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Lokalizace vybraných apoptotických markerů v dozrálých 

a časně stárnoucích oocytech prasete ovlivněných donory 

sulfanu 
 

 

Souhrn 

 

Rozvoj reprodukčních biotechnologií s sebou nese vysoké nároky na kvalitu a kvantitu 

savčích oocytů. Zisk takových oocytů je ovlivněn zejména správným průběhem jejich in vitro 

kultivace. Ta je ovšem spojena i s řadou rizik, která mohou kvalitu oocytů narušovat a snižovat 

tak jejich vývojový potenciál. Velmi problematické je v tomto směru zejména vystavení oocytů 

prodloužené kultivaci, během které dochází k aktivaci procesu stárnutí. 

Stárnutí oocytů je zahájeno již několik hodin po dosažení bloku meiózy v metafázi 

druhého meiotického dělení. Oocyty v této fázi setrvávají pouze omezenou dobu, neboť za 

fyziologických podmínek dochází k jejich oplození poměrně brzy po ovulaci. V případě, že 

k oplození nedojde, prochází stárnoucí oocyty řadou biochemických a strukturních změn, které 

vedou ke snížení jejich kvality a životaschopnosti. Důsledkem těchto změn může být spontánní 

partenogenetická aktivace, lýza či fragmentace oocytu, která je projevem apoptózy.  

Programovaná buněčná smrt neboli apoptóza, je v buňkách řízena přes vnitřní a vnější 

signální dráhy. Do složité regulace apoptózy je zapojena celá řada molekul, mimo jiné i proteiny 

z rodiny Bcl-2, jejichž hlavní úlohou je regulace aktivity kaspáz, které štěpí proteinové 

struktury a zahajují tak apoptózu na kaspázách dependentní signální drahou. Dobře známým 

zástupcem anti-apoptotických molekul je protein Bcl-2, který apoptózu inhibuje. Naopak na 

aktivaci kaspázové signální dráhy se podílejí pro-apoptotické faktory, například protein BAX. 

Tyto zmíněné faktory mohou sloužit jako markery apoptózy oocytů.  

Přesné mechanismy regulace procesu zrání a stárnutí oocytů nejsou ještě detailně 

popsány. Důležitou roli zde hrají i tzv. gasotransmitery, malé plynné molekuly se signalizační 

úlohou. Jedním z nich je sulfan, jehož endogenní produkce a úloha během meiotického zrání a 

stárnutí oocytů již byla potvrzena. Vystavení oocytů zvýšené koncentraci sulfanu 

prostřednictvím donorů sulfanu, během jejich prodloužené kultivace, vede ke zpomalení 

průběhu stárnutí. Nejčastěji využívané donory sulfanu jsou látky s tzv. rychlým mechanismem 

jeho uvolnění. Tento mechanismus se však od fyziologického módu signalizace může výrazně 

lišit. 

Cílem této diplomové práce bylo ověření hypotézy, že použití donoru sulfanu 

s pomalým/kontinuálním mechanismem jeho uvolňování bude efektivnější než použití donoru 

s rychlým uvolněním sulfanu. Prasečí oocyty byly kultivovány po dobu 48 hodin do stádia MII 

za přítomnosti jednoho z donorů sulfanu (s pomalým uvolňováním a s rychlým uvolněním). 

Poté byla v dozrálých a časně stárnoucích oocytech (1 den prodloužené kultivace) provedena 

lokalizace anti-apoptotického faktoru Bcl-2 a pro-apoptotického faktoru BAX. Kvantitativní 

zhodnocení relativní intenzity signálu těchto faktorů v jednotlivých skupinách oocytů bylo 

provedeno pomocí programu NIS Elements.  

Porovnáním relativní intenzity signálu sledovaných faktorů u skupin dozrálých oocytů 

ve stádiu MII s kontrolní skupinou byl zjištěn nárůst relativní intenzity signálu  



anti-apoptotického faktoru Bcl-2 u obou skupin oocytů zrajících za přítomnosti donorů sulfanu. 

Signifikantně vyšší relativní intenzita byla pozorována u skupiny oocytů zrající s donorem 

s rychlým mechanismem uvolňování sulfanu (Na2S * 9 H2O), statisticky se však nelišila od 

donoru s pomalým/kontinuálním mechanismem uvolňování sulfanu. U skupin oocytů 

ovlivněných donory byla pozorována statisticky významně nižší relativní intenzita signálu  

pro-apoptotického faktoru BAX oproti kontrolní skupině. Donory se zde signifikantně nelišily. 

U časně stárnoucích oocytů nebyly mezi skupinami pozorovány statisticky významné 

rozdíly při porovnání relativních intenzit signálu anti-apoptotického faktoru Bcl-2. Jinak tomu 

bylo u pro-apoptotického faktoru BAX, kde byla relativní intenzita signálu signifikantně nižší 

v obou skupinách stárnoucích oocytů, které byly během meiotického zrání ovlivněny jedním 

z donorů sulfanu. Lepších výsledků zde bylo dosaženo při použití donoru GYY4137, který se 

vyznačuje pomalým/kontinuálním uvolňováním sulfanu. 

Z dosažených výsledků je patrné, že oba typy donorů sulfanu jsou schopny ovlivnit 

regulaci apoptózy oocytu a tím ve svém důsledku ovlivnit i kvalitu získaných oocytů. 

Signifikantně lepší výsledky jsme u donoru s pomalým/kontinuálním uvolňováním sulfanu 

pozorovali pouze u sledovaného faktoru BAX ve skupině časně stárnoucích oocytů, v ostatních 

skupinách jsme buďto nepozorovali žádné statisticky významné rozdíly nebo se od sebe 

skupiny oocytů ovlivněné donory vzájemně nelišily. Naše hypotéza byla tedy potvrzena jen 

částečně. Bylo by zajímavé ještě více imitovat fyziologický průběh signalizace použitím 

oscilačního módu působení donoru sulfanu a získané výsledky porovnat, to je však již nad 

rámec zadání této diplomové práce. 

 

Klíčová slova: oocyt, prase, in vitro kultivace, sulfan 

 

 

  



Localization of selected apoptotic markers in matured and 

early aging porcine oocytes affected by hydrogen sulphide 

donors 
 

Summary 

 

The development of reproductive biotechnology brings high demands on the quality and 

quantity of mammalian oocytes. The gain of such oocytes is mainly affected by the correct 

course of their in vitro cultivation. However, this is also associated with a number of risks that 

can disrupt the quality of oocytes and, thus reduce their developmental potential. Particularly 

problematic in this respect is the exposure of oocytes to prolonged cultivation, during which 

the aging process is activated. 

Aging of oocytes begins just a few hours after reaching the block of meiosis in the 

metaphase of the second meiotic division. Oocytes remain at this stage only for a limited time, 

as under physiological conditions their fertilization occurs quite soon after ovulation. If 

fertilization does not occur, aging oocytes undergo a series of biochemical and structural 

changes that lead to a decrease in their quality and viability. These changes may result in 

spontaneous parthenogenetic activation, lysis or fragmentation of the oocyte, which is a 

manifestation of apoptosis.  

Programmed cell death, or apoptosis, is controlled in cells through internal and external 

signaling pathways. A number of molecules are involved in the complex regulation of 

apoptosis, including proteins from the Bcl-2 family, whose main role is to regulate the activity 

of caspases, which break down protein structures, and thus initiate apoptosis by the  

caspase-dependent signaling pathway. A well-known representative of anti-apoptotic 

molecules is the Bcl-2 protein, which inhibits apoptosis. In contrast, pro-apoptotic factors, such 

as the BAX protein, are involved in activating the caspase signaling pathway. These factors 

may serve as markers of oocyte apoptosis.  

The exact mechanisms for regulating the maturation and aging of oocytes have not yet 

been described in detail. The so-called gasotransmitters, small gaseous molecules with a 

signaling role, also play an important role here. One of them is hydrogen sulphide, whose 

endogenous production and role during meiotic maturation and aging of oocytes has already 

been confirmed. Exposure of oocytes to an increased concentration of hydrogen sulphide 

through hydrogen sulphide donors, during their prolonged cultivation, leads to a slowdown in 

the course of aging. The most commonly used hydrogen sulphide donors are substances with 

the so-called rapid mechanism of its release. However, this mechanism may differ significantly 

from the physiological mode of signaling. 

The aim of this diploma thesis is to verify the hypothesis that the use of hydrogen sulphide 

donor with a slow/continuous release mechanism will be more effective than the use of a donor 

with rapid release of hydrogen sulphide. Pig oocytes were cultivated for 48 hours to the MII 

stage in the presence of one of the hydrogen sulphide donors (with slow release and rapid 

release). Then, in mature and early aging oocytes (1 day of prolonged cultivation), localization 

of anti-apoptotic factor Bcl-2 and pro-apoptotic factor BAX was performed. A quantitative 



assessment of the relative signal intensity of these factors in each oocyte group was performed 

using the NIS Elements program.  

By comparing the relative signal intensity of the monitored factors in the groups of mature 

oocytes in stage MII with the control group, an increase in the relative signal intensity of the 

anti-apoptotic factor Bcl-2 was observed in both groups of oocytes maturing in the presence of 

hydrogen sulphide donors. Significantly higher relative intensity was observed in the donor 

oocyte group with rapid hydrogen sulphide release mechanism (Na2S*9 H2O), but statistically 

it was not different from the donor with a slow/continuous hydrogen sulphide release 

mechanism. In groups of donor-affected oocytes, a statistically significantly lower relative 

signal intensity of pro-apoptotic factor BAX was observed compared to the control group. 

Donors did not differ significantly here. 

In early aging oocytes, no statistically significant differences were observed between the 

groups when comparing the relative signal intensities of the anti-apoptotic factor Bcl-2. The 

situation was different with the pro-apoptotic factor BAX, where the relative signal intensity 

was significantly lower in both groups of aging oocytes which were affected by one of the 

hydrogen sulphide donors during their meiotic maturation. Better results were achieved here 

using the donor GYY4137 which is characterized by slow/continuous release of hydrogen 

sulphide. 

From the obtained results it is evident that both types of hydrogen sulphide donors are 

able to influence the regulation of oocyte apoptosis and thus, as a result, affect the quality of 

the oocytes obtained. Significantly better results were observed using the donor with 

slow/continuous release of hydrogen sulfide only in the BAX factor observed in the early aging 

oocyte group, in other groups we either did not notice any statistically significant differences 

or the groups of oocytes affected by donors did not differ from each other. Our hypothesis was, 

therefore, confirmed only partially. It would be interesting to imitate even more the 

physiological course of signaling by using the oscillating mode of action of the hydrogen 

sulphide donor and compare the obtained results, but that is already beyond the scope of this 

diploma thesis. 
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1 Úvod 

Reprodukční biotechnologie využívané nejenom v asistované reprodukci lidí, ale i 

u hospodářských zvířat, prochází již několik desítek let masivním rozvojem a úspěšnost těchto 

metod postupně narůstá, především díky intenzivnímu výzkumu cílenému na objasnění 

molekulárních mechanismů regulujících reprodukční procesy.   

Klíčovým parametrem pro řadu biotechnologických postupů je zisk kvalitních oocytů ve 

stádiu metafáze II s korektním vývojovým potenciálem, které lze již standardně získat i v  

in vitro podmínkách dozráním meioticky kompetentních oocytů. Dozrálé oocyty však mohou 

svůj vývojový potenciál poměrně záhy po dosažení stádia metafáze II ztrácet, neboť velmi brzy 

dochází k aktivaci procesů spojených se stárnutím. V in vitro podmínkách k tomu dochází při 

prodloužené kultivaci.  

Stárnutí oocytů provází celá řada morfologických a biochemických změn, které mají za 

následek významné snížení jejich kvality a použitelnosti pro biotechnologické postupy. Celý 

proces pak často končí spontánní partenogenetickou aktivací, lýzou či fragmentací oocytů, která 

je projevem programované buněčné smrti neboli apoptózy. 

Apoptóza je v buňkách řízena složitou kaskádou signálních drah, kde má nezastupitelnou 

úlohu řada apoptotických faktorů z proteinové rodiny Bcl-2. Hlavní úlohou těchto faktorů je 

regulace aktivity kaspáz, což jsou proteázy štěpící proteinové struktury a zajišťující apoptózu 

buněk tzv. vnitřní signální drahou. Tato široká rodina Bcl-2 proteinů zahrnuje jak  

pro-apoptotické, tak i anti-apoptotické faktory. Mezi nejznámnější faktory se schopností 

inhibice apoptózy patří například protein Bcl-2. Naopak jedním z nejvýznamnějších  

pro-apoptotických faktorů je protein BAX. Tyto vybrané faktory je možné použít jako markery 

apoptózy.  

Bylo prokázáno, že do regulace procesu stárnutí oocytů jsou zapojeny i gasotransmitery, 

mezi které řadíme oxid dusnatý, oxid uhelnatý a sulfan. Jsou to plynné molekuly produkované 

v buňkách specifickým enzymatickým aparátem. Především nezastupitelná úloha sulfanu 

v regulaci procesu stárnutí oocytů již byla potvrzena. Zvýšení hladiny sulfanu, dodáním donoru 

sulfanu do kultivačního média během jejich prodloužené kultivace, vedlo ke zpomalení nástupu 

apoptózy oocytů.  

Běžně využívanými donory sulfanu v laboratořích jsou dnes zejména hydrogensulfid 

sodný (NaHS) a sulfid sodný (ve formě nonahydrátu - Na2S * 9 H2O), které patří mezi tzv. 

okamžité donory. Takové donory však díky rychlému počátečnímu uvolnění sulfanu nemusí 

dostatečně kopírovat fyziologický způsob signalizace v oocytu. Lepší volbou by proto mohly 

být donory s jiným mechanismem uvolňování sulfanu, například morfolin-4-ium-4-

methoxyfenyl (morfolino) fosfinodithioát (GYY4137) s pomalým/kontinuálním uvolňováním 

sulfanu. 

Cílem této diplomové práce bylo ověření hypotézy, že použití donoru sulfanu 

s pomalým/kontinuálním mechanismem jeho uvolňování bude efektivnější než použití donoru 

s rychlým uvolněním sulfanu, a to pomocí lokalizace vybraných markerů apoptózy v dozrálých 

a časně stárnoucích prasečích oocytech, které byly během in vitro zrání ovlivněny donory 

sulfanu s různým mechanismem jeho uvolňování. 
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2 Vědecká hypotéza a cíle práce 

Byla stanovena hypotéza, že použití donoru sulfanu s pomalým/kontinuálním 

mechanismem jeho uvolňování bude efektivnější než použití donoru s rychlým uvolněním 

sulfanu.  

Cílem práce bylo ověřit stanovenou hypotézu prostřednictvím sledování relativní 

intenzity signálu a lokalizace vybraných apoptotických markerů v dozrálých a časně 

stárnoucích prasečích oocytech ovlivněných donory sulfanu s různým mechanismem jeho 

uvolňování. 
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3 Literární rešerše 

3.1 Oogeneze 

Oogeneze je proces vývoje zralé samičí zárodečné buňky neboli vajíčka. U savců začíná 

relativně brzy, již během embryonálního vývoje. Základem pro oogenezi jsou primordiální 

zárodečné buňky (PGC – primordial germ cells), které prodělávají řadu buněčných změn a přes 

stádium oogonie a oocytu se mění ve zralá vajíčka. Výsledkem tohoto precizně řízeného 

procesu je tak buňka, která je jedinečným způsobem schopna zajistit vývoj nového jedince 

(Wassarman 1988). 

