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Abstrakt 
Prasečí oocyty, dozrálé v in vitro podmínkách, které nejsou oplozeny nebo 

partenogeneticky aktivovány, podléhají procesu, označovanému jako stárnutí. Během stárnutí 

oocytů dochází ke komplexu strukturních a funkčních změn, které u prasečích oocytů mohou 

vyústit ve spontánní partenogenetickou aktivaci, fragmentaci či lýzu. V našich kultivačních 

podmínkách po 3 dnech stárnutí zůstává 23% oocytů ve stádiu metafáze II, 48% je spontánně 

partenogeneticky aktivováno, 26% oocytů podléhá fragmentaci a 3% oocytů lyzují. Kultivací 

oocytů v médiu s přídavkem donoru sulfanu Na2S v koncentracích 150 µM a 300 µM dochází 

k úplnému potlačení fragmentace oocytu během stárnutí prasečích oocytů. Inhibicí enzymů 

katalyzujících v oocytu syntézu sulfanu (cystathionin-β-syntázy a cystathionin-γ-lyázy) dochází 

v průběhu stárnutí k časnějšímu nástupu fragmentace oocytů. Efekt obou inhibitorů lze 

kompletně zvrátit použitím donoru sulfanu Na2S.  

Proces stárnutí u prasečích oocytů významně ovlivňuje i úspěšnost aktivačních postupů. 

U prasečích oocytů, které nebyly vystaveny stárnutí, došlo k partenogenetické aktivaci u 94 % 

z nich. Po vystavení prasečích oocytů 24 hodinám stárnutí poklesl podíl aktivovaných oocytů 

na 80%. Vystavení prasečích oocytů 24 hodinám stárnutí v přítomnosti donoru sulfanu vyvolalo 

další pokles v podílu aktivovaných oocytů (na 68%), avšak takto ošetřené oocyty vykazovaly 

významně lepší následný časný embryonální vývoj oproti oocytům stárnoucím bez přítomnosti 

donoru sulfanu. Podíl embryí, která dospěla po 7 dnech kultivace do stádia blastocysty, byl 

u skupiny oocytů ošetřených během stárnutí donorem sulfanu významně vyšší (16%) než 

u skupiny oocytů stárnoucích bez vystavení donoru sulfanu (2%). 

 

 

Klíčová slova: oocyt, prase, stárnutí, sulfan 



Abstract 
Unfertilized or parthenogenetically non-activated porcine oocytes matured in vitro 

conditions are subjected to a process known as aging. During such development, porcine oocytes 

undergo the complex of the structural and functional changes, which can result in spontaneous 

parthenogenetic activation, fragmentation or lysis. After three days of culture in our condition, 

23% of oocytes remained at the stage of metaphase II, 48% of oocytes were spontaneously 

parthenogenetically activated, 26% of oocytes were subjected to fragmentation and 3% of 

oocytes were lysed. The complete suppression of porcine oocyte fragmentation during the 

process of aging occurred during oocytes cultured in medium with sulphide donor Na2S in 

concentrations 150 µM and 300 µM. Inhibition of enzymes catalyzing the synthesis of hydrogen 

sulfide in the oocytes during the process of aging (cystathionine-gamma-lyase and cystathionine 

beta-synthase), iniciates earlier onset of oocytes fragmentation. The effect of both inhibitors 

could be completely reversed by using sulphide donor Na2S.  

The process of aging in porcine oocytes significantly reduces the success of the activation 

processes. Parthenogenetic activation occurred in 94% of pig oocytes, which were not subjected 

to aging. The proportion of activated oocytes after exposure to 24 hours of aging decreased to 

80%. 24 hours aging exposure of pig oocytes in the presence of hydrogen sulphide donor led to a 

further decline of the proportion of activated oocytes (68%), however such treatment has showed 

significantly better subsequent early embryonic development compared to oocytes cultured 

without the presence of hydrogen sulphide donor. Proportion of embryos that reached after 7 

days of culture the blastocyst stage was in the group of oocytes treated during aging by hydrogen 

sulfide donor significantly higher (16%) than in those without exposure to sulphide donor (2%).  

 

 

Keywords: oocyte, pig, aging, sulphide 
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1. Úvod 
Studium molekulárních mechanismů regulace reprodukčních procesů je nezbytným 

předpokladem pro zvýšení efektivity reprodukčních biotechnik, které v posledních desetiletích 

dosahují velkého rozvoje. Tento rozvoj s sebou přináší zvýšené nároky na dostatek kvalitních 

oocytů dozrálých v in vitro podmínkách. Zrání oocytu je složitý proces, během něhož dochází 

nejprve k rozpadu zárodečného váčku a oocyt vstupuje do metafáze prvního meiotického dělení. 

Následuje anafáze a telofáze prvního meiotického dělení, kdy dochází k formaci a vydělení 

prvního pólového tělíska. Poté oocyt vstupuje do druhého meiotického dělení. V metafázi 

druhého meiotického dělení se tento proces zastavuje. Dokončení meiotického dělení závisí 

na vnějším aktivačním stimulu, vnášeném do oocytu spermií. Pokud k aktivaci nedojde, oocyt 

podléhá komplexu strukturních i funkčních změn, označovaných jako stárnutí, které ve svém 

důsledku vedou až k apoptotickému či nekrotickému zániku oocytu. Stárnutí tedy významně 

snižuje kvalitu a použitelnost takovýchto oocytů v reprodukčních biotechnologiích. Proto je 

procesům, probíhajícím během stárnutí oocytů věnována velká pozornost. Přesné mechanismy 

stárnutí oocytů však zůstávají zatím neobjasněny.  

V této oblasti je diskutována role tzv. gasotransmitterů. To jsou plynné látky, které 

v organismu plní důležitou roli při přenosu signálu do buňky. Patří mezi ně sulfan, oxid dusnatý 

a oxid uhelnatý. O roli sulfanu v regulaci reprodukčních procesů toho ještě není mnoho známo, 

ale je zde již prokázána nezastupitelná role dalšího člena této skupiny, a to oxidu dusnatého. 

Oxid dusnatý je zapojen do řízení oogeneze, růstu oocytů, meiotického zrání i ovulace oocytů. 

Podílí se i na regulaci procesu stárnutí. Je schopen významně ovlivňovat apoptózu a zánik 

oocytů. Vzhledem k vzájemnému spolupůsobení těchto gasotransmitterů, prokázaném 

v některých tkáních, například v nervové tkáni při přenosu nervového vzruchu, je možné 

předpokládat jejich vzájemné působení i v regulaci reprodukčních procesů, respektive 

při regulaci procesu stárnutí oocytů.  

Hypotézou této diplomové práce je, že sulfan, jako představitel gasotransmitterů, je 

aktivně zapojen do regulace procesů stárnutí prasečích oocytů a cílem této diplomové práce je 

potvrdit vliv sulfanu na průběh stárnutí prasečích oocytů. 
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2. Literární přehled 
 

2.1. Oogeneze a folikulogeneze 
Oogeneze je zahájena již během fetálního vývoje budoucí samice a v jejím průběhu se 

z malého počtu výchozích primordiálních zárodečných buněk (PGC – primordial germ cells), 

označovaných také jako prapohlavní buňky, vyvíjejí zralé, oplození schopné oocyty 

(Romanovský et al., 1988; Voronina a Wessel, 2001).  

Proces oogeneze zahrnuje tři základní fáze: fázi množení zárodečných buněk, fázi jejich 

růstu a fázi zrání zárodečných buněk. Charakteristickým znakem fáze množení zárodečných 

buněk je mitotické množení primordiálních zárodečných buněk. Vznikají provazce oogonií, které 

se postupně zanořují do korové vrstvy vaječníku. V korové vrstvě vaječníku jsou oogonie 

uvolňovány z provazce a obklopovány jednou vrstvou pregranulózních buněk, dochází k formaci 

primordiálního folikulu (Romanovský et al., 1988; Wassarman, 1988; Briggs et al., 1999). 

V primordiálních folikulech dochází k zahájení meiotického dělení (u prasat od 64. dne 

fetálního vývoje) (Sládeček, 1986). Meiotické dělení oocytů probíhá ve dvou cyklech. První 

cyklus dělení se svým průběhem profáze odlišuje od mitózy, a proto se toto dělení označuje jako 

heterotypické. Zahrnuje přípravné období proleptotene, kdy je ještě dokončována replikace 

DNA. Dále následuje profáze, kterou je možno rozdělit na pět stádií: leptotene, zygotene, 

pachytene, diplotene a diakinese. V pozdní fázi diplotene, označované též jako fáze dictyate, 

se meiotické dělení poprvé zastavuje, dochází k prvnímu meiotickému bloku a oocyty přecházejí 

do fáze růstu. Primární oocyty mohou setrvávat v této fázi po velmi dlouhou dobu, u člověka až 

40 let (Wassarman, 1988; Kishimoto, 2003).  

Během meiotického dělení dochází také k intenzivnímu mitotickému množení 

pregranulózních buněk ovária a oocyt je obalován folikulárními buňkami. Tím se primordiální 

folikul přeměňuje na folikul primární, který je obklopen jednou vrstvou kubických folikulárních 

buněk, které vznikly postupnou přeměnou původních plochých buněk (Eppig, 2001). Průměrná 

velikost primárního folikulu je kolem 30-50 µm (Sládeček, 1986).  

Následující etapou oogeneze je fáze růstu. Zárodečné buňky se během této fáze nemnoží, 

pouze intenzivně rostou. Charakteristickým rysem je prudké zvýšení syntetické aktivity oocytu, 

intenzivní mitotické dělení folikulárních buněk a hromadění RNA, proteinů a organel 

(Wassarman, 1988). Z jednovrstevného primárního folikulu se stává vícevrstevný sekundární 

folikul. Vícevrstevný obal folikulu je označován jako membrana granulosa (Hyttel et al., 1999). 

Na jejím povrchu se tvoří silně prokrvená vrstva – theca folliculi (Wassarman, 1988). Granulózní 
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buňky obklopující oocyt, vytvářejí cumulus oophorus – vejconosný hrbolek. Nad plazmatickou 

membránou oocytu v rostoucím sekundárním folikulu se formuje světlolomná vrstva 

glykoproteinů, označovaná jako zona pellucida (Eppig, 2001). Folikulární buňky se nadále dělí a 

ve folikulu se objevuje dutinka, nazývaná antrum folliculi, která je vyplněna folikulární 

tekutinou (Driancourt a Thuel, 1998; McGee a Hsueh, 2000). Tato formace folikulu se označuje 

jako terciární neboli Graafův folikul (Reece, 1998). Na rozdíl od hlodavců, kde při formaci 

Graafova folikulu jsou již oocyty plně dorostlé, pokračují oocyty prasete dále v růstu i 

po vytvoření antrální dutiny (Senbon et al., 2003). V antrální dutině je oocyt obklopen vrstvou 

folikulárních buněk, která je nazývána corona radiata. S okolním prostředím oocyt komunikuje 

pomocí polopropustných spojů – gap junctions (Wassarman, 1988). U antrálního folikulu lze 

rozeznat dva typy granulózních buněk, které se diferenciovaly pod vlivem faktorů sekretovaných 

oocytem (např. GDF-9). Jedná se o kumulární buňky, což jsou buňky blíže oocytu a dále 

o murální granulózu, což jsou buňky blíže theca folliculi, která je tvořena thekálními buňkami 

vnitřní stěny folikulu. Kumulární buňky, které po zvýšení hladiny hormonu LH expandují, 

zůstávají s oocytem asociovány i po následné ovulaci až do doby oplození. Tyto buňky tvoří tzv. 

cumulus. (Buccione et al., 1990; Eppig, 2001; Fair, 2003). 

V průběhu růstové fáze se vytváří zásoba strukturálních proteinů, enzymů, ribozómů, 

mRNA, mitochondrií, výživných látek, které jsou nezbytné pro další zdárný vývoj oocytu a 

oocyt postupně získává kompetenci ke znovuzahájení meiotického dělení, tedy ke vstupu do fáze 

zrání (Sládeček, 1986; Fair, 2003). Na počátku růstu jsou oocyty zcela nekompetentní, nejsou 

schopny znovuzahájit meiotické dělení. Později oocyty mohou znovuzahájit meiotické dělení, 

nejsou však schopny jej dokončit. Meioticky kompetentní oocyty mají zcela ukončen růst a jsou 

schopny znovuzahájit meiotické dělení, dokončit fázi zrání a po oplození zajistit další vývoj 

embrya (Motlík a Fulka, 1976). 

Následující fází oogeneze je fáze zrání. Do této fáze oogeneze vstupují plně dorostlé 

oocyty (u prasete 120 µm), které jsou stále udržovány v diktyotenním stádiu profáze prvního 

meiotického dělení (Eppig, 1991; Ye et al., 2003). Signálem pro zahájení fáze zrání u savců 

v in vivo podmínkách je zvýšení hladiny hypofyzárních hormonů: LH (luteinizační hormon) a 

FSH (folikulostimulující hormon) (Sutton et al., 2003). V podmínkách in vitro je dostatečným 

impulsem pro znovuzahájení meiotického dělení izolace oocytu z folikulu (Fan et al., 2002). 

U všech živočišných druhů je pro zahájení a průběh fáze zrání nezbytná aktivace MPF (M-phase 

promoting factor) a mnoha jiných faktorů: MAPK (mitogen activated protein kinase), APC/C 

(anaphase promoting factor/cyclosome), CSF (cytostatic factor) a dalších (Kishimoto, 2003). 
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Nejmarkantnější změny probíhají v jádře oocytu. Jádro je zpočátku jasně ohraničeno 

jadernou membránou a označuje se jako zárodečný váček (germinal vesicle – GV). 

Při znovuzahájení meiotického dělení nejprve dochází k rozpadu tohoto zárodečného váčku 

(germinal vesical breakdown – GVBD) (Thibault et al., 1987). U prasete k němu dochází po 16-

18 hodinách kultivace in vitro (Motlík et al., 1984).  

Na počátku fáze zrání oocyty vstupují do pátého stádia profáze – diakinese. V tomto 

stádiu probíhá ještě kondenzace chromozómů. Během diakinese se od sebe centromery 

homologních chromozómů postupně oddalují a tím dochází k posouvání chiazmat směrem 

ke koncům ramen chromozómů (tzv. terminalizace chiazmat) (Sládeček, 1986). Bivalenty 

s terminalizovanými chiazmaty se rozcházejí ze středu jádra k zanikající jaderné membráně. Poté 

oocyt vstupuje do prometafáze a dokončuje se kondenzace chromozómů. Páry chromozómů se 

svými kinetochory přichycují na mikrotubulární vlákna dělícího vřeténka. Dělící vřeténko se 

vytváří souběžně s rozpadem zárodečného váčku (Thibault et al., 1987; Liang et al., 2007). 

Dokonalé napojení chromozómů na mikrotubuly dělícího vřeténka je nezbytné pro následný 

správný rozchod přesné poloviny chromozómů k opačným pólům vřeténka. Proces napojení 

mikrotubulů na kinetochory reguluje složitý komplex molekul označovaný jako spindle assembly 

checkpoint -SAC (Rudner a Murray, 1996; Varetti a Musacchio, 2008). Tento komplex je vysoce 

evolučně konzervovaný od kvasinek až po člověka (Malmanche et al., 2006). SAC sestává 

z produktů genů MAD (mitotic arrest deficient) a BUB (budding uninhibited by benzimidazole) 

a dále z kináz Mps1 a Aurora B/Ipl1 kináz a dalších faktorů (Musacchio a Salmon, 2007). 

Po korektním napojení chromozómů na dělící vřeténko nastává metafáze prvního meiotického 

dělení. Chromozómy se seskupují do ekvatoriální roviny a vytvářejí kruh kolem středu jaderné 

oblasti (Romanovský et al., 1988). Toto období provází i změny v uspořádání kumulárního obalu 

oocytu. Kumulární buňky po hormonálním stimulu (LH) syntetizují značné množství kyseliny 

hyaluronové. Po hydrataci této kyseliny se začínají zvětšovat prostory mezi kumulárními 

buňkami, vyplňují se mucinózní hmotou a dochází k expanzi kumulu (Chen et al., 1996). 

