaluation and cumulus
expansion measurement were analysed.

The experiments showed that S-allyl cystein is not changing meiotic maturation of pig
oocytes. Analysis of hyaluronic acid production proved stimuli effect of S-allyl cysteine
on cumulus expansion intensity after 24 hours cultivation in vitro. Our results suggest S-allyl
cysteine positive effect on COCs cultivated in vitro. Following studies are required for early

embryonic development evaluation of after fertilization of S-allyl cysteine treated oocytes.

Key words: pig oocyte, meiotic maturation, cumulus expansion, garlic sulphur compounds,

S-allyl cystein
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1 Uvod

Reprodukéni  biotechnologie jsou pro zvySovani kvality chovu a S$lechténi
hospodaiskych zvitat v dnesni dobé nezbytné. Aby bylo mozné zvysit GispéSnost inseminace,
in vitro oplozeni, embryotransferu nebo klonovani, je tfeba intenzivniho studia procesi, které
ovliviiuji meiotického zrani oocytl. Jako vhodné experimentalni modely se pro svou Cetnost
a podobnost s lidskymi oocyty ukazuji prase¢i oocyty. Vysledky experimenti mohou byt
tedy pfinosem nejen v oblasti reprodukce hospodarskych zvitat, ale i v oblasti humanni.

S meiotickym zranim uzce souvisi proces kumularni expanze, kdy kumularni bunky
produkuji extracelularni matrix bohatou na hyaluronovou kyselinu (HA). Nasledn¢ dochazi
K pferuseni spoji mezi oocytem a kumularnimi bunikami. Jelikoz ma kumuléarni expanze vliv
nejen na ovulaci a uspésné oplozeni, ale predevS§im na meiotické zrani oocytl, Ize ji vyuzit
jako ukazatel pribéhu meiotického zrani v podminkach in vitro. Meiotické zrani oocytu
a jejich vysledna kvalita je ovlivnéna mnoha vzajemné propojenymi faktory. Béhem procesu
meiotického zrani oocyti dochazi k produkci reaktivnich forem kysliku (ROS — reactive
oxygen species), které jsou pficinou vzniku oxidativniho stresu a ovliviiuji tak meiotického
zrani in vitro. Snizeni hladiny ROS pozitivné ovliviiuje tspésnost kultivace oocytd.

Sirné slouceniny, obsazené v Cesneku, disponuji schopnosti pozitivné ovliviiovat
zdravotni stav organismu. Prokdzany byly napiiklad ucinky antiseptické, antiparazitickeé,
antimykotické, antibakterialni, antikoagulacni a dale byl prokdzan vliv na snizovani
oxidativniho stresu v bunkach. Bliz§i zkoumani biologicky aktivnich latek v cesneku
a mechanismy jejich pisobeni, by mohly byt aplikovatelné nejen v reprodukénich
biotechnologiich zvifat ale 1 v lidské asistované, nebot’ plnohodnotné meiotické zrani

je kli¢ové pro vznik kvalitnich oplozeni schopnych oocytt.



2 Védecka hypotéza a cile prace

Na zdklad¢ soucasn¢ dostupnych poznatki piedpokladame, ze sirné slouceniny
obsazen¢ v Cesneku jsou schopné pozitivné ovliviiovat pritbé¢h meiotického zrani prasecich

oocytti v podminkéach in vitro.

Cilem této diplomové prace je ovetit hypotézu, ze piirodni latky uvolnujici
se z ¢esneku mohou v podminkach in vitro zasahovat do regulace meiotického zrani prasecich

oocytd.



3 Literarni reSersSe

3.1. Oogeneze

3.1.1. Faze mnoZeni

Oogeneze je proces premény primordialnich zarodeénych bunék (PGCs — primordial
germ cells) ve vajicka. PGCs byly donedavna povazovany za jediny zdroj pohlavnich bunék
dosp€lého jedince (Wassarman, 1988, Yanagimachi, 1988), nyni se ale objevuji studie
provadéné na mysich, které naznacuji existenci novych mitoticky aktivnich zarode¢nych
bun¢k ve vajecnicich dospélych samic (Johnson et al., 2004). PGCs jsou velké bunky
kulovitého tvaru, které se rychle déli a obsahuji pomérné malé mnozstvi organel v cytoplazmé
(Makabe et al., 1989). Primordialni zarode¢né buiky maji mimogonadalni ptivod a vznikaji
béhem embryondlniho vyvoje ve zloutkovém vacku, odtud nejprve pasivnim pohybem
migruji do kaudalniho prvostfeva (Fujimoto et al., 1977) a dale aktivné do dvou genitalnich
list (Chiquoine, 1954, Sadler, 2011). Plazmatickd membrana vytvafi pseudopodia,
Vv cytoplazmé se koncentruji mikrotubuly a mikrofilamenta (Fujimoto et al., 1977) a bunky
jsou schopny aktivniho améboidniho pohybu (Makabe et al., 1989). PGCs jsou béhem svého
presunu navadény chemotaxi somatickych bunek (Yanagimachi, 1988, Makabe et al, 1991).
V pohybu hraji patrné tlohu i komponenty extracelularni matrix (Fujimoto et al., 1985)
Vv nichZz dochazi ke zménam v distribuci glykoproteint, kolagenu a fibronektinu (GarciaCastro
et al., 1997). Mezi vyznamné mediatory ptesunti PGCs patii integriny (Anderson et al., 1999)
a kadheriny (Bendel — Stenzel et al., 2000). Ptesun PGCs do oblasti budoucich gonad
je podnétem k diferenciaci vajeéniki a dale k nastupu folikulogeneze (Wartenberg, 1989).

Zarode¢né bunky se v misté budoucich vaje¢nikii dostavaji do styku se somatickymi
bunikami, které tvofi zaklad granuldézy budouciho folikulu a jsou pro nasledné meiotické
déleni nepostradatelné (Wassarman, 1988; Vanderhyden, 2002). Mitoticky vzniklé oogonie
zahajuji meiotické déleni jeSté v prenatdlnim obdobi zivota samice a vstupuji do profaze I
V této fati se zoogonii stdvaji oocyty I. fddu (Wassarman, 1988). Meiotické de€leni
je ve stadiu diplotene profaze I zastaveno a pokracuje az po dosazeni puberty (Wassarman,

1988).



3.1.2. Faze rustu

Béhem této faze oogeneze jsou oocyty metabolicky vysoce aktivni a nékolikandsobné
zvetsi svllj objem. Nedochazi vSak jen ke zménam kvantitativnim ale 1 ke zménam
kvalitativnim. Dochazi ke zménam v uspotadani jadra, zvysSuje se pocet organel — predevSim
mitochondrii, které prochdzeji ptreménou tvaru, velikosti i struktury (Wassarman, 1988,
Makabe et al., 1992). V duasledku zvysené aktivity jadra a jadérka narsta i mnoZzstvi
ribozému. S rostoucim objemem cytoplazmy oocytu ale jejich koncentrace klesad. Béhem faze
rustu oocytu probihd syntéza a ptijem molekul, které jsou uréené nejen pro rust, vyvoj a zrani
oocytl ale slouzi pfedev§im jako ulozisté informaci a zdsob potiebnych pro prvni obdobi
po oplodnéni, kdy je embryondlni genom jesté neaktivni (Picton et al., 1998). Oocyty
ziskavaji béhem faze rtstu meiotickou kompetenci, coz je schopnost podstoupit jaderné zrani,
jako nezbytny piedpoklad vzniku plnohodnotného oocytu schopného oplozeni (Hurk et Zhao,
2005). Za meioticky kompetentni lze povaZzovat pouze ty oocyty, které dosahly
min 80% velikosti vyvinutého oocytu (Wassarman, 1988).

Soucasné s rustem oocytu dochazi k procesu folikulogeneze — vyvoje folikulu
a diferenciace jeho struktur. Dochazi k tomu diky zvySenému mnozZstvi a zméné tvaru
granuloznich bun€k. Vajeéniky samic jsou po narozeni osidleny primordidlnimi folikuly
tvofenymi primdrnimi oocyty obklopenymi jednou vrstvou slozenou ze 4 — 8 plochych
pregranul6éznich bunék (Wassarman, 1988). V pribéhu rustu folikulu dochézi ke zménam
tvaru granuloznich bunék z plochého na kubicky. Granuldzni buiiky proliferuji a vzniké tak
primarni folikul, ktery je tvofen oocytem obklopenym vrstvou 11 — 20 granuldéznich bunék
kubického tvaru (Hulshof et al., 1992, Hurk et Zhao, 2005). Pokud je oocyt obklopen vice nez
dvéma vrstvami folikularnich bunék, hovotime jiz o tzv. sekundarnim folikulu (Driancourt,
1991). V této fazi folikulogeneze podstupuji oocyty nejrozsdhlej$i zmény. Mezi oocytem
a folikularnimi bunkami dochazi k tvorbé komponentii zony pellucidy (Wassarman, 1988).
Zona pellucida je tenka membrana slozena z glykoproteini ZP1,ZP2 a ZP3, ktera tvofi
ochrannou vrstvu kolem oocytu. Vznik a rast sekundarnich folikulii je nezavisly na pisobeni
FSH (Folikuly stimulujici hormon), nebot’ jak potvrdili Fortune et Eppig (1979), dochazi
kjejich vyvoji i bez hormont. Folikuly se vsak jiz vtéto dobé stavaji vnimavy
k folikulo — stimulujicimu hormonu. U rostoucich oocytti probiha natolik intenzivni syntéza
RNA, Ze dojde k vytvoieni vétsiny RNA, kterou zraly oocyt nakonec obsahuje (Wassarman
et Albertini, 1994).
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Formovani dutiny ( antra), ktera je vyplnéna tekutinou, je charakteristické pro antralni
folikuly, nékdy oznacované téz jako tercialni folikuly (Driancourt, 1991). V této fazi dochazi
k proliferaci a diferenciaci granuléznich bun¢k v theca interna a theca externa. Na burikach
theka interna se objevuji receptory pro lutheiniza¢ni hormon (LH) (Xu et al., 1995). Dochazi
Kk tvorb¢é bazalni membrany, k vaskularizaci folikulu a zvySeni propustnosti krevnich cév.
Tyto déje vedou ke zvysSeni velikosti antralniho folikulu (Hurk et Zhao, 2005). Oocyty
¢asnych tercialnich folikulti jsou dosud rostouci a transkripéné aktivni (Crozet et al., 1986)
¢imz dochazi k hromadéni mRNA, ribozomu a peptidi (Pavlok et al., 1992). Zrani oocytu

muze pokraCovat az po prasknuti folikulu a ovulaci oocytu (Yanagimachi, 1988).