Všechny zralé gamety savců vznikají meiózou, která zajišťuje vývoj geneticky 

variabilního potomstva. Meióza je zvláštním typem buněčného dělení, neboť zahrnuje jedno 

kolo replikace DNA a dvě po ní následující buněčná dělení. Během meiózy I neboli redukčního 

dělení dochází k segregaci homologních chromozomů. Meióza II neboli ekvační dělení potom 

zahrnuje segregaci sesterských chromatid. Výsledkem tohoto typu buněčného dělení je redukce 

počtu chromozomů a vznik haploidních zárodečných buněk (Hunt & Hassold 2008). 

3.1.1 Embryonální vývoj vaječníků 

Embryonálním základem savčích gonád jsou u obou pohlaví párové genitální lišty, které 

jsou tvořeny proliferujícím coelomickým epitelem (mezotelem) a mezenchymem. Tyto 

primitivní gonády se v závislosti na druhu savce objevují mezi 10. až 30. dnem březosti na 

mediální straně mezonefros (Wilhelm et al. 2007). V dalším stádiu dochází k osídlování 

vyvíjejících se gonád primordiálními zárodečnými buňkami (PGC – primordial germ cells). Ty 

pocházejí z endodermálního žloutkového vaku a do genitálních lišt migrují na základě 

chemotaxe (Mintz 1957). V tomto stádiu vývoje mluvíme o indiferentních gonádách, které se 

mohou dále vyvíjet směrem k oběma pohlavím. 

Pohlaví embrya je určeno již v době oplození vajíčka. Samice savců mají ve všech svých 

somatických buňkách dva chromozomy X, zatímco samci mají jeden X a jeden Y. 

Rozhodujícím faktorem je tedy přítomnost chromozomu Y. Pohlaví výsledné zygoty je určeno 

spermií nesoucí chromozom X nebo Y, zatímco vajíčko nese vždy chromozom X. Chromozom 

Y ovlivňuje pohlaví jedince indukcí vývoje somatických buněk genitálních lišt ve varlata, 

namísto vaječníků (Alberts et al. 2002). 

Tato diferenciace pohlaví je spuštěna na základě přítomnosti genu SRY (sex – 

determining region Y), který je lokalizován právě na krátkém raménku chromozomu Y a je 

zodpovědný za spuštění vývoje samčích pohlavních žláz (Gubbay et al. 1990). SRY je 

exprimován pouze v podmnožině buněk vyvíjejících se v pohlavní žlázy a způsobuje, že se tyto 

buňky diferencují na buňky Sertoliho, jež jsou hlavním typem podpůrných buněk nacházejících 

se ve varlatech. Pokud gen SRY není přítomen dochází u zárodku k vývoji vaječníků (Alberts 

et al. 2002). 
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3.1.2 Fáze množení 

Základem pro oogenezi jsou primordiální zárodečné buňky (PGCs), které mají původ  

v endodermálním žloutkovém vaku. Jedná se o zhruba 12 µm velké buňky, které migrují ze 

žloutkového vaku přes zadní prvostřevo do genitálních lišt. Tato migrace je až po oblast 

prvostřeva pasivní, poté se mění na aktivní améboidní pohyb (Wassarman 1988).   

Primordiální zárodečné buňky (PGCs), které kolonizovaly základ vaječníků a ztratily 

schopnost migrace jsou označovány jako oogonie (Siracusa et al. 1985). Tyto buňky se u prasat 

od 13. dne embryonálního vývoje do zhruba 7. dne po narození intenzivně mitoticky dělí a 

jejich počet se mezi 20. až 50. dnem březosti zvyšuje z přibližně 5000 až na 1 100 000. Poté 

jejich mitotická aktivita klesá a značná část těchto buněk podléhá během dalšího vývoje zániku. 

Výsledkem je tak přítomnost populace zhruba 500 000 oogonií při narození samice (Black & 

Erickson 1968). 

Oogonie vytváří shluky, ve kterých mezi sebou komunikují pomocí mezibuněčných 

spojů. Tyto spoje mají pravděpodobně funkci v udržování synchronizovaného vývoje buněk 

v rámci jednoho shluku (Gondos & Zamboni 1969). 

3.1.3 Fáze růstu a folikulogeneze 

Schopnost oplození získává vajíčko teprve po dlouhém období růstu a zrání. Tento proces 

zahrnuje jak syntézu cytoplazmatických složek, tak i přeskupení a redukci chromozomů a 

začíná již během embryonálního vývoje samice (Hunter 2000). Oogonie vzniklé mitózou 

vstupují do meiotického dělení, během kterého vznikají z jedné diploidní buňky čtyři buňky 

haploidní. Toto redukční dělení samičích, ale i samčích, pohlavních buněk je nutné pro udržení 

diploidního počtu chromozomů v následně vzniklém embryu. Narozdíl od meiózy spermií, 

dochází při meióze oocytů k asymetrickému dělení cytoplazmy, proto je výsledkem pouze 

jedna oplození schopná gameta (vajíčko) a dvě, případně tři, pólová tělíska (Pollard et al. 2016). 

Po vstupu do prvního meiotického dělení se z oogonií stávají primární oocyty neboli 

oocyty I. řádu (Vanderhyden 2002). Začátek meiózy je u samičích pohlavních buněk indukován 

kyselinou retinovou, která zvyšuje hladinu cytoplazmatického proteinu v angličtině 

nazývaného Stimulated by Retinoic Acid, gen 8 (Stra8). Stra8 hraje roli v premeiotické 

replikaci DNA a podílí se na kondenzaci, kohezi, synapsi a rekombinaci chromozomů během 

profáze meiózy (Baltus et al. 2006; Bowles et al. 2006). U samců je kyselina retinová až do 

puberty degradována cytochromem P450 (Cyp26b1), proto samčí pohlavní buňky nevstupují 

do meiózy již během embryonálního vývoje, ale až v období pohlavní dospělosti (Bowles et al. 

2006; Anderson et al. 2008). 

Meióza je zahájena profází I, která je rozdělena do pěti stádií: leptotén, zygotén, pachytén, 

diplotén a diakineze. V prvních stádiích profáze dochází k řadě zásadních událostí, které 

zahrnují kondenzaci chromozomů, párování homologních chromozomů, synapsi (úzké spojení 

mezi těmito chromozomy), rekombinaci (překřížení nesesterských chromatid) a crossing over 

(výměnu genetického materiálu) (Hunt & Hassold 2008). Fázi leptotén absolvuje oocyt za 

zhruba 3 – 6 hodin. Ve stádiu zygotén, které trvá 12 – 40 hodin, dochází k párování 

homologních chromozomů a synapsi, čímž vznikají bivalenty složené ze čtyř chromatid. Ve 

stádiu pachytén dochází během 60 hodin k rekombinaci a crossing overu. Celkem tedy přechod 

ze stádia leptotén do stádia pachytén trvá zhruba 4 dny. Do stádia diplotén vstupují například 
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první myší oocyty zhruba 18. den embryonálního vývoje a na jejich chromozomech můžeme 

pozorovat chiasmata, která jsou výsledkem crossing overu (Wassarman 1988). V tomto stádiu 

je také první meiotické dělení zastaveno a primární oocyty vstupují do klidové fáze, zvané 

dictyotén, ve které setrvávají až do dosažení pohlavní dospělosti a zahájení pohlavního cyklu 

(Vanderhyden 2002; Hunt & Hassold 2008). Na zajištění tohoto prvního meiotického bloku se 

mimo jiné podílí například nízkomolekulární peptid nazývaný inhibitor zrání oocytu (OMI – 

oocyte maturation inhibitor), který je produkován folikulárními buňkami (Sadler 2011).  

U prasat byly oocyty v profázi meiózy I pozorovány od 47. dne březosti (Bielańska-

Osuchowska 2006).  

Primární oocyty jsou postupně obklopovány somatickými buňkami, které jsou nazývány 

buňkami pregranulózními a mohou pocházet ze třech různých zdrojů: rete ovarii (Byskov 

1975), mezenchymálních buněk gonád (Albrecht & Eicher 2001) a povrchového epitelu ovarií 

(Gondos 1975). Konkrétní zdroj se potom liší v závislosti na živočišném druhu (Sawyer et al. 

2002). Pregranulózní buňky se dále vyvíjejí a jako jedna vrstva plochých buněk obalujících 

primární oocyty vytvářejí primordiální folikuly (Vanderhyden 2002). Ty je u prasat možné 

pozorovat zhruba od 56. dne březosti (Bielańska-Osuchowska 2006). 

V klidové fázi prochází primární oocyt výrazným růstem, který je nutný pro vstup do fáze 

zrání a dokončení prvního meiotického dělení. Tento růst zahrnuje kromě zvětšení objemu 

oocytu také reorganizaci jádra a některých dalších organel, jako jsou mitochondrie nebo 

Golgiho komplex a aktivní syntézu a akumulaci většího množství RNA. Během této fáze se tak 

prasečí oocyt zvětší ze zhruba 30 µm až na 120 µm (Zamboni 1970; Motlík & Fulka 1986).  

S růstem oocytu dochází také k přeměně primordiálního folikulu na primární folikul, a to 

morfologickou změnou tvaru plochých pregranulózních buněk na buňky kubické, které jsou 

dále nazývány jako buňky granulózní nebo také folikulární (Aerts & Bols 2010). Vývoj folikulu 

pokračuje intenzivním mitotickým dělením folikulárních buněk, které se formují do několika 

vrstev a tvoří tak mnohovrstevný epitel membrana granulosa (Junqueira et al. 1997). Ze tří 

typů glykoproteinů (ZP1, ZP2 a ZP3) produkovaných oocytem a folikulárními buňkami je 

formována zona pellucida a z vazivové kůry vaječníku se vytváří theca folliculi (Hirshfield 

1991; Fair 2003; Webster & de Wreede 2012). Mezi folikulárními buňkami se postupně začínají 

vytvářet dutinky vyplněné tekutinou zvanou liquor folliculi. Postupným přibýváním folikulární 

tekutiny dochází ke splynutí dutinek v antrum a vytvoření antrálního folikulu, ve kterém část 

folikulárních buněk vytváří vejconosný hrbolek (cumulus oophorus), v jehož středu je umístěn 

oocyt (Smitz & Cortvrindt 2002; Vanderhyden 2002). Theca folliculi je nyní rozdělena na dvě 

vrstvy – theca foliculli interna, která produkuje androgeny, a theca folliculi externa, která má 

podpůrnou funkci (Erickson et al. 1985; Webster & de Wreede 2012).  

Oocyt již dále neroste, ale spolu s přibývající tekutinou dochází k růstu folikulu 

zvětšováním jeho dutiny při současném ztenčování membrany granulosy. Folikulární buňky 

nejblíže k oocytu, vytvářejí okolo zony pellucidy vrstvu zvanou corona radiata, která později 

ovuluje spolu s oocytem. Takový folikul je nazýván jako zralý neboli Graafův folikul. Je ovšem 

nutné si uvědomit, že do tohoto stádia se dostane jen velmi malá část z původního počtu 

zárodečných buněk, neboť většina z nich podléhá v průběhu vývoje atrézii (Junqueira et al. 

1997). Folikulogeneze je znázorněna na obrázku 1. 
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Obr. 1. Folikulogeneze (upraveno podle Hunter 2000). 

 

Folikulární buňky komunikují s oocytem pomocí mezerových spojů (gap junctions) a 

zásobují ho tak energetickými substráty, nukleosidy, aminokyselinami a fosfolipidy. Rychlost 

růstu oocytu je tedy přímo ovlivněna počtem folikulárních buněk, které ho obklopují, neboť tak 

zvětšují povrch pro vstup malých molekul potřebných k zajištění jeho růstu a vývoje (Herlands 

& Schultz 1984; Hunter 2000).  

Výsledkem celé fáze růstu je plně dorostlý oocyt ve stádiu zárodečného váčku (GV – 

germinal vesicle), který je schopen znovuzahájení a dokončení meiotického zrání 

(Vanderhyden 2002). 

3.1.4 Fáze zrání 

Zrání oocytu je proces přeměny plně dorostlého oocytu na vajíčko schopné ovulace a 

oplození. V této fázi musí primární oocyt nejprve dokončit první meiotické dělení, jehož 

výsledkem je vznik sekundárního oocytu neboli oocytu II. řádu a prvního pólového tělíska 

(primárního polocytu). Sekundární oocyt poté vstupuje do druhého meiotického dělení, které je 

zastaveno v metafázi II a dokončeno až po případném oplození (Vanderhyden 2002). Schopnost 

oocytu řádně dokončit meiózu koreluje, zejména u savců, s jeho velikostí. Například u prasat 

jsou oocyty ve folikulech nad 1 mm velikosti schopny v in vitro podmínkách znovuzahájit 

meiózu, ale jen ty nad 2 mm velikosti jsou schopny první meiotické dělení dokončit (Motlik et 

al. 1984). 

Do fáze zrání vstupuje oocyt po dosažení pohlavní dospělosti samice a zahájení 

pravidelného estrálního cyklu. K samotnému znovuzahájení meiózy dochází v reakci na nárůst 

hladiny luteinizačního hormonu (LH), který spouští signální kaskádu vedoucí k uvolnění 
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prvního meiotického bloku a rozpadu zárodečného váčku (GVBD – germinal vesicle 

breakdown), což je vlastně rozpad jaderné membrány (Edson et al. 2009). 

3.1.5 Regulace meiotického zrání 

Cyklický adenosin monofosfát (cAMP) 

Cyklický adenosin-3’,5‘-monofosfát patří mezi druhé posly a hraje významnou roli 

v regulaci zrání savčích oocytů, neboť se podílí na zajištění prvního meiotického bloku 

(Mehlmann et al. 2002).  

cAMP je vytvářen především v granulózních buňkách, které mají receptory spojené s  

G-proteiny. Působením extracelulárních signálů na tyto receptory dochází k aktivaci enzymu 

adenylátcyklásy (AC), která cAMP syntetizuje z lineárních molekul ATP (Mehlmann et al. 

2002). Z granulózních buněk je cAMP transportován do oocytu pomocí mezibuněčných spojů 

gap junctions (Dekel 1988). Rychlým nárůstem jeho koncentrace v oocytu dochází k aktivaci 

cAMP dependentní proteinkinázy A (PKA), která zajišťuje fosforylaci celé řady dalších 

proteinů (Conti et al. 2012). 

Degradace cAMP je zajišťována fosfodiesterázou 3A (PDE3A), která ho štěpí na  

5‘-adenosinmonofosfát (AMP). Během meiotického bloku je ale funkce PDE3A inhibována 

cyklickým guanosinmonofosfátem (cGMP). Ten do oocytu také difunduje z buněk granulózy 

(Vaccari et al. 2009). 

PKA, aktivovaná vysokou koncentrací cAMP, inhibičně fosforyluje fosfatázu Cdc25, 

která je nutná pro aktivaci faktoru podporujícího zrání (MPF – maturation promoting factor). 

Tím je zajištěno udržení prvního meiotického bloku až do znovuzahájení meiózy (Duckworth 

et al. 2002; Conti et al. 2012). 

Preovulační vlna luteinizačního hormonu (LH) způsobuje morfologické změny v obalu 

oocytu a dochází tak k přerušení gap junctions, které zajišťují komunikaci a přenos molekul 

mezi oocytem a granulózními buňkami. Do oocytu nejsou přenášeny další molekuly cAMP, ani 

cGMP. Dochází k aktivaci fosfodiesterázy a štěpení cAMP, jehož hladina v oocytu tak rychle 

klesá. Výsledkem je defosforylace PKA, přerušení prvního meiotického bloku a znovuzahájení 

meiózy (Hurk & Zhao 2005). 

 

Cyklický guanosin monofosfát (cGMP) 

Dalším významným druhým poslem, který se také podílí na inhibici zrání a udržení 

prvního meiotického bloku, je cyklický guanosin-3’,5‘-monofosfát (Hubbard & Terranova 

1982). 

cGMP je stejně jako cAMP produkován v granulózních buňkách a do oocytu je 

transportován přes gap junctions. Syntézu cGMP z guanosintrifosfátu (GTP) zajišťuje enzym 

guanylátcykláza (GC). Jeho degradaci zprostředkovává cGMP – fosfodiesteráza (Vaccari et al. 