Další etapou meiotického dělení je anafáze. Pro přechod z metafáze do anafáze je 

nutná aktivace APC/C komplexu (anaphase promoting complex/cyclosome) (Lorca et al., 1998; 

Peters, 2002; Tunquist a Maller, 2003). Jedná se o komplex ubiquitin ligázy a asociovaných 

proteinů spolu s několika aktivátory (Cdc20, Cdh1) (Schmidt et al., 2006). Aktivní APC/C 

komplex rychle degraduje některé molekuly, především molekuly cyklinu B a sekurinu (Baker et 

al., 2007). Degradace cyklinu B způsobuje inaktivaci MPF faktoru, což je nezbytný předpoklad 

pro výstup z metafáze, postup anafází a dokončení meiotického dělení (Eppig, 1991). Degradací 

sekurinu dochází k aktivaci separázy, enzymu, který je zodpovědný za rozštěpení kohezinů, 
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molekul držících jednotlivé chromatidy v těsném spojení (Gregan et al., 2008; Suijkerbuijk a 

Kops, 2008). V anafázi tedy dochází k podélnému štěpení centromer a jednotlivé 

dvouchromatidové chromozómy se začínají rozcházet k opačným pólům dělícího vřeténka. Tím 

je redukován diploidní počet chromozómů na haploidní (Romanovský et al., 1988; Wassarman, 

1988; Eppig, 1991). Poslední etapou prvního meiotického dělení je telofáze, během níž se 

vyděluje první pólové tělísko (Wassarman a Fujiwara, 1978). První pólové tělísko obsahuje 

polovinu chromozómů z původní genetické výbavy a různé organely z oocytu, například 

mitochondrie, ribozómy, kortikální granula a také midbody (Zamboni, 1970). Pólové tělísko je 

výrazně menší než oocyt. 

Po prvním meiotickém dělení je zredukován počet chromozómů na haploidní, ale počet 

genů zůstává diploidní, a proto musí proběhnout ještě druhé meiotické dělení. Průběh tohoto 

dělení je prakticky shodný s mitózou, a tudíž je toto dělení označováno jako dělení 

homeotypické. 

Druhé meiotické dělení nastupuje bezprostředně po ukončení prvního meiotického dělení, 

po vydělení prvního pólového tělíska. Oocyt tedy neprochází interfází a DNA není zreplikovaná, 

což zaručuje redukci počtu genů během tohoto dělení (Motlík a Kubelka, 1990). V průběhu 

profáze druhého meiotického dělení se zdvojují chromatidy chromozómů a vzniká dělící 

vřeténko druhého meiotického dělení (Thibault et al., 1987; Wassarman, 1988). V metafázi 

druhého meiotického dělení je cyklus podruhé zastaven. Tento druhý meiotický blok je udržován 

aktivním CSF (cytostatic factor). CSF udržuje vysokou hladinu aktivního MPF (M-phase 

promoting factor) a tím brání přechodu do anafáze druhého meiotického dělení. Současně, přes 

signální dráhu MAPK (mitogen activated protein kinase), zabraňuje aktivaci APC/C komplexu 

(Masui a Markert, 1971; Sagata, 1997; Fan a Sun, 2004). Dokončení meiotického dělení je 

závislé na ovulaci a následném oplození oocytu nebo na partenogenetické aktivaci oocytu 

(Wassarman, 1988; Whitaker a Patel, 1990). Po proniknutí spermie do oocytu, nebo 

po partenogenetické aktivaci, dochází k indukci oscilací hladin volných vápníkových iontů, 

oocyt pokračuje v meiotickém dělení a vydělí druhé pólové tělísko (Fissore et al., 2002; Sun a 

Nagai, 2003).  
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Obrázek č.1: Schematické znázornění průběhu oogeneze 

(Převzato a upraveno z Briggs et al., 1999). 

 
 

Za fyziologických podmínek jsou savčí oocyty oplozovány poměrně brzy po ovulaci. 

Zralé ovulované oocyty mají totiž krátkou životnost a plná vývojová kompetence zůstává 

zachována po ovulaci pouze omezenou dobu. S postupem času vývojová kompetence oocytu 

klesá (Ducibella, 1998; Wang a Sun, 2007). Doba pro optimální oplození je druhově závislá. 

U myší se pohybuje mezi 8 – 12 hodinami, u potkanů je to mezi 12 až 14 hodinami, u králíků je 

tato doba kratší – mezi 6 až 8 hodinami, u prasete je to mezi 12 až 18 hodinami a u primátů a 

člověka je optimální doba pro oplození oocytu po ovulaci do 24 hodin (Austin, 1974; Fissore et 

al., 2002). Pokud k oplození ani k partenogenetické aktivaci nedojde v tuto vymezenou dobu, 

neoplozené oocyty zůstávají in vivo ve vejcovodu nebo dále kultivovány in vitro a podléhají 

funkčním a morfologickým změnám v procesu stárnutí, které vedou až k jejich zániku (Kikuchi 

et al., 1995, 2000; Petrova et al., 2004; Petrova et al., 2005; Jones, 2008). 
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2.2. Stárnutí oocytů 
 

Během procesu stárnutí dochází v oocytu k mnoha funkčním a strukturním změnám. 

Všechny tyto změny snižují kvalitu a životaschopnost oocytů, což má za následek pokles 

úspěšnosti metod reprodukčních biotechnologií. Přesný průběh všech procesů spojených se 

stárnutím oocytů není zatím zcela objasněn. Obecně lze říci, že stárnutí oocytů vyúsťuje 

ve spontánní partenogenetickou aktivaci oocytů, fragmentaci oocytů či lýzu oocytů (Petrova et 

al., 2004). 

 

 

Obrázek č.2: Morfologický stav prasečích oocytů v průběhu jejich stárnutí 

 

a) oocyt ve stádiu metafáze druhého meiotického dělení (MII), b) spontánně 

partenogeneticky aktivované embryo, c) spontánně partenogeneticky aktivovaný oocyt, 

d) fragmentovaný oocyt (šipka znázorňuje tvorbu apoptotických váčků), e) lytický oocyt. Barveno 

orceinem, zvětšeno 400x. 
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2.2.1. Morfologické změny stárnoucích oocytů 

 

Tyto změny negativně ovlivňují reprodukci a jsou spojeny se snížením fertility (Lanman, 

1968; Ben-Rafael et al., 1986; Badenas et al., 1989; Winston et al., 1993; Goud et al., 1999). 

Dalším problémem je zvýšení polyspermniích oplození (Badenas et al., 1989; Pool et al., 1990) 

nebo spontánně partenogeneticky aktivovaných oocytů (Marston a Chang, 1964; Nagai, 1987; 

Kikuchi et al., 1995; Petrova et al., 2004; Miao et al., 2009). Stárnutí oocytů je provázeno 

výskytem chromozomálních abnormalit, které ve svém důsledku vedou ke zvýšenému podílu 

aneuploidií (Rodman, 1971; Plachot et al., 1988; Mailhes et al., 1998; Steuerwald et al., 2005). 

Často dochází ke spontánnímu prolomení metafázního meiotického bloku a oocyty přecházejí 

do anafáze druhého meiotického dělení. To je zapříčiněno snížením aktivity MPF (M-phase 

promoting factor) a MAPK (mitogen-activated protein kinase) (Xu et al., 1997; Abbott et al., 

1998; Kikuchi et al., 2000, 2002). 

U stárnoucích oocytů se výrazně mění struktura plazmatické membrány, zony pellucidy, 

cytoskeletu, dochází ke změnám v uspořádání mitochondrií, k destabilizaci dělícího vřeténka, 

nekorektnímu rozchodu chromozómů, disperzi centrozomální matrix, přemístění pólového 

tělíska, k předčasné exocytóze kortikálních granul a dalším změnám (Eichenlaub-Ritter et al., 

1988; Sun a Schatten, 2007; Schatten 2008, Miao et al., 2009).  

Povrch plazmatické membrány nestárnoucích oocytů je kryt souvislou vrstvou microvillí. 

U stárnoucích oocytů je tato vrstva porušena a microvilli často vytvářejí pouze ohraničené 

okrsky směřující do perivitelliního prostoru. Dále bývá významně narušena mikrofilamentární sít 

pod plazmatickou membránou oocytu (Szollosi, 1971; Longo, 1974; Webb et al., 1986; 

Pickering et al., 1988; Kim et al., 1996). 

Zona pellucida nestárnoucích oocytů vykazuje granulofibrilární strukturu vzájemně 

propojených glykoproteinů s četnými póry. Naproti tomu struktura zony pellucidy stárnoucích 

oocytů sestává z pevných, vzájemně od sebe separovaných agregátů granulofibrilárního 

materiálu. Tento jev je označován jako tvrdnutí zony pellucidy (zona pellucida hardening) 

(Longo, 1981; Xu et al., 1997; Goud et al., 2005; Miao et al., 2005). 

U stárnoucích oocytů je též zvýšen počet lyzozómů, také jsou zde často patrné agregáty 

tvořené rozpadlým hladkým endoplazmatickým retikulem a vesikly obsahující části mitochondrií 

(Longo, 1974; Sundstrom et al., 1985). 

Pod plazmatickou membránou nestárnoucích oocytů je lokalizována kompaktní vrstva 

kortikálních granul. Kortikální granula nejsou přítomna pouze v malé oblasti nad meiotickým 
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aparátem oocytu. Po oplození nestárnoucích oocytů dochází ke kortikální reakci. Tato kortikální 

reakce způsobuje trvalý blok polyspermie, neboť hydrolázy a proteázy, uvolňované 

z kortikálních granul, způsobují změny ve struktuře zony pellucidy a tím zajistí její nepropustnost 

pro další spermie (Abbott a Ducibella, 2001). Složení obsahu kortikálních granul není ještě 

přesně identifikováno, ale tato granula kromě hydroláz a proteáz obsahují i glykosaminoglykany 

a další látky. Některé z proteáz specificky mění receptorové proteiny na povrchu oocytu, takže 

nadpočetné spermie se od povrchu zony pellucidy odlučují a jiné se jich nemohou přichytit. Jiné 

proteázy ruší peptidové spoje mezi zonou pellucidou a plazmatickou membránou, jež se od sebe 

oddalují a vzniká perivitelinní prostor. Ten se vyplňuje proteiny a glykosaminoglykany 

(Yanagimachi, 1994). Kortikální reakce vzniká na povrchu oocytu v místě vniknutí spermie a 

postupně se kruhovitě šíří. Tento proces je velice přísně koordinován. U stárnoucích oocytů je 

regulace tohoto procesu narušena a často dochází ke kortikální reakci spontánně bez oplození, 

nebo nastává pouze částečná exocytóza kortikálních granul (Szollosi, 1971; Longo, 1974; 

Gulyas, 1979; Dodson et al., 1989; Xu et al., 1997; Goud et al., 2005). Mění se i rozmístění 

kortikálních granul pod plazmatickou membránou. Buď je patrný pouze prstenec kortikálních 

granul těsně pod plazmatickou membránou, nebo jsou kortikální granula lokalizována 

do jednoho okrsku nad meiotickým aparátem (Miao et al., 2009). 

Další změny je možné sledovat ve stavu a umístění pólového tělíska. Morfologický stav 

pólového tělíska je jedním z ukazatelů kvality oocytů, určených pro další biotechnologie, 

například pro ICSI. Oocyty s intaktním a dobře ohraničeným pólovým tělískem vykazují 

mnohem lepší fertilizační schopnosti a embrya mají vyšší vývojový potenciál (Ebner et al., 2000) 

než oocyty stárnoucí, jejichž pólové tělísko často degeneruje a netypicky se v perivitelliním 

prostoru přemísťuje (Hardarson et al., 2000; Miao et al., 2004). Bylo prokázáno, že degenerace 

pólového tělíska začíná již před ovulací oocytu a 70% pólových tělísek degeneruje do 6 hodin 

po dozrání oocytů (Miao et al., 2004). 

Během stárnutí oocytu dochází k výraznému narušení dělícího vřeténka oocytu. Korektní 

uspořádání mikrotubulů dělícího vřeténka a správné napojení chromozómů na mikrotubuly je 

nezbytné pro následný správný rozchod přesné poloviny chromozómů do dělících se blastomer a 

je limitující pro bezchybný embryonální vývoj (Wang a Sun, 2006; Sun a Schatten, 2007; 

Schatten, 2008). Dělící vřeténko nestárnoucích oocytů má kompaktní strukturu s minimem 

astrálních mikrotubulů a je orientováno kolmo k plazmatické membráně oocytu. Pól dělícího 

vřeténka blíže k plazmatické membráně je nepatrně menší než protější pól dělícího vřeténka. 

V každém pólu mikrotubuly dělícího vřeténka vybíhají z prstence tvořeného γ-tubulinem. Dělící 

vřeténka u stárnoucích oocytů bývají mnohem kratší než dělící vřeténka nestárnoucích oocytů 
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(George et al., 1996; Wang et al., 2001; Sun a Schatten, 2007; Schatten, 2008). U oocytů 

stárnoucích 2 a více dní dochází k rozpadu centrozómů, vytváří se více prstenců γ-tubulinu a 

dělící vřeténka tak mohou být di- až multipolární, což významně ovlivňuje následný rozchod 

chromozómů a vede k chromozomálním abnormalitám. Je zde patrné také velké množství 

astrálních mikrotubulů směřujících do cytoplazmy oocytu. Tyto astrální mikrotubuly podléhají 

v cytoplazmě velmi rychlé depolymerizaci (Longo, 1974; Meyer a Longo, 1979; Eichenlaub-

Ritter et al., 1986, 1988; Slozina et al., 1990; Wang et al., 2001; Goud et al., 2004; Segers et al., 

2008). Immunocytochemické metody prokázaly sníženou expresi proteinu NuMA (nuclear 

mitotic apparatus) u stárnoucích oocytů. Tento protein je zodpovědný za stabilitu mikrotubulů 

dělícího vřeténka. Dále byly prokázány změny v expresi kinesinu EG5, což je mikrotubulární 

motorový protein (Hall et al., 2007) a změny v expresi proteinu MAD2 (mitotic arrest deficient 

protein 2), který je důležitou součástí kontrolního bodu určujícího korektní napojení 

chromozómů na mikrotubuly dělícího vřeténka (spindle assembly checkpoint). Exprese tohoto 

proteinu se během stárnutí oocytů též významně snižuje (Ma et al., 2005; Steuerwald et al., 

2005). 

Stárnutí oocytů vede k signifikantnímu zvýšení poruch v segregaci chromozómů a tím se 

významně zvyšuje I výskyt aneuploidií (Mailhes et al., 1998; Steuerwald et al., 2005). 

Chromozómy oocytů stárnoucích dva a více dní již často nejsou uspořádány do ekvatoriální 

roviny v metafázi druhého meiotického dělení a bývají částečně segregovány k pólům 

zanikajícího dělícího vřeténka. V průběhu delšího stárnutí dochází k dekondenzaci chromozómů, 

jejich migraci do centrální části oocytu a k vytvoření jednolité masy chromatinu. 

Dekondenzované chromozómy dále fragmentují a zanikají (Rodman, 1971; Szollosi, 1971; 

Eichenlaub-Ritter et al., 1988; Van Wissen et al., 1991; Zenzes a Casper, 1992; Steuerwald et al., 

2005; Miao et al., 2009). 

Stárnutí oocytů též ovlivňuje mitochondrie. Snižuje se membránový potenciál 

mitochondrií, dochází k jejich nabobtnání až prasknutí (Wilding et al., 2001). Mitochondrie se 

u stárnoucích oocytů také přeskupují a vytvářejí shluky v cytoplazmě oocytu (Ma et al., 2005). 

