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Abstrakt

Vyvoj preimplanta¢nych embryi prebieha viacerymi vyvojovymi Stddiami, pri ktorych
existuju medzidruhové rozdiely. Skory vyvoj ranného embrya je vel'mi citlivy hlavne
v priebehu prvych deleni, pricom na jeho vyvoj moézu vplyvat rozne cudzorodé latky,
volné radikaly, tazké kovy a mnoho dalSich. Je ovplyvnené aj prostredim, v ktorom sa
embryo vyvija. S u¢inkom vol'nych radikélov (VR) suvisi aj vznik oxida¢ného stresu. VR
a oxidacny stres mdézu spdsobovat’ réozne ochorenia, ale mézu mat aj priamy vplyv na
embryo, pricom mo6zu sposobit’ preeklampsiu, ktord sa povazuje za jednu z najzavaznejSich
poruch pocas tehotenstva. Okrem volnych radikdlov m6zu mat negativny vplyv na embryo
aj tazké kovy, napr. kadmium, ortut’, olovo. Cielom naSej prace bolo sledovanie vplyvu
olova na kvalitativne a antioxidacné ukazovatele krali¢ich embryi, ktoré boli kultivované
in vitro. V nasej praci sme sa zamerali na stanovenie antioxida¢ného statusu FRAP
(feroreduk¢nd schopnost’ plazmy/média), TAS (celkova antioxidacna kapacita)
a koncentracie albuminu v kultivatnom médiu ana stanovenie morfologickej
charakteristiky embryi, kde sa sledoval vyskyt apoptotickych buniek embryi pomocou
TUNEL meto6dy. Pri stanoveni FRAP sa najvyssie priemerné hodnoty zistili v kultivaénych
médiach krali¢ich embryi, ktoré boli vystavené koncentracii olova 0,1 mg.mL", kde bola
zaznamenana priemernd hodnota 324,56 pmol.L™". Rovnako ako pri stanoveni celkovej
antioxidacnej kapacity (TAS), tak aj pri koncentracii albuminu, sa zistili najvysSie
priemerné hodnoty vo vzorke kontroly. Pri TAS sa zistila priemernd koncentracia kontroly
0,086 mmol.L", koncentracia albuminu v kontrolnych vzorkach kultivaénych médii bola
1,882 gL', Pri sledovani vplyvu olova na vznik apoptozy, sme zistili na zaklade
dosiahnutych vysledkov aich vzijomnym porovnanim, ze olovo Vv sledovanych
koncentraciach (Pbl — koncentracia olova — 0,1 mg.mL'1 , Pb5 — koncentracia olova — 0,5
mg.mL") nema vplyv na apoptozu krali¢ich embryi. Najvyssia priemernd hodnota TN
(pocet embryondalnych buniek pozitivnych na apoptdzu) sa zistila pri vzorke kontroly 1,533
v porovnani so vzorkami embryi, ktoré boli vystavené vplyvu olova, kde sme
prekvapujtco zistili nizsie hodnoty. V skupine Pbl sa zistila hodnota 0,35 a v skupine Pb5
hodnota 0,3.

KPucové slova: vol'né radikaly, antioxidanty, embryonalny vyvoj, oxidativny stres, vplyv

olova, apoptoza, tazké kovy



Abstract

The preimplantation embryo development involves several stages, which are
characterised by interspecies differences. The early blastocyst stage is very sensitive,
especially during the first divisions, whereas its development can be affected by various
foreign substances, free radicals, heavy metals and many others. It is also affected by the
environment in which the embryo develops. The effect of free radicals (FR) is related to
the formation of oxidative stress. FR and oxidative stress can cause various diseases, but
they can also directly affect the embryo and cause preeclampsia, which is considered to be
one of the most serious conditions during pregnancy. Apart from the free radicals, heavy
metals, such as cadmium, mercury and lead, can also have anegative impact on the
embryo. The objective of our work was to assess the effects of lead on qualitative and
antioxidative parameters of rabbit embryos cultivated in vitro. In our work, we
concentrated on determining the FRAP (ferric reducing ability of plasma/medium)
antioxidative status, TAS (total antioxidant status) and albumin concentration in cultivation
medium and the morphological characteristics of embryos, where we observed the
incidence of apoptotic cells in embryos using the TUNEL method. When performing
FRAP, the highest average values were observed in the cultivation media of rabbit
embryos exposed to lead concentration of 0,1 mg.mL", where we observed an average
value of 324,56 umol.L"'. When assessing the total antioxidation status (TAS) and
albumin concentration, the highest average values were obtained in the control sample. In
the case of TAS, we observed an average concentration in the control group 0,086 mmol.L"
' the albumin concentration in the control samples was 1,882 g.L"". By observing the
effects of lead on the incidence of apoptosis, we observed on contribution, on the results
and their comparison, to the opinion that lead in observed concentrations (Pbl — lead
concentration — 0,1 mg.mL™" , Pb5 — lead concentration — 0,5 mg.mL™") does not affect the
apoptosis of rabbit embryos. The highest average TN (number of embryonic cells positive
for apoptosis) value of 1,533 was detected in the control group, in comparison to embryo
samples exposed to lead, where we surprisingly obtained lower values. In the Pbl group,

we determined a value of 0,35 and in the Pb5 group a value of 0,3.