2009).  

Úlohou cGMP při udržování meiotického bloku je inhibice funkce fosfodiesterázy 3A 

(PDE3A), která štěpí cAMP na AMP. cGMP tedy inhibuje degradaci cAMP a udržuje tak jeho 

vysokou koncentraci v oocytu. Ta je nutná pro udržení meiotického bloku (Vaccari et al. 2009). 
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Preovulační vlna luteinizačního hormonu (LH) způsobuje přerušení gap junctions, 

koncentrace cGMP klesá a dochází k aktivaci PDE3A (Ratner 1976). Znázornění indukce 

znovuzahájení meiózy je zobrazeno na obrázku 2. 

 

 
 

Obr. 2. Schématické znázornění indukce znovuzahájení meiózy (Krisher 2013). 

 

Faktor podporující zrání (MPF – maturation promoting factor) 

Faktor podporující zrání neboli MPF je univerzálním regulátorem buněčného cyklu 

mitózy i meiózy. Aktivní MPF zajišťuje rozpad jaderné laminy, kondenzaci chromozomů, 

přeskupení mikrofilament a reorganizaci sítě intermediálních filament. Hraje tak klíčovou roli 

při meiotickém zrání. Jeho vysoká aktivita je navíc nutná k udržení 2. meiotického bloku 

(Stojkovic et al. 1999). 

MPF je heterodimer složený ze dvou podjednotek – katalytické (34 kDa) a regulační (45 

kDa). Katalytickou podjednotku tvoří cyklin dependentní kináza (Cdk1/p34cdc2) ze skupiny 

serin/treonin proteinkináz. Regulační podjednotkou je molekula cyklinu B, kterého známe tři 

typy – B1, B2 a B3. Za aktivitu MPF u savců je pravděpodobně zodpovědný typ B1 (Dekel 

1996; Jones 2004). Koncentrace p34cdc2 je během růstu oocytu velmi nízká. Její zvýšení na 

konci růstu je spojeno se ziskem meiotické kompetence (Vantéry et al. 1996). 

V nezralém oocytu se komplexy cyklinu B1 a p34cdc2 vyskytují v neaktivní formě, jako 

tak zvaný pre-MPF. Tato inaktivní forma je zajištěna fosforylací p34cdc2 na Thr14 a Tyr15 

inhibičními kinázami Wee1 a Myt1. Jeho aktivaci zajišťuje fosfatáza Cdc25, která 

defosforyluje Thr14 a Tyr15, a proteinová kináza zvaná CDK-aktivační kináza, která 

fosforyluje Thr 161 (Fesquet et al. 1993; Jones 2004). Fosfatáza Cdc25 je inhibičně 

fosforylována proteinkinázou A, což opět vede k udržení prvního meiotického bloku. 

K aktivaci Cdc25 je nutná jeho defosforylace (Duckworth et al. 2002; Pirino et al. 2009). Jednu 

zajišťuje polo-like kináza 1 (Pkl1), která také patří do rodiny serin/treonin proteinkináz, druhou 
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zajišťuje samotné MPF (Stojkovic et al. 1999; Alberts et al. 2002). Aktivace MPF je 

schématicky znázorněna na obrázku 3. 

 

  
 

Obr. 3. Aktivace MPF (upraveno podle Wong 2020). 

 

Jedná se tedy o pozitivní zpětnou vazbu, díky které může MPF aktivovat další pre-MPF. 

Aktivní MPF-kináza fosforyluje další molekuly aktivační fosfatázy Cdc25, které aktivují další 

MPF. Tím dochází k prudkém nárůstu hladiny MPF v buňce a ta rychle vstupuje do M-fáze 

buněčného cyklu (Alberts et al. 2005).  

Aktivita MPF se objevuje krátce před GVBD a osciluje během buněčného cyklu se 

dvěma vrcholy – během metafáze meiózy I a během meiotického bloku v metafázi II (Stojkovic 

et al. 1999). MPF fosforyluje proteiny laminy jaderné membrány, čímž způsobuje desintegraci 

a rozpad jaderné membrány – GVBD (Alberts et al. 2005). Nasledně svojí aktivitou zajišťuje 

kondenzaci chromozomů před vstupem do meiózy I. Naopak snížení jeho aktivity je nutné pro 
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přechod z metafáze I do anafáze I a dokončení prvního meiotického dělení (Stojkovic et al. 

1999).  

Pro pokles hladiny MPF je nutná degradace cyklinu B1, díky které dochází k deaktivaci 

MPF. Tato degradace je zajišťována ubikvitin dependetním proteolytickým systémem, kdy je 

několik molekul ubikvitinu kovalentně navázáno na cyklin a ten je tak označen pro degradaci 

v proteasomech (Alberts et al. 2005). V případě cyklinu B1 je polyubikvitinace zajištěna 

anafázi podporujícím komplexem neboli cyklosomem (APC/C), což je komplex ubikvitin 

ligázy E3, který polyubikvitinuje cyklin B1 a označí ho tak za cíl pro proteolýzu proteasomem 

26S (Irniger 2002). APC/C vyžaduje pro svou ligázovou aktivitu doplňkové proteiny, jako 

Cdh1 nebo Cdc20/fizzy, se kterými vytváří komplexy (Homer 2013). 

Se vstupem do meiózy II aktivita MPF opět stoupá a dosahuje druhého vrcholu v metafázi 

II, kde udržuje druhý meiotický blok až do oplození. Tento meiotický blok není zajištěn pouze 

inhibicí funkce APC/C, jak by se dalo předpokládat, ale také samotným oocytem, který zvládá 

synchronizovat syntézu cyklinu B1 s jeho degradací. Díky neustálé syntéze cyklinu B1 tak 

nedochází k výraznému poklesu hladiny MPF a oocyt je udržován ve fázi druhého meiotického 

bloku (Jones 2004). Degradace cyklinu B1 je schématicky znázorněna na brázku číslo 4. 

 

 
Obr. 4. Polyubikvitinace cyklinu B1 pomocí APC a jeho degradace v proteasomu 

(upraveno podle Wong 2020). 
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Mitogenem aktivovaná proteinkináza (MAPK – mitogen activated protein kinase) 

Dalším faktorem, který výrazně ovlivňuje meiotické zrání oocytu je mitogenem 

aktivovaná proteinkináza (MAPK) někdy také nazývána jako kináza regulovaná 

extracelulárním signálem (ERK – extracellular signal-regulated kinase). MAPK patří do rodiny 

serin/treonin proteinkináz a k její aktivaci je nutná dvojí fosforylace na treoninových a 

tyrosinových zbytcích. V savčích oocytech jsou široce exprimovány dvě izoformy MAPK, 

které hrají klíčovou roli v průběhu meiózy. Jedná se o ERK1 (44 kDa) a ERK2 (42 kDa) (Sun 

et al. 1999). 

Přímým aktivátorem MAPK je proteinová kináza s dvojí specificitou, která MAPK 

aktivuje prostřednictvím fosforylace na threoninu 183 a tyrosinu 185. Tato kináza je nazývána 

jako MAPK kináza (MAPKK) nebo také MEK. MAPKK je také aktivována fosforylací a jejím 

aktivátorem je Mos neboli MAPKK kináza (MAPKKK), která je produktem protoonkogenu  

c-mos. Mos je 39 kDa serin/treonin proteinkináza, která byla poprvé identifikována v buňkách 

transformovaných virem myší leukémie a je exprimována výhradně v zárodečných buňkách 

(Fan & Sun 2004).  

Aktivace signální kaskády Mos/MEK/MAPK je iniciována extracelulárními signály jako 

jsou růstové faktory, hormony nebo cytokiny. Dalším aktivátorem MAP kinázové kaskády 

mohou být patologické podněty, které způsobují buněčný stres. Mezi takové patří například 

ozáření, tepelný šok, osmotická nerovnováha, poškození DNA nebo bakteriální metabolity. 

MAPK aktivovaná těmito podměty potom řídí genovou expresi, metabolismus, organizaci 

cytoskeletu a další důležité buněčné události (Garrington & Johnson 1999). 

Obě izoformy MAPK (ERK1 i ERK2) byly v prasečím oocytu nalezeny již během 

prvního meiotického bloku. Jedná se ale o neaktivní formu MAPK, která je lokalizována 

výhradně v cytoplazmě oocytu a až těsně před GVBD se část těchto molekul přesouvá do 

zárodečného váčku (Inoue et al. 1998).  

Načasování aktivace MAPK během zrání oocytů se na rozdíl od MPF liší podle druhu 

savce. U některých druhů, jako jsou myši a krysy, dochází k aktivaci MAPK 2 hodiny po 

spontánním GVBD, což napovídá tomu, že MAPK není pro spontánní GVBD myších ani 

krysích oocytů důležitá (Verlhac et al. 1993). U oocytů velkých hospodářských zvířat je časová 

souvislost mezi aktivací MAPK a GVBD méně jasná. V oocytech prasete, krávy, kozy a koně 

je cytoplazma oocytu neprůhledná, v důsledku přítomnosti tmavých lipidových kapének, a 

jádro je tak v živých buňkách prakticky neviditelné. Navíc také znovuzahájení meiózy trvá  

u oocytů hospodářských zvířat poměrně dlouhou dobu a GVBD je tak v těchto oocytech 

poněkud asynchronní (Fan & Sun 2004; Liang et al. 2007). Fissore et al. (1996) například uvádí, 

že v oocytech skotu dochází k současné aktivaci MAPK a MPF před GVBD. V kozích oocytech 

je zase aktivita MAPK detekována výrazně později než aktivita MPF, a to až po GVBD (Dedieu 

et al. 1996). V oocytech prasete je aktivita MAPK ve stádiu GV velmi nízká a její pozdější 

zvýšení je doprovázeno GVBD (Inoue et al. 1995). Prasečí MAPK je tedy aktivována zhruba 

ve stejné době jako MPF. Narozdíl od MPF však zůstává aktivita MAPK v prasečích oocytech 

vysoká i během anafáze I a telofáze I, kdy aktivita MPF klesá (viz Obr. 5) (Sun et al. 2001).  

Prvním nalezeným a nejznámějším fyziologickým substrátem MAPK v oocytech je  

90 kDa proteinkináza p90rsk (ribozomální S6 kináza) z rodiny serin/treonin proteinkináz.  

ERK1/2 aktivuje p90rsk in vitro i in vivo prostřednictvím fosforylace na Ser369 a Thr577 (Fan 
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& Sun 2004). Aktivovaná p90rsk inaktivuje Myt1, negativního regulátora MPF, fosforylací  

C terminální domény, čímž podporuje aktivaci MPF a pokračování meiózy I (Palmer et al. 

1998). Aktivita MAP kinázy a p90rsk se zvyšuje s progresí meiózy I, kulminuje ve stádiu MI a 

u všech dosud studovaných druhů savců zůstává vysoká i během druhého meiotického bloku 

(Fan & Sun 2004). 

Jednou z velmi důležitých funkcí MAPK je regulace reorganizace mikrotubulů a tvorby 

dělícího vřeténka, což je jeden z kontrolních bodů buněčného cyklu. Tuto regulaci zajišťuje 

MAPK skrze fosforylaci mikrotubuly organizujících center (MTOC) na obou pólech dělícího 

vřeténka. Pokud je vřeténko špatně organizované, může udržovat vysokou aktivitu MPF, díky 

které nemůže buňka vstoupit do anafáze (Fan et al. 2002).  

Dále bylo také zjištěno, že pokud je aktivita MAPK během přechodu z meiózy I do 

meiózy II inhibována pomocí MAPK inhibitoru U0126, nedochází k separaci chromozomů, 

vydělení prvního pólového tělíska ani formaci dělícího vřeténka během metafáze II (Lee et al. 

2000).  

Jednotlivé komponenty MAPK signální kaskády (Mos/MEK/MAPK/ p90rsk) jsou také 

součástí cytostatického faktoru (CSF) (Fan et al. 2002).  

 

 
 

Obr. 5. Aktivita faktoru podporujícího zrání (MPF) a mitogenem aktivované 

proteinkinázy (MAPK) během meiotického zrání prasečích oocytu in vitro (upraveno podle 

Hunter 2000). 

 

Cytostatický faktor (CSF – cytostatic factor) 

U většiny obratlovců je zrání podruhé zastaveno v metafázi II. Tento druhý meiotický 

blok je zajištěn cytostatickým faktorem (CSF), který je schopen ve zralých oocytech inhibovat 

přechod z metafáze II do anafáze II (Masui & Markert 1971).  
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CSF byl poprvé popsán v oocytech obojživelníků v 70. letech 20. století. Nejedná se o 

specifickou molekulu, ale o komplex složený pravděpodobně z několika typů proteinkináz 

(Masui & Markert 1971; Masui 1974). Ačkoliv přesné složení CSF není dosud známé, za 

kritickou součást je považována signální kaskáda Mos/MEK/MAPK/p90rsk. Sagata et al. (1989) 

uvádí, že mikroinjekce Mos mRNA, aktivní MAPK nebo aktivní p90rsk do blastomery 

dvoubuněčného žabího embrya indukuje meiotický blok. Colledge et al. (1994) zase zjistili, že 

u myších oocytů bez protoonkogenu c-mos, který kóduje Mos, nedochází k zastavení meiózy 

v metafázi II a tyto neoplozené oocyty procházejí spontánní partenogenetickou aktivací.  

Vzhledem k faktu, že MAPK signální dráha je aktivována již před metafází I, ve které 

k meiotickému bloku nedochází, lze předpokládat, že součástí CSF jsou ještě další, dosud 

neznámé faktory, které jsou s největší pravděpodobností syntetizovány v přechodu mezi MI a 

MII (Fan et al. 2002). 

Způsob, jakým CSF udržuje druhý meiotický blok, není plně objasněn. Pravděpodobné 

ovšem je, že aktivita cytostatického faktoru brání ubikvitinaci cyklinu B1 anafázi podporujícím 

komplexem (APC), a tím i jeho degradaci a inaktivaci MPF. Dále je také možné, že ubikvitin 

dependentní degradace cyklinu B je dostatečně vyrovnána jeho MAPK dependentní syntézou 

(Fan et al. 2002; Fan & Sun 2004). 

Zajímavý je také fakt, že ačkoliv CSF udržuje druhý meiotický blok, jeho inaktivace ani 

inaktivace MAPK není pro uvolnění tohoto bloku bezpodmínečně nutná. Za fyziologických 

podmínek je uvolnění oplozeného vajíčka z metafáze II zprostředkováno vápníkem, respektive 

jím aktivovanou kalmodulin dependentní kinázou II (CaMKII), která spouští degradaci  

M fázových cyklinů a segregaci sesterských chromatid (Fan et al. 2003). 

 

Vápenaté ionty (Ca2+) 

Vápenaté ionty (Ca2+) jsou nejuniverzálnějšími signálními posly, neboť regulují širokou 

škálu buněčných procesů (Berridge et al. 1998). Vápník přenáší informace reverzibilním 

připojením k proteinům, na jejich vazebných místech. Některé proteiny vápník jednoduše 

vážou a zvyšují tak jeho koncentraci v buňkách či organelách. Jiné proteiny mohou na základě 

připojení Ca2+ měnit svoji konformaci a modulovat efektorové molekuly, jako jsou enzymy 

nebo iontové kanály (Clapham 1995). Série proteinů a signálních molekul může následně 

vytvářet signální kaskádu, která přenáší signály uvnitř buněk nebo mezi nimi (Wang & Machaty 

2013). 