Mitochondrie za fyziologických podmínek zajišťují energetický metabolismus oocytu. Kromě 

toho obsahují množství pro- a antiapoptotických faktorů jejichž disfunkce vede u stárnoucích 

oocytů k spontánní fragmentaci (Green a Reed, 1998; Wang, 2001). Fragmentace DNA vyvolává 

spuštění vnitrobuněčné signalizace vedoucí k uvolnění cytochromu c z dýchacího řetězce 

do cytoplazmy a to dále indukuje aktivaci kaspázové signální kaskády. Ta je mimo jiné 

regulována proteiny z rodiny Bcl-2. Bcl-2 rodina proteinů zahrnuje jak proapoptotické faktory 

(Bax, Bak a další), tak i antiapoptotické faktory (Bcl-2, Bcl-xl a další). Tyto faktory mohou 
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stimulovat či inhibovat další uvolňování cytochromu c do cytoplazmy a tím amplifikovat signály 

vedoucí k programované smrti oocytu (Kluck et al., 1997; Vander Heiden a Thompson, 1999; 

Hsu a Hsueh, 2000). Množství Bcl-2 mRNA a proteinu a hladina ATP klesá u stárnoucích 

oocytů a může vést k narušení funkce vápníkových pump v oocytu a tím i k abnormální 

signalizaci volnými vápníkovými ionty (Perez a Tilly, 1997; Gordo et al., 2002; Ma et al., 2005; 

Tatone et al., 2006; Verbert et al., 2008). 

 

 

 

2.2.2. Změny v signalizaci stárnoucích oocytů 

 

U savců po oplození spermií dochází k indukci vápníkové signalizace, která má charakter 

druhově specifických oscilací volných vápníkových iontů. Oscilace hladin volných vápníkových 

iontů jsou tedy během oplození závislé na indukci štěpení fosfatidylinositol-4,5-bisfosfát a 

vzniku inositol-1,4,5-trifosfátu (IP3) a 1,2-diacylglycerolu (DAG) a následném otevření 

vápníkových kanálů vyvolaném IP3 (Bos-Mikich et al., 1995; Kurokawa et al., 2004, 2007; 

Igarashi et al., 2007; Jones, 2007; Yoon a Fissore, 2007). Za tuto indukci je zodpovědná 

fosfolipáza C zeta (PLCζ) (Saunders et al., 2002; Swann et al., 2006). PLCζ hydrolyticky štěpí 

fosfatidylinositol-4,5-bisfosfát, který je ukotven na vnitřní straně lipidové dvojvrstvy 

plazmatické membrány. Produktem štěpení jsou inositol-1,4,5-trifosfát (IP3) a 1,2-diacylglycerol 

(DAG). IP3 difunduje do cytoplazmy, kde řídí mobilizaci intracelulárních zdrojů vápníkových 

iontů z vnitrobuněčných depozit. Děje se tak vazbou IP3 na uzavřené vápníkové kanály, čímž 

dochází k jejich otevření (Kovář, 2000). PLCζ pocházející ze spermie je i v tak malém množství 

schopna přes IP3 indukovat mobilizaci vápníkových iontů z depozit. Je možné, že po indukci 

mobilizace vápníkových iontů PLCζ, se na dalším průběhu uvolňování vápníkových iontů 

z depozit spolupodílejí i ostatní izoformy PLC přítomné v oocytu (Igarashi et al., 2007).  

Prostorový a časový charakter oscilací vápníkových iontů je významně zapojen 

do regulace mnoha procesů probíhajících v organismu, zahrnujících buněčnou proliferaci, 

genovou transkripci i vezikulární sekreci (Berridge et al., 1998). Bylo prokázáno, že pro 

plnohodnotnou aktivaci oocytu je nezbytná přesná frekvence i amplituda jednotlivých oscilací 

vápníkových iontů (Vitullo a Ozil, 1992). Oocyty vystavené abnormálně vysokým nebo nízkým 

amplitudám oscilací vápníkových iontů nejsou schopny zformovat prvojádro. Pokud jsou oocyty 

vystavené krátké celkové době trvaní těchto oscilací, nejsou schopny dokončit druhé meiotické 



13 
 

dělení. Bylo také popsáno, že vysoká frekvence a dlouhá doba trvání jednotlivých oscilací má 

na aktivaci oocytů negativní vliv a vede až k jejich zániku (Gordo et al., 2000).  

Během oplození stárnoucích oocytů byla prokázána vyšší frekvence oscilací volných 

vápníkových iontů než po oplození nestárnoucích oocytů. Avšak amplituda těchto oscilací 

volných vápníkových iontů byla u stárnoucích oocytů menší než u oocytů, které nebyly stárnutí 

vystaveny (Igarashi et al., 1997). V průběhu stárnutí oocyty vykazují signifikantní prodloužení 

doby trvání jedné vlny volných vápníkových iontů, což v důsledku často vede ke konstantnímu 

navýšení hladiny volných vápníkových iontů a tím k výraznému narušení vápníkové signalizace. 

Patrně dochází k dysfunkcím vápníkových pump, které za fyziologických podmínek odčerpávají 

volné vápníkové ionty z cytoplasmy zpět do depozit vápníkových iontů (Vincent et al., 1992; 

Jones a Whittingham, 1996; Igarashi et al., 1997, 2005; Takahashi et al., 2000, 2003). 

Abnormální vápníková signalizace u stárnoucích oocytů vyúsťuje v narušení homeostázy 

vápníkových iontů v oocytu a vede k fragmentaci oocytu a následnému zániku oocytu 

programovanou buněčnou smrtí – apoptózou. Narušením vápníkové signalizace totiž dochází 

mimo jiné i k inaktivaci antiapoptotických faktorů a tím k porušení rovnováhy mezi pro- a 

antiapoptotickými signály vedoucí k indukci apoptózy (Fissore et al., 2002; Gordo et al., 2002; 

Verbert et al., 2008). 

Další signální kaskádou, jejíž aktivita je během stárnutí oocytu významně narušena je 

signální dráha MAPK (mitogen activated protein kinase). Vysoká aktivita MAPK společně 

s MPF (M-phase promoting factor) má nezastupitelnou roli v udržení oocytu v druhém 

metafázním bloku. V průběhu stárnutí oocytů byl však pozorován významný pokles aktivity 

MAPK i MPF (Xu et al., 1997; Tian et al., 2002; Fan a Sun, 2004; Tatone et al., 2006; Liang et 

al., 2007). Po oplození stárnoucích oocytů dochází k inaktivaci MAPK a MPF dříve než po 

oplození nestárnoucích oocytů a proto velmi krátce stárnoucí oocyty bývají snadněji 

aktivovatelné. Často dochází i ke spontánní partenogenetické aktivaci v průběhu stárnutí oocytů 

(Miao et al., 2009). U stárnoucích prasečích oocytů bylo prokázáno zvýšené množství faktoru 

MPF. MPF je zde však v inaktivní formě označované pre-MPF. Pre-MPF je inaktivní z důvodu 

inhibiční fosforylace aminokyselin proteinu p34cdc2. Konkrétně se jedná o inhibiční fosforylaci 

tyrosinu 15, protein kinázou Myt-1 a threoninu 14, protein kinázou Wee-1 (Kikuchi et al., 2000, 

2002; Miao et al., 2009). p34cdc2 tvoří katalytickou podjednotku MPF, regulační podjednotkou je 

zde cyklin B (Murray a Kirschner, 1989).  
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2.2.3. Faktory ovlivňující stárnutí oocytů in vitro 

Bylo již popsáno mnoho faktorů, které v in vitro podmínkách mohou významně 

ovlivňovat průběh stárnutí oocytů. Snahou výzkumných týmů je nalézt postupy, kterými by bylo 

možné ovlivnit průběh stárnutí oocytů v in vitro podmínkách. 

Jednou z možností, jak ovlivnit průběh stárnutí oocytů, je regulace aktivity MPF faktoru. 

Kikuchi et al., 1999, 2002 provedli několik experimentů s použitím vanadátu a kofeinu. Tyto 

látky nepřímo ovlivňují aktivitu MPF a tím mohou modifikovat i průběh stárnutí oocytu. 

Vanadát je často používaným inhibitorem tyrozinových fosfatáz, mezi něž patří i fosfatáza 

CDC25. Tato fosfatáza je aktivátorem MPF faktoru (Leis a Kaplan, 1982; Kikuchi et al., 2000). 

Kofein je inhibitorem Myt1/Wee1 protein kináz, které jsou zodpovědné za inhibiční fosforylaci 

MPF (Smythe a Newport, 1992). Nestárnoucí oocyty ošetřené vanadátem vykazovaly zvýšenou 

fosforylaci p34cdc2 a sníženou aktivitu MPF a s tím spojenou zvýšený podíl spontánně 

partenogeneticky aktivovaných oocytů a i zvýšený podíl fragmentovaných oocytů. Naproti tomu 

nestárnoucí oocyty ošetřené kofeinem měly sníženou fosforylaci p34cdc2 a zvýšenou aktivitu 

MPF, nedocházelo tedy ke spontánní aktivaci a byla snížena i fragmentace oocytů. Z těchto 

výsledků lze vyvodit závěr, že vanadát je schopen akcelerovat průběh stárnutí oocytů, zatímco 

kofein zpomaluje nástup procesu stárnutí u oocytů (Kikuchi et al., 2000, 2002). V dalších 

studiích po přenosu jader do cytoplazem zralých, neaktivovaných oocytů s vysokou aktivitou 

MPF, byl pozorován rozpad jaderné membrány a kondenzace chromozómů (Collas a Robl, 1991; 

Tani et al., 2001). Naopak při přenosu jader do cytoplazem aktivovaných oocytů byla, díky nízké 

aktivitě MPF, pozorována formace prvojader (Szollosi et al., 1998; Tani et al., 2001). Kwon et 

al., (2008) pozorovali u embryí, po přenosu jader do cytoplazem oocytů ošetřených kofeinem, 

kondenzaci chromozómů, zatímco u embryí, po přenosu jader do cytoplazem oocytů ošetřených 

vanadátem, byla pozorována formace prvojader. Tyto výsledky podpořily závěry o tom, že 

kofein je schopen udržet vysokou aktivitu MPF, zatímco vanadát účinně potlačuje aktivitu MPF 

u oocytů. Lee a Campbell (2008) prokázali, že kofein je opravdu schopen potlačit pokles aktivity 

MPF a MAPK a tím oddálit proces stárnutí u oocytů skotu. 

Dalším faktorem ovlivňujícím stárnutí oocytů je dithiotreitol (DTT) (Cornell a Crivaro, 

1972; Tarin et al., 1998; Rausell et al., 2007). Přesný mechanismus jeho účinku však není ještě 

znám. Bylo prokázáno, že DTT u embryí ježovky blokuje fúzi membrán v prvních buněčných 

cyklech. Z toho lze usuzovat, že DTT by mohl zabraňovat předčasné exocytóze kortikálních 

granul u oocytů, protože i zde se jedná o fúzi membrán – plazmatické a membrány kortikálního 

granula (Schatten, 1994). DTT také může pozitivně ovlivňovat cytoskelet oocytu a zabraňovat 

rozpadu dělícího vřeténka a disperzi centrozómů (Schatten, 1994; Miao et al., 2009). DTT má 
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patrně i další účinky. Může například chránit oocyt před volnými radikály, které indukují 

programovanou buněčnou oocytu - apoptózu (Rausell et al., 2007). 

Dalším faktorem, který může pozitivně ovlivňovat proces stárnutí prasečích oocytů, je 

oxid dusnatý (NO). Oxid dusnatý (NO) je nepostradatelný buněčný posel, podílející se 

na regulaci mnoha fyziologických, ale i patologických procesů. Nezastupitelná je role oxidu 

dusnatého při regulaci reprodukčních procesů. Podílí se na řízení průběhu spermatogeneze i 

oogeneze, růstu folikulů i ovulace (Sengoku et al., 2001). V oocytu je oxid dusnatý syntetizován 

enzymem syntázou oxidu dusnatého (NO – syntázou; NOS) (Marletta, 1994). Oxid dusnatý je 

syntetizován v oocytu po celou dobu oogeneze, od folikulogeneze až po časný embryonální 

vývoj (Jablonka-Shariff a Olson, 1998). Vystavení stárnoucích oocytů oxidu dusnatému vede 

k redukci rozpadu cytoskeletárního systému oocytu a k oddálení změn provázejících zonu 

pellucidu stárnoucích oocytů (zona pellucida hardening). Oxid dusnatý také účinně potlačuje 

spontánní kortikální reakci i redukuje výskyt abnormalit dělícího vřeténka (Miao et al., 2009). 

Oxid dusnatý může také působit jako atypický antioxidant, který má schopnost vychytávat 

cytotoxické volné radikály. Dalším mechanismem, kterým může oxid dusnatý oddalovat stárnutí 

oocytů je přes aktivaci solubilní guanylátcyklázy, která vede ke zvýšení produkce cGMP. cGMP 

minimalizuje změny zony pellucidy, probíhající během stárnutí oocytů. Oxid dusnatý tedy 

zpomaluje nástup procesu stárnutí oocytů a zlepšuje integritu mikrotubulárního aparátu dělícího 

vřeténka (Goud et al., 2005). 

Oxid dusnatý je reprezentantem třídy mediátorů označováné jako gasotransmittery. Tvoří 

ji malé molekuly plynů, které volně přecházejí přes buněčné membrány a podílejí se tak 

významně na buněčné signalizaci. Mají specifické cílové molekuly a spolupracují mezi sebou 

na mnoha úrovních (Pae et al., 2009). Společně s oxidem dusnatým náleží do této třídy 

mediátorů také oxid uhelnatý a sulfan (Wang, 2002). O roli sulfanu v regulaci reprodukčních 

procesů toho ještě není mnoho známo, ale již byla potvrzena jeho významná regulační role 

v nervové soustavě, kardiovaskulárním systému a dalších tkáních (Wang, 2002; Kamoun, 2004; 

Lowicka a Beltowski, 2007). Vzhledem k vzájemnému spolupůsobení sulfanu a oxidu 

dusnatého, prokázanému v některých tkáních, například v nervové tkáni při přenosu nervového 

vzruchu, je možné předpokládat jejich vzájemné působení i v regulaci reprodukčních procesů, 

respektive při regulaci procesu stárnutí oocytů.  
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2.3. Sulfan (H2S) 
 

Sulfan (H2S) je znám již stovky let, především díky svému nepříjemnému zápachu. Jedná 

se o bezbarvý, hořlavý, velice dráždivý až toxický plyn. Toxické účinky se projevují nejvýrazněji 

v jeho účincích na centrální nervový systém a na respirační systém, jehož postižení může vyvolat 

až respirační paralýzu (Lüllmann et al., 2004). Důležitým poznáním bylo, že sulfan je 

produkován také endogenně z L-cysteinu v savčích tkáních (Stipanuk a Beck, 1982) a plní zde 

řadu fyziologických funkcí (Abe a Kimura, 1996). Pro tyto své vlastnosti je řazen do skupiny 

endogenních plynných přenašečů – gasotransmitterů, společně s oxidem uhelnatým a oxidem 

dusnatým (Wang, 2002). Poprvé byl popsán v jaterní tkáni v roce 1982 (Stipanuk a Beck, 1982). 

Koncem osmdesátých let byl prokázán i v mozkové tkáni, kde je prokázána relativně vysoká 

hladina sulfanu v mozku potkanů, skotu i člověka (Goodwin et al., 1989; Warenycia et al., 1989; 

Savage a Gould, 1990).  