Key words: free radicals, antioxidants, embryonic development, oxidative stress, lead

influence, apoptosis, heavy metals
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Z.oznam skratiek a znaciek

‘0,CCl; — trichlormetylperoxylovy radikal

‘OH - hydroxylovy radikal

10, singletovy kyslik

4-HNE - 4-hydroxynonenal

AAS — atdbmova absorb¢na spektrometria

ADP — adenozindifosfat

Alb. — Albumin

ART - asistovand reprodukcénd technologia
BCG — bromkresolova zelen

BSA — bovinny (hovidzi) sérovy albumin
CSH — cystein

DMEM - Dulbecco's Modified Eagle Medium
DNA — deoxyribonukleova kyselina

dUTP — Deoxyuridine Triphosphate — deoxyuridin trifosfat
E’ — tokoferolovy tadikal

ETAAS — elektrotermickd AAS

FAAS —plamenova AAS

FCS — fetalne tel'acie sérum

FITC — Fluorescein isothiocyanate — [zotiokyanat fluorescinu
FRAP - feroredukéna schopnost’ plazmy/média
GFAAS — AAS s grafitovou kyvetou

GPx — glutationperoxidaza

GR — glutationreduktaza

GSH — glutation

GSSG - oxidovany glutation (glutationsulfid)
GST — glutationtransferaza

H;0;— hydrogénperoxid (peroxid vodika)

hCG — l'udsky choriovy gonadotropin

HCIO - kyselina chlorna

HO;" — superoxid (protonizovana forma)
ICP-MS — induk¢ne viazana plazmova a hmostnostna spektrometria

ICSI — intracytoplazmatické oplodnenie spermiou



IVF — in vitro oplodnenie

KAT - kataldza

LH — nenasyteny lipid

LO’ - peroxylovy radikal

LOO’ — lipoperoxylovy radikal

LOOH - lipoperoxid (hydroperoxid)

MDA — malondialdehyd

MPO — myeloperoxidaza

mtDNA — mitochondridlna deoxyribonukleova kyselina
MZT — prechod z materalnej na zygotickt kontrolu
NADPH - nikotinamiddifosfathydrogenaza
NO - oxid dusnaty

NOS - syntetaza oxidu dusnatého

0"~ — superoxid (neprotonizovana forma)
OS — oxidativny stres

p53 — transkripény faktor

PARP - poly(ADP)ribézapolymeraza

Pb — olovo

PBS — fosfatovy tlmivy roztok

PVP — polyvinylpyrrolidon

RNS - reaktivne formy dusika

RO’ - alkoxylovy radikal

RO, — alkylperoxylovy radikal

ROO’ — peroxylovy radikal

ROS — reaktivne formy kyslika

rRNA — ribozomalna ribonukleova kyselina
RS’ — alkylsulfanylovy radikal

RSO;" - alkyltioperoxylovy radikal

SOD - superoxiddismutaza

TAS — celkova antioxidac¢na kapacita

TdT - transferdza termindlneho deoxynukleotidu

TdT pufer — pufer transferdzy terminalneho deoxynukleotidu



TUNEL — metoda detekcie mftvych/apoptotickych buniek zna¢enim zlomov DNA
UV — ultrafialové ziarenie

VNKK - polynenasytené vyssie karboxylové kyseliny

VR — volI'né radikaly
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Uvod

Vyvoj preimplantaénych embryi je velmi zlozity a komplikovany proces. Existuju
medzidruhové rozdiely v ¢asovom priebehu vyvoja a v postupe deleni medzi jednotlivymi
druhmi zvierat. Vyvoj embrya prechadza viacerymi $tadiami, priCom vsetky vyvojové
Stadia sa vyznacuju kompaktnou a celistvou zona pellucidou. NajcitlivejsSim obdobim
vyvoja embrya je priebeh prvych niekolko deleni, pricom embryo je vel'mi citlivé na
zmeny a vplyvy prostredia, v ktorom sa embryo vyvija. Pozitivny vplyv na skory vyvoj
embrya maju proteiny, ktoré sii produkované bunkami vajcovodu. Na vyvoj embrya, ale
1 dospelého organizmu zvierat mozu pdsobit’ vSak i latky, ktoré mozu mat’ inegativne
ucinky. Takymi to latkami st napr. volné radikaly, tazké kovy napr. olovo, a mnoho
d’alSich, ktoré st sucast'ou zivotného prostredia, ktoré nas obklopuje.

Volné radikdly napriek tomu, ze ich zaradujeme medzi latky s nepriaznivymi
ucinkami, bol dokazany aj ich pozitivny vplyv. Su sucastou metabolickych pochodov
v organizme, ochrafuji organizmus pred posobenim rdznych Ccastic, podielaji sa na
reprodukénom systéme a aktivuju cely rad enzymov.

Stcasné vyskumy sa zameriavajii skor na sledovanie negativneho vplyvu volnych
radikélov nielen na vyvoj embrya ale i dospelého organizmu.

Volné radikaly sposobuju mnoho ochoreni, ktor¢ mézeme nazvat' ,,volnoradikalové
ochorenia“. Su to napriklad cukrovka, Alzheimerova a Parkinsonova choroba, ochorenia
srdca a podobne. M6zu vSak spdsobit’ aj ovela zavaznejSie poruchy, ako je poskodenie
genetickej vybavy organizmu, onkologické ochorenia, dokonca aj preeklampsiu, ktora sa
povazuje za jednu z najcastejSich a najzavaznejSich poruch pocas tehotenstva.

Ako je spomenuté na zaciatku, negativny vplyv mézu mat’ okrem vol'nych radikalov aj
tazké kovy, konkrétne olovo.

Olovo mdze vo vysSich koncentraciach spdsobit’ apoptozu, o je vlastne programovana
smrt’ bunky. Spdsobuje aj fragmenticiu embrya, ktora nasledne vedie ku znizenej
plodnosti.

Kazdy prirodzeny organizmus ma vSak voci uinku volnych radikdlov vyvinuté
antioxidacné mechanizmy, ktorymi je schopny sa bréanit, alebo potlacat’ ich ucinky.
Antioxida¢né mechanizmy su tvorené antioxidantami, ktorym sa venuje vel'ka pozornost’
ako vo vyzive l'udi, tak i zvierat. Ich hlavnou ulohou je podporovat’ optimalnu funkciu
imunitného systému, chranit’ DNA, ale napriklad spomal’uji aj procesy starnutia a maju

vyznam aj pri prevencii réznych ochoreni.
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Na antioxidanty je bohatd najmi potrava, ¢i uz je to zelenina, alebo ovocie, kde ich
mdzeme prijmat’ vo forme vitaminov, napr. vitamin C, vitamin A, vitamin E a mnoho
dalSich. Tieto antioxidanty st ddlezité nielen pre ochranu dospelého jedinca, ale hlavne
pre embryo, ktorého vyziva zavisi od vyzivy matky, takze pre jeho normalny vyvoj je

vel'mi dolezity aj antioxidacny ochranny systém matky.
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1 Sucasny stav rieSenej problematiky doma a v zahranici

1.1 Intrauterinny vyvoj jedinca
1.1.1 Oplodnenie

Pocas vaje¢nikového cyklu dochadza k ovulacii, teda k procesu, kedy sa z tercialneho
folikulu uvolni vajicko (ovum). V tomto Stadiu je vajicko v kone¢nej faze prvého zrecieho
delenia, ktoré sa konci vo vajcovode. Vajicko sa aj s folikularnou tekutinou dostane do
lievika (infundibulum) vajcovodu, kde dochddza najcastejSie k oplodneniu. Ak vnikne
spermia do vaji¢ka, prebehne druhé zrecie delenie (Sova et al., 1981).