Dlouhodobé vystavení vysoké koncentraci vápníku je pro buňky škodlivé, proto je jeho 

koncentrace v cytoplazmě výrazně nižší než v extracelulárním prostoru (Clapham 1995). 

Udržování nízké hladiny vápníku v buňce je zajištěno jeho ukládáním do některých buněčných 

organel nebo odčerpáváním z buňky ven. Pro spuštění buněčné signalizace je pak jeho 

koncentrace v cytoplazmě přechodně zvýšena zpětným uvolňováním z intracelulárních depozit 

nebo jeho vstupem z extracelulárního prostoru pomocí iontových kanálů v plazmatické 

membráně (Wang & Machaty 2013).  

U některých typů buněk je signalizace závislá primárně na přísunu extracelulárního 

vápníku. Ten se do buňky dostává skrz napětím řízené iontové kanály, k jejichž otevření je 

nutná depolarizace plazmatické membrány (Clapham 1995). Buňky, které nemohou pro 
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přechodné zvýšení koncentrace vápníku využít depolarizaci membrány, musí zajistit uvolnění 

dostatečného množství Ca2+ z intracelulárních zásob (Van Den Brink et al. 1999). Mezi takové 

buňky patří i samičí gamety, ve kterých je hlavním intracelulárním zdrojem vápníku 

endoplazmatické retikulum (ER) (Yanagimachi 1988; Wang & Machaty 2013). Uvolnění 

vápníku z ER zajišťuje prvotní signál, který je obvykle následován přílivem vápníku přes 

plazmatickou membránu. Předpokládá se, že tento extracelulární vápník je nezbytný pro 

nahrazení zásob vyčerpaných z ER (Rink & Hallam 1989). 

Buněčná signalizace vedoucí k mobilizaci Ca2+ z endoplazmatického retikula je zahájena 

na základě extracelulárního signálu. Signální molekula se váže na receptory spojené s  

G-proteiny, které aktivují membránový enzym fosfolipázu C (PLC). Fosfolipáza C štěpí 

membránový fosfolipid fosfatidylinositol-4,5-bisfosfát (PIP2) za vzniku dvou druhých poslů, 

kterými jsou inositol-1,4,5-trisfosfát (IP3) a 1,2-diacylglycerol (DAG). Cukerný fosfát IP3 

difunduje cytosolem a váže se na IP3 receptory na membráně endoplazmatického retikula. Tím 

dochází k otevření vápníkových kanálů a ionty Ca2+ jsou uvolněny do cytosolu. DAG, vzniklý 

z lipidového konce fosfatidylinositol-4,5-bisfosfátu, zůstává zanořený v plazmatické 

membráně, kde spolu s vápenatými ionty aktivuje proteinkinázu C, která fosforyluje řadu 

dalších intracelulárních proteinů (Alberts et al. 2005). Základní schéma fosfatidylinositolové 

signální dráhy je zobrazeno na obrázku 6. 

  

 
Obr. 6. Štěpení PIP2 fosfolipázou C, za vzniku IP3 a DAG (upraveno podle Korte 2007). 

 

Vápníkové ionty je tedy možné považovat za druhé posly. Jejich úkolem je aktivace 

některých proteinů, která probíhá většinou nepřímo, přes převodní proteiny neboli Ca2+ vázající 
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proteiny. Nejdůležitějším Ca2+ vázajícím proteinem je kalmodulin, který se vyskytuje 

v cytosolu všech eukaryotních buněk. Po navázání vápenatých iontů mění kalmodulin svou 

konformaci a aktivuje kalmodulin dependentní proteinkinázy (CaM-kinázy). Ty následně 

zajišťují fosforylaci dalších proteinů (Alberts et al. 2005).    

Pro regulaci meiotického zrání oocytů je důležitá zejména Ca2+/kalmodulin dependentní 

proteinkináza II (CaMKII), která patří do rodiny serin/treonin proteinkináz (Fan et al. 2003). 

CaMKII se většinou vyskytuje v neaktivní formě a stejně jako jiné CaM-kinázy, vyžaduje 

k aktivaci vápník a kalmodulin. Díky jejich přítomnosti je CaMKII schopna autofosforylace na 

treoninu 286 a stává se Ca2+ a kalmodulin independentní (Schworer et al. 1988).  

Vápník se podílí na fyziologické regulaci u oocytů od oogenese, přes zrání až po jejich 

oplození (Yanagimachi 1988). Signální dráha vápníku je u oocytů některých savčích druhů, 

včetně myší, králíků, prasat a skotu, nutná pro GVBD nebo postup do druhé metafáze meiózy 

(Maruska et al. 1984; Sato 1990; Kaufman & Homa 1993; Henry et al. 1997). Dále bylo 

zjištěno, že inhibitory CaMKII a antagonista kalmodulinu (W7) blokují vydělení prvního 

pólového tělíska (Su & Eppig 2002). Vápník se podílí také na aktivaci vajíčka a prolomení 

druhého meiotického bloku. Po oplození dochází k prudkému nárůstu koncentrace 

intracelulárního Ca2+ a degradaci cyklinu B, čímž je inaktivován MFP a vajíčko je uvolněno 

z metafáze II (Nixon et al. 2002). Mediátorem signálu v této reakci je pravděpodobně CaMKII 

(Lorca et al. 1993). V případě inhibice funkce proteinkinázy C, která je také součástí vápníkové 

signální kaskády, nebyly oocyty schopny vytvořit druhé pólové tělísko, ani formovat prvojádra 

(Gallicano et al. 1997).  

Ve výsledku se tedy signální dráha vápníku podílí na mnoha krocích meiotického zrání a 

aktivace savčích oocytů, jako je znovuzahájení meiózy, emise pólových tělísek, uvolnění 

druhého meiotického bloku i tvorba prvojader (Fan et al. 2003).  

 

Zinek  

Zinek (Zn) je nezbytný pro mnoho biologických procesů, včetně správného fungování 

gamet (Bernhardt et al. 2011). Jeho koncentrace v savčích oocytech ovlivňuje průběh 

meiotického zrání a zasahuje tak do vývoje zralých pohlavních buněk. Během meiotického 

zrání oocytů se intracelulární hladina zinku zvyšuje nejméně o 50 % a v konečné fázi je v buňce 

nahromaděno více než 1010 atomů Zn. Tato významná akumulace nastává v pozoruhodně 

krátkém časovém intervalu a je důležitá pro přechod oocytu z metafáze I do metafáze II (Kim 

et al. 2010). Oocyty s nedostatečnou zásobou zinku nejsou po dokončení prvního meiotického 

dělení schopny obnovit aktivitu MPF, která je nutná pro vytvoření a udržení druhého 

meiotického bloku v metafázi II a jejich vývoj je často předčasně blokován již v telofázi I (Kim 

et al. 2010; Bernhardt et al. 2011). Kim et al. (2010) uvádí, že vlivem oscilace vápníku a 

následné aktivace po oplození je zinek exocytózou rychle uvolňován z vajíčka ven. K tomuto 

uvolňování dochází prostřednictvím zinkem naplněných transportních váčků (vezikul), kdy 

každý obsahuje průměrně 106 atomů zinku (Que et al. 2015). 

Jeon et al. (2015) prováděli in vitro maturaci prasečích oocytů se sníženým obsahem 

zinku, čehož dosáhli za použití N,N,N',N'-tetrakis-(2-pyridylmethyl)-ethylendiamine (TPEN). 

TPEN je chelátor zinku rozpustný v tucích, který snižuje intracelulární hladinu zinku (Treves 
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et al. 1994). Z výsledků této skupiny autorů vyplývá, že zinek má vliv na celou řadu událostí 

nutných k dozrání vajíčka. V porovnání s kontrolní skupinou oocytů a skupinou ošetřenou 

TPEN + zinkem, které vykazovaly normální proliferaci kumulárních buněk, u skupiny oocytů 

ošetřených pouze TPEN proliferace kumulárních buněk nepokračovala. Stejně tak byla v tomto 

výzkumu potvrzena role zinku při přechodu oocytu z MI do MII fáze meiózy. Pouze 0,61 % 

oocytů ošetřených TPEN dosáhlo MII fáze, narozdíl od kontrolní skupiny a skupiny ošetřené 

TPEN + zinkem, kde fáze MII dosáhlo více než 90 % oocytů. Také vydělení pólového tělíska 

je pravděpodobně ovlivněno hladinou zinku, neboť u většiny TPEN ošetřených oocytů nebylo 

vydělení pólového tělíska pozorováno. Oocyty ošetřené TPEN dále vykazovaly abnormální 

uspořádání mikrofilament, která jsou součástí cytoskeletu a mají důležitou roli při dělení buněk. 

V neposlední řadě byl u skupiny TPEN ošetřených oocytů pozorován pokles koncentrace 

glutathionu (GSH), což je důležitý antioxidant, a naopak vzrostla koncentrace reaktivních 

forem kyslíku (ROS), které způsobují oxidační stres. Z těchto výsledků vyplývá, že se zinek 

během meiotického zrání oocytů podílí také na jejich ochraně před oxidačním stresem (Jeon et 

al. 2015). 

3.2 Stárnutí oocytů 

Kvalita oocytu zásadně ovlivňuje vývojový potenciál embrya (Wang & Sun 2007). 

Vývojová kompetence zralých ovulovaných oocytů s časem klesá, proto k oplození savčích 

oocytů za fyziologických podmínek dochází poměrně brzy po ovulaci (Ducibella 1998). 

Optimální doba pro oplození je druhově specifická a u savců se pohybuje v rozsahu 6 – 24 

hodin po ovulaci (Austin 1974).  

Pokud během tohoto časového rozmezí nedojde k oplození, podléhají neoplozené oocyty 

časově závislému zhoršení kvality, což je proces nazývaný jako „post-ovulační stárnutí 

oocytů“. K tomuto stárnutí dochází jak in vivo, ve vejcovodu, tak in vitro, při kultivaci. Oocyty, 

u kterých se projevily první kvalitativní změny jsou označovány jako „stárnoucí oocyty“ 

(Kikuchi et al. 2000; Miao et al. 2009).  

Je nutné odlišit také termín „stárnutí vaječníků“, což je fyziologický proces spojený 

s ukončením reprodukčního období samice neboli počátkem klimakteria a významným 

poklesem plodnosti (Tatone et al. 2008). V tomto případě se tedy jedná o „pre-ovulační stárnutí 

oocytů“, o kterém se ale tato práce dále nezmiňuje.  

Během post-ovulačního stárnutí oocytů (dále jen stárnutí oocytů) dochází k mnoha 

morfologickým a biochemickým změnám, které snižují kvalitu oocytu a jeho životaschopnost. 

Celý proces stárnutí posléze vyúsťuje ve spontánní partenogenetickou aktivaci, fragmentaci 

nebo lýzu oocytu (Kikuchi et al. 2000; Gable & Woods 2001; Petrová et al. 2004).  

Na obrázku 7 jsou zobrazeny fotografie stárnoucích prasečích oocytů.  
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Obr. 7. Kategorie stárnoucích oocytů. MII – oocyt v metafázi II, A – spontánně 

partenogeneticky aktivovaný oocyt, F – fragmentovaný oocyt (šipka označuje apoptotický 

váček), L – lytický oocyt (Převzato a upraveno podle Petrová et al. 2009). 

3.2.1 Morfologické a biochemické změny oocytu během stárnutí 

Morfologické změny stárnoucích oocytů zahrnují změny ve struktuře plazmatické 

membrány a zony pellucidy, částečnou exocytózu kortikálních granul, přemístění prvního 

pólového tělíska nebo změny dělícího vřeténka (Miao et al. 2009). 

Plazmatická membrána čerstvě ovulovaného oocytu je kryta vrstvou mikroklků, jejichž 

struktura je během stárnutí oocytu narušena a mohou zasahovat do perivitelinního prostoru. 

Také síť mikrofilament pod plazmatickou membránou je porušena nebo dokonce ztracena 

(Szollosi 1971; Longo 1974; Kim et al. 1996). 

Struktura zony pellucidy se během stárnutí oocytu mění z granulofibrilárního retikula 

s póry na strukturu dlaždicovou, tvořenou granulofibrilárními agregáty. Pro tento jev se používá 

označení „tvrdnutí“ (hardening) zony pellucidy (Longo 1981; Xu et al. 1997; Miao et al. 2009).  

Častým jevem u stárnoucích oocytů je také částečná exocytóza kortikálních granul. Ta 

jsou uložena v oocytu pod plazmatickou membránou a k jejich uvolnění dochází za 

fyziologických podmínek při aktivaci oocytu fertilizací. Ve stárnoucích oocytech může být 
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kortikální reakce spuštěna spontánně, bez oplození. Uvolněním kortikálních granul dochází 

k modifikacím zony pellucidy v souvislosti s blokem polyspermního oplození (Szollosi 1971; 

Ducibella et al. 1990; Yanagimachi 1994; Xu et al. 1997). 

Další změny způsobené procesem stárnutí je možné zaznamenat při pozorování prvního 

pólového tělíska (pólocytu), jehož morfologický stav je využíván jako kritérium kvality oocytů 

pro použití biotechnologických metod oplození. Oocyty s neporušeným, dobře utvářeným 

prvním pólocytem, vykazují vyšší míru fertilizace a embrya vzniklá jejich oplozením mají vyšší 

vývojový potenciál (Ebner et al. 2000). Pro první pólocyt stárnoucího oocytu je typická jeho 

degenerace a přemístění v rámci perivitelinního prostoru (Miao et al. 2004).  

Dělící vřeténko, které je zodpovědné za správnou segregaci homologních chromozomů 

nebo chromatid během meiotického dělení zárodečných buněk je během stárnutí oocytu 

zkracováno a může být narušena jeho polarita (George et al. 1996; Wang & Sun 2006).  

Ve zvýšené míře dochází také k předčasné separaci chromozomů, což je silně spojeno se 

zvýšeným výskytem aneuploidií (Mailhes et al. 1998).  

Změny postihují během stárnutí oocytů také mitochondrie, u kterých dochází ke snižování 

membránového potenciálu a bobtnání mitochondriální matrix (Wilding et al. 2001; Zhang et al. 

2011). Často je navíc v cytoplazmě stárnoucího oocytu možné pozorovat jejich shlukování (Ma 

et al. 2005).  

 

Prodlouženou kultivaci oocytů provází nárust hladiny reaktivních forem kyslíku (ROS), 

jako jsou superoxidové radikály (O2
-), peroxid (H2O2) nebo kyselina chlorná (HClO) 

(Takahashi et al. 2003; Goud et al. 2005; Tatone et al. 2011). Zároveň dochází k rychlému 

vyčerpání intracelulárních zásob hlavního buněčného antioxidantu – glutathionu (GSH) 

(Boerjan & De Boer 1990). V důsledku těchto biochemických změn je stárnoucí oocyt vystaven 

oxidačnímu stresu (Lord & Aitken 2013).  

Mezi biochemické změny způsobené stárnutím oocytu patří také pokles aktivity faktorů 

nutných pro udržení druhého meiotického bloku – MPF a MAPK (Xu et al. 1997; Kikuchi et 

al. 2000; 2002). MPF je za fyziologických podmínek po oplození deaktivován degradací 

cyklinu B, jinak je tomu ale během stárnutí oocytů, kdy je deaktivace MPF zajištěna inhibiční 

fosforylací p34cdc2 na Thr14 a/nebo Tyr15 kinázami Wee1 a Myt1. Výsledkem tohoto způsobu 

deaktivace je akumulace pre-MPF, což prokazatelně ovlivňuje post-ovulační stárnutí a vede ke 

spontánní partenogenetické aktivaci nebo fragmentaci oocytu (Kikuchi et al. 2000; 2002). 

Průdký pokles aktivity MPF pravděpodobně souvisí se zvýšenou hladinou ROS, která inhibuje 

funkci fosfatázy cdc25 a stimuluje funkci tyrozinových kináz, mezi které patří i kinázy Wee1 a 

Myt1 (Chan et al. 1986; Brisson et al. 2007).  