 

 

2.3.1. Biochemické vlastnosti sulfanu 

Sulfan je slabou kyselinou, disociující ve vodných roztocích na kation H+ a 

hydrosulfidový anion HS- , který při vyšším pH dále disociuje na H+ a S2-. Velmi dobře je 

rozpustný ve vodě, pouze jedna třetina ho zůstává ve vodném roztoku nedisociována (Starka, 

2009). Ionizovaná forma HS- byla nazvána jako vázaná síra a vyskytuje se v mnoha tkáních 

(Ishigami et al., 2009; Shibuya et al., 2009). Rozpustnost sulfanu v lipofilním prostředí je ještě 

asi pětkrát vyšší než ve vodě a díky tomu sulfan velice dobře prostupuje přes plazmatickou 

membránu buňky a podobně jako oxid dusnatý pro přechod plazmatickou membránou 

nepotřebuje žádného přenašeče a přechází pouhou difúzí. Vzhledem k jeho částečné disociaci je 

však permeabilita sulfanu nižší než u oxidu dusnatého a oxidu uhelnatého (Starka, 2009). 

Koncentrace sulfanu v tkáních savců jsou odlišné. Koncentrace sulfanu v mozku potkana je 

zhruba 50 – 70 µmol/l a v jeho séru činí 10 – 46 µmol/l (Starka, 2009). Naproti tomu u člověka 

je koncentrace sulfanu v mozku 160 µmol/l a v séru 10 – 110 µmol/l (Elsey et al., 2010). 

Nedávné studie prokazují, že signalizace sulfanem probíhá přes sulfhydrylaci cílových 

proteinů, která je analogickou reakcí k nitrosylaci (Mustafa et al., 2009). Dochází při ní 

k formaci S-SH skupiny na cysteinech cílových proteinů. Tuto skupinu lze detekovat modifikací 

biotin-switch assay pro nitrosylaci (Jaffrey et al., 2001). 
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2.3.2. Biosyntéza a katabolizmus sulfanu 

Sulfan je endogenně syntetizován a katabolizován enzymovými i některými 

neenzymovými reakcemi. Byly prokázány tři hlavní dráhy biosyntézy sulfanu v organismu. 

Substrátem pro produkci endogenního sulfanu je aminokyselina L-cystein. Jedná se 

o amonikyselinu obsahující síru, která patří mezi neesenciální aminokyseliny a může být 

syntetizována z metioninu (Lowicka a Beltowski, 2007). Produkce sirovodíku v tkáních je 

zajištěna třemi enzymy: cystathionin-β-syntázou (CBS), cystathionin-γ-lyázou (CSE) a 3-

merkaptopyruvát sulfurtransferázou (3-MPST) (Shibuya et al., 2009). Cystathionin-β-syntáza 

(CBS) a cystathionin-γ-lyáza (CSE) patří mezi pyridoxal 5-fosfát dependentní enzymy (PLP). 

Tyto enzymy mají rozdílné dráhy vedoucí k biosyntéze sulfanu, avšak mají společný substrát, 

kterým je L-cystein (Stipanuk a Beck, 1982; Erickson et al., 1990). Substrátem pro 3-

merkaptopyruvát sulfurtransferázu (3-MPST) je 3-merkaptopyruvát (Shibuya et al., 2009). 

CBS obecně katalyzuje substituční reakce mezi L-serinem, L-cysteinem, thietery cysteinu 

a dalšími β-substituovanými L-aminokyselinami a některými merkaptany. Jedná se 

o homotetramer vázající pyridoxal-5-fosfát a hem. CBS je složena ze dvou párů různých 

podjednotek, které vytváří vazbu se dvěma substráty, homocysteinem a serinem (Patel et al., 

2009). Mechanismus produkce sulfanu pomocí CBS zahrnuje kondenzaci homocysteinu 

s cysteinem za vzniku cystathioninu a v průběhu této reakce je právě sulfan uvolňován (Chen et 

al., 2004). 

CSE umožňuje konverzi cystathioninu na cystein, ale katalyzuje také degradační reakce 

L-homoserinu, L-cystinu a L-cysteinu. CSE je bílkovina o 405 aminokyselinách a strukturně se 

jedná o tetramer tvořený dvěma homodimery (Starka, 2009). 

Substrátem pro 3-merkaptopyruvát sulfurtransferázu je 3-merkaptopyruvát, který vzniká 

metabolismem cysteinu a α-ketoglutarátu. Přeměna cysteinu na 3-merkaptoryruvát je 

zprostředkována pomocí enzymu cysteinaminotransferázy (Stipanuk a Beck, 1982; Shibuya et 

al., 2009). 

Sulfan je většinou v buňkách rychle katabolizován a metabolizován na sulfát a thiosulfát 

oxidačním metabolismem v mitochondriích za indukce glutationem a účasti thiosulfát 

sulfurtransferázy a sulfitooxidázy. Velmi malá část sulfanu je metylací v cytosolu působením 

thiol-S-methyltransferázy konvertována na méně toxické látky, jako je merkaptan a dimetylsulfát 

(Wang, 2002). Poslední degradační cestou je vazba na hemoglobin za tvorby sulfhemoglobinu 

(Starka, 2009). Tyto metabolity se vyloučí během 24 hodin ledvinami, gastrointestinálním 
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ústrojím a plícemi, takže endogenně produkovaný sulfan se za fyziologických podmínek 

neakumuluje v organismu v míře toxického ohrožení buněk (Du et al., 2006; Chen et al., 2007). 

 

 

 

Obrázek č.3: Biosyntéza sulfanu (převzato z Esley et al., 2010) 
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2.3.2. Biologické účinky sulfanu na organismus 

V poslední době se nashromáždila řada důkazů o zapojení sulfanu v regulaci mnoha 

fyziologických, ale i patologických procesů.  

Bylo prokázáno, že sulfan snižuje metabolismus in vivo i in vitro a má příznivé účinky 

na hypometabolismus. Myši vystavené účinkům sirovodíku upadaly do hypometabolismu, jejich 

metabolický obrat byl snížen na 10% (Blackstone et al., 2005, 2007). Sulfan dokáže zabránit 

poškozením organismu vyvolaných hypoxií. Navozuje hypometabolismus na úrovni 

hemodynamiky i metabolismu a tím navozuje stav blízký hibernaci některých savců (Aslami et 

al., 2009). Fyziologický účinek podobný hibernaci navozený mírnými dávkami sulfanu je 

pravděpodobně důsledkem reverzibilní inhibice cytochrom c oxidázy, která redukuje kyslík 

v dýchacím řetězci (Collman et al., 2009). 

Sirovodík dále chrání před oxidačním stresem, vyvolaným glutamátem, kyselinou 

chlornou nebo amyloidy (Wei et al., 2008; Tyagi et al., 2009; Yin et al., 2009). 

Endogenně je ve vysokých koncentracích sulfan produkován především v mozku (Abe a 

Kimura, 1996). Hlavním enzymem zodpovědným za produkci sulfanu v mozku je CBS. 

Na aktivitu CBS má vliv S-adenosyl-L-methionin, který působí jako aktivátor produkce sulfanu. 

CBS se vyskytuje v astrocytech (Ichinohe et al., 2005) a mikrogliích (Hu et al., 2007). Vysoké 

zastoupení bylo zjištěno také v hippokampu a mozečku (Lowicka a Beltowski, 2007). Exprese 

CSE v centrálním nervovém systému je nízká. Přítomnost CSE byla prokázána v mikrogliích 

(Tan et al., 2010). Sulfan v mozku patrně působí přes N-methyl-D-aspartátové (NMDA) 

receptory a ovlivňuje dlouhodobou potenciaci (LTP) v mozku (Abe a Kimura, 2006). LTP 

představuje buněčný mechanismus umožňující zesílení synaptického přenosu (Rokyta, 2002), 

který se ve specifických oblastech mozku uplatňuje při vytváření paměťových stop (Abe a 

Kimura, 2006). Sulfan může regulovat i vápníkovou signalizaci prostřednictvím jeho působení 

na vápníkové kanály (Nagai et al., 2004). Tím zprostředkovává signál mezi neurony a gliovými 

buňkami. K vyplavení vápníkových iontů vede aktivace cAMP/PKA dráhy, která stimuluje 

ryanodinové receptory (Tan et al., 2010). Kromě funkce přenašeče signálu může sulfan plnit také 

neuroprotektivní funkci a chránit neurony před oxidativním stresem. Děje se tak zvyšováním 

hladiny glutathionu (Kimura a Kimura, 2004) a aktivací draselných a chloridových kanálů 

(Kimura et al., 2006).  

Kromě nervové soustavy je sulfan důležitým regulátorem i v kardiovaskulárním systému. 

Zde je hlavním enzymem spojeným se syntézou sulfanu CSE (Lowicka a Beltowski, 2007). Byla 

popsána přítomnost CSE v srdci, hrudní aortě, v portální žíle. Intenzita exprese mRNA pro CSE 
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je v cévních tkáních rozmanitá, klesá od plicních artérií, přes aortu k mesenterickým artériím 

(Wang, 2002). Syntéza sulfanu působením CBS hraje jen podřadnou úlohu. Exprese CBS nebyla 

zatím prokázána v tkáních srdečních komor a předsíní, ani ve vena saphena, v koronárních 

cévách, ani v aortě. Popsána byla exprese CBS v endoteliálních buňkách umbilikálních cév (Abe 

a Kimura, 2006). Účinky sulfanu spočívají v působení na buňky hladké svaloviny, nikoliv 

na endotel cév, či jejich inervaci (Lowicka a Beltowski, 2007). Poprvé byl vazodilatační efekt 

sulfanu popsán v roce 1997 (Hosoki et al., 1997). Do vazodilatačního účinku sulfanu bylo 

potvrzeno i zapojení dalších endoteliálních faktorů, oxidu dusnatého a oxidu uhelnatého, které 

vyvolávají vazodilataci cév prostřednictvím cGMP signální kaskády. Hlavní cílovou strukturou 

pro působení sulfanu jsou ATP-dependentní K+ kanály. Vasorelaxační účinek je tedy 

pravděpodobně umožněn jejich otevřením v buňkách hladké svaloviny cév a následnou 

membránovou hyperpolarozací (Zhao et al., 2001). Sulfan tak omezuje vstup extracelulárních 

draslíkových iontů a relaxuje cévy. Dále bylo prokázáno, že sulfan zvyšuje vazodilatační účinek 

oxidu dusnatého. Přesný mechanismus spolupůsobení sulfanu a oxidu dusnatého však zatím není 

objasněn (Elsey et al., 2010). Sulfan nemá jen vazodilatační účinky, ale působí také jako důležitý 

regulátor buněčné proliferace a ovlivňuje strukturní remodelaci cév (Starka, 2009). Sulfan též 

inhibuje apoptózu v hladké svalovině cév, a to cestou aktivace MAPK signální kaskády a 

efektorové kaspázy 3 (Yang et al., 2004). Sulfan zároveň podporuje proliferaci, adhezi, migraci a 

formování endoteliálních buněk cév (Cai et al., 2007). S vazodilatačními účinky sulfanu i 

s relaxací hladkého svalstva působením sulfanu souvisí i jeho role ve stimulaci erekce. Patrně 

zde stimuluje uvolnění oxidu dusnatého (Srilahta et al., 2007). 

Relaxační účinek sulfanu je pozorován i v gastrointestinálním traktu. Sulfan působí 

relaxačně na ileum, což napovídá tomu, že by sulfan mohl být zapojen do řízení kontraktilních 

funkcí v motilitě střeva (Teague et al., 2002). 

Důležitou roli má sulfan i při regulaci zánětlivých procesů. Účinek závisí na jeho 

koncentraci. Nízké koncentrace sulfanu indukují antiinflamatorní reakci organismu, zatímco 

vyšší koncentrace sulfanu mají proinflamatorní efekt (Pae et al., 2009). Sulfan stimuluje 

orgánovou odezvu na zánětlivý proces (Gadalla a Snyder, 2010). 

O zapojení sulfanu do regulace reprodukčních procesů je toho známo zatím velice málo. 

Byla prokázána přítomnost enzymů cystathionin-β-syntázy (CBS) a cystathionin-γ-lyázy (CSE) 

v intrauterinní tkáni potkana a člověka. Jejich prostřednictvím zde dochází k syntéze sulfanu, 

jehož přítomnost byla zjištěna u potkana v děloze, placentě a plodových obalech. Přítomnost 

sulfanu byla popsána i v placentě člověka. Endogenně produkovaný sulfan zde patrně ovlivňuje 

patologické procesy spojené s preeklampsií a těhotenstvím (Patel et al., 2009). 
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Během oogeneze a folikulogeneze je granulózními buňkami secernována folikulární 

tekutina, která mimo jiné obsahuje též homocystein a methionin. Do metabolismu těchto látek je 

zapojena CBS, která uvolňuje sulfan a ten pravděpodobně reguluje průběh vývoje oocytu. 

Přítomnost CBS přímo v oocytech však zatím prokázána nebyla. Vysoká exprese mRNA pro 

CBS byla zatím detekována pouze v granulózních buňkách antrálních folikulů. To by mohlo 

naznačovat možnou roli CBS jako mediátoru interakcí oocytu s granulózními buňkami (Rong et 

al., 2006). Zapojení sulfanu do procesu stárnutí oocytů zatím nebylo prokázáno. 
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3. Cíle diplomové práce 
Hlavním cílem této diplomové práce je ověření hypotézy o vlivu sulfanu na průběh 

stárnutí prasečích oocytů. Během stárnutí podléhá prasečí oocyt komplexu strukturních a 

funkčních změn, významně snižujících jeho kvalitu a životaschopnost. Přesný mechanismus 

těchto změn, které v oocytu během stárnutí probíhají, zatím není dostatečně znám. Bylo již 

prokázáno, že sulfan je v organismu zapojen do regulace různorodých procesů a hypotézou této 

diplomové práce tedy je, že sulfan bude aktivně zapojen i do regulace změn probíhajících během 

stárnutí prasečích oocytů. 

K ověření hypotézy bylo navrženo několik dílčích experimentů: 

• Průběh stárnutí prasečích oocytů v in vitro podmínkách 

• Vliv sulfanu na průběh stárnutí prasečích oocytů použitím donoru sulfanu 

• Vliv inhibice enzymů katalyzujících v oocytu syntézu sulfanu použitím vhodných 

inhibitorů 

• Průběh partenogenetické aktivace a časného embryonálního vývoje prasečích 

embryí po aktivaci stárnoucích oocytů ošetřených donorem sulfanu 
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4. Materiál a metodika 

4.1. Získávání a výběr oocytů pro experimenty 

Oocyty použité v experimentech byly získávány z vaječníků prasnic v různém stádiu 

pohlavního cyklu. Vaječníky byly odebírány na jatkách přímo z odporažených zvířat. Poté byly 

ihned převáženy do laboratoře ve fyziologickém roztoku (0,9% chlorid sodný) o teplotě 39°C. 

Z vaječníků byly oocyty získávány aspirací folikulární tekutiny z folikulů pomocí jehly 20G. 

Aspirovány byly folikuly o průměru 2 - 5 mm. Následně byly pod binokulární lupou z folikulární 

tekutiny oocyty vybírány pomocí tenké skleněné kapiláry. Pro experimenty byly využívány 

pouze oocyty s neporušenou cytoplazmou a s kompaktním kumulem. Před kultivací byly vždy 

všechny oocyty 3x promyty v kultivačním médiu.  

4.2. Kultivace zrajících oocytů 

Oocyty byly kultivovány v modifikovaném médiu M199 (GibcoBRL, Life Technologies, 

Paisley, Scotland), obsahujícím hydrogenuhličitan sodný (0,039 ml 7% roztoku na 1 ml média), 

laktát vápenatý (0,6 mg/ml), pyruvát sodný (0,25 mg/ml), gentamicin (0,025 mg/ml), HEPES 

(1,5 mg/ml), 10% fetálního telecího séra (Gibco BRL, Life Technologies, Germany, Lot No. 

40F2190F) a 13,5 IU eCG : 6,6 IU hCG/ml (P.G. 600, Intervet, Boxmeer, Holand). Kultivace 

probíhala v Petriho miskách o průměru 3,5 cm (Nunc, Roskilde, Denmark) ve 3 ml kultivačního 

média při teplotě 39ºC, ve směsi 5% CO2 se vzduchem po dobu 48 hodin do dosažení stádia 

metafáze druhého meiotického dělení (MII). Poté byly oocyty zbaveny kumulárních buněk a dále 

kultivovány dle příslušných experimentů (viz. 4.8. Experimentální schéma). 