3.1.3. Faze zrani

Béhem této faze se pln€ dorostly, meioticky kompetentni oocyt pfeméni v oplozeni
schopny oocyt (Motlik et al., 1986). Faze meiotického zrani je proces, pii kterém nejprve
v pribéhu meidzy 1 (heterotypické dé&leni) zredukuji zarode¢né diploidni buiiky pocet
chromozoml na polovinu a v meidéze II (homeotypické déleni) vzniknou haploidni gamety
(Eppig, 1993, Kishimoto, 2003, Mehlmann, 2005). Meidza 1 ptechazi plynule v druhé
déleni — meidzu II a to bez replikace DNA. Do meidzy Il tedy gamety vstupuji s poloviéni
sadou chromozému. Meidza se pozastavuje ve 2. bloku v metafazi II, ¢imz je ukoncen proces
meiotického zrani (Wassarman, 1988). Oocyt v metafazi II mize dokoncit proces meidzy
jediné tehdy, pokud je aktivovadn penetraci spermie nebo partenogenetickou aktivaci.
K pfeméné dochazi tésné¢ pred ovulaci v disledku zmén v hladindch gonadotropnich
hormoni. Pouze oocyty, které dokoncily meiotické zrani, jsou schopné oplozeni a mohou
se po splynuti se spermii vyvijet (Wassarman et Albertini, 1994).

Jadro oocytu se pred zapocetim meiotického zrani nachazi ve fazi zarode¢ného vacku
(GV — germinal vesicle). Po zvySeni hladiny LH dochazi k rozpadu doposud neporusené
jaderné membrany a je tak zahdjeno meiotické zrani. Tento proces je nazyvan jako rozpad
zarode¢ného vacku (GVBD — germinal vesicle breakdown). V soucasné dob¢ je uznavano
rozdéleni stadii GV na zdklad¢ kondenzace chromatinu a zmén jaderné membrany oocytd
do 5 tiid (GVO — GV4). Faze GVO je typicka rozptylenym chromatinem a viditelnym jadrem
S jadernou membranou. Ve fazi GV1 je jadernd membrana i jadérko neporuSené a dochézi ke
kondenzaci chromatinu za vytvofeni struktury pfipominajici prstenec. Ve fazi GV2 dochazi
K tvorbé shluki chromatinu pobliz jaderné membrany (Sun et al., 2004). Ve fazi GV3
se chromatinové shluky rozptyli po celé¢ nukleoplazmé. Ve fazi GV4 neni jiz jaderna

membrana zietelna a jadérko zcela mizi (Guthrie et Garrett, 2000).
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3.2. Kumularni expanze

Savsi oocyt je v Graafové folikulu tésné obklopen kompaktnim obalem kumularnich
bunék vejconosného hrbolku- cumulus oophorus a spole¢né s oocytem tvofi tzv.kumulo-
oocytarni komplex (COC) (Dekel et al., 1979). Kumularni bunky, tésné obklopujici oocyt,
vytvareji mezibunééné spoje typu gap junction a pomoci bunécnych adheznich komplext
poskytuji oocytu ziviny a kontakt s vnéjSim prostiedim (Eppig, 1991, Kidder et Mhawi,
2002). Béhem preovula¢ni periody jsou ve folikulu prostfednictvim kumularnich bunék
syntetizovany strukturalni komponenty extracelularni matrix (ECM), ktera je tvofena proteiny
(Nakayama et al., 1996) a glykosaminoglykany (Mlynarcikova et al., 2009). Nejvice
zastoupenym bezulfatovym glykosaminglykanem je kyselina hyaluronova (HA) (Nakayama
et al., 1996). HA jako signalni molekula plni dilezitou tlohu v regulaci meiotického zrani
(Yokoo et al., 2010) a kumularni expanze (Yokoo et al., 2003). Dale byl prokazan jeji
ptiznivy vliv na ovulaci (Hess et al., 1999) i oplozeni oocytu (Chen et al., 1993).

Dusledkem syntézy a ukladani ECM dochazi k zvétsovani celého COC a tento proces
je oznacovan jako kumularni expanze (Dekel et al., 1979). Kumularni expanze je nezbytna
pro meiotickou a vyvojovou kompetenci (Qian et al., 2003), Gspésné oplodnéni a vyvoj
zygoty (Chen et al, 1993). Podle Qian et al.(2003) uzce souvisi intenzita kumuldrni expanze
sin vitro zranim oocytu a pro dosazeni co nejvysSSi uspéSnosti meiotického zrani
v podminkach in vitro je tedy zadouci vybirat pouze takové oocyty, které maji kompaktni
obal kumularnich bunék (Sun et Nagai, 2003). V pribéhu meiotického zrani dochazi k fadé
morfologickych zmén kumularnich bungk, které jsou dle Sutovsky et al. (1994) pro kumularni
expanzi nepostradatelné. V disledkuje syntézy ECM a s tim spojenou rostouci vzdalenosti
mezi kumularnimi bunkami dochazi b&hem kumuldrni expanze k pferuseni spoju
gap junction. Vysledkem je zastaveni pfenosu nizko-molekularnich latek, jako napt. — CAMP
a cGMP, ¢imz je umoznéno znovuzahajeni meiotického zrani (Chen et al., 1990, Sutovsk}'/
etal., 1994).

Endokrinni regulace kumularni expanze je v podminkach in vivo zavisla na ptisobeni
gonadotropnich hormonti (FSH, LH) (Dekel et al., 1979, Eppig, 1980, Motlik et al., 1998).
Vyznamnou ulohu v regulaci kumuldrni expanze ptredstavuje preovulacni vina LH.
Preovulaéni vina LH puisobi na proteazy v granuldznich bunikach (Wassarman, 1988), které
aktivuji rustovy diferencia¢ni faktor 9 (GDF-9). Aktivovany GDF-9 vyvolava sekreci
hyaluronové kyseliny (Elvin et al., 1999).
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Kumularni expanze neni regulovdna pouze na urovni hormondlni, ale byl prokazan
I metabolicky vliv oocytu. Eppig et al. (1993) publikovali praci, v niz dokazuji, Ze oocyt
béhém meiotického zrani produkuje faktor podporujici kumularni expanzi (CEEF), jehoz
pfitomnost je pro kumularni expanzi u mysi nezbytna (Buccione et al., 1990). Vliv CEEF
na kumularni expanzi je pravdépodobné druhové specificky neboz jak dokazuje Prochazka
et al. (1998), u prase¢ich oocytll probiha kumularni expanze i1 bez piitomnosti tohoto faktoru.
V regulaci kumularni expanze se dale uplatiiuje napi.: epidermalni rastovy faktor (EGF —
Epidermal Growth Factor), ristovy faktor podobny inzulinu (IGF — Insulin — like growth
factor) (Némcova et al., 2007).

Jelikoz kumularni expanze zavisi na obsahu HA v expandovaném kumulu (Dekel et al.,
1979), Ize tuto hodnotu uzit jako ukazatel intenzity kumularni expanze (Némcova et al., 2007,

Nagyova., 2012).

3.3. Faktory regulujici meiotické zrani oocytiu

Meiotické zrani je proces, vjehoz regulaci se uplatiiuji signalni drdhy malych
a jednoduchych molekul stejné¢ jako proteini a multienzymovych komplext. Tyto
biochemické zmény vedou ktvorbé oplozeni schopného oocytu a nasledujiciho

embryonalniho vyvoje.

3.3.1. Cyklické nukleotidy

Mezi cyklické nukleotidy, které vyznamné zasahuji do meiotického zrani oocyti, patii
cyklicky adenosinmonofosfat (cAMP) a cyklicky guanosinmonofosfat (cGMP). Molekuly
cAMP 1 c¢cGMP jsou produkovany kumuldrnimi buikami oocytd, ze kterych jsou
syntetizovany dvéma enzymy adenylatcyklazou a guanylatcyklazou (Dekel, 1988).
Organismy cyklické nukleotidy vyuzivaji jako tzv. druhé posly v fadé¢ signalnich drah. Pisobi
tak obvykle jako aktivator proteinkinaz. Proteinkindzy A — PAK v pfipadé cAMP, které
nasledné fosforyluji dal$i enzymy a na zdklad€ toho je bud’ aktivuji ¢i deaktivuji. Cyklicky
AMP aktivaci PKA blokuje spontdnni zahdjeni meidzy a udrzuje tak oocyt v meiotickém
bloku (Chen et al., 2009). K aktivaci PKA dochazi navazanim cAMP na jednu z regulacnich
podjednotek a zménou konformace. Pro znovuzahdjeni meidzy je tedy nutné, aby doslo
ke snizeni hladiny cAMP (Cho et al., 1974, Bornslaeger et al., 1986). Cyklicky AMP
je syntetizovan ve folikularnich buiikach oocytu v zavisloti na LH vlnach a do oocytu

se dostava mezibunécnymi spoji — typu gap junctions (Cho et al., 1974).
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Vliv ¢cGMP na zrani oocyti nebyl doposud zcela objasnén. Koncentrace cGMP Kklesa
Vv zévislosti na zrani oocytu. Pasobenim hypofyzarnich hormonti — konkrétné plisobenim
luteiniza¢niho hormonu (LH), dochazi ke snizeni hladiny cGMP. U mysi je po poklesu cGMP
mozné, aby oocyt znovuzahdjil meiozu (Vacari, 2009). Jind prace, ve které¢ byli pro pokus
vyrany praseci oocyty ovSem dokazuje, Ze pro znovuzahdjeni meidzy je zapotiebi, aby doslo
ke zvySeni hladiny cGMP (Hubbard et Price, 1988). Cyklicky GMP muize prostfednictvim
inhibice cAMP fosfodiesterazy zvysit hladinu cyklického AMP a udrzet tak oocyt
v meiotickém bloku (Ratner, 1976).

3.3.2. M — fazi podporujici faktor

M — fazi podporujici faktor (MPF — maturation promoting factor) ma vyznamnou
ulohu v procesu regulace meiotického zrani oocytu i pii mitotickém déleni somatickych
bunék (Li et al., 2013). MPF je komplex, ktery se sklada ze dvou podjednotek. Cyklin B jako
regula¢ni podjednotky a CDK1 jako katalytické podjednotky. U savcd je intracelularni
mnozstvi CDK1 a cyklinu B jednim z dulezitych faktort, ktery udrZzuje oocyt v profazi
prvniho meiotického dé€leni. V pribéhu ristové faze ooytu je komplex pfitomen ale diky
inhibici fosforylace Threoninu 14 a tyrosinu 15 je katalyticky neaktivni (Ferrell et al., 1991,
Gordo et al., 2001, Tunquist et Maller, 2003). Tento komplex oznacovany jako pre-MPF je
aktivni aZ za pfitomnosti fosfatizy CDC25. Béhem buné&cného cyklu je hladina CDK1 stala.
Jednou z moznosti regulace MPF je tedy ovlivnéni hladiny cyklinu B (Stojkovic et al., 1999).