Ovlivněna je i mitochondriální produkce adenosintrifosfátu (ATP), který je velmi 

významným energetickým substrátem pro další buněčné procesy. Chi et al. (1988) zaznamenali 

snižující se koncentraci ATP s prodlužující se délkou kultivace myších oocytů. Pokles 

koncentrace ATP může být opět důsledkem oxidačního stresu, jehož vlivem dochází také  

k poškození mitochondriální DNA (mtDNA) (Sohal & Dubey 1994; Igarashi et al. 2005).   

V mitochondriích savčích oocytů dochází k expresi několika anti-apoptotických a  

pro-apoptotických faktorů z proteinové rodiny Bcl-2. Hlavní úlohou těchto faktorů je regulace 

funkce kaspáz, což jsou proteázy zajišťující apoptózu buněk skrze vnitřní signální dráhu (Exley 

et al. 1999). Pro-apoptotické molekuly, jako je BAX, indukují uvolňování cytochromu c, který 
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kaspázy aktivuje, zatímco anti-apoptotické molekuly, jako je Bcl-2, tomuto uvolňování brání 

(Adams & Cory 1998). Cytochrom c může být z dýchacího řetězce do cytosolu uvolňován také 

v důsledku oxidačního stresu. Takto uvolněný cytochrom c aktivuje kaspázovou signální 

kaskádu (Liu et al. 2000). Vazbou cytochromu c a apoptotického proteázového aktivačního 

faktoru (Apaf – 1) vnikají apoptozómy, které aktivují iniciační kaspázu – pro-kaspázu 9 (Zou 

et al. 1999). Aktivní kaspáza 9 dále zajišťuje aktivaci pro-kaspázy 3 a 7. Funkce kaspázy 9 je 

poté udržována pozitivní zpětnou vazbou s aktivitou kaspázy 3. Vlivem postupného štěpení 

proteinů kaspázami dochází v buňce k apoptotickým změnám (Fan et al. 2005).  

Zvýšená koncentrace ROS narušuje také homeostázu Ca2+ modulací funkce vápníkových 

kanálů a Ca2+ ATPáz endoplazmatického retikula (SERCA) stárnoucího oocytu (Takahashi et 

al. 2013). Po jeho oplození tak dochází k abnormální oscilaci vápníkových iontů, což může 

působit jako pro-apoptotický stimul (Fissore et al. 2002). 

3.2.2 Možnosti regulace stárnutí oocytů in vitro 

Stárnutí oocytů je v in vitro podmínkách ovlivňováno celou řadou vnějších faktorů. 

Sledováním a modulací těchto faktorů je možné proces stárnutí do jisté míry regulovat.  

Bylo prokázáno, že stárnutí oocytů in vitro lze přímo ovlivnit volbou komponent 

kultivačního média. Velký význam je přikládán pyruvátu, jehož vyšší koncentrace tento proces 

prokazatelně zpomalují udržováním integrity kortikálních granulí, snižováním citlivosti 

k aktivačním stimulům i prevencí poklesu hladiny MPF a glutationu (Liu et al. 2009).   

Dalším způsobem řízení stárnutí oocytů in vitro je regulace teploty. Myší oocyty 

kultivované s přídavkem pyruvátu při teplotě 15 C byly úspěšně oplozeny i po 42 hodinách 

kultivace, zatímco oocyty kultivované ve stejných podmínkách při 37 C ztratily svůj vývojový 

potenciál již po 6 hodinách kultivace. Zpomalení stárnutí při nižších teplotách pravděpodobně 

souvisí se snížením metabolismu oocytů (Li et al. 2012).  

Jistý vliv na stárnutí oocytů mají také kumulární buňky. Miao et al. (2005) zaznamenali 

při in vitro stárnutí myších oocytů obklopených kumulárními buňkami rychlejší pokles hladiny 

MPF a vyšší procento aktivovaných oocytů, než vykazovaly oocyty stárnoucí in vitro bez 

kumulárních buněk. Mnoho oocytů stárnoucích za přítomnosti kumulárních buněk, a to jak  

in vitro, tak in vivo, navíc vykazovalo částečnou exocytózu kortikálních granul, ke které 

docházelo při stárnutí oocytů bez kumulárních buněk jen v ojedinělých případech. Je tedy jasné, 

že přítomnost kumulárních buněk při in vitro prodloužené kultivaci urychluje proces stárnutí 

oocytů (Miao et al. 2005). Zhu et al. (2015) ve své studii uvádí, že akcelerace stárnutí oocytů 

za přítomnosti kumulárních buněk probíhá přes uvolňování ligandu FasL, což je 

transmembránový protein, který se váže na Fas receptory oocytu a spouští apoptózu.  

Pravděpodobně nejvíce zkoumanou možností regulace stárnutí oocytů in vitro je 

udržování optimální hladiny MPF. Velmi dobrých výsledků bylo dosaženo při použití kofeinu, 

který inhibuje aktivitu kináz Wee1 a Myt1. V případě inhibice funkce těchto kináz nedochází 

k inhibiční fosforylaci p34cdc2, čímž je udržena vysoká aktivita MPF a stárnutí oocytů je 

zpomaleno. Naopak použití vanadátu, který je inhibitorem fosfatázy cdc25, vede ke snížení 

hladiny MPF a akceleraci procesu stárnutí oocytů (Kikuchi et al. 2000; 2002). Další možností, 

jak udržet vysokou hladinu MPF je použití inhibitoru proteasom MG132, který zabraňuje 

degradaci cyklinu B a tím deaktivaci MPF (Josefsberg et al. 2000; Zhou et al. 2003). Zároveň 
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ale dochází k inhibici degradace některých dalších proteinů, což je nežádoucí efekt, který 

vylučuje použití MG132 v technikách asistované reprodukce (Gao et al. 2005; Lord & Aitken 

2013).    

Proces stárnutí oocytů je možné ovlivnit také snížením oxidačního stresu. Toho je možné 

dosáhnout použitím některých antioxidantů, jako je například dithiothreitol (DTT). Přidáním 

DTT do kultivačního média bylo dosaženo vyšší míry oplození a tvorby blastocyst, zároveň 

došlo ke snížení počtu fragmentovaných oocytů. DTT pravděpodobně chrání stárnoucí oocyt 

skrze prevenci oxidace volných thiolových skupin (Tarín et al. 1998). Navzdory všem těmto 

výhodám je ale použití DTT spojováno s poškozením buněčné DNA, proto je aplikace této 

metody omezena (Oikawa et al. 2002). Lord et al. (2013) poukazují také na možnost využití 

melatoninu, který má silný antioxidační účinek a chrání tak oocyty před postovulačním 

stárnutím snižováním hladiny ROS. U oocytů ošetřených melatoninem byl zaznamenán 

opožděný nástup apoptózy, snížená úroveň fragmentace, prodloužení optimální doby pro 

oplození a zlepšená kvalita embryí (Lord et al. 2013). Melatonin navíc narozdíl například od 

DTT postrádá toxicitu, což z něj činí velmi zajímavého kandidáta pro využití v prostředí 

asistované reprodukce (Jahnke et al. 1999; Lord & Aitken 2013). 

3.3 Gasotransmitery 

Termínem gasotransmitery definoval Wang poprvé v roce 2002 skupinu malých plynných 

molekul s různou biologickou aktivitou. Tato skupina zahrnuje oxid dusnatý (NO), který byl 

objeven jako první z gasotransmiterů, dále oxid uhelnatý (CO) a nejmladším objeveným členem 

této skupiny je sulfan (H2S). Gasotransmitery mají vysokou rozpustnost v tucích, takže volně 

prochází buněčnými membránami a jejich účinnost tudíž není závislá na membránových 

receptorech. Tyto plynné molekuly jsou syntetizovány endogenně, většinou pomocí 

specifických enzymů, a po uvolnění jsou rychle degradovány. Gasotransmitery ve 

fyziologických koncentracích působí jako přenašeči buněčného signálu a mají specifické 

buněčné a molekulární cíle (Wang 2002). Jejich signální dráhy se na mnoha úrovních vzájemně 

propojují, proto se předpokládá, že by mohly vytvářet jedinečnou síť interakcí. Celý systém 

mechanismů, kterými tyto plynné molekuly regulují homeostázu živých organismů, je však 

zatím do značné míry neznámý (Chung et al. 2008; Pae et al. 2009). 

Gasotransmitery se podílejí na regulaci řady fyziologických procesů, jako je udržení 

cévní homeostázy, přenos nervových vzruchů v centrálním nervovém systému nebo vznik 

zánětlivé reakce (Pae et al. 2009). Jejich funkce byla potvrzena také při řízení procesů 

v reprodukční soustavě, kde byl popsán například jejich vliv na meiotické zrání a stárnutí 

oocytů nebo raný embryonální vývoj (Goud et al. 2005; Nevoral et al. 2016; Němeček et al. 

2017).  

3.3.1 Oxid dusnatý (NO) 

Oxid dusnatý (NO) je nejlépe prostudovaný gasotransmiter, který je v organismu 

považován za jednu z hlavních signálních molekul. Je zapojen do regulace řady patologických 

a fyziologických procesů. Podílí se na funkci kardiovaskulárního systému, centrální nervové 

soustavy, imunitního systému i reprodukční soustavy, kde se mimo jiné zapojuje také do 

fyziologie oocytu (Rosselli et al. 1998; Pae et al. 2009; Nevoral et al. 2016; Tiwari et al. 2017). 
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NO je generován enzymatickou i neenzymatickou cestou v různých typech buněk, včetně 

savčích folikulárních buněk (Jablonka-Shariff & Olson 1997).  

Enzymatickou tvorbu NO zajišťuje syntáza oxidu dusnatého (NOS), která katalyzuje 

konverzi  L-argininu za přítomnosti kyslíku na oxid dusnatý, L-citrulin a vodu (Kwon et al. 

1990; Lamas et al. 1992). NOS existuje ve třech isoformách. Endotelová NOS (eNOS), která 

byla poprvé identifikována v cévním endotelu, neuronální NOS (nNOS), která byla poprvé 

nalezena v nervové soustavě, a indukovatelná NOS (iNOS), která byla poprvé nalezena  

v makrofázích (Moncada et al. 1991; Lamas et al. 1992). Přítomnost všech tří izoforem NOS 

byla detekována také v prasečích oocytech a jejich kumulárních buňkách (Chmelíková et al. 

2010).  

Neenzymatickou cestou může oxid dusnatý vznikat z dusitanu, při velmi nízkém pH, což 

poprvé popsali Benjamin et al. (1994) v žaludku. Nagase et al. (1997) poté popsali vznik NO 

při reakci peroxidu vodíku s D- nebo L-argininem.  

U některých druhů savců byla popsána účast oxidu dusnatého na regulaci zrání oocytů. V 

popisu jeho způsobu účinku se ale dosud provedené studie značně rozcházejí. Některé studie 

uvádějí, že do ukončení prvního (v profázi I) i druhého (v metafázi II) meiotickém bloku a 

znovuzahájení meiózy se zapojuje zvýšená hladina NO (Tao et al. 2004; Chmelíková et al. 

2009; Premkumar & Chaube 2015). Jiné studie naopak uvádějí, že ke znovuzahájení meiózy je 

v obou případech nutné přechodné snížení hladiny oxidu dusnatého (Goud et al. 2005; 

Chmelíková et al. 2010; Schwarz et al. 2014; Pandey & Chaube 2015). Bu et al. (2003) popsali 

také duální účinek NO (stimulaci či inhibici) na GVBD myších oocytů, kultivovaných in vitro, 

v závislosti na jeho koncentraci. Rozdílné účinky NO na meiotické zrání savčích oocytů mohou 

být pravděpodobně způsobeny druhovými rozdíly nebo stádiem vývoje folikulů (Tiwari et al. 

2017).   

Některé studie, které se zabývaly vlivem oxidu dusnatého na meiotické zrání oocytů, 

naznačují, že NO stimuluje funkci guanylátcyklázy, a tím zvyšuje hladinu cGMP, která je nutná 

pro udržení prvního meiotického bloku. Snížení koncentrace NO by tak mohlo vést ke 

znovuzahájení meiózy skrze pokles hladiny cGMP, aktivaci PDE3A, snížení hladiny cAMP, 

inaktivaci PKA a aktivaci Cdc25 a MPF (Nakamura et al. 2002; Tiwari et al. 2017). 

Oxid dusnatý má velmi významnou roli také v prevenci stárnutí oocytů. Jako atypický 

antioxidant chrání oocyty před působením cytotoxických volných radikálů, čímž oddaluje 

stárnutí oocytů, udržuje jejich kvalitu a podílí se na prevenci vzniku chromozomálních 

abnormalit. Jeho druhým mechanismem účinku je již zmiňovaná aktivace funkce 

guanylátcyklázy a zvýšení hladiny cGMP, který minimalizuje poškození zony pellucidy během 

stárnutí oocytu (Goud et al. 2005; Prasad & Chaube 2016). 

3.3.2 Oxid uhelnatý (CO) 

Oxid uhelnatý patří mezi faktory zapojené do modulace apoptotické dráhy různých typů 

somatických buněk (Brouard et al. 2000; Zhang et al. 2003; Rosa et al. 2008). CO může být 

endogenně produkován enzymem hemoxygenázou (HO) nebo exogenně dodáván například 

molekulami uvolňujícími CO (CO-RMs) (Motterlini et al. 2003).  

Hemoxygenáza katalyzuje oxidační degradaci hemu za vzniku Fe2+, biliverdinu a CO 

(Tenhunen et al. 1968; Tenhunen et al. 1969). Existuje ve dvou aktivních izoformách HO – 
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HO-1 a HO-2. HO-1 je indukovatelná izoforma hemoxygenázy, která je aktivována různými 

druhy stresu (například oxidačním stresem, teplotním stresem nebo hypoxií) (Ryter & Choi 

2016). Jedná se o protein s molekulární hmotností zhruba 32 kDa, který je navázaný na 

membránu endoplazmatického retikula (Yoshida & Kikuchi 1978; Gottlieb et al. 2012). 

Konstitutivní izoforma HO-2 je zodpovědná za bazální aktivitu HO, čímž zajišťuje stabilní 

produkci CO a stálou ochranu buněk před poškozením (například oxidačním stresem) 

(Turkseven et al. 2007). HO-2 je také vázána na membránu endoplazmatického retikula, ale 

může být lokalizována i na vnější jaderné membráně a endozomech (Ma et al. 2004; West & 

Oates 2008).  

Oxid uhelnatý se váže na struktury obsahující kovy, z nichž nejznámější je hem 

(Boczkowski et al. 2006). Molekula hemu obsahuje velké množství proteinů, jako například 

guanylátcyklázu (GC) nebo iNOS, proto má CO širokou škálu potencionálních cílů (Tsiftsoglou 

et al. 2006). Guanylátcykláza patří mezi běžné cíle CO a NO, jejichž vazba zvyšuje tvorbu 

cGMP. Zvýšená koncentrace cGMP poté ovlivňuje další signální dráhy (Stone & Marletta 

1994). Oxid uhelnatý je ale výrazně slabším aktivátorem GC než oxid dusnatý, proto je 

považován spíše za regulátora signální dráhy NO/cGMP (Ingi et al. 1996). Přes tuto signální 

dráhu by také mohl zasahovat do průběhu meiotické zrání oocytů.  

Pravděpodobnost zapojení oxidu uhelnatého do regulace meiotického zrání oocytů 

podporuje také fakt, že je schopen prostřednictvím různých proteinů nebo signálních drah 

aktivovat MAPK, která se podílí na udržování druhého meiotické bloku (Brouard et al. 2000; 

Otterbein et al. 2000; Fan et al. 2002).  