4.3. Kultivace stárnoucích oocytů 

Oocyty v metafázi II (MII) byly po zbavení kumulárních buněk dále kultivovány 

v modifikovaném médiu M199 bez přídavku P.G. 600 (viz. 4.2. Kultivace zrajících oocytů). 

Kultivace opět probíhala v Petriho miskách o průměru 3,5 cm (Nunc, Roskilde, Denmark) 

ve 3 ml kultivačního média při teplotě 39ºC, ve směsi 5% CO2 se vzduchem po dobu 1, 2 a 3 

dny. 

4.4. Partenogenetická aktivace oocytů 

Oocyty v experimentech, zaměřených na partenogenetickou aktivaci a následný časný 

embryonální vývoj, byly aktivovány kalcium ionoforem A23187 v kombinaci s 6-dimetyl 

aminopurinem (6-DMAP). Oocyty byly kultivovány v modifikovaném médiu M199 s přídavkem 
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25µM kalcium ionoforu A23187 po dobu 5 minut. Poté následovala kultivace v modifikovaném 

médiu M199 s přídavkem 2mM 6-DMAP po dobu 2 hodin (Jilek et al., 2001). 

4.5. Kultivace embryí 

Aktivované oocyty byly kultivovány v médiu NCSU 23 (Petters a Wells, 1993) 

ve čtyřdůlkových Petriho miskách (Nunc, Roskilde, Denmark), v 1 ml kultivačního média při 

teplotě 39ºC, ve směsi 5% CO2 se vzduchem po dobu 7 dní. NCSU 23 obsahuje NaCl (0,636 

mg/ml), KCl (0,355 mg/ml), CaCl . 2H2O (0,25 mg/ml), KH2PO4 (0,16 mg/ml), MgSO4 . 7H2O 

(0,3 mg/ml), NaHCO3 (2,01 mg/ml), glukóza (1 mg/ml), glutamin (0,145 mg/ml), taurin (0,675 

mg/ml), BSA (4 mg/ml). 

4.6. Hodnocení oocytů a embryí 

Po ukončení příslušné doby kultivace byly oocyty a embrya fixovány v roztoku ethanol : 

kyselina octová (3 : 1) po dobu 48 hodin. Po této době byly preparáty barveny 1% vodným 

roztokem orceinu. Jednotlivá vývojová stádia oocytů a embryí byla posuzována pod 

mikroskopem s fázovým kontrastem. Do výsledků byly zahrnuty pouze experimenty, ve kterých 

více než 85% oocytů dosáhlo po 48 hodinách kultivace stádia metafáze II.  

V experimentech, zaměřených na hodnocení stárnoucích oocytů, byly oocyty v každém 

experimentu rozdělovány do čtyř kategorií: 

Kategorie MII: oocyty, které v průběhu stárnutí zůstaly zastaveny ve stádiu metafáze 

druhého meiotického dělení.  

Kategorie aktivované oocyty: oocyty, které v průběhu stárnutí podlehly spontánní 

partenogenetické aktivaci. Byly zde zahrnuty oocyty s prvojádry a časná stádia embryí. Oocyty 

ve stádiu anafáze II a telofáze II byly hodnoceny jako neaktivované a byly zahrnovány 

do kategorie MII. 

Kategorie fragmentované oocyty: oocyty, které v průběhu stárnutí podlehly změnám 

provázející apoptotický zánik oocytů.  

Kategorie lytické oocyty: oocyty, které v průběhu stárnutí podlehly změnám 

provázející nekrotický zánik oocytů.  
 

V experimentech, zaměřených na sledování partenogenetické aktivace prasečích oocytů, 

byly oocyty rozdělovány do dvou kategorií: 

Kategorie aktivované: oocyty s prvojádry a časná stádia embryí 
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Kategorie neaktivované: oocyty, které zůstaly zastaveny ve stádiu metafáze druhého 

meiotického dělení a oocyty ve stádiu anafáze II a telofáze II. Dále také oocyty podléhající 

zániku. 
 

V experimentech, zaměřených na vývojovou schopnost partenogenetických embryí, byla 

embrya rozdělována do tří kategorií podle stupně vývoje: 

Kategorie rýhování: embrya, která se začala rýhovat, ale nedosáhla po 7 dnech kultivace 

stádia moruly. 

Kategorie morula: embrya, která po 7 dnech kultivace dosáhla stádia moruly. 

Kategorie blastocysta: embrya, která po 7 dnech kultivace dosáhla stádia blastocysty. 

 

4.7. Statistické hodnocení 

Data všech experimentů byla podrobena statistické analýze. Experimenty byly minimálně 

3x opakovány a v každé experimentální skupině bylo hodnoceno minimálně 120 oocytů. 

Výsledky byly vyhodnoceny pomocí programu STATISTICA 6.0, metodou analýzy rozptylu 

ANOVA. Hodnota P menší než 0,05 byla považována za statisticky významnou. 

 

4.8. Experimentální schéma 

Ke všem dílčím experimentům byla prováděna kontrola zrání oocytů. Do dalšího 

hodnocení byly zahrnuty výsledky experimentů, ve kterých více než 85% oocytů dosáhlo po 48 

hodinách kultivace stádia  metafáze druhého meiotického dělení (MII). 

 

Experiment 1: Vliv prodloužené doby kultivace (stárnutí) na morfologický stav 

prasečích oocytů v in vitro podmínkách. 

V tomto experimentu jsme sledovali průběh stárnutí prasečích oocytů v našich 

kultivačních podmínkách. Oocyty v metafázi druhého meiotického dělení (MII) (po 48 hodinách 

kultivace) byly po odstranění kumulárních buněk dále kultivovány v modifikovaném médiu 

M199 po dobu 1, 2 a 3 dny. 

 

Experiment 2: Vliv donoru sulfanu Na2S na stárnutí prasečích oocytů. 

V rámci experimentu 2 bylo navrženo několik dílčích experimentů: 

Testování jednotlivých koncentrací donoru sulfanu Na2S.  
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Tento experiment byl zaměřen na nalezení efektivní koncentrace donoru Na2S. Oocyty 

ve stádiu MII byly po odstranění kumulárních buněk dále kultivovány v modifikovaném médiu 

M199 s přídavkem donoru Na2S v koncentracích: 75 µM, 150 µM, 300 µM a 600 µM. 

Prodloužená kultivace probíhala 3 dny. Kontrolní skupina byla kultivována pouze v čistém 

modifikovaném médiu M199. 

Vliv donoru Na2S v koncentraci 150 µM na průběh stárnutí prasečích oocytů.  

Zde byla testována efektivní koncentrace donoru sulfanu Na2S – 150 µM na průběh 

stárnutí prasečích oocytů. Oocyty v metafázi druhého meiotického dělení (MII) byly 

po odstranění kumulárních buněk dále kultivovány v modifikovaném médiu M199 s přídavkem 

150 µM Na2S po dobu 1, 2 a 3 dny. 

Vliv donoru Na2S v koncentraci 300 µM na průběh stárnutí prasečích oocytů.  

V tomto experimentu byla testována druhá efektivní koncentrace donoru sulfanu Na2S - 

300 µM na průběh stárnutí prasečích oocytů. Oocyty v metafázi druhého meiotického dělení 

(MII) byly zbaveny kumulárních buněk a dále kultivovány v modifikovaném médiu M199 

s přídavkem 300 µM Na2S po dobu 1, 2 a 3 dny. 

Porovnání vlivu donoru Na2S v koncentraci 150 µM a 300 µM po 1, 2 a 3 dnech stárnutí 

Zde byl porovnán mezi sebou vliv efektivních koncentrací donoru donoru Na2S po 1, 2 a 

3 dnech stárnutí prasečích oocytů. 

 

Experiment 3: Vliv inhibice enzymů, katalyzujících v oocytu syntézu sulfanu, 

použitím specifických inhibitorů. 

Vliv inhibice cystathionin-gama-lyázy na průběh stárnutí prasečích oocytů. 

Tento experiment byl zaměřen na sledování vlivu inhibice enzymu katalyzujícího syntézu 

sulfanu – cystathionin-gama-lyázy, působením inhibitoru propargylglycinu, na průběh stárnutí 

prasečích oocytů. Oocyty v MII byly po odstranění kumulárních buněk dále kultivovány 

v modifikovaném médiu M199 s přídavkem 100 µM propargylglycinu po dobu 1, 2 a 3 dny. 

Reverze účinku inhibitoru cystathionin-gama-lyázy prostřednictvím donoru sulfanu. 

V tomto experimentu byla provedena reverze účinku inhibitoru propargylglycinu pomocí 

donoru sulfanu Na2S. Oocyty v MII byly po odstranění kumulárních buněk rozděleny do čtyř 

skupin. V první skupině byly oocyty dále kultivovány pouze v modifikovaném médiu M199. 

Ve druhé skupině byl do modifikovaného média M199 přidán inhibitor propargylglycin 

v koncentraci 100 µM. Ve třetí skupině byl do modifikovaného média M199 přidán donor 

sulfanu Na2S v koncentraci 300 µM. V poslední skupině byl do modifikovaného média M199 
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přidán inhibitor propargylglycin v koncentraci 100 µM i donor sulfanu Na2S v koncentraci 300 

µM. Oocyty ve všech skupinách byly následně kultivovány 1 den. 

Vliv inhibice cystathionin-beta-syntázy na průběh stárnutí prasečích oocytů. 

Experiment byl zaměřen na sledování vlivu inhibice dalšího enzymu katalyzujícího 

syntézu sulfanu – cystathionin-beta-syntázy, působením inhibitoru kyseliny oxamové, na průběh 

stárnutí prasečích oocytů. Oocyty v MII byly po odstranění kumulárních buněk dále kultivovány 

v modifikovaném médiu M199 s přídavkem 1 mM kyseliny oxamové po dobu 1, 2 a 3 dny. 

Reverze účinku inhibitoru cystathionin-beta-syntázy prostřednictvím donoru sulfanu. 

V tomto experimentu byla opět provedena reverze účinku inhibitoru kyseliny oxamové 

pomocí donoru sulfanu Na2S. Oocyty v MII byly po odstranění kumulárních buněk rozděleny 

do čtyř skupin. V první skupině byly oocyty dále kultivovány pouze v modifikovaném médiu 

M199. Ve druhé skupině byl do modifikovaného média M199 přidán inhibitor kyselina oxamová 

v koncentraci 1 mM. Ve třetí skupině byl do modifikovaného média M199 přidán donor sulfanu 

Na2S v koncentraci 300 µM. V poslední skupině byl do modifikovaného média M199 přidán 

inhibitor kyselina oxamová v koncentraci 1 mM i donor sulfanu Na2S v koncentraci 300 µM. 

Oocyty ve všech skupinách byly dále kultivovány 1 den. 

Vzájemné porovnání vlivu obou inhibitorů po 1, 2 a 3 dnech stárnutí. 

V tomto experimentu byl mezi sebou porovnán vliv propargylglycinu i kyseliny oxamové 

po 1, 2 a 3 dnech stárnutí prasečích oocytů. 

 

Experiment 4: Průběh partenogenetické aktivace a časného embryonálního 

vývoje prasečích embryí po aktivaci stárnoucích oocytů ošetřených donorem sulfanu. 

Průběh partenogenetické aktivace stárnoucích oocytů ošetřených donorem Na2S. 

Oocyty v MII byly po odstranění kumulárních buněk rozděleny do čtyř skupin. Kontrolní 

skupina oocytů nebyla vystavena prodloužené kultivaci (stárnutí) a byla ihned partenogeneticky 

aktivována kalcium ionoforem (25 µM, 5 minut) v kombinaci s 6-dimetyl aminopurinem (2 mM, 

2 hodiny) (Jilek et al., 2001). Poté byly oocyty 24 hodin kultivovány v médiu NCSU 23 a 

následně byl stanovován podíl aktivovaných oocytů (podle přítomnosti prvojader). Ostatní 

skupiny oocytů byly před partenogenetickou aktivací vystaveny prodloužené kultivaci (stárnutí) 

po dobu 1 dne v modifikovaném médiu M199. V pokusných skupinách byl do média ještě přidán 

donor sulfanu Na2S v koncentraci 150 µM a 300 µM. Poslední skupina byla kultivována pouze 

v modifikovaném médiu M199. Po 24 hodinách prodloužené kultivace byly oocyty 

partenogeneticky aktivovány stejným způsobem jako kontrolní skupina (Jilek et al., 2001) a 
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následně kultivovány v médiu NCSU 23 po dobu 24 hodin. Opět byl hodnocen podíl 

aktivovaných oocytů. 

Časný embryonální vývoj partenogeneticky aktivovaných prasečích embryí po aktivaci 

stárnoucích oocytů ošetřených donorem sulfanu. 

Poslední experiment měl za cíl zhodnotit časný embryonální vývoj partenogenetických 

embryí vystavených prodloužené kultivaci (stárnutí) v přítomnosti donoru sulfanu Na2S. I zde 

byly oocyty v MII po odstranění kumulárních buněk rozděleny do skupin. Kontrolní skupina 

opět nebyla vystavena prodloužené kultivaci (stárnutí) a byla ihned partenogeneticky aktivována 

kalcium ionoforem (25 µM, 5 minut) v kombinaci s 6-dimetyl aminopurinem (2 mM, 2 hodiny) 

(Jilek et al., 2001). Poté byly oocyty kultivovány v médiu NCSU 23 po dobu 7 dní. Po prvních 2 

dnech kultivace byl zhodnocen podíl rýhujících se embryí. Dvě další skupiny byly ještě před 

partenogenetickou aktivací vystaveny prodloužené kultivaci (stárnutí) v modifikovaném médiu 

M199 po dobu 24 hodin. Do pokusné skupiny byl do média přidán donor Na2S v koncentraci 150 

µM. Druhá skupina oocytů byla kultivována pouze v modifikovaném médiu M199. Poté byly 

tyto skupiny oocytů partenogeneticky aktivovány stejným způsobem jako kontrolní skupina 

(Jilek et al., 2001) a následně kultivovány v médiu NCSU 23 po dobu 7 dní. I zde se po 2 dnech 

hodnotil podíl rýhujících se embryí. 
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5. Výsledky 
Ke všem dílčím experimentům byla provedena kontrola zrání. Ve všech případech bylo 

procento oocytů, které po 48 hodinách kultivace dosáhlo stádia metafáze druhého meiotického 

dělení (MII), vyšší než 85%.  

 

Experiment 1: Vliv prodloužené doby kultivace (stárnutí) na morfologický stav 

prasečích oocytů v in vitro podmínkách. 

Po 1 dni stárnutí prasečích oocytů v našich kultivačních podmínkách zůstalo 99,17% 

oocytů ve stádiu metafáze II a 0,83% oocytů podlehlo spontánní partenogenetické aktivaci. 

Fragmentované a lytické oocyty se po 1 dni stárnutí nevyskytovaly. Po 2 dnech stárnutí bylo 

pozorováno významné snížení podílu oocytů ve stádiu metafáze II (na 40,83%) a zvýšil se počet 

spontánně aktivovaných oocytů (na 37,50%). Bylo pozorováno i 18,33% fragmentovaných 

oocytů a 3,34% lytických oocytů. Po 3 dnech stárnutí došlo opět ke statisticky významnému 

snížení podílu oocytů ve stádiu metafáze II (na 23,33%), významně se zvýšil podíl spontánně 

partenogeneticky aktivovaných oocytů (na 47,50%), zvýšil se i podíl fragmentovaných oocytů 

(na 25,83%). Podíl lytických oocytů se významně neměnil a po 3 dnech stárnutí činil 3,34%. 