3.3.3. Mitogeny aktivovana protein kinaza

Mitogeny aktivovana protein kinaza (MAPK) je serin/treonin protein-kinaza regulujici
buné¢nou proliferaci, ktera se dale podili na uzavirani spoju typu gap junctions (Norris et al.,
2008). Mitogeny aktivovana protein kinaza (MAPK) je spolu s MPF aktivovéana na pocatku
faze zrani, kde se podili na regulaci meiozy (Fan et al., 2002). MAPK zistava aktivni
po celou dobu faze zrdni, a jeji aktivita zlstdva konstantni i pies kolisajici aktivitu MPF
(Hunter, 2000). Narozdil od MPF, je aktivace MAPK v pribéhu meiotického zrani druhove
specifickd. V oocytech velkych domacich zvifat se MAPK aktivuje soucasné¢ nebo tésné
po GVBD, u oocyti mysi se aktivuje az po GVBD (Hurk et Zhao, 2005) a u zab rodu
Xenopus byla MAPK dokonce aktivovana jiz pted GVBD. B&hem meiotického zrani je
MAPK potiebna nejen pro zabezpeceni ¢innosti MPF (pozitivni zpétnou vazbou translaci
cyklinu B pomaha pfti aktivaci MPF v oocytech), ale také pro formovani dé€liciho vieténka
audrzeni druhého meiotického bloku (Hurk et Zhao, 2004). V druhém meiotickém bloku
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jeaktivita MAPK vysoka. Tim je potlacena degradace cyklinu B a nedochazi tak ke snizeni
aktivity MPF. Po splynuti oocytu a spermie dochazi k inaktivaci MAPK (Ito et Kashiwazaki,
2012).

3.3.4. Vapnikové ionty

Hlavni zasobarnou vapnikovych iontl je endoplazmatické retikulum (Cha et Chian,
1998). V prasegich oocytech se hlavni depozitum Ca®" iontéi nachazi v karyoplazmg,
mitochondriich, vakuolach a lipidovych granulach (Petr et al., 2001). Pro uvolnéni Ca®" ionti
je zapotiebi otevieni Ca®* kanald. V tomto procesu hraji dualezitou roli dva typy receptort:
inositoltrifosfatové (IP3) a ryanodinové (RYR) (Cha et Chian, 1998).

Intracelularnim vazebnym proteinem pro Ca2+ je kalmodulin. Kalmodulin se nachdzi
v cytosolu a pii navazani Ca2+ iontd dochdzi ke zméné konformace. Touto zmeénou
konformace dochazi k aktivaci kalmodulin dependentni proteinkinazy(CaMKII) (Alberts,
1998).

Vyznamnou roli hraje vapnik i pfi regulaci meiotického déleni a po oplozeni. Diky
zvySeni hladiny volnych vapnikovych iontd v cytosolu oocytu dojde K obnoveni
pozastaven¢ho procesu meiotického déleni a déle i k vydéleni prvniho pdlového téliska
v MI fazi (Cha et Chian, 1998). Po tom, co dojde k penetraci spermie, vzroste hladina Ca**
iontd a nasledné se aktivuje CaMKII (Schmidt et al., 2006). Aktivace CaMKII je podnétem
k pomérné rychlé depolarizaci plazmatické membrany, ktera je pojistkou pred polyspermii.
Zvysena hladina vapnikovych iontil je podnétem pro ukonceni MII faze, dojde k vydéleni
druhého polového téliska a oocyt vstoupi do faze ¢asného embryonalniho vyvoje (Tunguist

et Maller, 2003).

3.3.5. Gasotransmitery

Jak publikovali Wu et Wang (2005) a Wang (2002) jsou gasotransmitery molekuly
plynt, s malou molarni hmotnosti, které mohou volné prochazet cytoplazmatickou
membranou a pusobit vV bunkach jako signalni molekuly. Diky jejich velikosti nevyzaduje
signalizace gasotransmitery membranové receptory, které by napomohly pienosu
z extracelularniho do intracelularniho prostiedi (Zhao et al., 2001, Pae et al., 2009).
Gasotransmitery jsou endogenné uvoliovany podle aktualnich potieb organismu a nejsou tedy
nikde hromadény. Uvolnovani gasotransmiterti je zprostfedkovano enzymy z aminokyselin.
Po uvolnéni jsou vSak gasotrasmitery velmi rychle degradovany a to béhem nékolika minut

nebo dokonce sekund (Wang, 2002). Ucinek gasotransmitera na buiiky muze byt
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zprostredkovan tzv. druhym poslem. Mezi doposud znamé gasotransmitery patii: oxid
dusnaty (NO), oxid uhelnaty (CO) a sulfan (H,S).

Oxid dusnaty

Gaostransmiter oxid dusnaty je syntetizovan syntdzou oxidu dusnatého (NOS)., ktera
se v organismu vyskytuje ve trech izofotach: indukovatelna NOS (iNOS), endotelidlni NOS
(eNOS) a nervova NOS (nNOS). Zatimco v oocytech byla prokdzana piitomnost mRNA
vsech tfi izoforem NOS, v kumularnich bunkach byla detekovana mRNApouze izoformem
eNOS a iNOS (Chmelikova et al., 2010). Oxid dusnaty (NO) pusobi v organismu jako
signalni molekula v cévni, svalové a reprodukéni soustavé (Rosselli et al., 1998). Oxid
dusnaty ma vliv na hormonalni regulaci reprodukéni soustavy u samct (McCann, 1982)
iusamic (Van Voorhis et al., 1995). V sami¢i reprodukéni soustavé piasobi dale
na kontraktilitu délohy a udrzeni gravidity (Farina et al., 2001). Byl prokazan ucinek NO
Vv regulaci meiotického zrani oocyti (Chmelikova et al., 2010, Tichovska et al., 2011). Béhem
meiotického zréni je oxid dusnaty produkovan kumulo — oocytarnim komplexem (COC)
a je nezbytny pro GVBD a dosazeni MII (Chmelikova et al., 2010). V oocytech hlodavct
hraje NO vyznamnou roli pfi rozpadu zarode¢né¢ho vacku (GVBD) a v pfechodu z anafaze
do telofaze 1. meiotického déleni (Nakamura et al., 2002). Chmelikova et al. (2010)
dokazuje, ze oxid dusnaty je v priabchu meiotického zrani prasecich oocytli produkovan COC

a hraje dilezitou roli pro GVBD a dosazeni MII.

Oxid uhelnaty

Oxid uhelnaty (CO) je jedovaty, bezbarvy plyn, bez detekovatelného zapachu
abez chuti. Oxid uhelnaty vznika jako vedlej$i produkt pfi St€peni hemu na biliverdin
a Fe2+, za piitomnosti enzymu hemoxydazy (HO). HO je dle Tenhunen et al., (1969)
povazovana za hlavni endogenni zdroj CO v organismu. CO je schopen pusobit nejen jako
neurotransmiter ale muze hrat dialezitou tlohu i1 v regulaci napéti cévniho fecCisté.
CO zptisobuje vazodilataci hladké svaloviny cév (André et al., 2011) ale i vazokonstrikci
jak popisuje Lamon et al.,(2009). CO ma dale pozitivni u¢inky i co by proapoptoticky faktor
(Peyton et al., 2002), prokazan byl i vliv na prevenci proti ateroskler6ze (Mustafa et al., 2009)
nebo vliv proti shlukovani krevnich desticek v cévach (Wagner et al., 1997). Studie, kterou
publikovali Zenclussen et al. (2011) dokazuje, ze HO jako prekurzor oxidu uhelnatého ma

vliv na ovulaci oplozenischopnych ooctli, tvorbu a udrzeni CL. Doposud ovSem nebyl
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proveden vyzkum vlivu HO ¢i CO na meiotické zrani oocytl. Béhem biezosti dochazi
ke zménam v expresi HO, které koreluji s hladinou estrogent a ovliviiuji tak kontraktilitu

myometria v obdobi gravidity (Levytska et al., 2013).
Sulfan

H.S je prudce jedovaty (Reiffenstein, 1992), bezbarvy plyn Stiplavého zapachu.
Toxické ucinky H,S se nejCastéji projevuji v centralni nervové a dychaci soustaveé (Starka,
2010). Pfirozenym donorem sulfanu mohou byt napf.: sirné slouceniny. Koncentrace
sirovodiku endogenniho pivodu se v télnich tekutindch a tkanich, pohybuje v desitkach
az stovkach mikromoli. V téchto koncentracich sirovodik neni toxicky a plni vyznamné
fyziologické funkce. K endogenni produkci ve fyziologickych koncentracich dochazi
uvoliiovanim z aminokyseliny L-cysteinu. Tvorba sulfanu je katalyzovana tfemi enzymy:
cystathionin B-syntaza (CBS), cystathionin y-lydza (CSE) a 3 - mercaptopyruvat
sulfotransferaza (3MPST) (Kamoun, 2004).

Wang (2002) publikoval vysledky, ze kterych vyplyva, Ze napt v jatrech a ledvinach,
je nutna piitomnost enzymt CBS i CSE soucasné, aby mohlo dojit k uvolnéni H,S. Naopak
V nervové soustavé postaci pritomnost CBS a v kardiovaskularnim systému pouze CSE (Lim
et al., 2008).

Sulfan je v organismu rychle oxidovan na siru, oxid sificity (SO2) a sulfaty, nebo mize
byt pfeménén na hydrogensulfid a sirné ionty (Mancardi et al., 2009).

H2S se ve vodé rozpousti, ale rozpustnost v lipofilnich rozpoustédlech je pfiblizné
pétkrat vétsi (Wang, 2002), coz umoznuje snadnou difazi pies bunééné membrany.
Diky chemickym vlastnostem, prostupuje voln€ pies membrany a na cilové molekuly plsobi
ptimo, bez nutnosti ptitomnosti receptort a posli (Zhao et al., 2001).

Byl prokadzan pozitivni ucinek H,S na sniZzovani krevniho tlaku a kardioprotektivni
ucinek (Hu et al., 2008, Tang et al., 2010). Tym kanadskych a americkych védct dokazuje,
ze sirovodik pilisobi jako vasorelaxant. Vasorelaxaéni u¢inek H,S neni na rozdil od NO
nebo CO vyvolavan prostiednictvim aktivace c¢GMP (Calvert et al., 2010)
nybrz prosttednictvim aktivaci KATP kanali v bunkéch hladké svaloviny cév (Wang, 2003)
nebo v endotelidlnich buiikach prostfednictvim prostupu K* iontii do buiky (Zhao et al.,
2001). Sulfan také pusobi na regulaci toku dalSich iontl, jako je Ca®* a Na" iontd,
¢imz dochazi k ovliviiovani membranového potencialu bunék (Kelso et al., 1992,
Pan et al., 2008). Hladina H,S ovliviiuje sekreci inzulinu a souvisi tak s obezitou a diabetem

Il. typu (Zhu et al., 2011). Podle Tang et al. (2010) inhibuje sulfan sekreci inzulinu
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Vzhledem Kktomu, Ze se sulfan podili na expresi fady antiapoptotickych faktort lze
predpokladat, ze ovliviiuje procesy spojené také s apoptéozou oocytu (Calvert et al., 2010,
Elrod et al., 2007). Pfitomnost enzymt CBS a CSE byla zaznamenana v bunkach dé¢lohy,
vaginy, placenty a plodovych obalt, kde sehravaji zatim neobjasnénou roli (Zhu et al., 2011).
Enzym CBS byl studovan v mysich oocytech, kde nebyla prokazana jeho pfitomnost.
Je vSak exprimovan v kumularnich bunikach a hraje tedy pravdépodobné roli v prubéhu zrani
oocytu (Liang et al., 2007). Na zaklad¢ poznatkt studie provedené na zabach rodu Xenopus
laevis je mozné predpokladat, ze H,S hraje v prubéhu meiotického zrani oocytt roli
pii regulaci koncentrace cCAMP (Kimura, 2000). Dle studie Nevoral et al (2014) urychluje H,S

meiotické zrani prasecich oocytl a zvySuje aktivitu MPF pfi rozpadu jaderné membrany (GVBD).