Oplodnenie je zlozity dej, pocas ktorého sa stretnt1 a splynt dve Uplne odlisSné pohlavné
bunky — gaméty. Vajicko je nepohyblivd bunka, preto je pocas oplodilovania pasivne a
pohybuje sa vo vajcovode iba zasluhou riasiniek, ktoré obsahuju cylindrické bunky epitelu
vajcovodu. Doba tohto prechodu vaje¢nikom trva asi 2 — 3 dni. Naopak spermia sa aktivne
pohybuje zasluhou svojho pohybového ustroja — bicika. Proces oplodnenia moze byt
ovplyvneny roznymi faktormi a jeho uspeSnost’ zavisi od schopnosti spermii dostat’ sa v¢as
k vajicku a preniknit’ cez jeho obaly (Massanyi et al., 2004).

Tak zacina vlastny proces oplodnenia, prebichajuci v niekol’kych etapach:

- uvolnenie vajicka z obalu folikularnych buniek (corona radiata)

- prenikanie spermii do sklovitej blanky (zona pellucida)

- vnikanie spermii do vajec¢nej cytoplazmy

- splynutie pohlavnych buniek a vznik zygoty (Sova et al., 1981).

Po oplodneni vzniknutd zygota zacCina svoj ontogeneticky vyvoj, smerujuci
k vytvoreniu nového individua a za tym ucelom sa dopravuje do dutiny maternice, kde
hniezdi (niduje) v maternicovej sliznici — u ¢loveka v obdobi sekrecnej fazy (premenstrua)
reproduktivneho cyklu (koncepcia, pocatie). V oplodnenom vaji¢ku ako v zaciatku nového
organizmu su zastipené¢ dedi¢né vlastnosti oboch rodicov. U vySSich cicavcov a
pravdepodobne aj u cloveka sa oplodnenie odohrava najCastejSie v oblasti ampuly
vajcovodu (miesto oplodnenie — locus fecundationis). Po vniknuti spermie do vajicka sa
u niektorych cicavcov vytvara medzi povrchom vajicka a oolemmou (zona pellucida)
uzky, Strbinovity a tekutinou vyplneny priestor (perivitelinny priestor), ktory udajne
zabranuje vniknutiu d’alSich spermii do ooplazmy. U cloveka je takyto mechanizmus
sporny, faktom vSak ostdva, Ze do vajicka normalne vnikne iba jedina spermia, ¢o azda
zavisi od rychlej zmeny chemizmu ooplazmy pri styku s penetrujiicou hlavickou spermie.

Ostatné spermie ostavaju hlavickami tréat v zona pellucida, zakratko vSak odpadni a
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resorbuju sa. Mame teda u ¢loveka a cicavcov vobec monospermaticky typ oplodnenia, t.j.
do vajicka za normalnych okolnosti vnika iba jedna spermia (Pivko, 1995).

Urcuje sa aj pohlavie nového jedinca. Zavisi to od toho, ¢i spermia obsahuje pohlavny
chromozém X (urcuje samicie pohlavie) alebo pohlavny chromozéom Y (uréuje samcie
pohlavie). Urcujicim faktorom pohlavia u cicavcov je spermia. Vajicko cicavcov
obsahuje vZzdy len pohlavny chromozém X. Pohlavie jedinca sa moZe pocas
vnutromaternicového vyvoja ovplyvnit réznymi faktormi. Ide najmid o pdsobenie
mimochromozémové (pdsobenie pohlavnych hormoénov). Podsobenie pohlavnych
horménov sa uplatiiuje v pripade vyvoja dvoji¢iek nerovnakého pohlavia, hlavne
hovéddzieho dobytka. Krvné obehy plodov st spojené a samc¢i pohlavny hormoén
semennikov sam¢ieho plodu pdsobi na vyvoj samic¢ieho plodu, ktory zacina nadobudat’

samcie pohlavné znaky (Massanyi et al., 2004).

1.1.2 Ovularna faza

Je to obdobie od oplodnenia po 12. dent gravidity (Kovacik et al., 1996).

Po vniknuti ejakulatu do pohlavnych orgénov samice, aktivne sa pohybujliice spermie,
ktoré presli procesom kapacitacie sa stretni zovulovanym vajickom vo vajcovode.
Z hlavicky spermie vznikd vo vnutri oocytu dekondenzaciou samcie prvojadro. Samicie
prvojadro vznika z genetickej informacie oocytu po dokonceni zrenia oocytu s vylucenim
druhého polového telieska. Po zblizeni a splynuti prvojadier vznikd zygota a nasleduje
delenie, ktoré je zakladom vyvoja ranného embrya (Olexikova, 2009).

V prvych fazach svojho vyvoja sa oplodnené vajicko — zygota zacina ryhovat’ a asi na
4. den dosahuje maternicu, v ktorej je spociatku vol'ne uloZené. V tomto obdobi ziskava
ziviny z tzv. maternicového mlieka, ktoré je vylucované maternicovymi Zzl'azami. Po
svojom uhniezdeni, alebo nidéacii ¢i implantacii v maternici si zadrodok zacina vytvarat’
zvlastne, docasné orgéany, ktoré mu sprostredkovavaju prisun kyslika a zivin, odsun splodin
latkovej vymeny, ktoré mu az do narodenia vytvaraju optimalne ochranné prostredie

(Kovacik et al., 1996).