Výsledky tohoto experimentu shrnuje tabulka 1: 

 

Tabulka 1: Vliv stárnutí na morfologický stav prasečích oocytů v in vitro podmínkách. 

Oocyty byly nejprve kultivovány 48 hodin do stádia metafáze II a poté zbaveny kumulárních 

buněk. Následovala prodloužená kultivace v modifikovaném médiu M199 po dobu 1, 2 a 3 dny. 

Stárnutí 
(dny) 

Morfologický stav oocytů (%) 

MII (%) Aktivované 
oocyty (%) 

Fragmentované 
oocyty (%) 

Lytické 
oocyty (%) 

1 den 99,17 a 0,83 a 0,00 a 0,00 a 

2 dny 40,83 b 37,50 b 18,33 b 3,34 a 

3 dny 23,33 c 47,50 c 25,83 c 3,34 a 
a,b,c Statisticky významné rozdíly v morfologickém stavu oocytů mezi jednotlivými dny 

stárnutí (uvnitř sloupců) jsou označeny rozdílnými superskripty. Celkový počet oocytů v každé 

experimentální skupině byl 120. 
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Experiment 2: Vliv donoru sulfanu Na2S na stárnutí prasečích oocytů. 

Testování jednotlivých koncentrací donoru sulfanu Na2S 

Oocyty byly vystaveny 3 dnům prodloužené kultivace (stárnutí) v přítomnosti donoru 

sulfanu Na2S v koncentracích: 75 µM, 150 µM, 300 µM a 600 µM. V kontrolní skupině, 

kultivované v čistém modifikovaném médiu M199, bylo po 3 dnech stárnutí 21,66% oocytů 

ve stádiu metafáze II, 46,67% oocytů spontánně aktivovaných, 26,67% oocytů podlehlo 

fragmentaci a 5% oocytů bylo lytických. V přítomnosti 75 µM Na2S zůstalo 19,17% oocytů 

ve stádiu metafáze II, 50,83% oocytů bylo spontánně aktivováno, 25,83% oocytů podlehlo 

fragmentaci a 4,17% oocytů podlehlo lýze. Po 3 dnech kultivace v přítomnosti 150 µM Na2S 

zůstalo statisticky významně více oocytů ve stádiu metafáze II (36,67%) oproti předchozím 

skupinám. Podíl spontánně aktivovaných oocytů zde činil 63,33%. Byla zde zcela potlačena 

fragmentace (0,00% fragmentovaných oocytů) i lýza (0,00% lytických oocytů). Podobně byla 

zcela potlačena fragmentace i lýza po 3 dnech stárnutí v přítomnosti 300 µM Na2S. Statisticky 

významně se zvýšil podíl oocytů ve stádiu metafáze II (na 55,83%). Podíl aktivovaných oocytů 

zde byl 44,17%. Po 3 dnech stárnutí v přítomnosti 600 µM Na2S zůstalo 31,67% oocytů ve stádiu 

metafáze II, 58,33% oocytů bylo spontánně aktivováno, 9,17% oocytů podlehlo fragmentaci a 

0,83% lýze. Výsledky tohoto experimentu shrnuje tabulka 2: 

 
Tabulka 2: Vliv donoru sulfanu Na2S na morfologický stav prasečích oocytů po 3 dnech 

stárnutí. Oocyty byly nejprve kultivovány 48 hodin do stádia metafáze II a poté zbaveny 

kumulárních buněk. Následovala prodloužená kultivace v modifikovaném médiu M199 po dobu 3 

dní v médiu s přídavkem donoru Na2S v koncentracích: 75 µM, 150 µM, 300 µM a 600 µM. 

Koncentrace 
Na2S (µM) 

Morfologický stav oocytů (%) 

MII (%) Aktivované 
oocyty (%) 

Fragmentované 
oocyty (%) 

Lytické 
oocyty (%)

0 21,66 a  46,67 a 26,67 a 5,00 a 

75 19,17 a 50,83 a,b 25,83 a 4,17 a 

150 36,67 b 63,33ca 0,00 c 0,00 a 

300 55,83 c 44,17 a 0,00 c 0,00 a 

600 31,67 b 58,33 b 9,17 b 0,83 a 
a,b,c Statisticky významné rozdíly v morfologickém stavu oocytů mezi jednotlivými 

koncentracemi donoru (uvnitř sloupců) jsou označeny rozdílnými superskripty. Celkový počet 

oocytů v každé experimentální skupině byl 120. 
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Vliv donoru Na2S v koncentraci 150 µM na průběh stárnutí prasečích oocytů.  

Po 1 dni stárnutí v přítomnosti 150 µM Na2S zůstalo 100% oocytů ve stádiu metafáze II. 

Po 2 dnech stárnutí v přítomnosti 150 µM Na2S bylo 50% oocytů ve stádiu metafáze II a 50% 

oocytů bylo spontánně aktivováno. Po 3 dnech stárnutí v přítomnosti 150 µM Na2S zůstalo 

36,67% oocytů ve stádiu metafáze II a 63,33% oocytů bylo spontánně aktivováno. Fragmentace i 

lýza zde byla zcela potlačena. Výsledky tohoto experimentu shrnuje tabulka 3: 

 
Tabulka 3: Vliv 150 µM Na2S na průběh stárnutí prasečích oocytů v in vitro podmínkách. 

Oocyty byly nejprve kultivovány 48 hodin do stádia metafáze II a poté zbaveny kumulárních 

buněk. Následovala prodloužená kultivace v modifikovaném médiu M199 s přídavkem 150 µM 

Na2S po dobu 1, 2 a 3 dny. 

Stárnutí 
(dny) 

Morfologický stav oocytů (%) 

MII (%) Aktivované 
oocyty (%) 

Fragmentované 
oocyty (%) 

Lytické 
oocyty (%) 

1 den 100,00 a 0,00 a 0,00 a 0,00 a 

2 dny 50,00 b 50,00 b 0,00 a 0,00 a 

3 dny 36,67 c 63,33 c 0,00 a 0,00 a 
a,b,c Statisticky významné rozdíly v morfologickém stavu oocytů mezi jednotlivými dny 

stárnutí (uvnitř sloupců) jsou označeny rozdílnými superskripty. Celkový počet oocytů v každé 

experimentální skupině byl 120. 

 
 
 

Vliv donoru Na2S v koncentraci 300 µM na průběh stárnutí prasečích oocytů.  

Po 1 dni stárnutí v přítomnosti 300 µM Na2S bylo 100% oocytů ve stádiu metafáze II. 

Po 2 dnech stárnutí v přítomnosti 300 µM Na2S bylo 76,67% oocytů ve stádiu metafáze II a 

23,33% oocytů bylo spontánně aktivovaných. Po 3 dnech stárnutí zůstalo 55,00% oocytů 

ve stádiu metafáze II a 45,00% oocytů bylo spontánně aktivováno. Opět byla zcela potlačena 

fragmentace i lýza oocytů. Výsledky tohoto experimentu shrnuje tabulka 4: 
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Tabulka 4: Vliv 300 µM Na2S na průběh stárnutí prasečích oocytů v in vitro podmínkách. 

Oocyty byly nejprve kultivovány 48 hodin do stádia metafáze II a poté zbaveny kumulárních 

buněk. Následovala prodloužená kultivace v modifikovaném médiu M199 s přídavkem 300 µM 

Na2S po dobu 1, 2 a 3 dny. 

Stárnutí 
(dny) 

Morfologický stav oocytů (%) 

MII (%) Aktivované 
oocyty (%) 

Fragmentované 
oocyty (%) 

Lytické 
oocyty (%) 

1 den 100,00 a 0,00 a 0,00 a 0,00 a 

2 dny 76,67 b 23,33 b 0,00 a 0,00 a 

3 dny 55,00 c 45,00 c 0,00 a 0,00 a 
a,b,c Statisticky významné rozdíly v morfologickém stavu oocytů mezi jednotlivými dny 

stárnutí (uvnitř sloupců) jsou označeny rozdílnými superskripty. Celkový počet oocytů v každé 

experimentální skupině byl 120. 

 
 
 
 
 

Porovnání vlivu donoru Na2S v koncentraci 150 µM a 300 µM po 1, 2 a 3 dnech stárnutí 

Po 1 dni stárnutí nebyly při porovnání efektivních koncentrací donoru a kontrolní 

skupinou pozorovány statisticky významné rozdíly v morfologickém stavu oocytů. V kontrolní 

skupině se 99% oocytů nacházelo v metafázi II a 1% oocytů bylo spontánně aktivováno. 

Po ošetření donorem Na2S v koncentracích 150 µM a 300 µM zůstalo 100% oocytů ve stádiu 

metafáze II. Data shrnuje graf 1. 

Po 2 dnech stárnutí a ošetření donorem Na2S v koncentraci 300 µM, oproti ostatním 

skupinám, byl pozorován statisticky významně vyšší podíl oocytů ve stádiu metafáze II (77% vz. 

41% resp. 50%). Po ošetření donorem Na2S v koncentraci 150 µM, oproti kontrolní i druhé 

pokusné skupině, statisticky významně vyšší procento oocytů bylo spontánně aktivováno (50% 

oproti 38% v kontrolní skupině a 23% ve skupině s 300 µM donoru). Ve skupinách ošetřených 

donorem Na2S byla statisticky významně snížena (zcela potlačena) fragmentace oocytů. Byla 

potlačena i lýza oocytů. Pro názornost jsou výsledky vyneseny do grafu 2. 

Po 3 dnech stárnutí byl pozorován statisticky významně vyšší podíl oocytů v metafázi II 

se zvyšující se koncentrací donoru Na2S (23% v kontrolní skupině, 37% ve skupině se 150 µM 



 

dono

aktiv

v ko

frag

 

 

 

po 1

kum

1 dn

konc

expe

oru Na2S a

vovaných o

ontrolní sku

gmentace a l

Graf 1:

1 dni stárnu

mulárních bu

ne v médiu s

a,b,c Sta

centracemi 

erimentální 

 

 

 

 

 

 

 

 

0
10
20
30
40
50
60
70
80
90

100

Po
če

t o
oc

yt
ů 

(%
)

a 55% ve s

oocytů byl 

upině a 45%

lýza. Výsled

: Porovnán

utí. Oocyty b

uněk. Násle

s přídavkem

atisticky vý

donoru jso

í skupině by

Metafáz

99a 10

skupině s 3

pozorován

% ve skupin

dky shrnuje

í vlivu don

byly nejprve

edovala pro

m donoru Na

ýznamné ro

ou označen

l 120. 

ze II A

M

0a100a

33 

300 µM do

n ve skupin

ně s 300 µM

e graf 3. 

noru sulfanu

e kultivován

odloužená k

a2S v koncen

ozdíly v m

ny rozdílným

Aktivované 
oocyty 

Morfologick

1a 0a 0a

onoru Na2S

ně se 150 µ

M donoru N

u Na2S na 

ny 48 hodin 

kultivace v m

ntracích: 15

morfologick

mi superskr

Fragme
oo

ký stav oocy

0aa

S). Význam

µM donoru

Na2S). Opět

morfologic

do stádia m

modifikovan

50 µM a 300

kém stavu 

ripty. Celko

entované 
cyty 

ytů (%)

0a 0a

S

mně vyšší p

u Na2S (63

t zde byla z

cký stav pra

metafáze II 

ném médiu 

0 µM. 

oocytů me

ový počet o

Lytické oo

0a 0a

Stárnutí 
kontrol
150 µM
300 µM

odíl spontá

% oproti 4

zcela potlač

asečích ooc

a poté zbav

M199 po d

ezi efektivn

oocytů v ka

ocyty 

a 0a

- 1 den
la

M  Na2S
M Na2S

ánně 

48% 

čena 

cytů 

veny 

dobu 

 
ními 

aždé 

 



 

po 2

zbav

po d

konc

oocy

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Graf 2:

2 dnech stár

veny kumulá

dobu 2 dní v

a,b,c Sta

centracemi 

ytů v každé 

0
10
20
30
40
50
60
70
80
90

100

Po
če

t o
oc

yt
ů 

(%
)

: Porovnán

rnutí. Oocy

árních buně

v médiu s př

atisticky vý

donoru (uv

experiment

Metafáze I

41a 50a

7

í vlivu don

yty byly nej

ěk. Následo

řídavkem do

ýznamné ro

vnitř sloupc

tální skupin

II Ak

Mo

3

77b

34 

noru sulfanu

ejprve kultiv

ovala prodl

onoru Na2S 

ozdíly v m

ců) jsou oz

ě byl 120. 

ktivované 
oocyty 

orfologický

38a
50b

23

u Na2S na 

vovány 48 

loužená kult

v koncentra

morfologické

značeny roz

Fragme
ooc

ý stav oocyt

18a
c

morfologic

hodin do s

tivace v mo

acích: 150 µ

ém stavu o

zdílnými sup

entované 
cyty 

tů (%)

0b 0b

Stá

cký stav pra

stádia meta

odifikovaném

µM a 300 µM

oocytů mez

uperskripty. 

Lytické oo

3a
0a

árnutí -
kontrola
150 µM  N
300 µM N

asečích ooc

afáze II a p

m médiu M

M. 

zi jednotliv

Celkový po

ocyty 

a 0a

2 dny

Na2S
Na2S

cytů 

poté 

M199 

 
vými 

očet 

 



 

po 3

zbav

po d

konc

expe

 

pou

meta

5% 

význ

spon

oocy

k da

aktiv

Pod

tabu

 

Graf 3:

3 dnech stár

veny kumulá

dobu 3 dní v

a,b,c Sta

centracemi 

erimentální 

Experi
užití specific

Vliv inh

Po 1 dn

afáze II, 21

oocytů po

namně sníž

ntánně aktiv

ytů podleh

alšímu sníž

vovaných o

íl lytických

ulka 5: 

0
10
20
30
40
50
60
70
80
90

100

Po
če

t o
oc

yt
ů 

(%
)

: Porovnán

rnutí. Oocy

árních buně

v médiu s př

atisticky vý

donoru jso

í skupině by

iment 3: 
ckých enzy

hibice cystat

i stárnutí v 

1,67% oocy

odlehlo lýze

žilo procen

vovaných o

lo lýze. P

žení podílu 

oocytů (na 4

h oocytů s

Metafáze I

23a
37b

í vlivu don

yty byly nej

ěk. Následo

řídavkem do

ýznamné ro

ou označen

l 120. 

Vliv inhibi

ymů 

thionin-gam

přítomnosti

ytů bylo spo

e. Po 2 dn

nto oocytů 

oocytů (na 3

o 3 dnech

oocytů ve

43,33%). Dá

e významn

II Ak

Mo

4
55c

35 

noru sulfanu

ejprve kultiv

ovala prodl

onoru Na2S 

ozdíly v m

ny rozdílným

ice enzymů

ma-lyázy na

i 100 µM pr

ontánně akti

nech stárnu

ve stádiu 

34,17%). Po

h stárnutí v

e stádiu m

ále se zvyšo

ně nezměni

ktivované 
oocyty 

orfologický

48a
63b

45a

u Na2S na 

vovány 48 

loužená kult

v koncentra

morfologické

mi superskr

ů, katalyzuj

a průběh stár

ropargylgly

ivováno, 19

utí v přítom

metafáze I

odíl fragmen

v přítomnos

metafáze II 

oval podíl fr

l (5%). Vý

Fragme
ooc

ý stav oocyt

26a

a

morfologic

hodin do s

tivace v mo

acích: 150 µ

ém stavu o

ripty. Celko

jících v ooc

rnutí praseč

ycinu zůstalo

9,17% oocy

mnosti 100 

II (na 37,5

ntovaných o

sti 100 µM

(na 21,67

fragmentova

ýsledky toh

entované 
cyty 

tů (%)

a

0b 0b

St

cký stav pra

stádia meta

odifikovaném

µM a 300 µM

oocytů mez

ový počet o

cytu syntéz

čích oocytů.

o 54,16% o

ytů podlehlo

µM propa

50%) a zv

oocytů čini

M propargy

7%) a zvýš

aných oocyt

hoto experi

Lytické oo

3a
0a

tárnutí -
kontrola

150 µM  N

300 µM N

asečích ooc

afáze II a p

m médiu M

M. 

zi jednotliv

oocytů v ka

zu sulfanu, 

. 

ocytů ve stá

o fragmenta

argylglycinu

výšilo proce

l 25% a 3,3

ylglycinu do

šení spontá

tů (na 30,00

imentu shrn

ocyty 

a 0a

3 dny

Na2S

Na2S

cytů 

poté 

M199 

 
vými 

aždé 

 
 

 při 

ádiu 

aci a 

u se 

ento 

33% 

ošlo 

ánně 

0%). 

nuje 



36 
 

Tabulka 5: Vliv 100 µM propargylglycinu (inhibitoru cystathionin-gama-lyázy) 

na průběh stárnutí prasečích oocytů v in vitro podmínkách. Oocyty byly nejprve kultivovány 48 

hodin do stádia metafáze II a poté zbaveny kumulárních buněk. Následovala prodloužená 

kultivace v modifikovaném médiu M199 s přídavkem 100 µM propargylglycinu po dobu 1, 2 a 3 

dny. 