3.4. Rod Allium

vvvvvv

Asparagales, podtiidy Liliaceae (Fay et Chase, 1996, Takhtajan, 1997). Cesnek je jednou
z nejstarsich kulturnich rostlin, kterd je znama a vyuzivana minimalné¢ 5 000 let. Pochazi
ze Stfedni Asie (Maly et Petfikovd, 2000) dnes je rozSifeny v mirnych, suchych
a polosuchych oblastech severni polokoule (Khedim et al, 2013).

3.4.1. Cesnek kuchynisky (Allium sativum)

Cesnek kuchyiisky je znamy piedeviim jako velmi aromaticka zelenina. Vytvaii
slozenou cibuli tvofenou strouzky (Konvicka, 1998). Je tvofen z 60-70 % z vody (Velisek,
2002). Susina je tvoiena z deseti druht sacharidi (fruktoza, glukoza, arabinoza, inulin),
které tvoii pfiblizné 28 % cesnekovych palic. 2 % jsou tvofena z proteint, 1,5% tvofi
vlaknina apouze 0,15% hmotnosti zabiraji aminokyseliny — konkrétni zastoupeni
jednotlivych aminokyselin je popsano v piiloze v tabulce €. 1.

V Cesneku se nachdzi pfiblizné 33 sloucenin siry, které jsou zodpovédné za fadu
pozitivnich u¢inkl ¢esneku na organismus (alliin, alicin, metiin, ajoen, propiin, allylpropyl
disulfid, diallyl trisulfid, S-allylcystein, vinylditiin, S-allylmerkaptocystein) - jsou vsak
divodem Stiplavé chuti a typického zapachu cesneku (Kemper, 2000). Nezanedbatelny
je iobsah vitaminti obsazenych v ¢esneku (A, B1, B2, B3, B5, B6, B8, B9, C, E a K).

Jejich primérné mnozstvi na 100g ¢esneku je uvedeno v ptiloze v tabulce ¢. 2.
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Kromé¢ toho obsahuje Cesnek i mnozstvi mineralnich latek (brom, fosfor, vapnik,
hlinik, chlor, méd’, zelezo, draslik, sira, jod, mangan, hoi¢ik, zinek, germanium, telur, sodik).
Cesnek je navic velmi vyznamnym zdrojem organického selenu (Ovesna et al, 2003, Khedim
et al, 2013), ktery je znamy v chovu zvifat svym vlivem na jejich uspé$nou reprodukci
(Hostetler et al., 2003). Pro piehlednost jsou mnozstvi mineralnich latek uvedena v piiloze
v tabulce ¢. 3.

Velmi dulezitou slozku cesneku tvoii i enzymy. Enzym alliindza degraduje sirné
aminokyseliny ¢esneku na dalsi biologicky aktivni latky. Allindza transformuje cystein
sulfoxidy na thiosulfinaty (Cavallito et Bailey, 1944). K uvolnéni tohoto enzymu dochazi,
pokud jsou syrové strouzky ¢esneku drceny, sekany, zvykany nebo jinak naruSeny. Optimalni
pH pro Cinnost allindzy je 6,5, proto je v kyselém prostiedi zaludku neaktivni (Lawson
et Hughes, 1992). Jak dokazuje i studie na mySich Lachmann et al. (1994) po peroralnim
podani alliinu, byla jeho pfitomnost detekovana v Zaludku, stfevé a jatrech, aniz by byl
metabolizovan.

Dalsi dilezité enzymy vyskytujici se v ¢esneku jsou peroxidaza, deoxyribonukleaza,
invertaza, lipaza, lysozym, guanylatcyklaza aj. (Konvicka, 1998).

Cesnek obsahuje dale flavonoidy (217.0 mg/kg) a jednoduché fenoly (Fenwick
et Hanley 1985), které jsou piirozenou ochranou proti plisnim, antioxidant, zvySuji
vyuzitelnost vitaminu C, ¢imz piispivaji k obranyschopnosti, a dokonce u nich byly potvrzeny
protinadorové 1&inky. Cesnek obsahuje oviem i steroidy a fytosteriny, které se spolu
se saponiny podili na toxickych G¢incich ¢esneku pii jeho nadmérné konzumaci.

Obsah jednotlivych latek v ¢esneku se velmi vyrazné méni, a to v zavislosti na odrudé
(Vodrazka et al., 2013), pivodu, pud¢, pocasi, kdy se jedna zejména o zavislost na teploté
a délce dne, dale se obsah latek liSi v zavislosti na vodnim rezimu, hnojeni, oSetfovani

a uskladnéni (Kvasnicka, 2009).
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3.5. Sirné slouc¢eniny ¢esneku

Sirné slouceniny jsou dilezitou skupinou latek, které jsou sice pomérné nestalé,

vyznamné vSak ovliviiuji aroma $iroké skaly potravin (Konvicka, 1998, Velisek, 2002).

3.5.1. Alliin
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Obrazek 1: Strukturni vzorec alliinu (O’Gara et al, 2000)

S-allylcystein sulfoxid, trivialné oznaCovany jako alliin, je dle Konvicky (1998)
0 svazky jemnych, bilych, nepachnoucich jehlicek, které jsou rozpustné ve vodég, nikoli
v organickych rozpoustédlech. Mnohé prace dokazuji, ze praveé alliin je zodpovédny
za antibiotické, baktericidni, bakteriostatické, mykostatické a fungicidni u¢inky cesneku
(Cavallito et Bailey, 1944, Konvicka, 1998, Bulkova 2011).

Analyza obsahu cystein sulfoxidli v n€kolika vzorcich ¢esneku ukazala, Ze genotypy

se ve schopnosti jejich produkce za stejnych podminek lisi (Ovesna et al., 2003).

3.5.2. Allicin

0]
I
s

/\/ \S/\/ H

H,C

Obrazek 2: Strukturni vzorec allicinu (O’Gara et al, 2000)

Ze je allicin soudasti cesneku, objevili Cavallito a Bailey (1944). Pravé v té dobé bylo
dokazano, Ze je ¢esnek velmi prospésny jako antibiotikum k 1écbé infekénich onemocnéni.
Objev allicinu v ¢esneku byl natolik vyznamny, Ze se jim zacali zabyvat i dalsi védci.
Struktura allicinu, neboli diallythiosulfonatu, je znama od roku 1947, kdy bylo prokazano,
ze by mohl byt syntetizovan oxidaci diallyl disulfidu (Koch et Lawson, 1996). Jde o t¢kavou

latku nazloutlé barvy, vyznacujici se Stiplavou chuti a cesnekovym zapachem (Block, 1985),
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ktera je ale velmi nestabilni (Lawson et Wang, 1993) a varem se rychle rozklada. Béhem
nékolika minut po aplikaci do krve jiz nemlze byt detekovan (Freeman et Kodera 1995)
a po poziti syrového ¢esneku nebo Cistého allicinu nelze jeho piitomnost zjistit v Krvi ani
moc¢i (Lawson et Hughes., 1992). Ackoliv bylo prokazano, Ze se jedna o ucinny
antimikrobialni prostfedek v in vitro podminkach, jeho G¢inky v podminkach in vivo jsou
diskutabilni. Nedavné studie ukazuji, Zze biologicka dostupnost allicinu je pomérné Spatna
(Lawson et Hughes., 1992). Tato zjisténi ukazuji, Ze allicin v in vivo podminkach nemize
pfimo prispivat k pozitivnim G¢inkim ¢&esneku. Allicin v organismu velmi rychle reaguje
s cysteinem a glutationem (Rabinkov et al., 2000), pficemz produkty téchto reakci pasobi
jako antioxidanty. Allicin mtze dale S-thiolaci ovlivnit aktivitu celé¢ fady proteini, které
obsahuji thiolovou skupinu. S-thiolace ovliviiuje intracelularni signalizaci a je poklddana za
jeden z antioxida¢nich mechanismu (Pinto et al., 2006). Diky chemické nestabilité nemize
byt allicin zodpovédny za nezadouci vedlejsi uc¢inky konzumace ¢esneku, jako jsou napiiklad
poruchy traveni (Desai et al. 1990, Nakagawa et al. 1980) a alergické reakce (Lybarger et al.,
1982).

V palicich ¢esneku se allicin za béznych podminek nenaléza, protoze vznika az vlivem
pusobeni enzymu alliindzy na alliin (Ellmore et Feldberg, 1994), jak je znazornéno

na obrazku ¢. 3.

O NH,
g — Allicin
/\/ COZH > /\/S\S/\/ + Z/U\CO i + 2 NH4

+HO

Pyruvat

Obrazek 3: Vznik Alicinu (upraveno dle Josling, 2004)
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3.5.3. Monosulfid a polysulfidy ¢esneku

/\/S\SM CH;

H;C

Obrazek 4: Strukturni vzorec diallyl disulfidu (O’Gara et al, 2000)

Monosulfid a polysulfidy ¢esneku jsou sirné slouceniny, které vznikaji rozkladem
allicinu. Diallyl sulfid (DAS) a polysulfidy - diallyl disulfid (DADS) a diallyl trisulfid
(DATS) jsou rozpustné v tucich, zpisobuji nepiijemny zapach a dalsi charakteristické
organoleptické vlastnosti ¢esneku (Konvicka, 1998). DAS a polysulfidy, obsazené v ¢esneku
zvySuji aktivitu antioxidacnich enzymi a tim chrani bunky ptfed oxidativnim stresem (Fukao
et al., 2004). Polysulfidy ¢esneku zvySuji produkei reaktivnich forem kysliku (ROS- Reactive
Oxygen Species) v nadorovych buikach. To mize vést ke zvySenému oxidativnimu stresu
a k aktivaci drahy c- Jun N-terminalni kinaza, které spousti apoptdzu v nadorovych bunkach
neuroblastomu (Filomeni et al., 2003). Tento efekt sirnych sloucenin Cesneku je vyrazny
u nadorovych bunék pravé proto, ze obsahuji pouze malé mnozstvi antioxidanti (Xiao et al,
2004). DADS zpusobuje zvySenou expresi proapoptotickych faktort a snizenou expresi
antiapoptotickych faktori v nadorovych bunkach mlécné zlazy (Nakagawa et al., 2001).
DADS dale zvySuje intracelularni hladinu vapenatych iontd (Park et al., 2002).
Prostiednictvim posttranslacnich modifikaci histonti ovlivituje DADS expresi celé fady genti
kodujicich proteiny, které hraji roli v regulaci bunééného cyklu, jako naptiklad kinazy p21
a MAPK3, inhibitori DNA-véazajicich proteini nebo proteinli ucastnicich se opravy
poskozené DNA (Druesne-Pecollo et al., 2007).