1.1.3 Embryonalna faza

Zacina od 13. a trva do 45. dina gravidity (Kovacik et al., 1996).

Embryo je skoré prenatdlne vyvojové Stadium. Jeho vznik je iniciovany syngamiou
samCieho asamiciecho prvojadra po splynuti samicej asamcej pohlavnej bunky

v pohlavnych organoch samic (Olexikova, 2009).
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V ¢asovom priebehu vyvoja a v postupe deleni existuji medzidruhové rozdiely (Tab.

1.1).

Tab. 1.1
[Chronologia delenia embryi niektorych druhov zvierat] (Chrenek, 2008)

Vyvojové Stadia
Druh 8—-16
2 - bunkové | 4 - bunkové Morula | Blastocysta
bunkové
Krava 36 hod. 72 hod. 96 hod. 6 -7 den 8 -9 den
Prasnica 25 hod. 50 hod. 96 hod. 5 den 6 den
Kralic¢ica 24 hod. 35 hod. 48 hod. 3 den 4 den
Mys 22 hod. 32 hod. 40 hod. 3 den 4 dent

Vsetky tieto vyvojové §tadia st za optimalnych podmienok v kazdom vyvojovom
Stadiu charakteristické kompaktnou a celistvou zona pellucida, pravidelne sa deliacimi

a homogénnymi blastomérami (Pivko et al., 1988).

1. Neoplodnené vajicko (1. den) je jednobunkova Struktira. Zrely oocyt sa nachadza
v §tadiu metafazy prvého meiotického delenia. Chromozémy su usporiadané v metafaznej
platni¢ke. V perivitelinnom priestore po zona pellucida je mozné pozorovat vylucené
polové teliesko. Transkripcia je zastavend a translacia sa k tomuto ¢asovému bodu rovnako
obmedzuje. Oocyt vSak obsahuje vysokl zasobu nasyntetizovanych potrebnych molekul
(Olexikova, 2009).

2. Stadia 2 — 16 buniek (druhy — piaty deit po oplodneni), kde jednotlivé vyvojové
Stddia st charakterizované pravidelnym vyskytom blastomér v pofte 2 az 16 buniek.
V tomto obdobi je embryondlny génom eSte zviacSa inaktivny. Embryo je odkdzané na
materndlnu geneticku vybavu a génové transkripty, ktoré sa nahromadili eSte v priebehu
vyvoja oocytu, schopnost’ adaptovat sa na zmenené podmienky je teda minimalna.
Pokracovanim vyvoja sa vSak zvySuje potreba vyuZivania produktov vlastného gendomu.
Doba aktivacie embryonalneho genému je charakteristickd medzidruhovymi rozdielmi.
Moze prebiehat’ pocas druhého bunkového cyklu, v dvojbunkovom $tadiu ako je tomu
umys$i (Thompson, 1996), resp. pocas treticho ako u oSipanej (Tomanek et al., 1989),

alebo pocas Stvrtého bunkového cyklu v §tadiu 8 buniek ako je tomu u hovéddzieho dobytka

15



(Laurin¢ik et al., 2000) a kralika (Baran et al., 1997). Tento prechod od maternalnej po
zygoticku kontrolu vyvoja je oznaCovany ako MZT (maternal zygotic transition).
V priebehu MZT preimplantaénych embryi chybaju funkéné jadierka, ktoré st miestom
syntézy ribozomalnej RNA (rRNA). Proces tvorby funkénych jadierok — nukleologenéza je
jeden z najdodlezitejSich dejov v priebehu preimplantaéného vyvoja embrya (Pivko, 1995).

3. Ranna morula (piaty — Siesty deil) sa vSeobecne opisuje ako skupina — volnych
blastomér. Jednotlivé blastoméry st jedna od druhej zretelne oddelené a zaberajii vacsSiu
Cast’ priestoru, ktory vytvara zoma pellucida. Perivitelinny priestor je Cisty a zretelny.
Vonkajsi priemer rannych embryi krav je 150 — 190 um vratane zona pellucida, ktora je
hruba priblizne 12 — 15 um. Velkost embryi zostava nezmenena od zygoty az po
blastocystu.V §tadiu expanzie rannych embryi sa ich vel’kost’ zvacsuje.

4. Kompaktnd morula (Siesty den), jednotlivé bunky — blastoméry, ktoré formuju
vtomto Staddiu kompaktni masu moruly, su jedna pri druhej asplyvaju. Proces
kompaktizacie je ukonCeny. Perivitelinny priestor je Cisty (Pivko et al., 2000).

Medzibunkové spojenia vytvarajlice sa medzi blastomérami embrya suvisia aj
s procesom diferenciacie dvoch odlisnych typov buniek embryoblastu a trofoblastu. Vel'ky
vyznam pre integritu a schopnost’ d’alSieho vyvoja embrya maju spojenia vytvarané medzi
jednotlivymi bunkami trofoblastu navzajom. Ide o pevné kontakty typu zonula ocludens,
¢o st nepriepustné kontakty medzi susednymi bunkami trofoblastu potrebné pre oddelenie
vonkajieho prostredia od vnatorného prostredia dutiny embrya. Dalsim typom spojeni st
adhezivne kontakty typu zonula adherens a macula adherens. Na vzniku tychto spojeni sa
podiel'aju sucasti cytoskeletu bunky ajeho poSkodenim moéze dochadzat k vyraznému
naruSeniu d’alSieho vyvoja embrya (Pivko, 1995).

5. Rannd blastocysta (siedmy defi), ranné embryo v tomto $tadiu zafina formovat
blastocelovii dutinku v podobe excentricky sa formujuiceho mechurika. V tomto §tadiu
vyvoja uz mézu byt viditené rozdiely medzi trofoblastom a vnatornou bunkovou masou.
Perivetelinny priestor je Cisty.

6. Blastocysta (siedmy — 6smy defl), v tomto Stadiu nastdva diferenciacia vonkajSej
vrstvy trofoblastu od tmavsej kompaktnej$ej vnitornej masy buniek. Blastocelova dutina je
rozSirena a perivitelinny priestor je zazeny.