Stárnutí 
(dny) 

Morfologický stav oocytů (%) 

MII (%) Aktivované 
oocyty (%) 

Fragmentované 
oocyty (%) 

Lytické 
oocyty (%) 

1 den 54,16 a 21,67 a 19,17 a 5,00 a 

2 dny 37,50 b 34,17 b 25,00 a,b 3,33 a 

3 dny 21,67 c 43,33 c 30,00 b 5,00 a 
a,b,c Statisticky významné rozdíly v morfologickém stavu oocytů mezi jednotlivými dny 

stárnutí (uvnitř sloupců) jsou označeny rozdílnými superskripty. Celkový počet oocytů v každé 

experimentální skupině byl 120. 

 
 
 
 
 

Reverze účinku inhibitoru cystathionin-gama-lyázy prostřednictvím donoru sulfanu. 

Po 1 dni stárnutí bez přítomnosti 100 µM propargylglycinu i 300 µM Na2S zůstalo 100% 

oocytů ve stádiu metafáze II. Po 1 dni stárnutí v přítomnosti 100 µM propargylglycinu bylo 

51,67% oocytů ve stádiu metafáze II, 25,00% oocytů bylo spontánně aktivováno, 20,00% oocytů 

podlehlo fragmentaci a 3,33% oocytů podlehlo lýze. Po 1 dni stárnutí v přítomnosti 300 µM 

Na2S bylo 100% oocytů ve stádiu metafáze II. Po 1 dni stárnutí v přítomnosti 100 µM 

propargylglycinu i 300 µM Na2S zůstalo 56,67% oocytů ve stádiu metafáze II a 43,33% oocytů 

bylo spontánně aktivováno. Fragmentované ani lytické oocyty se zde nevyskytovaly. Výsledky 

tohoto experimentu shrnuje tabulka 6: 
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Tabulka 6: Reverze účinku 100 µM propargylglycinu (inhibitoru cystathionin-gama-

lyázy) prostřednictvím 300 µM Na2S. Oocyty byly nejprve kultivovány 48 hodin do stádia 

metafáze II a poté zbaveny kumulárních buněk. Následovala prodloužená kultivace (stárnutí) 

v modifikovaném médiu M199 v přítomnosti 100 µM propargylglycinu nebo 300 µM Na2S nebo 

obou (viz tabulka) po dobu 1 dne.  

Typ ošetření Morfologický stav oocytů (%) 
propargylglycin 

(100 µM) 
Na2S         

(300 µM) MII (%) Aktivované 
oocyty (%) 

Fragmentované 
oocyty (%) 

Lytické 
oocyty 

(%) 

 -  - 100,00 a 0,00 a 0,00 a 0,00 a 

 +  - 51,67 b 25,00 b 20,00 b 3,33 a 

 -   + 100,00 a 0,00 a 0,00 a 0,00 a 

 +  + 56,67 b 43,33 b 0,00 a 0,00 a 
a,b,c Statisticky významné rozdíly v morfologickém stavu oocytů mezi jednotlivými způsoby 

ošetření (uvnitř sloupců) jsou označeny rozdílnými superskripty. Celkový počet oocytů v každé 

experimentální skupině byl 120. 

 
 
 
 

Vliv inhibice cystathionin-beta-syntázy na průběh stárnutí prasečích oocytů. 

Po 1 dni stárnutí v přítomnosti 1 mM kyseliny oxamové bylo 71,67% oocytů ve stádiu 

metafáze II, 6,67% oocytů bylo spontánně aktivováno a 21,67% oocytů podlehlo fragmentaci. 

Po 2 dnech stárnutí v přítomnosti 1 mM kyseliny oxamové 25,83% oocytů zůstalo ve stádiu 

metafáze II, 46,67% oocytů bylo spontánně aktivováno a 27,50% oocytů podlehlo fragmentaci. 

Po 3 dnech stárnutí v přítomnosti 1 mM kyseliny oxamové bylo 20,83% oocytů ve stádiu 

metafáze II, 41,67% oocytů bylo spontánně aktivováno, 33,33 % oocytů podlehlo fragmentaci a 

4,17% oocytů podlehlo lýze. Data tohoto experimentu shrnuje tabulka 7: 
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Tabulka 7: Vliv 1 mM kyseliny oxamové (inhibitoru cystathionin-beta-syntázy) na průběh 

stárnutí prasečích oocytů v in vitro podmínkách. Oocyty byly nejprve kultivovány 48 hodin 

do stádia metafáze II a poté zbaveny kumulárních buněk. Následovala prodloužená kultivace 

v modifikovaném médiu M199 s přídavkem 1 mM kyseliny oxamové po dobu 1, 2 a 3 dny. 

 

Stárnutí (dny) Morfologický stav oocytů (%) 
MII (%) Aktivované 

oocyty (%) 
Fragmentované 

oocyty (%) 
Lytické 

oocyty (%) 

1 den 71,67 a 6,67 a 21,67 a 0,00 a 

2 dny 25,83 b 46,67 b 27,50 a,b 0,00 a 

3 dny 20,83 b 41,67 b 33,33 b 4,17 a 
a,b,c Statisticky významné rozdíly v morfologickém stavu oocytů mezi jednotlivými dny 

stárnutí (uvnitř sloupců) jsou označeny rozdílnými superskripty. Celkový počet oocytů v každé 

experimentální skupině byl 120. 

 
 
 
 
 
 

Reverze účinku inhibitoru cystathionin-beta-syntázy prostřednictvím donoru sulfanu 

Na2S. 

Po 1 dni stárnutí bez přítomnosti 1 mM kyseliny oxamové i 300 µM Na2S zůstalo 100% 

oocytů ve stádiu metafáze II. Po 1 dni stárnutí v přítomnosti 1 mM kyseliny oxamové bylo 

70,00% oocytů ve stádiu metafáze II, 8,33% oocytů bylo spontánně aktivováno a 21,67% oocytů 

podlehlo fragmentaci. Po 1 dni stárnutí v přítomnosti 300 µM Na2S bylo 100% oocytů ve stádiu 

metafáze II. Po 1 dni stárnutí v přítomnosti 1 mM kyseliny oxamové i 300 µM Na2S bylo 

94,17% oocytů ve stádiu metafáze II, 4,17% oocytů podlehlo spontánní aktivaci, 0,83% oocytů 

bylo fragmentovaných a 0,83% oocytů bylo lytických. Výsledky tohoto experimentu shrnuje 

tabulka 8: 
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Tabulka 8: Reverze účinku 1 mM kyseliny oxamové (inhibitoru cystathionin-beta-

syntázy) prostřednictvím 300 µM Na2S. Oocyty byly nejprve kultivovány 48 hodin do stádia 

metafáze II a poté zbaveny kumulárních buněk. Následovala prodloužená kultivace (stárnutí) 

v modifikovaném médiu M199 v přítomnosti 1 mM kyseliny oxamové nebo 300 µM Na2S nebo 

obou (viz tabulka) po dobu 1 dne.  

Typ ošetření Morfologický stav oocytů (%) 
Oxamová 
kyselina   
(1 mM) 

Na2S      
(300 µM) MII (%) Aktivované 

oocyty (%)
Fragmentované 

oocyty (%) 
Lytické oocyty 

(%) 

 -  - 100,00 a 0,00 a 0,00 a 0,00 a 

 +  - 70,00 c 8,33 c 21,67 b 0,00 a 

 -   + 100,00 a 0,00 a 0,00 a 0,00 a 

 +  + 94,17 b 4,17 b 0,83 a 0,83 a 
a,b,c Statisticky významné rozdíly v morfologickém stavu oocytů mezi jednotlivými způsoby 

ošetření (uvnitř sloupců) jsou označeny rozdílnými superskripty. Celkový počet oocytů v každé 

experimentální skupině byl 120. 

 

 

Vzájemné porovnání vlivu inhibitorů po 1, 2 a 3 dnech stárnutí. 

Po 1 dni stárnutí se v kontrolní skupině nacházelo 99% oocytů ve stádiu metafáze II a 1% 

oocytů bylo spontánně aktivováno. Po ošetření oocytů 100 µM propargylglycinem byl podíl 

oocytů ve stádiu metafáze II významně nižší (pouze 54%), naopak podíl spontánně aktivovaných 

oocytů byl oproti kontrolní skupině významně vyšší (22%) a byl zde pozorován i poměrně 

vysoký podíl fragmentovaných oocytů (19%). Podíl lytických oocytů se statisticky významně 

nezměnil. Po ošetření oocytů 1 mM kyselinou oxamovou byl po 1 dni stárnutí podíl oocytů 

ve stádiu metafáze II významně nižší oproti kontrolní skupině oocytů (72% vz. 99%). 7% oocytů 

bylo spontánně aktivováno a byl pozorován i významně vyšší podíl fragmentovaných oocytů 

(22%) oproti kontrolní skupině (0%). Data jsou pro přehlednost vynesena do grafu 4. 

Po 2 dnech stárnutí byly pozorovány statisticky významné rozdíly převážně po ošetření 

oocytů 1 mM kyselinou oxamovou. Zde byl podíl oocytů ve stádiu metafáze II významně nižší 

oproti ostatním skupinám oocytů (26% oproti 41% v kontrolní skupině a 38% ve skupině 

ošetřené 100 µM propargylglycinem). Podíl spontánně aktivovaných oocytů byl naopak 

statisticky významně vyšší oproti ostatním skupinám oocytů (47% oproti 38% v kontrolní 
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Tabulka 9: Vliv donoru sulfanu Na2S na partenogenetickou aktivaci stárnoucích oocytů 

Oocyty byly nejprve kultivovány 48 hodin do stádia metafáze II a poté zbaveny kumulárních 

buněk. Poté byly rozděleny na 4 skupiny (viz. tabulka). Kontrolní skupina (kontrola - 0 dní) byla 

partenogeneticky aktivována ihned (bez vystavení prodloužené kultivaci). Ostatní skupiny byly 

nejprve vystaveny prodloužené kultivaci (stárnutí) po dobu 24 hodin v modifikovaném médiu 

M199 s přídavkem Na2S v koncentraci: 0 µM, 150 µM a 300 µM a poté partenogeneticky 

aktivovány kalcium ionoforem (25 µM, 5 min.) v kombinaci s 6-dimetyl aminopurinem (2 mM, 

2 hod.) (Jilek et al.,2001). Poté byly oocyty kultivovány v médiu NCSU 23 po dobu 24 hodin. 

Délka stárnutí Ošetření Na2S 
% aktivovaných 

oocytů 
(prvojádra) 

kontrola – 0 dní 0 94,17 a 

1 den 0 79,17 b 

1 den 150 µM 68,33 b 

1 den 300 µM 42,50 c 
a,b,c Statisticky významné rozdíly v podílu partenogeneticky aktivovaných oocytů mezi 

jednotlivými způsoby ošetření (uvnitř sloupce) jsou označeny rozdílnými superskripty. Celkový 

počet oocytů v každé experimentální skupině byl 120. 

 
 

Časný embryonální vývoj partenogeneticky aktivovaných prasečích embryí po aktivaci 

stárnoucích oocytů ošetřených donorem sulfanu. 

V kontrolní skupině bylo po 2 dnech kultivace v NCSU 23 pozorováno rýhování 

u 76,67% embryí a z toho po 7 dnech kultivace 26,67% embryí dosáhlo stádia moruly a 24,17% 

embryí dosáhlo dokonce stádia blastocysty. Ve skupině oocytů vystavené 1 dnu stárnutí byl podíl 

rýhujících se embryí statisticky významně nižší oproti kontrolní skupině a dosáhl 41,67%. Z toho 

8,33% embryí dospělo po 7 dnech kultivace do stádia moruly a 1,67% embryí dospělo do stádia 

blastocysty. Přídavek 150 µM Na2S do média během stárnutí statisticky významně zvýšil podíl 

rýhujících se embryí oproti stárnoucím oocytům bez tohoto donoru, avšak nedosáhl podílu 

rýhujících se embryí v kontrolní skupině. Tento podíl činil 54,17% embryí. Z toho po 7 dnech 

kultivace dospělo 20,83% embryí do stádia moruly (což byl výsledek srovnatelný s kontrolní 

skupinou) a 15,83% embryí dospělo do stádia blastocysty. Výsledky tohoto experimentu shrnuje 

tabulka 10: 
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Tabulka 10: Vliv donoru sulfanu Na2S na časný embryonální vývoj partenogeneticky 

aktivovaných prasečích embryí. Oocyty byly nejprve kultivovány 48 hodin do stádia metafáze II a 

poté zbaveny kumulárních buněk. Poté byly rozděleny na 3 skupiny (viz. tabulka). Kontrolní 

skupina (kontrola-0 dní) byla partenogeneticky aktivována ihned (bez vystavení stárnutí). 

Ostatní skupiny byly nejprve vystaveny stárnutí po dobu 24 hodin v modifikovaném médiu M199 

s přídavkem Na2S v koncentraci: 0 µM a 150 µM a poté partenogeneticky aktivovány kalcium 

ionoforem (25 µM, 5 min.) v kombinaci s 6-dimetyl aminopurinem (2 mM, 2 hod.) (Jilek et al., 

2001). Poté byly oocyty kultivovány v médiu NCSU 23 po dobu 7 dní. Po prvních 2 dnech 

kultivace byl zhodnocen podíl rýhujících se embryí. 

Délka stárnutí  Ošetření 
Na2S 

Morfologický stav embryí (%)
Rýhování Morula Blastocysta

kontrola – 0 dní 0 76,67 a 26,67 a 24,17 a 

1 den 0 41,67 c 8,33 b 1,67 c 

1 den 150 µM 54,17 b 20,83 a 15,83 b 
a,b,c Statisticky významné rozdíly v morfologickém stavu embryí mezi jednotlivými způsoby 

ošetření (uvnitř sloupců) jsou označeny rozdílnými superskripty. Celkový počet oocytů v každé 

experimentální skupině byl 120. 
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6. Diskuze 

 
Tato diplomová práce byla zaměřena na vliv sulfanu na průběh stárnutí prasečích oocytů 

v in vitro podmínkách. Zapojení sulfanu do regulace reprodukčních procesů zatím není 

dostatečně popsáno. Je však již prokázána významná úloha sulfanu při řízení jiných procesů 

probíhajících v organismu, například účast sulfanu při regulaci vazodilatace cév, neurotransmisi, 

či navození hypometabolizmu (Wang, 2002., Blackstone et al., 2005, 2007, Starka, 2009). 

V průběhu procesu stárnutí oocyty podléhají mnoha strukturním a funčkním změnám, 

které ve svém důsledku vedou až k apoptotickému nebo nekrotickému zániku oocytů (Petrova et 

al., 2004). V diplomové práci byla podle dostupných literárních pramenů poprvé prokázána 

aktivní role sulfanu v procesu stárnutí savčích oocytů.   