3.5.4. Ajoen

Ajoen, jako jeden zrozkladnych produktii Alicinu, byl objeven roku 1984. Jeho
systematicky nazev je 4, 5, 9 — trithiododeka - 1, 6, 11 — trien — 9 - oxid. Vyskytuje
se predev§im v olejovych extraktech cesneku (Konvicka, 1998). Jak naznauji vysledky

studie z roku 1992 ma ajoen vétsi antivirovy ucinek nez allicin (Tatarinstev, 1992) a hraje

Apitzcastro et al, 1992). Ajoen muze byt odpovédny za zastaveni bunééného cyklu v G2 fazi
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(Xu et al.,, 2004) a dale je schopen snizovat hladinu antiapoptotickych faktorti v bunce
(Li et al., 2002).

3.6. Metabolismus biologicky aktivnich latek ¢esneku

Metabolismus latek, které jsou obsazeny v Cesneku, neni doposud zcela prozkouman.
Mnohé studie se pfeménami sirnych sloucenin sice zabyvaji, ale detekuji jednotlivé
meziprodukty predev§im ve vydechovaném vzduchu. Mnohem wuziteénéjsi by proto
byly studie zabyvajici se pfitomnosti téchto latek napt. v krvi, nebot’ takové vysledky
by dokazovaly dostupnost pro jednotlivé tkang.

Cesnek obsahuje velké mnoZstvi sirnych slougenin, které jsou chemickymi reakcemi
pifeménovany na dalsi produkty (Amagase et al., 2001). Neporuseny ¢esnek obsahuje gama-
glutamylcystein, ktery vstupuje jako vychozi latka do dvou reakci.

1) Hydrolyzou a naslednou oxidaci je pfeménén na S-alk(en)yl sulfoxidy, mezi které
fadime i alliin ( S-allylcystein sulfoxid).

2) Dlouhodobou extrakci dochazi k pfeméné na sirnou aminokyselinu S-allylcystein
ato pusobenim enzymu gama-glutamyltranspeptidazy (Amagase, 2006, Corzo-Martinez
et al., 2007).

Pokud dojde k poruseni nebo dehydrataci cesnekovych palic, je alliin pfeménén
uc¢inkem enzymu allindzy na kyselinu sulfonovou, pyruvat a amoniak (Amagase, 2006).
K této velmi rychlé pfeméné (v fadu nékolika sekund) dochazi az pfi poruseni bunék cesneku
(Block, 1985), protoze alliin a enzym alliinaza se nachazi ve strouzku oddélené. Pokud tedy
nedojde k poskozeni buné€k a setkani alliinu s pfislusSnym enzymem, je Cesnek bez zapachu
(Koch, et Lawson, 1996). Enzym alliinaza je pfitomna prakticky ve vSech druzich rodu
Allium.

Z kyseliny sulfonové vznika allicin (diallyl thiosulfinat) (Lanzotti, 2006). Allicin
je preménovan na DAS, DADS a DATS. Studie naznacuji, Ze polysulfidy jsou zfejmé
odpovédné za pozitivni ucinky cesneku (Freeman et Kodera, 1995). V nepolarnim prostiedi
se z allicinu tvofi vinyldithiiny a miZe byt pfeménén 1 na dal$i sirné slouceniny jako
napi.: ajoen (Apitzcastro et al, 1983). Podle Block et al (1984) k tomu dochazi S-thiolaci
allicinu.

Allicin je v organismu vazan na mastné kyseliny a proteiny v membranach a je tedy

vychytan dfiv, nez je vstieban do krve (Freeman et Kodera, 1995). Jak dokazuji Lawson
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et Wang (2005), allicin a polysulfidy jsou v organismu metabolizovany a vznika
allylmerkaptan, ktery je dale metylovan na allyl methylsulfid. Allyl metylsulfid je hlavnim

metabolitem allicinu a je pfitomen ve vydechovaném vzduchu po konzumaci ¢esneku.

Vyzraly ¢esnekovy extrakt

Zpracovany cCesnek obsahuje fadu dalSich sirnych sloucenin, které se pfirozené
v ¢esneku nevyskytuji (Fenwick et Hanley 1985, Lawson et Wang, 1993). Béhem dlouhodobé
extrakce dochazi k pfreméné gama-glutamylcysteinu na S-allyl cystein  (SAC)
(Colin — Gonzalez et al., 2012). SAC je stabilni sirna aminokyselina krystalické podoby bez
barvy a zapachu (Kodera et al., 2002).

I kdyz existuje mnoho komeréné vyrabénych doplnkt stravy obsahujicich Cesnek,
spadaji v podstaté do jedné ze Ctyt kategorii:

1. dehydrovany Cesnekovy prasek
2. cesnekovy olej

3. cesnekovy olej macerat

4. vyzraly ¢esnekovy extrakt (AGE)

Nejcastéjsi formou, ve které je cesnek podavan, je kromé Cerstvého Cesneku, vyzraly
Cesnekovy extrakt (AGE). Ob¢ formy vykazuji antioxida¢ni aktivitu, nicméné AGE se zda byt
ucinnéjs$i. Pfi zkoumani pozitivniho €1 negativniho vlivu cesneku, napf. na hladinu
cholesterolu v krvi, se mnohé studie ve svych vysledcich 1isi. Je to pravdépodobné zpiisobeno
tim, Ze forma v jaké je cesnek podan hraje v organismu klicovou roli (Amagase, 2014).

Dosavadni vyzkumy ukazuji, Zze vyzraly ¢esnekovy extrakt je hodnotnéjSim zdrojem
latek nez syrovy cesnek. AGE vznika dlouhodobou extrakci ¢esnekovych palic v 15-20%
etanolu, kvili ¢emuz pak obsahuje mén¢ allicinu nez Cerstvy Cesnek, ale jak uvadi Amagase
(2006) obsahuje vice S-allylcysteinu (SAC). Sirné slouceniny obsazené v AGE jsou stabilni
latky bez zapachu s méné charakteristickou chuti, které jak se zda, maji v organizmu
pozitivngjsi ucinky ve srovnani se slou¢eninami obsazenymi v Cerstvém cesneku (Corzo -

Martinez et al., 2007). AGE vykazuje vétsi antioxidativni u¢inky nez Cerstvy Cesnek nebo
cesnekovy prasek. Disponuje velkou schopnosti vychytavat volné radikaly (Imai et al., 1994)
a diky S-allyl cysteinu (SAC), ktery je hlavni slozkou vyzralého cesnekového extraktu,
zvySuje hladinu enzymi s antioxidativni aktivitou (Geng et Lau, 1999), prokazateln¢ zvySuje
produkci NO, ktery v bunikach puisobi jako antioxidant (Das et al., 1995) a chrani tedy bunky

ptred oxidativnim stresem a volnymi radikaly. Tuto domnénku potvrdila dale Louis (2012),
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kterd prokazala, ze extrakt pfipraveny z cesnekové slupky, ktery neobsahuje ani alliin
ani allicin, ale pouze SAC, snizuje oxidativni stres a brani apoptoze. Bylo prokazano, ze AGE
snizuje mnozstvi epikardialni tukové tkané (Ahmadi et al., 2013). Podle Nakagawa
etal. (1988) ma AGE i hepatoprotektivni ucinek. AGE dale zpomaluje starnuti organismu
a ubytek nervovych bunék, zlepsuje kognitivni funkce, pamét’ (Sumi et al., 2001) a zvySenym
ptivodem krve k nervovym bunkdm ptisobi i proti rozvoji Alzheimerovy choroby (Chauhan,
2006). AGE snizuje riziko kardiovaskularnich onemocnéni a to piedev§im inhibici agregace

krevnich desti¢ek (Allison et al., 2014).

3.7. Vliv €esneku na organismus

Jiz stafi Egyptané, Rekové &i Rimané si byli védomi u¢inkt ¢esneku (Block, 1985)
a byl tak dulezitou soucasti kazdodenniho zivota nejen jako koteni (Amagase, 2001), ale i pro
své Sirokospektralni jak preventivni tak 1é¢ebné Gcinky (Poluninova 2001).

Po vice nez 5000 let pouzivani ¢esneku v medicin¢ Ize konecné dolozit, ze Cesnek
je zdrojem latek, které prospivaji zdravi a patfi mezi nejlevnéj$i zpisoby prevence
kardiovaskularnich onemocnéni (Balch, 1999). Podle n¢kterych studii prokazatelné snizuje
hladinu cholesterolu (Warshafsky et al., 1993, Silagy et Neil, 1994) a triacylglycerolt v krvi
a snizuje krevni tlak (Bordia et al., 1998, Iciek et al., 2009). Jak prokazal Siegel et al. (1999),
Cesnek nejen snizuje hladinu cholesterolu v krvi, ale pozitivné ovliviiuje i pomér LDL
(snizeni o 4%) a HDL (zvySeni o 8%) cholesterolu. Podle jiné studie ovSem nedoslo
U pacientd, ktefi po dobu 12 tydnl uzivali ¢esnekového oleje, k vyznamnému snizeni hladiny
lipoprotein v séru, celkového cholesterolu, LDL -cholesterolu, HDL - cholesterolu nebo
triglyceridi (Berthold et al., 1998). Cesnek chrani LDL pied oxidaci (Lau, 2001) a brani
ukladani lipidovych ¢astic na sténach cév, ¢imz vyrazné zabraiiuje rozvoji aterosklerozy
(Efendy et al., 1997). K navazani LDL na stény cév dochazi piedev§im V pfitomnosti
vapenatych iontu (Siegel et al., 2001, Siegel et al., 2004).

Cesnek se navic ukazuje i jako neuroprotektivum, neboli latka chranici neurony
pied poskozenim, zvySujici krevni prutok a pozitivné ovliviiujici kognitivni funkce (Borelli
etal.,, 2007) tim, Ze aktivuje syntézu oxidu dusnatého, znamého pro vasodilata¢ni ucinky
(Das et al., 1995). Nemén¢ vyznamnou ulohu hraje konzumace ¢esneku ve zlepSeni prokrveni
kondetin (Balch,1999) a ve své praci se pfimymi vazodilataénimi G¢inky zabyva i Oztriik
et al. (1994). Cesnek snizuje riziko diabetu mellitu (Banerjee et al., 2003, Khayatnouri et al.,

2011) tim, Zze vyznamné snizuje koncentraci lipidi v séru, hladinu glukézy v krvi a aktivitu
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enzymi, jako je alkalicka fosfatdza, kyseld fosfataza a laktat dehydrogenaza a jaterni
glukdza — 6 - fosfataza (Sheela et Augusti, 1992). Cesnek ma antiseptické, antiparazitické
(Adetumbi et Lau, 1983, Hughes et Lawson, 1991, Koch, 1993, Kemper. 2000)
a antikoagulaéni ucinky (Ali, 1995, Iciek, 2009), které jsou zprostiedkovany jeho schopnosti
aktivovat antikoagulaéni systém. Cesnek narusuje v trombocytech syntézu kyseliny
arachidonové, ktera je prekurzorem tromboxanu (Ali et al., 1999).