7. Expandovana blastocysta (0smy — deviaty deil), vonkajsi priemer embrya v tomto
Stadiu sa rychlo zvacsuje (1,2 az 1,5 — krat), perivitelinny priestor sa straca za sucasného

zuzovania sa zona pellucida az na priblizne tretinu jej pévodnej hrubky. V tomto Stadiu
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ziskané embrya Casto podliehaju kolapsu, ¢o je charakterizované uplnou, alebo ¢iastoc¢nou
stratou blastocelu. Zona pellucida zostava neporuSena.

8. VoI'na blastocysta (deviaty deil), v tomto vyvojovom §tadiu ziskané embryé aktivne
vystupuju zo zona pellucida a ostavaju volné. Maju zretel'ne diferencovany a pravidelne
utvarany trofoblast, v ktorom je uzavrety excentricky sa tvoriaci embryoblast a dobre
vyvinutu blastocelovll dutinu. Pri hodnoteni embryo pripomina svetly pravidelny, okrahly
mechurik.

9. Predizena blastocysta (deviaty — desiaty deft), v tomto vyvojovom §tadiu ziskané
embrya st bez zona pellucida a charakterizuje ich zvySena proliferacia trofoblastu
a morfologicka premena oldvneho tvaru na trubicovy (Pivko et al., 2000).

Za vyvoj kazdého embrya do ur€itého vyvojového Stadia, v zavislosti od druhu zvierat,
zodpoveda materskd genetickd vybava, ktord je nahradend embryonalnou vybavou,
hovorime o §tadiu ,,bloku®“. U mySich embryi je to 2-bunkové S$tadium, 4-bunkové
u oSipanej, 8-bunkové u hovéddzieho dobytka, oviec a koz a 8-16-bunkového u kralika.
V tomto Stadiu st bunkami (epitelom) vajcovodu produkované Specifické proteiny, ktoré
pozitivne ovplyviiuji skory vyvoj embrya (Menck et al., 1997).

Kvalitu ziskanych jednotlivych vyvojovych §tadii rannych embryi treba urcovat’ na
zdklade morfologickych kritérii do Styroch tried a oznacit medzinarodnym ciselnym
kédom (1 - 4):

1, vynikajice embryo (+) je zivotaschopné idealne embryo, okrihle, symetrické
s bunkami jednej vel'kosti, sfarbenia a Struktury,

2, dobré embryo (+ -) je charakteristické vyskytom niekolkych fragmentov blastomér
v perivitelinnom priestore, nepravidelnym tvarom a vyskytom vezikul,

3, slabé, dostato¢né embryo (- +) je velmi madlo zivotaschopné s pritomnostou
fragmentov blastomér a niekol’kych degenerovanych buniek v perivitelinnom priestore, je
charakteristické zvySenou tvorbou vezikulacie,

4, degenerované, fragmentované embryo (-) ma pocetné fragmenty blastomér,
degenerované bunky, bunky rdéznej velkosti, velké pocetné vezikuly, podlicha totdlnej
fragmentacii (Pivko et al., 2000).

Na konci tohto obdobia ma embryo vyvinuté vSetky organy. Embryo je vel'mi citlivé na
posobenie vonkajSich a vnutornych vplyvov, ktoré ho mézu poskodit’ (Kopecky et al.,

2003).
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1.1.4 Fetalna faza

Od 3. mesiaca gravidity postupne zacinaju ¢innost’ vSetky orgény, plod — fetus v tomto
obdobi predovsetkym rastie (Kopecky et al., 2003).

Fetdlna faza je charakterizovand aj rychlym rastom a vyvojom placenty, ktora

zabezpecuje vyzivu plodu az do porodu (Schubert, 1991).

1.2 VoP'né radikaly

Vol'né radikaly (VR) st atdémy, molekuly ¢i 16ny schopné samostatnej existencie, ktoré
maju vo svojom elektronovom obale jeden, alebo viacej nesparenych elektronov. SnaZia sa
preto ziskat' d’al$i elektron a doplnit’ si tak elektronovy par do stabilnej konfiguracie.
Z tohto prameni ich velka reaktivita a obmedzena doba existencie. Reaguju nielen
s ostatnymi vol'nymi radikalmi, ale 1 s intaktnymi molekulami a tym vytvaraju d’alsi vol'ny
radikal, tento dej ma tendenciu pokracovat’ formou retazovej reakcie (Racek, 2003).

Vol'né radikéaly maja v zivote organizmov vel’ky vyznam (Zachar et al., 2004).

Organizmy na jednej strane VR vyuzivaji pre svoj prospech — kniceniu
fagocytovanych organizmov, pri ovulacii a oplodneni vajicka (Racek a Holecek, 1999).

Zucastnuji sa na mnohych reakcidch, ¢asto su produktmi alebo substratom pre rozne
enzymy. Podielaji sa na ochrane organizmu pred cudzorodymi casticami, na
reprodukénom procese a aktivuju cely rad enzymov (Kimakova, 2002).

Na druhej strane mozu vol'né radikély organizmus zavazne poskodit’ (Racek a Holecek,
1999).

Volné radikaly mozu byt pre nds organizmus vel'mi nebezpecné. Ked’ nase telo nie je
schopné s nimi efektivne bojovat’, mézu nas aj zabit’ (Youngson, 1995).

Reaktivne kyslikové druhy, alebo volné radikaly v biologickom systéme sa moézu
tvorit’ prooxidativnymi enzymovymi systémami, lipidovou oxidaciou, oziarenim, zapalom
v tele, fajéenim, latkami znecist'ujicimi ovzdusie a procesom glykoxidacie (DlugoSova a
Psenakova, 2004).

Klinické stadie potvrdili, ze reaktivne kyslikové druhy spolu s volnymi radikalmi
sposobuju s vekom spojené degenerativne ochorenia, zahriujuc aterosklerézu, rakovinu,
mozgovu prihodu, astmu, srdcovy infarkt, poSkodenie pecene a d’alSie (DlugoSova a
Psenakova, 2004).