V prvním experimentu byl v našich kultivačních podmínkách potvrzen typický průběh 

stárnutí prasečích oocytů. Po jednom dni stárnutí většina oocytů zůstala ve stádiu metafáze 

druhého meiotického dělení a pouze nepatrné množství oocytů (0,83%) bylo spontánně 

partenogeneticky aktivováno. Za to, že oocyty byly po jednom dni stárnutí stále zastaveny 

v metafázním meiotickém bloku odpovídá vysoká hladina aktivního MPF faktoru. Pro prolomení 

tohoto meiotického bloku je nezbytná inaktivace tohoto faktoru. MPF je komplexem cyklinu B a 

katalytické podjednotky cyklin-dependentní kinázy p34cdc2 (Motlík a Kubelka, 1990). V průběhu 

stárnutí prasečích oocytů postupně dochází k této inaktivaci MPF. Inaktivace MPF probíhá 

fosforylací katalytické podjednotky. Fosforylovaný MPF se označuje jako pre-MPF a je 

katalyticky inaktivní (Kikuchi et al., 1999; 2000). V průběhu stárnutí oocytů dochází 

ke zvyšování podílu spontánně aktivovanývh oocytů, a to nejen díky fosforylaci komplexu MPF, 

ale i díky narušení vápníkové signalizace, které je také průvodním jevem procesu stárnutí oocytů 

(Takahashi et al., 2000, 2003). Narušení vápníkové signalizace může vést k destrukci cyklinu B 

– regulační podjednotky MPF. Podíl spontánně aktivovaných oocytů je však poměrně nízký a až 

po třech dnech stárnutí tvoří necelou polovinu (47,5%) v podílu stárnoucích oocytů. To je 

významně nižší podíl než po partenogenetické aktivaci indukované umělými stimuly, například 

kalcium ionoforem (Jilek et al., 2001). Spontánní partenogenetickou aktivací jsou indukována 

jak diploidní partenogenetická embrya (embrya se dvěma prvojádry a jedním pólovým tělískem), 

tak i haploidní embrya (embrya s jedním prvojádrem a dvěma pólovými tělísky). To odpovídá i 

výsledkům stárnutí myších oocytů v in vitro podmínkách (Pinyopummin et al., 1993), které také 

vede k zvýšení výskytu jak diploidních, tak i haploidních embryí. Partenogenetická aktivace 

umělými stimuly indukuje dominantní vývoj především diploidních embryí (Jilek et al., 2001). 
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Malé množství embryí s jedním pólovým tělískem a jedním prvojádrem reprezentuje diploidní 

embrya vzniklá syngamií prvojader. Tato embrya však mohou vzniknout i v průběhu stárnutí 

vlivem dekondenzace chromozómů a rozpadem dělícího vřeténka (Mailhaes et al., 1998). Změny 

ve stárnoucích oocytech vedou ke zvýšené vnímavosti oocytů k indukci apoptózy, která se 

u oocytů nejprve projevuje fragmentací oocytu (Suzuki et al., 2002, Perez a Tilly 1997; Perez et 

al., 1999). To není překvapivé, neboť je známo, že apoptóza je indukována narušením vápníkové 

signalizace (Orrenius et al., 2003), ke které během stárnutí oocytů dochází (Takahashi et al., 

2000, 2003). Změny stárnoucích oocytů vyvolané hromadícími se volnými radikály vyúsťují 

v lytický zánik oocytů (Petrova et al., 2004). Můžeme tedy shrnout, že v průběhu stárnutí 

prasečích oocytů dochází ke zvyšování podílu oocytů spontánně aktivovaných, fragmentovaných 

a lytických a dále dochází ke snižování podílu oocytů setrvávajících v metafázi druhého 

meiotického dělení (v meiotickém bloku). 

V dalších dvou experimentech jsme prokázali, že sulfan je schopen potlačit fragmentaci 

prasečích oocytů během procesu stárnutí a že blokáda jeho produkce specifickou inhibicí CBS a 

CSE vede naopak k akceleraci procesu stárnutí.  

Z výsledků vyplývá, že efektivní koncentrace donoru sulfanu Na2S se pohybuje mezi 150 

– 300 µM, což je koncentrace poměrně nízká. Sulfan však patrně v těchto koncentracích účinně 

reguluje mnoho procesů v organismu. Například prokázáná koncentrace sulfanu v lidském 

mozku je 160 µM (Elsey et al., 2010). Problémem vyšších koncentrací sulfanu je jeho toxicita, 

jejíž účinky nastupují velmi rychle a mohou mít fatální následky (Starka, 2009). Byl také 

prokázán diametrálně odlišný efekt sulfanu v závislosti na jeho koncentraci, a to v řízení 

zánětlivého procesu v organismu. Nízké koncentrace sulfanu indukují antiinflamatorní reakci 

organismu, zatímco vysoké koncentrace sulfanu mají proinflamatorní efekt (Pae et al., 2009).  

V dalším průběhu experimentů byly testovány efektivní koncentrace tohoto donoru 

na průběh stárnutí prasečích oocytů. Prokázali jsme, že vlivem donoru sulfanu je zcela potlačena 

fragmentace oocytů. Tedy je zcela potlačena indukce apoptózy. Jedním z možných mechanismů 

tohoto účinku sulfanu je ovlivnění vápníkové signalizace v oocytu. Bylo prokázáno, že sulfan je 

schopen ovlivňovat činnost vápníkových kanálů (Tang et al., 2010). Působí jako inhibitor L-type 

vápníkových kanálů. U oocytů prasete zřejmě L-type vápníkové kanály hrají důležitou roli, 

neboť jejich blokace způsobuje zastavení průběhu meiotického zrání (Kaufman a Homa, 1993). 

Signální drahou vápníkových iontů lze apoptózu indukovat (Orrenius et al., 2003), ale patrně 

ovlivnění vápníkové signalizace bude jen součástí složitějšího mechanismu účinku donoru 

sulfanu na oocyty, který je do budoucna nezbytné objasnit.  
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Další dílčí experiment byl zaměřen na vliv inhibitorů enzymů katalyzujících syntézu 

sulfanu ve stárnoucím oocytu. V reprodukčních orgánech byla potvrzena přítomnost dvou těchto 

klíčových enzymů: cystathionin-β-syntázy (CBS) a cystathionin-γ-lyázy (CSE) (Patel et al., 

2009). Po inhibici cystathionin-γ-lyázy (CSE), specifickým inhibitorem propargylglycinem, byl 

pozorován časnější nástup indukce apoptózy, který se projevoval nárůstem podílu 

fragmentovaných oocytů v časnějších fázích stárnutí. Již po prvním dni stárnutí prasečích oocytů 

bylo pozorováno necelých 20% fragmentovaných oocytů. Po inhibici cystathionin-β-syntázy 

(CBS), specifickým inhibitorem kyselinou oxamovou, byly sledovány podobné výsledky jako 

po inhibici cystathionin-γ-lyázy (CSE). Opět zde byl patrný nárůst podílu fragmentovaných 

oocytů v časnějších fázích procesu stárnutí. Výsledky inhibice obou enzymů se mezi sebou 

statisticky významně nelišily. Bylo dále prokázáno, že je možné reverzí, pomocí donoru sulfanu, 

zcela zvrátit tento průběh stárnutí. Po dodání donoru sulfanu ke stárnoucím oocytům, ošetřeným 

inhibitory enzymů CBS a CSE, došlo opět k úplnému potlačení indukce apoptózy a 

fragmentované oocyty se v těchto skupinách nevyskytovaly. Z těchto výsledků vyplývá, že 

ve stárnoucích oocytech jsou přítomny oba enzymy, jak CBS, tak i CSE a oba jsou zapojeny, 

prostřednictvím syntézy sulfanu, do regulace procesu stárnutí oocytů. Mechanismus jejich 

působení však zůstává zatím nejasný. 

V posledním experimentu jsme prokázali, že prasečí oocyty stárnoucí pod vlivem sulfanu 

mají ve srovnání s oocyty stárnoucími bez tohoto gasotransmitteru vyšší vývojový potenciál. 

K partenogenetické aktivaci byl použit standardní postup aktivace pomocí kalcium ionoforu, 

který indukuje vzestup hladiny volných vápníkových iontů v oocytu (Jilek et al., 2001). V našich 

kultivačních podmínkách je tímto způsobem partenogenetické aktivace úšpěšně aktivováno více 

než 90% oocytů. Po partenogenetické aktivaci oocytů stárnoucích jeden den, je však procento 

aktivovaných oocytů významně nižší (necelých 80%). Je to dáno průběhem stárnutí těchto 

oocytů, kdy již dochází k narušení vápníkové signalizace a následný aktivační stimulus patrně 

není již plnohodnotný (Takahashi et al., 2000, 2003). Korektní vápníková signalizace po aktivaci 

je nezbytná pro exocytózu kortikálních granul, výstup ze spontánního meiotického bloku 

v metafázi II a vstup do prvního mitotického dělení (Kline a Kline, 1992, Xu et al., 1994). Stejně 

důležitý je tento charakter signalizace i pro následný vývoj embryí (Morozumi et al., 2006; Ozil 

et al., 2006; Rogers et al., 2006). Na aktivaci oocytů má významný vliv frekvence, amplituda 

oscilace intracelulárních vápníkových iontů i čas, po který koncentrace vápníkových iontů 

v oocytu oscilují (Ducibella et al., 2002; Ozil et al., 2006; Toth et al., 2006). Bylo prokázáno, že 

pro celkový efekt oscilační vápníkové signalizace je důležitá i sumace těchto vápníkových 

signálů (Toth et al., 2006). Proto je jasné, že jakékoliv narušení vápníkové signalizace má 
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negativní vliv na průběh partenogenetické aktivace. Po partenogenetické aktivaci oocytů, 

stárnoucích jeden den v médiu s přídavkem donoru sulfanu, byl pozorován další pokles v podílu 

aktivovaných oocytů (tj. oocytů, které po 1 dni následné kultivace měly zformováno prvojádro). 

Již dříve bylo řečeno, že sulfan působí jako inhibitor vápníkových kanálů (Tang et al., 2010). 

Tím je patrně ještě více narušena vápníková signalizace a oocyty se neaktivují tak úspěšně jako 

nestárnoucí oocyty a oocyty stárnoucí v médiu bez přítomnosti donoru sulfanu.  

Poslední dílčí experiment byl zaměřen na průběh následného časného embryonálního 

vývoje prasečích embryí po aktivaci stárnoucích oocytů ošetřených donorem sulfanu. 

Po partenogenetické aktivaci nestárnoucích oocytů dochází v našich kultivačních podmínkách 

k rýhování u necelých 77% embryí a necelých 25% embryí dosahuje po 7 dnech kultivace 

v médiu NCSU23 stádia blastocysty. Po aktivaci stárnoucích oocytů je tento následný 

embryonální vývoj markantně redukován. Pouze necelých 42% embryí je rýhováno a pouze 

necelá 2% embryí dosahují stádia blastocysty. Zde se opět potvrzuje nezastupitelná role 

vápníkové signalizace nejen na průběh aktivace oocytů, ale i na následný časný embryonální 

vývoj partenogenetických embryí (Morozumi et al., 2006; Ozil et al., 2006; Rogers et al., 2006). 

Bylo též prokázáno, že pro navození všech procesů důležitých pro vývoj embrya, reaktivaci 

embryonálního genomu, odpovídající expresi genů během embryonálního vývoje a úspěšný 

vývoj embrya až do narození mláděte, je nezbytná přesná, druhově specifická oscilace hladin 

vápníkových iontů (Ozil et al., 2006). Po aktivaci oocytů stárnoucích jeden den v médiu 

s přídavkem donoru sulfanu se necelých 55% embryí rýhovalo a necelých 16% embryí dosáhlo 

stádia blastocysty. Tyto výsledky jsou poněkud překvapivé a poukazují na mechanismus 

ovlivnění vápníkové signalizace sulfanem. Procento aktivovaných oocytů bylo hodnoceno jeden 

den po samotné aktivaci, zatímco procento rýhujících se embryí bylo hodnoceno po dvou dnech 

od partenogenetické aktivace. Patrně dochází ke zpomalení procesů souvisejících se samotnou 

aktivací. Přesné mechanismy však nejsou známy, ale je téměř jisté, že je tu patrný podíl 

vápníkové signalizace, která je sulfanem ovlivňována. Tato diplomová práce představuje první 

studii zaměřenou na sledování vlivu sulfanu na průběh stárnutí prasečích oocytů a je tedy vhodné 

na tuto studii navázat dalšími experimenty, které by směřovaly k objasnění mechanismů 

podílejících se na procesu stárnutí oocytů ovlivněném sulfanem. 

 
 
  



49 
 

7. Závěr 
Na průběh stárnutí prasečích oocytů působí mnoho faktorů. Tato diplomová práce se 

zabývala vlivem sulfanu, představitele endogenních signálních přenašečů, na průběh stárnutí 

prasečích oocytů. Během stárnutí prasečích oocytů dochází ke komplexu strukturních a 

funkčních změn, které mohou vyústit ve spontánní partenogenetickou aktivaci, fragmentaci či 

lýzu. S délkou stárnutí prasečích oocytů dochází ke zvyšování podílu spontánně 

partenogeneticky aktivovaných oocytů, fragmentovaných oocytů a posléze i oocytů lytických, 

dále dochází ke snižování podílu oocytů setrvávajících ve stádiu metafáze druhého meiotického 

dělení (spontánním meiotickém bloku). Důvodem je inaktivace faktorů zodpovědných za udržení 

oocytů v tomto bloku a to především inaktivace MPF a MAPK. 

V této diplomové práci bylo potvrzeno, že sulfan je aktivně zapojen do řízení procesů 

spojených se stárnutím oocytů. Prokázalo se, že vystavením stárnoucích oocytů donoru sulfanu 

dochází k úplnému potlačení indukce apoptózy. Inhibicí enzymů katalyzujících v oocytu syntézu 

sulfanu (cystathionin-β-syntázy a cystathionin-γ-lyázy) dochází v průběhu stárnutí oocytů 

k časnějšímu nástupu fragmentace oocytů. Efekt obou inhibitorů lze zvrátit použitím donoru 

sulfanu. 

Proces stárnutí u prasečích oocytů významně ovlivňuje i úspěšnost aktivačních postupů. 

U prasečích oocytů, které nebyly vystaveny stárnutí, došlo k partenogenetické aktivaci u 94 % 

z nich. Po vystavení prasečích oocytů jednomu dni stárnutí poklesl podíl aktivovaných oocytů 

na 80%. Po partenogenetické aktivaci oocytů, stárnoucích jeden den v médiu s přídavkem 

donoru sulfanu, byl pozorován další pokles v podílu aktivovaných oocytů (tj. oocytů, které po 1 

dni následné kultivace měly zformováno prvojádro), avšak takto ošetřené oocyty vykazovaly 

významně lepší následný časný embryonální vývoj oproti oocytům stárnoucím bez přítomnosti 

donoru sulfanu. Podíl embryí, která dospěla po 7 dnech kultivace do stádia blastocysty, byl 

u skupiny oocytů ošetřených během stárnutí donorem sulfanu významně vyšší (16%) než 

u skupiny oocytů stárnoucích bez vystavení donoru sulfanu (2%). Procento aktivovaných oocytů 

bylo hodnoceno jeden den po samotné aktivaci, zatímco procento rýhujících se embryí bylo 

hodnoceno po dvou dnech od partenogenetické aktivace. Patrně dochází ke zpomalení procesů 

souvisejících se samotnou aktivací.  

Tato diplomová práce představuje první studii zaměřenou na sledování vlivu sulfanu 

na průběh stárnutí prasečích oocytů a je tedy vhodné na tuto studii navázat dalšími experimenty, 

které by směřovaly k objasnění mechanismů podílejících se na procesu stárnutí oocytů 

ovlivněném sulfanem. 
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