Cesnek je silnym inhibitorem ristu jak pro gram-pozitivni, tak gram-negativni
bakterie jako napf. Streptococcus mutant (Bakri et Douglas, 2005) Escherichia, Salmonella,
Staphylococus, Klebsiella, Bacilus Proteus, Clostridium, Mycobacterium tuberculozis
(Uchida et al., 1975) a Helicobacter pylori (Cellini, et al., 1996, Ankri et Mirelman, 1999).
Alliin obsaZzeny v ¢esneku ma dale antimykotické G¢inky. Yamada et Azuma (1977) ve své
praci potvrdili inhibici kliceni spor a rastu hyf u téchto druh: Candida, Cryptococcus,
Trichophyton, Epidermophyton, a Microsporum. Mezi viry, které jsou citlivé na ¢esnekovy
extrakt, patéi napt. virus chiipky B, herpes simplex virus typu 1, herpes simplex virus typu
2 nebo parainfluenza typu 3 (Tsai et al., 1985).

Cesnek povzbuzuje peristaltiku stiev a tvorbu travicich §tav a je tedy doporucovan
I pfi zazivacich obtizich. Je bézn¢ uzivan pii chronickych infekcich hornich cest dychacich,
astmatu a chiipce (lciek et al, 2009). Epidemiologické a preklinické studie dokazuji,
ze Cesnek mize mit vliv na onemocnéni srdce a jak dokazuje studie americkych védct, mize
mit vliv i na rakovinu (Dausch et Nixon, 1990, Koch et Lawson, 1996). Protinadorové
vlastnosti Cesneku byly poprvé popsany Weisbergerem a Penskym v roce 1958
(Islam et al., 2011). Experimentalné bylo zjisténo, Ze Cesnek a jeho sirné slouc¢eniny maji vliv
na potlaceni vyskytu nadorti Zaludku (Guercio et al., 2014), plic (Wattenberg et al., 1989),
ledvin (Takahashi et al., 1992), tlustého stieva (Wargovich et Goldberg, 1985), kuze
(Rao et al., 1990), kone¢niku, prsu a jak uvadi Hussain et al. (1990) Cesnek dokaze snizit
vyskyt rakoviny délohy u mys$i az o 50%. Nékteré studie ovSem prokazuji toxicky ucinek
nejen proti nadorovym bunikam, ale i proti zdravym bunkam piedevSim gastrointestinalniho
traktu, pokud byly ¢esnekové derivaty uzity ve vyssich koncentracich (Banerjee et al., 2003).

Dal$im pozitivnim ucinkem je i to, Ze Cesnek pilisobi hepatoprotektivné a plisobi
jako protijed pfi otravé zptisobené té¢zkymi kovy (Banerjee et al., 2003). Waseem et al. (2014)
publikovali studii provedenou na mysich ovariich, které byly vystaveny G¢inkim octanu
olovnatého. Vajecniky, které byly oSetfeny ¢esnekovym extraktem, vykazovaly pozitivni vliv,
co se tyce velikosti, tvaru, barvy a konzistence. Wang (1996) zjistil, Ze diallyl sulfid obsazeny
v ¢esneku ma ochranné G¢inky proti chemicky indukované hepatotoxicité.
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3.7.1. Oxidativni stres

Cesnek prokazatelné snizuje oxidativni stres (Banerjee et al, 2002), ktery je jednou
Z pric¢in obtizi in vitro kultivaci oocyti a embryi (Ambruosi et al., 2011). Obsahuje totiz
bioflavonoidy, coz jsou polyfenolové slouceniny, které piedstavuji ptfirozeny ochranny faktor
proti plisnim a maji velmi silnou antioxida¢ni schopnost. Jako oxidativni stres je oznacovan
stav, kdy prevazuji volné kyslikové radikaly (ROS- reactive oxygen species)
nad endogennimi antioxidanty (Halliwell, 2007). Produkce ROS v organismu je zcela
fyziologicka. Priméfené koncentrace ROS jsou naopak nepostradatelné v celé tadé
fyziologickych procesti (Kamata et Hirata, 1999). ZvysSena hladina ROS, a sni spojeny
oxidativni stres, je povazovan za pfi¢inu mnoha akutnich a chronickych onemocnéni jako
napt. kardiovaskularni onemocnéni, diabetes melitus 2. typu (Jones, 2006), nadorova
onemocnéni, zanéty nebo neurodegenerativni onemocnéni a jako déj doprovazejici piirozené
starnuti organismu (Halliwell, 2007) ZvySena produkce reaktivnich forem kysliku
Vv kultiva¢nim médiu vyznamné snizuje uspé$nost kultivace oocytd a embryi in vitro a takto
vznikla embrya mohou vykazovat vyvojové abnormality. Zabranit produkci ROS
Vv kultivaénim médiu je nemozné, lze ovSem zmirnit dusledky piidanim antioxidantl
do kultivaéniho Cesnek nechrani samoziejmé pred oxidativnim stresem pouze samidi
reprodukéni soustavu ale i sam¢i jak ostatné dokazuje Ola - Mudathir et al (2008), ¢esnek
ochranuje napiiklad bunky varletni tkan¢ ptred oxidativnim stresem a Tunc et al (2009)
publikoval vliv antioxida¢nich G¢inkt cesneku chranici DNA spermii pfed fragmentaci
a zvysujici metylaci DNA spermii. Piijjem exogennich antioxidantli, jako jsou vitamin C,
vitamin E, flavon, beta-karoten a dals$i, mize vyvazit nedostate¢nou schopnost endogennich

antioxidanti ochranovat bunky pied oxidativnim stresem (Diplock et Charleux, 1998).
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4 Material a metody

4.1. Ziskavani a kultivace prase¢ich kumulo - oocytarnich
komplexii

Kumulo-oocytarni  komplexy (COCs) byly
ziskavany z vajecnikli porazenych dosud necyklujicich
prasni¢ek. Odebrané vajecniky byly V termolahvich
s fyziologickym roztokem (0,9 % NaCl) ihned pfivazeny

z jatek do laboratofe pti dodrzovani konstantni teploty

39 °C a zpracovany nejpozdéji do 2 hodin po odbéru. Po

Obrizek 5:Vajeniy pre-puertélnich pievozu byly jednotlivé  vaje¢niky  povrchové
prasnic (foto: autor prace, 2014) desinfikovany ethanolem a nasledné¢ byla provedena
aspirace folikularni tekutiny spoleéné s oocyty pomoci injekéni stiikacky (10 ml) s jehlou
20G. stiikacky. Pro aspiraci byly vybirany pouze folikuly o velikosti cca 2 az 5 mm.
Aspirovana folikularni tekutina byla z injekéni stiikacky vytla¢ovana do Petriho misky (Nunc,
Roskilde, Denmark). Pod binokularni lupou byly z folikularni tekutiny za pomoci sklenéné
tenkosténné kapilary vybirany oocyty. Nasledné probihala jejich selekce tak, aby byly
vybrany pouze dorostlé oocyty o praméru 120 um, s neporusenou cytoplazmou a kompaktni
vrstvou kumularnich bunék.

COCs byly pied samotnou kultivaci téikrat promyvany v kultivaénim médiu a poté
kultivovany ve 4 - jamkové Petriho misce (Nunc, Denmark, viz obrazek ¢. 3) v 1 ml
modifikovaného kultivacniho média M199 (Sigma-Aldrich, USA). Toto médium obsahuje
hydrogenuhli¢itan sodny (32,5 mM), laktat vapenaty (2,75 mM), gentamicin (0,025 mg/ml),
HEPES (6,3 mM), gonadotropni hormony eCG a hCG v poméru 13,5 L.U. : 6,6 L.U./ml
(P.G.600; Intervet, Holland) a 5 % (v/v) fetalniho bovinniho séra (GibcoBRL; Life
Technologies, Germany). Experimentalni skupina vzorkt byla kultivovana v pfitomnosti S-
allyl cysteinu 0,1 mM — 5 mM ( Sigma- Aldrich). Kultivace probihala v podminkach tizené
atmosféry 5 % COa, pfi teploté 39 °C po dobu 24 a 48 hodin.

28



Obrazek 6: Tenkosténna kapilara, 4- jamkova Obrazek 7: Kultivace oocytli v médiu
desticka (foto: autor prace, 2014) (foto: autor prace, 2014)

4.2. Hodnoceni stadia jaderného zrani

Aby bylo mozné zhodnotit stddium jaderného zrani, byly oocyty po dokonceni
kultivace zbaveny kumularnich bunék. Ktomu doSlo pomoci opakovaného nasavani
a vypousténi tzkou tenkosténnou kapildrou. Oocyty byly dale vlozeny mezi podlozni a kryci
sklo a fixovany v octové kyselin¢ a ethanolu (1:3, v/v) po dobu min. 48 hod. Hodnoceni
stadia meiotického zrani oocyti probihalo pomoci svételného mikroskopu (Nikon. Japan)
s fazovym kontrastem po obarveni 1% roztokem orceinu. Podle stadia jaderného zrani byly
oocyty dale fazeny do nésledujicich kategorii: GV — zarode¢ny vacek (germinal vesicle),
LD — pozdni diakineze (late diakinesis), Ml — metafaze 1. meiotického déleni, M1l — metafaze

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

4.3. Méreni produkce hyaluronové kyseliny

Intenzita kumularni expanze byla méfena na zakladé produkce kyseliny hyaluronové
(HA). Po 24 nebo 48 hodinach in vitro kultivace byly kumulo-oocytarni komplexy 4 - krat
oplachnuty ve 450 ul PBS-PVA ve 4 - jamkovych destickdch vzdy 50ul PBS-PVA
automatickou pipetou. Oocyty byly zbaveny kumularnich buné€k opakovanym protahovanim
tenkosténnou kapilarou a odstranény ze vzorku. 500 ul PBS-PVA s kumuly byly pieneseny
do 1,5 ml mikro zkumavky Eppendorf a skladovany pii -20 °C do dalsiho pouziti.
Po rozmrazeni byl vzorek inkubovan s lyazou ze Streptomyces hyalurolyticus (20 pl/ml;
Sigma-Aldrich, USA) pii 39 °C po dobu 12 hodin. Po inkubaci byly vzorky skladovany
pii - 20 °C do proméfeni. Po rozmraZzeni a centrifugaci probihalo méfeni na spektrofotometru
Helios Epsilon (Verkon, Czech Republic) pti vinové délce 216 nm. Pro odecet koncentrace byla
sestavena kalibra¢ni ktivka. Jako slepy vzorek byl pouzit PBS-PVA s lyazou ze Streptomyces
hyalurolyticus.
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Koncentrace HA byla stanovena spektrofotometrickym meétenim koncentrace stépnych

produktti B-eliminace glykosidické vazby.