Reakciou vol'nych radikalov s oxidovanou latkou sa tvoria metabolity, ktoré mézu byt

reaktivnejsie a teda SkodlivejSie ako povodny radikal (Dlugosova a PSendkova, 2004).
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Pre organizmus st najdodlezitejSie vol'né radikaly kyslika a dusika, d’al§imi zmenami z
nich mézu vznikat’ iné reaktivne latky, ktoré vSak uz nemaju neparovy elektron (peroxid
vodiku, kyselina chlorna). Tieto latky sa spolu s VR oznaCuju spoloénym nazvom
reaktivne formy kysliku (reactive oxygen species, ROS) ¢i dusiku (RSN) (Racek a
Holecek, 1999).

Z chemického pohl'adu mézu vznikat’ nasledovnymi typmi reakcii:
a) homolyticky — rozpadom kovalentnej vézby vplyvom radidcie, ultrafialového alebo
ionizujuceho ziarenia, viditeI'ného svetla v pritomnosti fotosenzorov, tepelnou degradaciou

organickych materialov a podobne:
A:B>A +B’
b) oxidaciou latky A dochadza ku strate elektronu a vznika radikal R "
A"+R—>A+R’
¢) redukciou latky B dochadza ku vzniku radikalu B
B+e —» B’

V biologickych systémoch vznikaju radikaly najmi elektronovym prenosom (Muchové et
al., 2004).

V organizme vznikaju volné radikaly pri rade procesov. Ich hlavnymi zdrojmi st v
zivych organizmoch za beznych podmienok nasledujtce procesy:

1. Bezné zivotné pochody, pri ktorych bunka ziskava energiu (napr. aj na svalovu
pracu), alebo Stiepi latky potrebné pre bunkovll vyzivu (napr. bielkoviny, sacharidy, tuky).

2. Niektoré chemické reakcie spontanne prebiehajice vo vnutri buniek za pritomnosti
cudzorodych latok (napr. tazkych kovov — najmi ortuti, kadmia, olova, titanu, nikla, d’alej
napriklad z dymu tabakovych aj marihuanovych cigariet, ale taktiez rozkladom liekov).

3. lonizujuce ziarenie reprezentované najCastejSie ultrafialovym ziarenim (UV)
pochadzajucim zo slnka, ale aj rontgenové a radioaktivne ziarenie (Mariassy, 2006).
Volné radikaly mézu byt

a) odvodené od kyslika,
b) odvodené od dusika,

¢) odvodené od organickych zlucenin (Muchova et al., 2004).
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Tab. 1.2

[Vnitorné a vonkajsie zdroje voPnych radikalov] (Durackova et al., 1999)

Vnutorné zdroje Vonkajsie zdroje
Fagocyty Cigaretovy dym
Mitochondrie Znecistenie zivotného prostredia
Peroxizomy Radiacia
Xantinoxidaza Chemoterapeutika
Kaskada kyseliny arachidonovej Ultrafialové svetlo
Reakcie zahrnujice i6ny prechodnych prvkov Ozbén
Zapal Niektor¢ lieky, pesticidy, anestetika,
Ischemicko-reperfuzne stavy Organické rozpustadla
Aterogenéza

1.2.1 Radikaly odvodené od kyslika

Kyslik je pre l'udsky zivot nevyhnutny, ale ako vdcSina chemickych latok i on moze
byt pre organizmus toxicky (Kimakova, 2002).

Kyslik je esencidlny prvok pre aerdbne organizmy, je termindlnym akceptorom
elektronov pocas respiracie, ktord je hlavnym zdrojom energetickych substratov, vytvara
chemické formy molekul radikalového typu, ktoré st vel'mi reaktivne, nestabilné, s vel'mi
kratkym polasom zivota, a tym aj s nizkou rovnovaznou koncentraciou (Halliwell et al.,
1987).

Potencialne $kodlivé reaktivne formy kyslika (ROS)* su produkované v désledku
normalneho aerébneho metabolizmu. Tieto ,,voI'né radikaly* su zvycajne odstranené, alebo
inaktivované in vivo skupinou antioxidantov. Jednotlivi ¢lenovia antioxidanej obrannej
skupiny st aktivovani, aby zabranili tvorbe ROS, znicili potencidlne oxidanty
a zneSkodnili ROS. Tym sa minimalizuje poSkodenie tkaniva spdsobené oxidativhym

stresom (Benzie a Strain, 1996).
Superoxid (0, ) je sucasne jednoelektronovy reduktant aj oxidant. MoZe prechadzat

bunkovymi membranami cez aniénové kandly. Zd4 sa, Ze sdm superoxid nemd vyznamné

toxické ucinky. Je vSak zdkladnym intermediatom, z ktorého vznikaju iné toxické ROI,
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z ktorych medzi najdolezitejsie patri hydrogénperoxid (H,O,), hydroxylovy radikal (OH)
a singletovy kyslik (Ferencik et al., 1997).

Superoxid podliecha dizmutécii, pri ktorej jedna jeho molekula poskytuje elektron
druhej, takze superoxid sa vlastne zaroven oxiduje i redukuje a produkty reakcie su kyslik

a peroxid vodika:

0, "+ 0, "+ 2H" — 0, + H,0; (Stipek et al., 2000).

V organizme moéze vznikat pri reakciach katalyzovanych enzymami. Prikladom
pozitivneho vzniku superoxidu je reakcia katalyzovana NADPH-oxid4dzou v neutrofiloch.
Vzniknuty superoxid podmienuje cely rad naslednych reakcii, priCom vznikaju latky, ktoré

su sucast'ou mikrobicidnych systémov fagocytov:

NADPH-oxidaza
NADPH + O, » NADP' + H" + 0, ~ (Muchova et al., 2004).

NADPH oxidaza je vlastne elektronovo transportny retazec, ktory sa nachadza
v cytoplazmove] membrane a fagocytovej vakuole vSetkych profesiondlnych fagocytov
a niektorych B- a T- lymfocytov. Nazov je odvodeny z toho, ze NADPH sluzi ako donor
elektronov pri redukcii kyslika na superoxid (Ferencik et al., 1997).