Němeček et al. (2017) prokázali přítomnost obou izoforem HO ve zralých a stárnoucích 

prasečích oocytech. Zjistili také, že během in vitro stárnutí oocytů se exprese obou izoforem 

HO zvyšuje, čímž pravděpodobně dochází ke snižování hladiny ROS, která je považována za 

hlavní faktor odpovědný za stárnutí oocytů (Lord & Aitken 2013). Dodání molekul uvolňujících 

CO (CORMs) potlačuje negativní známky stárnutí prasečích oocytů a inhibuje apoptózu 

redukcí aktivity kaspázy 3 (CAS-3), což je proteáza, která je jedním z nejdůležitějších efektorů 

programované buněčné smrti (Cohen 1997; Němeček et al. 2017).  

3.3.3 Sulfan (H2S) 

Sulfan je bezbarvý plyn, charakteristický svým silným zápachem po zkažených vejcích. 

Po celá desetiletí byl znám pouze jako toxická látka znečišťující životní prostředí (Łowicka & 

Bełtowski 2007). Hlavním mechanismem jeho toxicity je inhibice funkce mitochondriální 

cytochrom c oxidázy, která je velmi významným článkem dýchacího řetězce (Reiffenstein et 

al. 1992). Později bylo zjištěno, že je produkován celou řadou savčích tkání, včetně mozku, 

ilea, ledvin a kardiovaskulární soustavy, a má mnoho fyziologických účinků (Abe & Kimura 

1996; Doeller et al. 2005). 

Fyzikální a chemické vlastnosti sulfanu 

Sulfan je slabou kyselinou, která za fyziologicky relevantních podmínek tj. ve vodných 

roztocích při pH 7,4 disociuje  na kationt H+ a hydrosulfidový aniont HS-, který může za vyššího 

pH dále disociovat na H+ a sulfidový aniont S2-. K této disociaci dochází pouze u dvou třetin 
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H2S, jedna třetina sulfanu tak zůstává i ve vodném roztoku nedisociována (Łowicka & 

Bełtowski 2007; Li & Lancaster 2013).  

Podobně jako oxid dusnatý a oxid uhelnatý je sulfan lipofilní a jeho rozpustnost 

v lipofilních rozpouštědlech je ještě pětkrát vyšší než ve vodě, díky čemuž volně prostupuje 

plazmatickými membránami buněk (Wang 2002). Ty jsou pro něj ale díky částečné disociaci 

relativně méně propustné než pro oba další gasotransmitery. V séru a tkáních je H2S možné 

detekovat zhruba od koncentrace 50 µM. Jeho fyziologická hladina v mozku je ovšem až 

trojnásobně vyšší (50 – 160 µM) a blíží se toxické koncentraci (Abe & Kimura 1996; Hosoki 

et al. 1997; Łowicka & Bełtowski 2007). 

Syntéza a metabolismus sulfanu 

Za většinu endogenní produkce H2S v savčích tkáních jsou zodpovědné dva pyridoxal-5-

fosfát (vitamín B6) dependentní enzymy – cystathionin β-syntáza (CBS) a cystathionin γ-lyáza 

(CSE) (Stipanuk & Beck 1982; Abe & Kimura 1996; Hosoki et al. 1997; Zhao et al. 2001). 

Hlavním substrátem pro tyto enzymy je L-cystein, neesenciální aminokyselina obsahující síru, 

která je syntetizovaná z L-methioninu prostřednictvím takzvané „transsulfurační cesty“ 

(Łowicka & Bełtowski 2007).  

Cystathionin β-syntáza (CBS) se vyskytuje primárně jako homotetramer 

s podjednotkovou molekulovou hmotností 63 kDa. Každá podjednotka váže kofaktory - 

pyridoxal-5-fosfát (PLP), S-adenosyl methionin (SAM) a hem (Miles & Kraus 2004; Banerjee 

& Zou 2005). Hlavní mechanismus produkce H2S cystathionin β-syntázou spočívá 

v kondenzaci homocysteinu s cysteinem za vzniku cystathioninu, jak je znázorněno na obrázku 

8 (Chen et al. 2004). Exprese CBS byla zaznamenána například v játrech, ledvinách, mozku, 

ileu, děloze, placentě, oocytech nebo pankreatických ostrůvcích (Stipanuk & Beck 1982; Abe 

& Kimura 1996; Patel et al. 2009; Nevoral et al. 2015) 

 

 
 

Obr. 8. Reakce produkující H2S katalyzovaná CBS (upraveno podle Yadav & Banerjee 

2012). 

 

Cystathionin γ-lyáza (CSE) produkuje H2S hned několika typy reakcí, a to z cysteinu 

nebo homocysteinu (viz Obr. 9). Za normálních podmínek je přibližně 70 % H2S produkováno 

z cysteinu a pouze zbývajících 30 % z homocysteinu. Avšak za podmínek  

s vyššími koncentracemi homocysteinu, jako je například homocysteinémie, se preferovaným 

zdrojem pro produkci H2S stává právě homocystein (Chiku et al. 2009). CSE je exprimována 

například v játrech, ledvinách, hrudní aortě, ileu, portální žíle, děloze, oocytech, mozku, 

ostrůvcích pankreatu nebo placentě (Hosoki et al. 1997; Kaneko et al. 2006; Vitvitsky et al. 

2006; Diwakar & Ravindranath 2007; Patel et al. 2009; Nevoral et al. 2015). Funkce 

cystathionin γ-lyázy může být do jisté míry regulována pomocí NO, který zvyšuje její expresi 
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a enzymatickou aktivitu (Zhao et al. 2001). Dalšími aktivátory CSE jsou společně také vápník 

a kalmodulin (Yang et al. 2008).  

Cystathionin β-syntáza (CBS) a cystathionin γ-lyáza (CSE) jsou tedy exprimovány v celé 

řadě savčích tkání. Zatímco CBS je převládajím zdrojem H2S v centrální nervové soustavě, 

CSE je hlavním enzymem produkujícím H2S v kardiovaskulárním systému. V některých 

tkáních, jako jsou játra nebo ledviny, se pak na produkci H2S podílí oba enzymy (Łowicka & 

Bełtowski 2007).  

 
 

Obr. 9. Reakce produkující H2S katalyzovaná CSE (upraveno podle Chiku et al. 2009). 

 

Dalším enzymem, který se podílí na produkci sulfanu v tkáních je 3-merkaptopyruvát 

sulfurtransferáza (3MST), jejímž substrátem je 3-merkaptopyruvát (3MP). Ten vzniká při 

transaminační reakci mezi cysteinem a α-ketoglutarátem, která je katalyzována jedním ze dvou 

identických enzymů – aspartát aminotransferázou (AAT) nebo cystein aminotransferázou 

(CAT) (Ubuka et al. 1978; Shibuya et al. 2009b). Tato reakce je znázorněna na obrázku 10.  

3-merkaptopyruvát sulfurtransferáza byla nalezena v játrech, ledvinách, srdci, plicích, brzlíku, 

varlatech, hrudní aortě a mozku (Nagahara & Nishino 1996; Nagahara et al. 1998; Shibuya et 

al. 2009a, b). 
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Obr. 9. Transaminační reakce mezi cysteinem a α-ketoglutarátem (upraveno podle Yadav 

et al. 2013). 

 

Produkovaný sulfan reguluje aktivitu všech H2S produkujících enzymů negativní zpětnou 

vazbou (Wang 2002). Za fyziologických podmínek se sulfan v organismu neakumuluje, proto 

existuje několik mechanismů, které zajišťují jeho odbourávání. V mitochondriích může být 

oxidován na thiosíran, který je dále převeden na sulfid a sulfát (Łowicka & Bełtowski 2007). 

Konverze thiosíranu na sulfid je katalyzována thiosíran:kyanid sulfurtransferázou (TST; 

rodanázou), která přenáší síru z thiosíranu na kyanid nebo jiné akceptory (Picton et al. 2002). 

Sulfid dále oxiduje na sulfát pomocí sulfitoxidázy (Łowicka & Bełtowski 2007). Druhou 

možností metabolismu H2S je jeho methylace thiol S-methyltransferázou (TSMT) v cytosolu 

na methylmerkaptan a dimethylsulfid (Furne et al. 2001). Poslední možností degradace H2S 

v organismu je jeho vazba na methemoglobin za vzniku sulfhemoglobinu (Łowicka & 

Bełtowski 2007). 

Fyziologické účinky sulfanu na organismus 

Fyziologické účinky sulfanu byly poprvé popsány v nervové soustavě, kde je jeho 

produkce zajištěna zejména cystathionin β-syntázou. Hlavním cílem sulfanu v nervové 

soustavě jsou glutamátové NMDA receptory neuronů, které regulují synaptickou plasticitu. Při 

fyziologických koncentracích, za současné slabé tetanické stimulace, vyvolává H2S 

v hipokampu dlouhodobou potenciaci a podílí se tak na procesu učení a paměti (Abe & Kimura 

1996). Kromě přímého působení na neurony ovlivňuje H2S také vápníkovou signalizaci 

astrocytů aktivací jejich Ca2+ kanálů, čímž zprostředkovává signalizaci mezi neurony a 

gliovými buňkami (Nagai et al. 2004). Účinkem sulfanu je v nervové soustavě také zvyšována 

produkce antioxidantu glutathionu, který chrání neurony před oxidačním stresem (Kimura & 

Kimura 2004).  

Produkce sulfanu byla dále prokázána v hrudní aortě, portální žíle a ileu. 

V kardiovaskulární soustavě je sulfan produkován výhradně cystathionin γ-lyázou. Jeho 

vazodilatační účinky byly poprvé prokázány v roce 1997 (Hosoki et al. 1997). Mechanismem 

působení sulfanu na cévní soustavu je otevření ATP-senzitivních K+-kanálů hladkosvalových 

buněk cév a hyperpolarizace jejich membrán (Zhao et al. 2001). Zároveň bylo zjištěno, že sulfan 

výrazně zlepšuje vazodilatační účinky oxidu dusnatého (Hosoki et al. 1997).  

Další role sulfanu byly popsány také v gastrointestinálním traktu (Teague et al. 2002), 

plicích (Wei et al. 2008) nebo při regulaci zánětu (Zanardo et al. 2006; Gemici & Wallace 

2015).  

Jako signální molekula zasahuje sulfan také do regulace funkce samičí i samčí 

reprodukční soustavy. U samců má sulfan pozitivní vliv na erekci penisu (Srilatha et al. 2007; 



34 

 

d’Emmanuele di Villa Bianca et al. 2009) a přítomnost CBS a CSE byla prokázána také 

v buňkách varlat (Sugiura et al. 2005). V samičí reprodukční soustavě byla produkce sulfanu 

enzymy CBS a CSE detekována v děloze, placentě a zárodečných obalech (Patel et al. 2009). 

Sulfan zde zajišťuje správné prokrvení placenty (Wang et al. 2013) a tlumí kontrakce děložní 

svaloviny (Sidhu et al. 2001; Hu et al. 2011). Přítomnost všech tří H2S produkujících enzymů, 

CBS, CSE a 3MST, byla prokázána také v prasečích oocytech a přilehlých kumulárních 

buňkách (Nevoral et al. 2015). Sulfan, který je zde produkován, ovlivňuje folikulogenezi, 

meiotické zrání a kumulární expanzi (Liang et al. 2006; Nevoral et al. 2014). Zároveň nebyly 

prokázány žádné negativní účinky sulfanu na vývojovou kompetenci oocytů (Nevoral et al. 

2014). Endogenní produkce H2S byla zaznamenána také během stárnutí prasečích oocytů 

in vitro. Kultivací stárnoucích oocytů s inhibitory H2S produkujících enzymů byl zvýšen výskyt 

fragmentovaných nebo partenogeneticky aktivovaných oocytů v prvních 24 hodinách stárnutí 

in vitro. Naopak kultivací stárnoucích oocytů s donorem sulfanu došlo ke kompletnímu 

potlačení fragmentace. Sulfan je tedy jednoznačně zapojen také do ochrany oocytů před 

procesem stárnutí a pozitivně ovlivňuje následný embryonální vývoj (Krejčová et al. 2015). 

Mezi další fyziologické účinky endogenně uvolňovaného sulfanu v reprodukční soustavě patří 

modifikace kinázové aktivity MPF a MAPK (Nevoral et al. 2014; Krejčová et al. 2015; Nevoral 

et al. 2015). 

3.4 Donory sulfanu 

Mezi nejběžněji využívané donory sulfanu patří zejména hydrogensulfid sodný (NaHS) 

a sulfid sodný (Na2S), které jsou označovány za tzv. rychlé nebo okamžité donory. Toto 

označení vyplývá z faktu, že se jedná o soli, které ve vodném roztoku rychle disociují a dochází 

tak k jednorázovému okamžitému uvolnění sulfanu. Výhodou tohoto typu donorů je zejména 

jejich vysoká dostupnost a poměrně nízká cena (Li et al. 2008; Song et al. 2014). Nevýhodou 

je ovšem předpoklad, že uvolňování endogenního H2S v buňkách má spíše oscilační nebo 

pulzní charakter, jak je pro signalizaci u většiny živých organismů typické (Li & Goldbeter 

1992). Rychlé donory sulfanu, jako je NaHS nebo Na2S proto nemusí dostatečně kopírovat 

přirozený způsob signalizace endogenně produkovaného sulfanu. (Li et al. 2008; Roger et al. 

2013).  

Řešením tohoto problému by mohly být donory s pomalým uvolňování H2S. Kromě 

přirozeně se vyskytujících pomalých donorů, jako jsou dialylsulfidy v česneku, jsou nejběžnější 

molekuly využívané ve výzkumu založeny na struktuře dithiolethionu nebo odvozeny od 

Lawessonova činidla (Benavides et al. 2007; Roger et al. 2013). Mezi takové donory patří i 

morfolin-4-ium-4-methoxyfenyl (morfolino) fosfinodithioát (GYY4137), který byl původně 

popsán již před více než 60 lety jako urychlovač vulkanizace kaučuku. Ve vodném roztoku při 

teplotě 37 C a pH 7,4 je uvolňování H2S z GYY4137 pomalým procesem, během kterého 

získáme z počáteční koncentrace 1 mmol/l za 25 minut 4-5% koncentraci H2S. Uvolňování H2S 

z GYY4137 je tedy v in vitro podmínkách závislé jak na teplotě, tak na pH, s omezeným 

uvolňováním při nižších teplotách (4° C) a naopak zvýšeným uvolňováním v kyselých 

podmínkách (pH 3,0) (Li et al. 2008). 
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4 Metodika 

4.1 Zisk a výběr oocytů 

Oocyty byly získávány z vaječníků prasnic odporažených na jatkách v různém stádiu 

pohlavního cyklu. Vaječníky byly do laboratoře převáženy při teplotě 39 C. Oocyty spolu 

s folikulární tekutinou byly získávány z folikulů o velikosti 2-5 mm aspirací za pomoci injekční 

jehly 20G. Pod binokulární lupou byly oocyty vybírány z folikulární tekutiny a pomocí 

skleněné kapiláry přeneseny do kultivačního média. Pro experimenty byly využity pouze 

oocyty s neporušenou cytoplazmou a kompaktní vrstvou folikulárních buněk. 

4.2 Kultivace zrajících oocytů 

Získané oocyty byly kultivovány v modifikovaném kultivačním médiu M199 

(GibcoBRL, Life Technologies, Paisley, Scotland). Médium navíc obsahovalo hydrogen 

uhličitan sodný (0,039 ml 7 % roztoku na 1 ml média), laktát vápenatý (0,6 mg/ml), pyruvát 

sodný (0,25 mg/ml), HEPES (1,5 mg/ml), gentamicin (0,025 mg/ml) a 10 % fetálního bovinního 

séra (GibcoBRL, Life Technologies, Germany). Kultivace probíhala ve sterilních 4-důlkových 

miskách při teplotě 39 ºC ve směsi 5 % CO2 se vzduchem po dobu 48 hodin do stádia metafáze 

druhého meiotického dělení. Experimentální skupiny oocytů byly kultivovány za přítomnosti  

jednoho z donorů sulfanu (GYY4137 a Na2S) v jejich efektivních koncentracích (viz Tab. 1). 