4 4. Statisticka analvza

Kazdy experiment byl opakovan min. 3X. Vysledky jsou interpretovany jako pramér
+ S. E. M. (standard error of the mean). Zaznamenané vysledky byly zpracovany pomoci
statistické analyzy v programu SAS 9.1. Byl pouzit parametricky test ANOVA (t-test).

Za statisticky vyznamnou byla povaZzovana hodnota P < 0,05.
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5 Vvsledky

5.1 Vliv S-allyl cysteinu na pribéh meiotického zrani po 24 h v in vitro podminkach

Cilem experimentu bylo zhodnotit vliv S-allyl cysteinu na pribéh meiotického zrani
po 24 hod. in vitro kultivace. Experimenty nebyl prokazan vliv S-allyl cysteinu (koncentrace
0,1 mM; 0,5 mM a 1 mM) na pribéh jaderného zrani. Nebyly zjiStény statisticky vyznamné
rozdily mezi kontrolnimi vzorky (0 mM) a experimentalnimi vzorky na hladiné¢ vyznamnosti
(P < 0,05). Z vysledkt je patrné, Ze prubéh meiotického zrani oocytt kultivovanych 24 hod.
je standardni, kdy 92,78 + 1,88 % oocyti dosahlo stadia MI (viz tabulka ¢. 1). Kompletni

vysledky experimentl jsou uvedeny Vv piiloze v tabulce €. 4.

Tabulka 1: Jaderné zrani oocytd po 24hod. in vitro kultivace v ptitomnosti S-allyl cysteinu

K 0,1mM SAC 0,5mM SAC 1mM SAC
GV 4,99+1,83° 0,0+0,0° 6,5510,62° 1,4340,78°
LD 2,1+0,77° 0,8+0,72° 1,4310,79° 3,05+0,69°
Mi 92,78+1,88° 92,68+1,08° 92,02+0,51° 93,37+2,02°
AITI 0,0+0,0° 2,18+0,8° 0,0+0,0° 0,0+0,0°
Mil 0,0+0,0° 2,8740,65° 0,0+0,0° 0,0+0,0°
Dg 0,74+0,66° 1,4740,81° 0,0+0,0° 2,14+1,28°

N 134 137 137 133

K — kontrola; SAC — S-allyl cystein; GV — oocyty ve stadiu zarodeéného vacku (germinal vesicle); LD — oocyty
ve stadiu pozdni diakineze (last diakinesis); MI — oocyty ve stadiu metafaze I; AI/TI — oocyty ve stadiu anafaze
I/telofazel; MII — oocyty ve stadiu metafaze II; Dg — oocyty s degenerovanym chromatinem; ab_ Statisticky

vyznamné rozdily mezi kontrolni a experimentalnimi skupinami V jednotlivych stadiich meiotického zrani —
v fadku (P < 0.05).

5.2 Vliv S-allyl cysteinu na pribéh meiotického zrani po 48 h v in vitro podminkach

Cilem experimentu bylo zhodnotit vliv S-allyl cysteinu na pribéh meiotického zrani
po 48 hod. in vitro kultivace. Nebyl prokazan vliv S-allyl cysteinu (koncentrace 0,1 mM,;
0,5mM a 1 mM) na pribéh jaderného zrani. Nebyly zjistény statisticky vyznamné rozdily
mezi kontrolnimi vzorky (0 mM) a experimentalnimi vzorky na hladiné vyznamnosti

(P <0,05). Z vysledkd vyplyva, ze prubéh meiotického zrani oocytd kultivovanych 48 hod.
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je standardni, kdy 92,3 + 1,35 % oocyti dosahlo stadia MII (viz tabulka ¢. 2). Kompletni

vysledky experimentl jsou uvedeny v piiloze v tabulce €. 5.

Tabulka 2: Jaderné zrani oocytt po 48hod. in vitro kultivace v ptitomnosti S-allyl cysteinu

K 0,1mM SAC 0,5mM SAC 1mM SAC
GV 1,4910,82° 0,0+0,0° 2,82+1,55° 0,0+0,0°
LD 0,0+0,0° 0,0+0,0° 0,0+0,0° 0,8+0,72°
Mmi 0,83+0,75° 1,57+0,86° 0,71+0,64° 2,3%0,85°
AITI 1,5410,84° 4,62+0,69° 2,241,32° 1,5+0,83°
Mmil 92,3+1,35° 92,24+1,26° 93,61+1,68° 93,13+1,22°
Dg 3,85%1,61° 1,57+0,86° 0,67+0,6° 2,27+0,84°
N 134 137 137 133

K — kontrola; SAC — S-allyl cystein; GV — oocyty ve stadiu zarodeéného vacku (germinal vesicle); LD — oocyty
ve stadiu pozdni diakineze (last diakinesis); MI — oocyty ve stadiu metafaze [; AI/TI — oocyty ve stadiu anafaze
I/telofazel; MII — oocyty ve stadiu metafaze II; Dg — oocyty s degenerovanym chromatinem; ab_ Statisticky

vyznamné rozdily mezi kontrolni a experimentalnimi skupinami V jednolivych stadiich meiotického zrani —
v fadku (P < 0.05).

5.3 Vliv S-allyl cysteinu na kumularni expanzi po 24 hodinach v in vitro podminkach

Cilem experimentu bylo zhodnotit vliv S-allyl cysteinu na intenzitu kumularni
expanze po 24 hod. in vitro kultivace kumulo-oocytarnich komplexi (COCs). Jako ukazatel
intenzity kumularni expanze bylo spektrofotometricky méfeno mnozstvi hyaluronové kyseliny
zadrzené v COCs. Soucasné bylo stanoveno mnozstvi HA uvolnéné béhem kultivace COCs
do kultiva¢niho média.

S-allyl cystein ovlivnil produkci kyseliny hyaluronové. Pfi pouziti koncentrace
0,1 mM a 0,5 mM nebyl prokazan statisticky vyznamny rozdil proti kontrolnim vzorkim.
Pti pouziti koncentrace 1mM vSak doslo ke zvySeni produkce zadrzené kyseliny hyaluronové
(COCs) a naopak k poklesu produkce uvolnéné kyseliny hyaluronové (médium), viz obrazek
¢. 8.
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Obrazek 8: Produkce kyseliny hyaluronové po 24 hodinach in vitro kultivace v ptitomnosti S-allyl cysteinu,
COCs: hyaluronova kyselina zadrzena v COCs; médium: hyaluronova kyselina uvolnéna do kultivaéniho

média. V"~ Statisticky vyznamné rozdily mezi kontrolou a experimentalnimi skupinami (P < 0.05).

5.4 Vliv S-allyl cysteinu na kumularni expanzi po 48 hodinach v in vitro podminkach

Produkce kyseliny hyaluronové nebyla po 48 hodinach in vitro kultivace v pfitomnosti S-allyl
cysteinu ovlivnéna viz obrazek €. 9. Nebyl prokazan statisticky vyznamny rozdil ve vzorcich o

koncentraci 0,1 mM; 0,5 mM a 1 mM SAC proti kontrolnim vzorkiim.
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Obrazek 9: Produkce kyseliny hyaluronové po 48 hodinach in vitro kultivace v ptitomnosti S-allyl cysteinu.
COCs: hyaluronova kyselina zadrzena v COCs; médium: hyaluronova kyselina uvolnéna do kultiva¢niho média.
L2zab_ Statisticky vyznamné rozdily mezi kontrolou a experimentalnimi skupinami (P < 0.05).
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Z dosavadnich vysledki je ziejmé, ze S-allyl cystein (SAC) ovliviiuje nékteré
ukazatele meiotického zrani prasecich oocyti Vv in vitro podminkach. Nebyl prokazan ucinek
SAC v procesu regulace jaderného zrani, ale bylo prokazano, ze S-allyl cystein prokazatelné
ovlivituje produkci kyseliny hyaluronové, kterd piedstavuje dulezity marker meiotického

zrani.
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6 Diskuze

Meiotické zrani je klicovym procesem pro vznik oplozeni schopnych oocytt. Jednim z
dulezitych ukazatelt pribéhu meiotického zrani je dle dostupnych informaci kumularni
expanze (Dekel et al., 1979; Eppig, 1979). Kyselina hyaluronova plni v regulaci kumularni
expanze (Yokoo et al., 2003) a meiotického zrani (Yokoo et al., 2010) dilezitou tlohu.
hyaluronové v expandovaném kumulu (Dekel et al., 1979) a tuto hodnotu lze vyuzit jako
ukazatel pro zhodnoceni intenzity kumularni expanze a meiotického zrani oocyti (Némcova
et al., 2007, Nagyova, 2012). V procesu zrani oocytl hraji dale vyznamnou roli signalni
molekuly, nejéastéji protein-kinazy, jako napi.: MPF, MAPK nebo CSF (Stojkovic et al.,
1999, Su et al., 2002, Liang et al., 2007). Rada studii se zabyva i Gi¢inky gasotransmitert jako
signalnich molekul na samc¢i i sami¢i reprodukéni soustavu (Mustafa et al., 2009, Amale
etal., 2011). Sirné slou¢eniny obsazené v ¢esneku mohou byt piirozenym donorem jednoho
z gasontransmiterd - sulfanu. Dle jiz publikovanych vyzkumi se sulfan podili na stimulaci
meiotického zrani praseéich oocytd (Nevoral, 2014).

Radou studii byly prokézany pozitivni G&inky Gesneku na organizmus, mezi které
Ize fadit napf. vliv na srazeni krve (lciek, 2009), hladinu triacylglycerolii v krvi nebo vliv
na snizeni vyskytu rakoviny (Hussain et al., 1990, Guercio et al., 2014). Ackoli se autofi praci
jednoznacné neshoduji, které slouceniny jsou zodpoveédné za pozitivni ucinky, dle dostupnych
poznatkl se jedna nejspiSe o sirné slou¢eniny obsazené v Cesneku (Das et al., 1995, Geng
et Lau, 1999, Fukao et al., 2004, Pinto et al., 2006). Sirné slouceniny prokazatelné pusobi
na snizovani oxidativniho stresu v bunkach (Banerjee et al, 2002). Pravé zvySena hladina
reaktivnich forem kysliku v kultivaénim médiu, zplisobuje oxidativni stres a vyznamné
tak snizuje uspéSnost kultivace oocyti a embryi in vitro (Tamura et al., 2008).
Bylo prokazano, ze sirna sloucenina S-allyl cystein, obsazena ve vyzralém cesnekovém
extraktu, pasobi jako antioxidant hned n€kolika zptisoby. Podle Geng et Lau (1999) zvysuje
hladinu enzymu s antioxidativni aktivitou. Das et al (1995) publikovali, Ze sirné slouceniny
¢esneku jsou schopné ovlivnit signalni drahu dal§iho z gasotransmiterti - NO, ktery se rovnéz
uplatituje v regulaci meiotického zrani oocytii. Dal§im antioxida¢nim mechanizmem cesneku
je i schopnost vychytavat volné radikaly (Imai et al., 1994).