Na druhej strane enzym xantinoxiddza katalyzuje vznik superoxidu vo zvySenej miere
v bunkéch napr. pri ischemicko-reperfuznych stavoch, ¢o je negativnym prikladom tvorby

superoxidu:

xantinoxidaza

xantin + O, » kyselina motova + H,0, + O, "~

Superoxid nie je velmi reaktivny, ale niektoré biologické terce su nan citlivé.

Vseobecne sa prijima ndzor, ze v  poskodeniach organizmu zohrava ulohu najmi
neprotonizovana forma (O, ), aj ked protonizovand forma (HO, ) je reaktivnejsia

a sposobuje poskodenie DNA (Muchovi et al., 2004).
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Hydrogén peroxid reaguje s myeloperoxidizou (MPO), nachadzajucou sa
v azurofilnych granuléch s chloridovym aniénom za vzniku kyseliny chlornej, ktora sa

d’alej metabolizuje na chlérnan az volny chlor:

H,0, + CI' + H —MP9_+ 11,0 + HOCI
HCIO & H + OCI'

HOCI1 + CI' — Cl, + OH" (Ferencik et al., 1997).

Medzi najtoxickejSie radikaly patri hydroxylovy radikal (OH) vznikajtci z peroxidu
vodika, ktory je schopny menit' ani¢it molekuly bielkovin, nukleovych kyselin,
membranovych lipidov atd’. Pri odburavani sacharidov (glukézy), vol'ne alebo chemicky
viazanych na polypeptidové retazce proteinov, sa vyznamne zvysi hladina hydroxylového
radikdlu. Tieto procesy sa vyznamnou mierou podielaji na vzniku chronickych
diabetickych komplikaciach (Racek, 2003).

Tvori sa viacerymi metabolickymi cestami, z ktorych najddlezitejSou je rozklad H,O,

katalyzovany Fe*":

Fe*" + H,0, — Fe** + OH + 'OH

Podstatou jeho cytotoxickosti je silnd oxidacnd kapacita, ktord sa prejavuje
v schopnosti vytrhnuat’ elektrén z molektl najrozli¢nejsich zlucenin, ¢im vznika novy volny

radikal, ktory moze oxidovat’ d’alSie latky:

"OH+R —> OH +R" (Ferentik et al., 1997).

Superoxid je ucinkom superoxiddismutazy (SOD) zapracovany na peroxid vodika,
ktory nie je volnym radikalom, ale je Skodlivy a prenika cez bunkové membrany a ma
dlhsi polc€as trvania ako voI'né radikdly. PretoZe superoxid samotny je malo ucinny, je vo
fagocytoch d’alej formovany na ucinnejsSie metabolity:

- reakcia katalyzovana superoxiddismutazou vznika peroxid vodika

- reakcia peroxidu vodika s chloridovymi i6nmi vznikd kyselina chlérna, reakciu

katalyzuje myeloperoxidaza
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- kyselina chlérna méZe s reakciou so superoxidom & Fe®™ poskytnut’ hydroxylovy
radikal

- hydroxylovy radikdl méze vzniknut' i reakciou peroxidu vodika s prechodnymi
kovmi (Fentonova reakcia)

- superoxid soxidom dusnatym reaguje na peroxynitrit, ktory modze Stiepenim
poskytnut’ vel'mi reaktivne radikdly oxidu dusi¢it¢ho a hydroxylového radikalu

(Racek, 2003).

Peroxid vodika (H,O,) nepatri medzi radikély, avSak do skupiny ROS urcite patri,
lebo sa podiel’a na vzniku radikdlov. Reakcie samotného peroxidu vodika s biomolekulami
sii pomerne pomalé, aviak v pritomnosti tranzitnych kovov (Fe*" alebo jednomocna med

Cu") sa peroxid vodika pohotovo redukuje:
H,0, + Fe** — HO" + OH + Fe** (Stipek et al., 2000).
H,0, +2H ' +2 e < 2 H,0

H02_+H2+26H3OH_

Peroxid vodika je produktom dvojelektronovej redukcie molekulového kyslika alebo
dismutécie superoxidového radikalu. Nie je volny radikal. Ale moze byt substrdtom pre
vznik vol'nych radikalov, a preto ho do skupiny vol'nych radikalov odvodenych od kyslika
zarad'ujeme. H,O, je slabé oxidacné ¢inidlo, ale mdze oxidovat tiolové (-SH-) skupiny
proteinov, kedy oxidaciou Specifickych tiolovych skupin proteinov sptista vnutrobunkové
metabolické pochody. Pri¢inou toxického uc¢inku peroxidu vodika je tvorba hydroxylového

radikalu, ktory vznikd Haberovou-Weissovou reakciou:
0O, +H,0,— O, + ‘OH + OH"
Reakcia je velmi rychla ak je katalyzovana napr. iénmi Fe’" alebo Cu'" . Peroxid
vodika moze reagovat’ s i6nmi kovu aj priamo podla tzv. Fentonovej reakcie, ked’ opat’

vznikd hydroxylovy radikal:

Fe,” + H,0, — Fe’" + 'OH + OH
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alebo vSeobecne:

M™ + H,0, —» M™Y +'OH + OH"

Tymito reakciami moéze vzniknut' v organizme velké mnozstvo radikélov nielen v
priebehu vSeobecného metabolizmu, ale aj vplyvom cudzorodych latok (Muchova et al.,

2004).

Singletovy Kyslik ('O,) je reaktivna forma kyslika, ktora ma elektrony excitované na
vysSej energetickej hladine ako molekula normalneho (zékladného) tripletového kyslika.
Ked’ sa tieto elektrony vracaju do zékladného stavu, emituji svetlo (chemiluminiscencie),
ktoré moze mat’ antimikrobne a cytotoxické ucinky (Ferencik et al., 1997).

Singletovy kyslik vznikd pri niektorych fotochemickych reakciach, kedy latka
absorbujuca svetlo prevedie tripletovy kyslik na reaktivny kyslik singletovy, i pri
fyziologickych biochemickych reakciach (napr. v dychacom retazci) vznikd malé
mnozstvo tejto reaktivnej molekuly.