 

Tab. 1. Efektivní koncentrace donorů sulfanu 

GYY4137 15 µM  

Na2S * 9 H2O 300 µM 

 

Efektivní koncentrace těchto donorů byly převzaty z dostupné vědecké literatury a předem 

testovány v kultivačních podmínkách laboratoře. Data nejsou součástí této diplomové práce. 

Oba použité donory jsou rozpustné v DMSO, konkrétně byly donory rozpuštěny v 2% DMSO. 

Byla tedy vždy kultivována i skupina oocytů v médiu s přídavkem čistého DMSO 

v odpovídající koncentraci, která se do média přidávala s donory. Skupina byla negativní 

kontrolou účinku samotného DMSO. 

4.3 Kultivace stárnoucích oocytů 

Po dosažení metafáze II (MII) byly oocyty za pomoci úzké skleněné kapiláry zbaveny 

kumulárních buněk a část oocytů byla dále kultivována v čistém modifikovaném kultivačním 

médiu M199 (bez přídavku donorů sulfanu či DMSO). Kultivace opět probíhala ve sterilních 

4-důlkových miskách při teplotě 39 ºC ve směsi 5 % CO2 se vzduchem po dobu dalších 24 

hodin. 
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4.4 Postup lokalizace vybraných apoptotických markerů  

Po ukončení kultivace byla z oocytů působením kyselého Tyrodova roztoku odstraněna 

zona pellucida. Oocyty byly poté opláchnuty v 0,1 % BSA (bovinní sérový albumin) v PBS a 

fixovány v 2,5 % (w/v) paraformaldehydu v PBS při laboratorní teplotě 39 C. Fixace probíhala 

po dobu 60 minut s tím, že byl fixační roztok po 30 minutách vyměněn. Takto fixované oocyty 

byly vystaveny působení 0,5 % (v/v) Tritonu X-100 v PBS po dobu dvou hodin při laboratorní 

teplotě. Účelem tohoto kroku byla permeabilizace plazmatické membrány oocytu. Po  

2 hodinách byly oocyty krátce opláchnuty v 0,1 % (v/v) Tweenu 20 v PBS. Následovala 

inkubace s primární protilátkou rabbit anti-BAX (Proteintech, USA), ředěnou v poměru 1:500, 

nebo rabbit anti-Bcl-2 (ThermoFischer, USA), ředěnou v poměru 1:50. Inkubace probíhala přes 

noc ve vlhkém prostředí při teplotě 4 C. Nenavázané protilátky byly posléze odmyty třemi 

oplachy po 10 minutách v roztoku 0,1 % (v/v) Tweenu 20 v PBS. Dále byly oocyty inkubovány 

po dobu 1 hodiny bez přístupu světla se sekundární protilátkou anti-rabbit IgG konjugovanou s 

fluorescenčně značeným izothiokyanátem (FITC) (Abcam, USA), ředěnou v poměru 1:100. Po 

ukončení inkubace byly oocyty znovu třikrát opláchnuty v roztoku 0,1 % (v/v) Tweenu 20 

v PBS. Ke každému experimentu byla provedena i negativní kontrola, kdy byly oocyty 

inkubovány pouze se sekundární protilátkou, k vyloučení nespecifické vazby sekundární 

protilátky v oocytu.  

Oocyty byly dále montovány na podložní sklo do Vectashieldu s fluorescenčním 

barvivem DAPI za účelem vizualizace chromatinu. Takto připravené preparáty byly snímány 

pomocí konfokálního skenovacího mikroskopu Zeiss. Pro kvantitativní zhodnocení relativní 

intenzity signálu byl využit program analýzy obrazu NIS Elements. Do hodnocení byly 

zahrnuty pouze experimenty, kde nebyl naměřen signál u negativní kontroly. 

 

4.5 Statistické hodnocení 

 Získaná data byla podrobena statistické analýze. K vyhodnocení všech výsledků byl 

použit program STATISTICA 12 a metoda analýzy rozptylu ANOVA. Hodnota P menší než 

hladina významnosti (α = 0,05) byla považována za statisticky významnou.  

 

4.6 Experimentální schéma 

Experiment 1: Lokalizace vybraných apoptotických markerů v dozrálých prasečích 

oocytech ovlivněných donory sulfanu  

Tento experiment byl zaměřen na sledování lokalizace anti-apoptotického faktoru Bcl-2 

a pro-apoptotického faktoru BAX v dozrálých prasečích oocytech. K hodnocení byly využity 

oocyty, které byly kultivovány po dobu 48 hodin do stádia MII. Kultivace probíhala dle skupiny 

buď v čistém modifikovaném kultivačním médiu M199 (kontrolní skupina) nebo 

v modifikovaném kultivačním médiu M199 obohaceném o DMSO (kontrola účinku 

rozpouštědla donorů) či jeden z donorů sulfanu (GYY4137 nebo Na2S) v jejich efektivních 

koncentracích (viz Tab.1.) (experimentální skupiny). Lokalizace anti-apoptotického faktoru 
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Bcl-2 a pro-apoptotického faktoru BAX byla provedena imunocytochemickou metodou (viz 

4.4. Postup lokalizace vybraných apoptotických markerů). Byla hodnocena relativní intenzita 

signálu daných proteinů vztažená ke kontrolní skupině oocytů (brána jako 100 %). 

 

Experiment 2: Lokalizace vybraných apoptotických markerů v časně stárnoucích 

prasečích oocytech ovlivněných donory sulfanu 

V tomto experimentu byly anti-apoptotický faktor Bcl-2 a pro-apoptotický faktor BAX 

lokalizovány v časně stárnoucích prasečích oocytech. Hodnocené oocyty byly nejprve 

kultivovány po dobu 48 hodin do stádia MII. Kultivace probíhala dle skupiny buď v čistém 

modifikovaném kultivačním médiu M199 (kontrolní skupina) nebo v modifikovaném 

kultivačním médiu M199 obohaceném o DMSO (kontrola účinku rozpouštědla donorů) či jeden 

z donorů sulfanu (GYY4137 nebo Na2S) v jejich efektivních koncentracích (viz Tab.1.) 

(experimentální skupiny). Po ukončení meiotického zrání byly hodnocené oocyty zbaveny 

kumulárních buněk a dále kultivovány v čistém modifikovaném kultivačním médiu M199 (bez 

přídavku DMSO či donorů sulfanu) po dobu 1 dne (24 hodin). Lokalizace obou apoptotických 

markerů byla provedena imunocytochemickou metodou (viz 4.4. Postup lokalizace vybraných 

apoptotických markerů). Byla hodnocena relativní intenzita signálu daných proteinů vztažená 

ke kontrolní skupině oocytů (brána jako 100 %). 
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5 Výsledky 

5.1 Lokalizace vybraných apoptotických markerů v dozrálých prasečích 

oocytech ovlivněných donory sulfanu 

Cílem tohoto experimentu bylo lokalizovat a porovnat relativní intenzitu signálu  

anti-apoptotického faktoru Bcl-2 a pro-apoptotického faktor BAX v dozrálých prasečích 

oocytech, které byly během zrání kultivovány s donory sulfanu (GYY4137 nebo Na2S), 

s DMSO nebo v čistém modifikovaném médiu M199 (kontrolní skupina). 

K experimentu byla provedena negativní kontrola, kde byly oocyty inkubovány pouze se 

sekundární protilátkou anti-rabbit konjugovanou s FITC. Tato kontrola sloužila k vyloučení 

nespecifické vazby sekundární protilátky v oocytech. 

 

Lokalizace anti-apoptotického faktoru Bcl-2 v dozrálých prasečích oocytech ovlivněných 

donory sulfanu 

Přítomnost anti-apoptotického faktoru Bcl-2 byla detekována ve všech sledovaných 

skupinách oocytů kultivovaných do stádia MII.  

 

 
 

Obr. 11. Lokalizace anti-apoptotického faktoru Bcl-2 v jednotlivých skupinách 

dozrálých prasečích oocytů. Kontrola – skupina oocytů kultivovaná po dobu 48 hodin v čistém 

kultivačním médiu. DMSO – skupina oocytů kultivovaná po dobu 48 hodin v médiu 
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s přídavkem čistého DMSO. GYY4137 – skupina oocytů kultivovaná po dobu 48 hodin 

v médiu obohaceném o donor sulfanu GYY4137 v koncentraci 15 µM. Na2S – skupina oocytů 

kultivovaná po dobu 48 hodin v médiu obohaceném o donor sulfanu Na2S ve formě 

nonahydrátu v koncentraci 300 µM (Bcl-2 značen zeleně – FITC, chromatin značen modře – 

DAPI). 

 

V tomto experimentu byl pozorován nárůst relativní intenzity signálu anti-apototického 

faktoru Bcl-2 u obou skupin oocytů zrajících za přítomnosti donorů sulfanu. Statisticky 

významný rozdíl v relativní intenzitě signálu anti-apoptotického faktoru Bcl-2 byl pozorován 

pouze mezi kontrolní skupinou oocytů a skupinou oocytů kultivovanou v médiu s donorem 

sulfanu Na2S * 9 H2O. Ostatní skupiny dozrálých oocytů nevykazovaly v porovnání s kontrolní 

skupinou oocytů statisticky významné rozdíly, které nebyly nalezeny ani při porovnání obou 

skupin oocytů ovlivněných donory sulfanu. Výsledky shrnuje graf 1. 

 

 

 

Graf 1. Relativní intenzita signálu anti-apoptotického faktoru Bcl-2 v jednotlivých 

skupinách dozrálých oocytů, vztažená k intenzitě signálu tohoto faktoru v kontrolní skupině, 

kultivované po dobu 48 hodin v čistém kultivačním médiu. Rozdílnými a,b,c superskripty jsou 

znázorněny statisticky významné rozdíly (p < 0,05) mezi jednotlivými skupinami.  
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Lokalizace pro-apoptotického faktoru BAX v dozrálých prasečích oocytech ovlivněných 

donory sulfanu 

Pro-apoptotický faktor BAX byl lokalizován ve všech skupinách dozrálých oocytů.  

 

 

 

Obr. 12. Lokalizace pro-apoptotického faktoru BAX v jednotlivých skupinách dozrálých 

prasečích oocytů. Kontrola – skupina oocytů kultivovaná po dobu 48 hodin v čistém 

kultivačním médiu. DMSO – skupina oocytů kultivovaná po dobu 48 hodin v médiu 

s přídavkem čistého DMSO. GYY4137 – skupina oocytů kultivovaná po dobu 48 hodin 

v médiu obohaceném o donor sulfanu GYY4137 v koncentraci 15 µM. Na2S – skupina oocytů 

kultivovaná po dobu 48 hodin v médiu obohaceném o donor sulfanu Na2S ve formě 

nonahydrátu v koncentraci 300 µM (BAX značen zeleně – FITC, chromatin značen modře – 

DAPI). 
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Skupiny dozrálých oocytů, které byly během zrání kultivovány s donory sulfanu GYY4137 a 

Na2S * 9 H2O vykazovaly oproti kontrolní skupině oocytů a skupině oocytů kultivované 

v médiu s přídavkem DMSO statisticky významně nižší relativní intenzitu signálu  

pro-apoptotického faktoru BAX. Při porovnání relativní intenzity signálu tohoto faktoru mezi 

skupinami oocytů, které byly ovlivněny donory sulfanu nebyly nalezeny statisticky významné 

rozdíly. Výsledky shrnuje graf 2. 

 

 

 

Graf 2. Relativní intenzita signálu pro-apoptotického faktoru BAX v jednotlivých 

skupinách dozrálých oocytů, vztažená k intenzitě signálu tohoto faktoru v kontrolní skupině, 

kultivované po dobu 48 hodin v čistém kultivačním médiu. Rozdílnými a,b,c superskripty jsou 

znázorněny statisticky významné rozdíly (p < 0,05) mezi jednotlivými skupinami.  
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5.2 Lokalizace vybraných apoptotických markerů v časně stárnoucích 

prasečích oocytech ovlivněných donory sulfanu 

Cílem tohoto experimentu bylo lokalizovat anti-apoptotický faktor Bcl-2 a  

pro-apoptotický faktor BAX v časně stárnoucích prasečích oocytech. Oocyty byly během zrání 

kultivovány s donory sulfanu (GYY4137 nebo Na2S), s DMSO nebo v čistém modifikovaném 

médiu M199 (kontrolní skupina). Po ukončení doby kultivace byly oocyty zbaveny 

kumulárních buněk a kultivovány dalších 24 hodin v čistém modifikovaném médiu M199. 

K experimentu byla provedena negativní kontrola, kde byly oocyty inkubovány pouze se 

sekundární protilátkou anti-rabbit konjugovanou s FITC. Tato kontrola sloužila k vyloučení 

nespecifické vazby protilátky v oocytech. 

 

Lokalizace anti-apoptotického faktoru Bcl-2 v časně stárnoucích prasečích oocytech 

ovlivněných donory sulfanu 

Přítomnost anti-apoptotického faktoru Bcl-2 byla detekována ve všech sledovaných 

skupinách časně stárnoucích oocytů.  

 

 

 

Obr. 13. Lokalizace anti-apoptotického faktoru Bcl-2 v jednotlivých skupinách časně 

stárnoucích prasečích oocytů. Kontrola – skupina oocytů kultivovaná po celou dobu v čistém 
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kultivačním médiu. DMSO – skupina oocytů kultivovaná po dobu meiotického zrání v médiu 

s přídavkem čistého DMSO a poté 24 hodin (prodloužená kultivace) v čistém kultivačním 

médiu. GYY4137 – skupina oocytů kultivovaná po dobu meiotického zrání v médiu 

obohaceném o donor sulfanu GYY4137 v koncentraci 15 µM a poté 24 hodin (prodloužená 

kultivace) v čistém kultivačním médiu. Na2S – skupina oocytů kultivovaná po dobu 

meiotického zrání v médiu obohaceném o donor sulfanu Na2S ve formě nonahydrátu v 

koncentraci 300 µM a poté 24 hodin (prodloužená kultivace) v čistém médiu (Bcl-2 značen 

zeleně – FITC, chromatin značen modře – DAPI). 

 

Mezi jednotlivými skupinami časně stárnoucích oocytů nebyly zjištěny statisticky 

významné rozdíly v relativní intenzitě signálu anti-apoptotického faktoru Bcl-2. Výsledky 

shrnuje graf 3. 

 

 

 

Graf 3. Relativní intenzita signálu anti-apoptotického faktoru Bcl-2 v jednotlivých 

skupinách časně stárnoucích oocytů, vztažená k intenzitě signálu tohoto faktoru v kontrolní 

skupině. Rozdílnými a,b,c superskripty jsou znázorněny statisticky významné rozdíly (p < 0,05) 

mezi jednotlivými skupinami.  
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Lokalizace pro-apoptotického faktoru BAX v časně stárnoucích prasečích oocytech 

ovlivněných donory sulfanu 

Přítomnost pro-apoptotického faktoru BAX byla lokalizována ve všech skupinách časně 

stárnoucích oocytů.  