V experimentu byl zhodnocen vliv S-allyl cysteinu na pribéh meiotického zrani

po 24 a 48 hodinach in vitro kultivace. Pro experimenty byla pouzita sirna sloucenina
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Cesneku, jejiz ucinek se ukazal byt nejsilngjsi (Corzo - Martinez et al., 2007). Nebyl prokazan
efekt na meiotické zrani a oocyty oSetfené SAC dozraly standardné ve srovnani s oocyty
V kontrolni skupin€. Je pravdépodobné, ze SAC piisobi na urovni cytoplazmatickych faktord,
jako jsou kinazy regulujici meiotické zrani. Rovnéz lze ptedpokladat pokles hladiny ROS
a snizeni oxidacniho stresu. Tyto zmény mohou vést k vyssi vyvojové kompetenci oocytu
(Ambruosi et al., 2011). Vedle toho lze piedpokladat efekt SAC zalozeny na uvolfiovani
sulfanu, jehoz protektivni ¢inek na prase¢i oocyty byl popsan nedavno (Nevoral et al., 2014,
Krejcova et al., 2015). Dale byl hodnocen vliv S-allyl cysteinu na kumularni expanzi
kumulo - oocytarnich komplexi (COCs) po 24 a 48 hodinach vin vitro podminkach.
Jako ukazatel intenzity kumularni expanze bylo v experimentu pouzito spektrofotometrické
méfeni mnozstvi hyaluronové kyseliny. Pro komplexni zhodnoceni kumularni expanze bylo
nutné stanoveni celkového obsahu hyaluronové kyseliny. V nasem experimentu byly tedy
podrobeny analyze jak vzorky zadrZzené kyseliny hyaluronové v COCs, tak uvolnéné
do kultiva¢niho média, ve kterém probihalo in vitro zrani. Z vysledk vyplyva, ze S-allyl
cystein ovlivnil produkci kyseliny hyaluronové po 24 hodinach kultivace in vitro. Pii pouziti
nizSich davek SAC (0,1; 0,5mM) sice nebyl prokazan statisticky vyznamny rozdil
ale pii pouziti koncentrace 1mM doslo ke zvySeni produkce zadrzené kyseliny hyaluronové
anaopak Kk poklesu produkce uvolnéné kyseliny hyaluronové. Opacny efekt na mnozstvi
hyaluronové kyseliny zadrzené¢ v COCs a uvolnéné do kultiva¢niho média miiZze mit pfi¢inu
v modifikaci vazebnych proteinti expandovaného kumulu (HABPs — hyaluronic acid binding
proteins), na které jsou fetézce hyaluronové kyseliny navazané (Némcova et al., 2007).
Na zéklad¢ tohoto pozorovani se Ize domnivat, Ze SAC je schopen strukturu téchto proteinti
ménit ve prospéch zadrZzené hyaluronové kyseliny v COCs.

Jednim z dalSich moZnych vysvétleni mechanizmu G¢inku sirnych sloucenin ¢esneku
je uvoliiovani gasotransmiteru sulfanu (H,S) (Kamoun, 2004, Starka, 2010). V takovém
pripad¢ se Ize domnivat, ze uvolnény sulfan piisobi prostiednictim post-translacni modifikace
proteini — S-sulthydrataci (Mustafa et al., 2009). Je znamo, ze H,S muize mit vliv na aktivitu
iontovych kanalti (Tang et al., 2010). Jiz dfive byla popsana S—sulfhydratace kinazy MEK
(Zhao et al., 2004), ktera se podili na signalizaci MAPK. Lze se tak domnivat,
ze prostiednictvim H,S je potencialné mozné regulovat meitociké zrani oocytd. Podle (Qian
et al., 2003) je kumularni expanze nezbytna pro meiotickou a vyvojovou kompetenci oocytu.
Mechanismus U¢inku H,S na expanzi kumuldrnich bunék je doposud nejasny. Dle dosud

publikovanych studii se predpoklada pozitivni efekt H,S na vyvojovou kompetenci béhem
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zrani in vitro (Nevoral et al., 2014). Pro ovéfeni sirnych sloucenin ¢esneku jako ptirozeného
donoru H,S je zapotiebi dalsich experimentu.

Vlastni pozorovani nenasvédcuje, ze by sirné slouceniny Cesneku mély piimy efekt
na pribéh meiotického zrani. Je vSak pravdépodobné, Ze S—sulfhydratace se podili také
na modifikaci HABPs a tim na schopnosti vazat hyaluronovou Kkyselinu v COCs.
S-sulfhydratace téchto proteint vsak dosud popsana nebyla.

Jak publikuje Yokoo et al.(2002) na membrané oocytu se nachazi receptor CD44.
CD44 je membranovy receptor pro HA patiici mezi HABPs, které se v prasecich oocytech
uplatiuji v prabéhu meiotického zrani (Kimura et al., 2002). Interakce mezi HA a CD44
béhem kumularni expanze jsou pro Gspeésné zrani oocytd klicové (Yokoo et al., 2002; Yokoo
et al., 2007). Za ptedpokladu, ze S—allyl cystein stimuluje kumularni buniky ke zvySené
produkci hyaluronové kyseliny, je mozné, ze praveé timto mechanizmem ovliviiuje membranu
oocytl a tim pozitivn€ reguluje meiotické zrani a nasledny embryonalni vyvoj, bez vizualnich
zmén morfologie chromatinu.

Z experimentti je patrné, ze S-allyl cystein neovliviiuje morfologické ukazatele
chromatinu zrajicich oocytli. Jeho pfinos Ize ocekavat ve zvySovani cytoplazmatické kvality,
zejména pak faktord, které se podili na nabyvani vyvojové kompetence oocytii. Experimenty

oveétujici tuto domnénku jsou predmétem dalsiho studia.
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[ 7.aveér

Lze konstatovat, Ze stanovena hypotéza byla ovéiena a SAC ovliviiuje COCs
kultivované in vitro. Byl prokazan efekt 1 mM SAC na kumularni expanzi vyjadiené produkci
hyaluronové kyseliny bez ovlivnéni prubéhu meiotického zrani vyjadieného morfologickym
hodnocenim chromatinu oocytt.

Meiotické zrani oocyti je komplexné regulovany proces, jehoz poznani a schopnost
regulace je pro zdokonalovani reproduk¢nich biotechnologii v podminkach in vitro nezbytné.
Sousasn¢ S meiotickym zrdnim probihajici kumuldrni expanze se podili na regulaci
meiotického zrani a rovnéz slouzi jako ukazatel zrani oocytd in vitro.

Vysledky experimentu dokazuji, Ze sirnd sloucenina S-allyl cystein neovliviiuje
pritbéh meiotického zrani prasecich oocytl. Hodnocenim produkce hyaluronové kyseliny bylo
prokazéano, ze S-allyl cystein ma stimulacni efekt na intenzitu kumulérni expanze po 24 hod.
kultivace in vitro. Na zaklad¢ ziskanych vysledkti je mozné se domnivat, ze S-allyl cystein ma
schopnost zasahovat do regulace kultivace COCs v podminkach in vitro.

Bylo by pfinosné vénovat se i nadale u€inkiim sirnych sloucenin ¢esneku, aby bylo
mozné lépe porozumét jejich tloze v procesu regulace meiotického zrani oocytd. Hodnoceni
vlivu S-allyl cysteinu na ¢asny embryonalni vyvoj takto oSetfenych oocytt, by mélo byt
predmétem dalSich studii. Zaroven by se tyto poznatky daly aplikovat i v oblasti lidské

asistované reprodukce.
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9 Samostatné prilohy

Tabulka 3:Zastoupeni aminokyselin v Allium sativum

Alanin 0,66-1,37
Arginin 4,50-5,95
Kys. asparagova 1,31-2,36
Cystein 0-0,32
Kys. glutamova 1,63-2,70
Glycin 0,96-1,09
Hystidin 0,61-8,30
Izoleucin 0,24-0,93
Leucin 0,47-1,44
Lyzin 1,05-2,27
Metionin 1,77-2,30
Fenylalanin 0,29-0,86
Prolin 1,05-1,18
Serin 0,83-1,18
Treonin 1,53-10,01
Tryptofan 0,61-1,20
Tyrozin 0,80-1,47
Valin 0,54-2,43

Tabulka 4: Mnozstvi vitaminid obsazenych v Allium sativum

A 9ug
Bl 0,2 mg
B2 0,11 mg
B3 0,7 mg
B5 0,596 mg
B6 1,235 mg
B8 23,2 mg
B9 3pug

C 31,2 mg
E 0,08 mg
K 1,7 ug
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Tabulka 5: Obsah mineralnich latek v Allium sativum

Na 17
Ca 181
Fe 1,7
P 153
K 401
Zn 1,16
Cu 0,299
Mn 1,672
Mg 25
Se 14,2

Tabulka 6: Hodnoceni vlivu S-allyl cysteinu na meiotické zrani oocytti — Ml

GV 6 0 9 2
LD 3 1 2 4
Ml 124 127 126 124
AITI 0 3 0 0
Mil 0 0

Dg 2 0

N 134 137 137 133

K — kontrola; SAC — S-allyl cystein; GV — oocyty ve stadiu zdrodeéného vacku (germinal vesicle); LD — oocyty

ve stadiu pozdni diakineze (last diakinesis), MI — oocyty ve stadiu metafaze I, AI/TI — oocyty ve stadiu anafaze

I/telofazel, MII — oocyty ve stadiu metafaze II, Dg — oocyty s degenerovanym chromatinem, n- celkovy pocet

nasazenych oocyti
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Tabulka 7: Hodnoceni vlivu S-allyl cysteinu na meiotické zrani oocyti — Ml

GV 2 0 4 0
LD 0 0 0 1
MI 1 2 1 3
Al/TI 2 6 3 2

Ml 122 120 128 120
Dg 5 2 1 3

N 132 130 137 129

K — kontrola; SAC — S-allyl cystein; GV — oocyty ve stadiu zarodeéného vacku (germinal vesicle); LD — oocyty
ve stadiu pozdni diakineze (last diakinesis), MI — oocyty ve stadiu metafaze I, AI/TI — oocyty ve stadiu anafaze
I/telofazel, MII — oocyty ve stadiu metafaze II, Dg — oocyty s degenerovanym chromatinem, n- celkovy pocet

nasazenych oocytt
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