 

 

 

Obr. 14. Lokalizace pro-apoptotického faktoru BAX v jednotlivých skupinách časně 

stárnoucích prasečích oocytů. Kontrola – skupina oocytů kultivovaná po celou dobu v čistém 

kultivačním médiu. DMSO – skupina oocytů kultivovaná po dobu meiotického zrání v médiu 

s přídavkem čistého DMSO a poté 24 hodin (prodloužená kultivace) v čistém kultivačním 

médiu. GYY4137 – skupina oocytů kultivovaná po dobu meiotického zrání v médiu 

obohaceném o donor sulfanu GYY4137 v koncentraci 15 µM a poté 24 hodin (prodloužená 

kultivace) v čistém kultivačním médiu. Na2S – skupina oocytů kultivovaná po dobu 

meiotického zrání v médiu obohaceném o donor sulfanu Na2S ve formě nonahydrátu v 

koncentraci 300 µM a poté 24 hodin (prodloužená kultivace) v čistém médiu (BAX značen 

zeleně – FITC, chromatin značen modře – DAPI). 
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V tomto experimentu byly zjištěny statisticky významné rozdíly mezi kontrolní skupinou 

časně stárnoucích oocytů a skupinami oocytů, které byly během zrání kultivovány v médiu 

s donory sulfanu GYY4137 nebo Na2S * 9 H2O. Mezi kontrolní skupinou a skupinou oocytů, 

která byla během zrání kultivována v médiu s přídavkem DMSO nebyly zjištěny statisticky 

významné rozdíly. Dále nebyly statisticky významné rozdíly zjištěny ani mezi skupinami 

DMSO, GYY4137 a Na2S * 9 H2O.Výsledky shrnuje graf 4. 

 

 

 

Graf 4. Relativní intenzita signálu pro-apoptotického faktoru BAX v jednotlivých 

skupinách časně stárnoucích oocytů, vztažená k intenzitě signálu tohoto faktoru v kontrolní 

skupině. Rozdílnými a,b,c superskripty jsou znázorněny statisticky významné rozdíly (p < 0,05) 

mezi jednotlivými skupinami.  
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6 Diskuze 

V této diplomové práci jsme se zabývali porovnáním vlivu dvou donorů sulfanu s 

rozdílným mechanismem jeho uvolňování na kvalitu dozrálých a časně stárnoucích prasečích 

oocytů. Kvalita oocytů kultivovaných v in vitro podmínkách je základním faktorem 

ovlivňujícím úspěšnost a další rozvoj reprodukčních biotechnologií. Zisk zralých, vývojově 

kompetentních oocytů v laboratorním prostředí je ovšem podmíněn mnoha faktory, mezi které 

patří i podmínky a doba jejich kultivace nebo složení kultivačního média. Používaná kultivační 

média se ve snaze o zisk vývojově plně kompetentních oocytů často obohacují o mnohé 

suplementy, které zvyšují úspěšnost in vitro kultivace oocytů. 

Jedním z těchto možných suplementů je i sulfan (H2S) patřící mezi gasotransmitery. 

Sulfan je v oocytech přirozeně produkován endogenními enzymy, konkrétně aktivitou 

cystathionin β-syntázy (CBS), cystathionin γ-lyázy (CSE) a 3-merkaptopyruvát 

sulfurtransferázy (3MST) (Stipanuk & Beck 1982; Nevoral et al. 2015). Jeho koncentrace však 

může být zvýšena také využitím exogenních zdrojů, jako jsou syntetické nebo přírodní donory 

sulfanu (Papapetropoulos et al. 2015). V minulosti již byla prokázána jeho důležitá role při 

regulaci meiotického zrání, kdy vystavení oocytů zvýšené koncentraci sulfanu dodáním donoru 

sulfanu do kultivačního média během meiotického zrání i následné prodloužené kultivace 

oocytů v in vitro podmínkách mělo pozitivní vliv na životaschopnost a vývojový potenciál 

oocytů (Nevoral et al. 2014; Krejčová et al. 2015). Mezi nejběžněji využívané donory sulfanu 

patří zejména hydrogensulfid sodný (NaHS) a sulfid sodný (Na2S), které jsou označovány za 

tzv. rychlé nebo okamžité donory a vyvolávají rychlé počáteční zvýšení koncentrace, která však 

záhy klesá (Li et al. 2008; Song et al. 2014). Tento způsob signalizace však nemusí dostatečně 

kopírovat fyziologický mechanismus signalizace endogenně produkovaným sulfanem (Li et al. 

2008; Roger et al. 2013). Existují však i donory s odlišným mechanismem uvolňování sulfanu, 

a to s pomalým/kontinuálním uvolňováním H2S. Mezi takové donory patří i morfolin-4-ium-4-

methoxyfenyl (morfolino) fosfinodithioát (GYY4137), u kterého dochází ke konstantnímu 

zvýšení koncentrace H2S (Li et al. 2008).  

Byla stanovena hypotéza, že použití donoru sulfanu s pomalým/kontinuálním 

mechanismem jeho uvolňování bude efektivnější než použití donoru s rychlým uvolněním 

sulfanu při jejich použití během meiotického zrání i prodloužené kultivace prasečích oocytů v 

in vitro podmínkách. Pro experimenty jsme zvolili jednoho zástupce ze skupiny nejběžněji 

využívaných anorganických donorů sulfanu tzv. okamžitých donorů, a to sulfid sodný (ve formě 

nonahydrátu - Na2S * 9 H2O) (Song et al. 2014). Druhým použitým donorem sulfanu byl donor 

GYY4137 (morfolin-4-ium-4-methoxyfenyl (morfolino) fosfinodithioát), který je naopak 

charakteristický pomalým neboli kontinuálním uvolňováním sulfanu (Li et al. 2008). 

Cílem prvního experimentu bylo lokalizovat a porovnat relativní intenzity signálu  

anti-apoptotického faktoru Bcl-2 a pro-apoptotického faktoru BAX v dozrálých prasečích 

oocytech.  

Oba tyto faktory byly lokalizovány ve všech skupinách dozrálých oocytů. Tyto faktory 

byly cíleně vybrány jako markery programované buněčné smrti - apoptózy, která je nedílnou 

součástí procesů spojených se zánikem oocytů a pokud je spuštěna, výrazně limituje kvalitu a 

použitelnost oocytů v biotechnologiích (Petrová et al., 2004). Apoptóza oocytů je regulována 

složitými kaskádami signálních molekul, do kterých jsou mimo jiné zapojeny i proteiny z 
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rodiny Bcl-2, k jejichž expresi dochází v mitochondriích. Zástupci této proteinové rodiny, jako 

jsou anti-apoptotický faktor Bcl-2 nebo pro-apoptotický faktor BAX zajišťují regulaci 

proteolytické aktivity kaspáz, a tím regulují aktivaci apoptózy vnitřní signální dráhou (Exley et 

al. 1999).   

Při porovnání relativních intenzit signálu anti-apoptotického faktoru Bcl-2, inhibitoru 

apoptózy, mezi jednotlivými skupinami dozrálých oocytů byla pozorována vyšší relativní 

intenzita signálu ve skupinách oocytů kultivovaných s donory sulfanu. Pouze v případě donoru 

Na2S * 9 H2O, s rychlým mechanismem uvolnění sulfanu, se však jednalo o statisticky 

významný rozdíl.  

Pro-apoptotický faktor BAX naopak vykazoval v obou skupinách oocytů kultivovaných 

s donory sulfanu signifikantně nižší relativní intenzitu signálu, než tomu bylo u kontrolní 

skupiny oocytů a skupiny kultivované v médiu s přídavkem DMSO. Je evidentní, že vystavení 

oocytů zvýšené koncentraci sulfanu během jejich meiotického zrání vede k potlačení iniciace 

procesu apoptózy a má tedy jistě protektivní efekt na kultivované oocyty, jak již bylo ostatně 

publikováno jinými studiemi (Nevoral et al. 2014; Krejčová et al. 2015). Naše hypotéza se v 

tomto experimentu ovšem nepotvrdila, neboť mírně efektivnější zde bylo použití donoru s 

rychlým mechanismem uvolňování sulfanu. Dramatické rozdíly mezi jednotlivými donory však 

nebyly pozorovány.  

Mechanismus, kterým zde samotný sulfan ovlivňuje meiotické zrání není dosud zcela 

objasněn, pravděpodobně však moduluje funkci molekul MPF a MAPK, které jsou pro správný 

průběh meiotického zrání naprosto zásadní (Nevoral et al. 2015). K regulaci jejich funkce může 

docházet například sulfhydratací, jako je tomu u některých iontových kanálů (Tang et al. 2010). 

Sulfan dále ovlivňuje také signální dráhu cAMP/PKA, která se aktivně podílí na udržování 

prvního meiotického bloku (Njie-Mbye et al. 2012), k jehož prolomení by mohlo přispět i 

jednorázové zvýšení koncentrace sulfanu způsobené právě okamžitým donorem sulfanu. 

Druhý experiment byl zaměřen na lokalizaci anti-apoptotického faktoru Bcl-2 a  

pro-apoptotického faktoru BAX v časně stárnoucích prasečích oocytech. Prasečí oocyty 

byly vystaveny působení donorů během jejich meiotického zrání. Prodloužená kultivace oocytů 

probíhala již v čistém kultivačním médiu po dobu 24 hodin. Při prodloužené kultivaci oocytů 

dochází k zahájení procesu stárnutí, který se projevuje řadou funkčních a morfologických změn 

oocytů a vede tak ke ztrátě jejich vývojového potenciálu. Důsledkem těchto změn může být 

kromě lýzy a spontánní partenogenetické aktivace neoplozených oocytů i jejich apoptotický 

zánik, který se projevuje fragmentací oocytů (Kikuchi et al. 2000; Petrová et al. 2004). 

Oba apoptotické faktory byly opět detekovány ve všech skupinách časně stárnoucích 

oocytů. V případě anti-apoptotického faktoru Bcl-2 nebyly mezi skupinami sice zaznamenány 

statisticky významné rozdíly, ale byl zde patrný stejný trend jako v předchozím experimentu, 

kdy byla zaznamenána vyšší relativní intenzita signálu proteinu Bcl-2 ve skupinách oocytů 

kultivovaných s donory sulfanu.  

Relativní intenzita signálu pro-apoptotického faktoru BAX byla opět nižší u skupin 

oocytů, které byly v průběhu meiotického zrání kultivovány v médiu obohaceném o jeden z 

donorů sulfanu. U skupiny oocytů kultivované s Na2S * 9 H2O byl zaznamenán statisticky 

významný pokles intenzity signálu v porovnání s kontrolní skupinou časně stárnoucích oocytů. 

Signifikantně nižší intenzitu signálu faktoru BAX ovšem vykazovala zejména skupina oocytů, 

která byla v průběhu meiotického zrání kultivována v médiu obohaceném o donor GYY4137. 
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Výsledky tohoto experimentu tedy naznačují, že v případě prodloužené kultivace mohou být v 

ochraně oocytů před apoptózou efektivnější donory sulfanu s pomalým uvolňováním. Důvodem 

bude pravděpodobně kontinuální uvolňování sulfanu z těchto donorů, které zřejmě lépe 

kompenzuje přirozený pokles endogenní produkce sulfanu v časné fázi procesu stárnutí.  

Že je sulfan jednoznačně zapojen do regulace apoptotických procesů dokazují i studie 

provedené na jiných typech buněk například na kardiomyocytech, kde byl prokázán vliv sulfanu 

na zvýšení exprese anti-apoptotického faktoru Bcl-2 (Shi et al. 2009) nebo v hepatocytech, kde 

sulfan kromě exprese Bcl-2 zvyšuje také expresi heat shock proteinů (Jha et al. 2008). Jiné 

experimenty naopak prokázaly, že je sulfan schopen apoptózu také indukovat, a to například u 

lidských plicních fibroblastů (Baskar et al. 2007) nebo v hladkosvalových buňkách plicních 

tepen (Wei et al. 2009).  

Hypotézu této diplomové práce se jednoznačně potvrdit nepodařilo. Je možné, že volba donoru 

sulfanu s pomalým/kontinuálním mechanismem jeho uvolňování, zřejmě dostatečně 

neodpovídá fyziologické signalizaci, kterou in vivo sulfan v prasečích oocytech vyvolává, 

neboť je známo, že pro většinu živých systémů je typický spíše signál oscilačního či pulzního 

charakteru než námi použitý kontinuální mechanismus uvolňování (Li & Goldbeter 1992). 

Donory sulfanu s takovým mechanismem uvolňování komerčně nejsou dostupné. Jistě by však 

bylo zajímavé, se v rámci dalšího výzkumu pokusit se ještě víc přiblížit fyziologickému 

způsobu signalizace, a to navozením oscilačního nebo pulzního módu působení donoru sulfanu, 

například střídáním čistého kultivačního média s médiem obohaceným o donor sulfanu s 

kontinuálním mechanismem jeho uvolňování v různých časových intervalech a získané 

výsledky porovnat s výsledky této diplomové práce. 
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7 Závěr 

Tato diplomová práce byla zaměřena na ověření hypotézy, že použití donoru sulfanu 

s pomalým/kontinuálním mechanismem jeho uvolňování během meiotického zrání prasečích 

oocytů bude efektivnější než použití donoru s rychlým uvolněním sulfanu a ve svém důsledku 

bude mít u prasečích oocytů výraznější protektivní efekt proti procesům spojeným s jejich 

stárnutím. Tuto hypotézu jsme provedenými experimenty potvrdili jen částečně. 

V experimentech zaměřených na lokalizaci anti-apoptotického faktoru Bcl-2 a  

pro-apoptotického faktoru BAX v dozrálých prasečích oocytech kultivovaných in vitro do 

stádia metafáze II za přítomnosti jednoho z donorů sulfanu (GYY4137 nebo Na2S * 9 H2O) 

byly tyto faktory lokalizovány ve všech skupinách kultivovaných oocytů. Relativní intenzita 

signálu anti-apoptotického faktoru Bcl-2 byla v porovnání s ostatními skupinami kultivovaných 

oocytů,  statisticky významně vyšší pouze u skupiny oocytů zrajících za přítomnosti donoru 

Na2S * 9 H2O. V případě pro-apoptotického faktoru BAX byla naopak v obou skupinách oocytů 

kultivovaných s donory sulfanu zaznamenána statisticky významně nižší relativní intenzita 

signálu oproti kontrolní skupině oocytů a skupině oocytů kultivované v médiu s přídavkem 

DMSO.  

V experimentech zaměřených na lokalizaci apoptotických faktorů v časně stárnoucích 

oocytech, byly tyto faktory, jak anti-apoptotický Bcl-2, tak pro-apoptotický BAX opět 

lokalizovány ve všech skupinách časně stárnoucích oocytů, které byly po dosažení metafáze II 

kultivovány dalších 24 hodin v čistém kultivačním médiu. V případě faktoru Bcl-2 nebyl mezi 

skupinami časně stárnoucích oocytů zaznamenán žádný statistický významný rozdíl v relativní 

intenzitě signálu. Signál pro-apoptotického faktoru BAX byl pak významně nižší u skupiny 

časně stárnoucích oocytů, jejichž zrání probíhalo za přítomnosti donoru GYY4137. Mezi 

oběma donory však statisticky významný rozdíl nebyl.  

Z těchto výsledků tedy vyplývá pozitivní vliv obou typů donorů sulfanu na potlačení 

projevů stárnutí a kvalitu prasečích oocytů zrajících v in vitro podmínkách. Oba typy donorů 

sulfanu jsou dle našich výsledků schopny ovlivnit regulaci apoptózy prasečích oocytů. Naše 

hypotéza však byla potvrzena pouze částečně, neboť při použití donoru 

s pomalým/kontinuálním mechanismem uvolňování sulfanu bylo lepších výsledků dosaženo 

pouze u sledovaného faktoru BAX ve skupině časně stárnoucích oocytů. Nalezení způsobu 

použití donoru sulfanu s optimálnějším mechanismem jeho uvolňování by mohlo být velkým 

přínosem pro oblast reprodukčních biotechnologií využívaných v asistované reprodukci lidí i 

hospodářských zvířat.  
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