Singletovy kyslik je excitovana forma tripletového kyslika, ktord mdze vznikat’ pri

reakcii superoxidu s hydroxylovym radikélom:

0,” +'OH+H"— '0,+ H,0,

Reaguje najmé s nenasytenymi molekulami v mieste dvojitej vizby a mdze sa tak
spolupodiel'at’ na peroxidacii lipidov. Singletovy kyslik vznika aj pri reakcii chlérnanu
s peroxidom vodika, ¢o je dolezité v leukocytoch, v myeloperoxidazovom mikrobicidnom
systéme. Singletovy kyslik je dblezity vzhl'adom na jeho chemicku reaktivitu. Patri medzi
ucinné oxidanty nenasytenych lipidov, bielkovin, aminokyselin, cholesterolu a inych
biologicky aktivnych substratov, ¢o podmieniuje jeho cytotoxickost (Muchova et al.,

2004).

Kyselina chlérna (HCIO) syntetizuje neutrofilné granulocyty (polymorfonukleéry)

pomocou svojej myeloperoxidazy:

H,0, + ClI — HCIO + H,0
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Kyselina chlérna je silny oxidant. Polymorfonukleary ho pouzivaji spolu s d’alSimi

ROS a RNS ako bakteriocidny prostriedok (Stipek at al., 2000).

1.2.2 Radikaly odvodené od dusika

Oxid dusnaty (NO) hra nezastupiteI'nti tlohu v regulacii mnohych bunkovych funkecii
(Racek, 2003).

Syntetizuje sa z L-argininu skupinou enzymov nazyvanych syntdzy oxidu dusnatého
(NOS) vo viacerych typoch buniek vratane chondrocytov (Halliwell et al., 1987).

Reakcia prebiecha dvojstupiiovo. V prvej faze dochddza k hydroxylacii jedného
z guanidinovych dusikov L-argininu, vznika tak N-hydroxy-L-arginin. Pri tejto reakcii je
spotrebovand jedna molekula NADH a jedna molekula kysliku. Druhym krokom je potom
trojelektronova oxidécia tohto intermediatu. Uvoliiuje sa pri nej oxid dusnaty a L-citrullin
za spotreby jednej molekuly kysliku a 0,5 molekuly NADPH (Racek, 2003).

Chemické vlastnosti NO™ a jeho metabolitov (reactive nitrogen species — RNS) vel'mi
vystizne zhrnuli Beckman a Koppenolem (1996). NO’ pri svojich koncentraciach in vivo
reaguje vel'mi pomaly s via¢Sinou biomolektl vratane kyslika, lebo difizia oxidu dusnatého
do krvi a jeho inaktivacia hemoglobinom je omnoho rychlejsia. /n vivo reaguje dostato¢ne
rychlo len s tranzitnymi kovmi a radikalmi.

In vivo v pritomnosti akceptorov elektronov (NO,, tranzitnych kovov) sa oxid dusnaty
lahko zlucuje s fenolmi (tyrozinom), thiolmi (cysteinom, GSH, albuminom) a so

sekundarnymi aminmi:

NO' + GSH —» RSNO + H' + ¢ (Stipek et al., 2000).

Peroxynitrit
Patologicky najvyznamnejsia je reakcia NO' so superoxidom, kedy vznika toxicky
peroxynitrit:

NO'+ 0, — OONO
Fyziologické podmienky (pH 7,0) nie st pre vznik peroxynitritu vyhodné vzhl'adom

k nizkej koncentracii NO™ a predovsetkym superoxidu, avsak pri intenzivnej syntéze NO'a

O," (napr. aktivovanymi polymorfonuklearmi) méze koncentracia peroxynitritu dosiahniit
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vyznamné mikromolarne hladiny. NO' je jedinad biologickd molekula produkovana

v koncentracii postacujucej ku kompeticii o superoxid so superoxiddismutazou.
Peroxynitrit je oxidaénym &inidlom (Stipek et al., 2000).

Peroxynitrit je in vivo zodpoveny za nitraciu a hydoxylaciu aminokyseliny tyrozinu.
Tranzitné kovy, vratane kovov aktivnych centier superoxiddismutazy a myeloperoxidazy
(Beckman a Koppenol, 1996) katalyzuju jeho heterolytické Stiepenie na hydroxidovy anion
a nitroniovy kation, ktorému je tradi¢ne pripisovand schopnost napadnut fenolové

zluCeniny a in vivo v proteinoch menit’ napriklad tyrozin na 3-nitrotyrozin:

HOONO — NO," + OH"

Squadrito a Pryor (1998) si mysli, Ze katalyzatorom nitracie je oxid uhlicity, ktory
rychlo reaguje s peroxynitritom za vzniku oxidanych a nitrataénych medziproduktov,

vratane NO, a CO;".

Kyselina peroxodusita, ktord vznikd protonizaciou peroxonitritového anidnu, sa

rychlo rozkladé a vznika reaktivny hydroxylovy radikal:

ONOOH — "OH +NO, - NO;” + H"

Tymito reakciami sa uskutociiuje spojenie medzi reaktivnymi metabolitmi kyslika
(v neutrofiloch a makrofagoch ich produkuje NADPH-oxid4za) a reaktivnymi metabolitmi
dusika. Vysledkom je wvznik najucinnejSej mikrobicidnej a cytotoxickej substancie

profesionalnych fagocytov — hydroxylového radikalu (Muchova et al., 2004).

1.2.3 Radikaly odvodené od organickych zlicenin

Je vela organickych latok, ktoré mézu mat volny nespareny elektron. Nespareny
elektron moze byt asociovany s viacerymi atémami. Napriklad tioly v pritomnosti idnov
prechodnych prvkov sa oxiduji na alkylsulfanylovy radikal (RS"). Je to radikal siry, ktory
ma znacnu reaktivnost. V pritomnosti kyslika méze tvorit' alkyltioperoxylovy radikal
(RSO,"), ale aj oxidovat’ d’alSie latky za tvorby inych radikalov. Radikaly s nesparenym
elektronom na uhliku vznikaju tak v zivotnom prostredi, ako aj v mnohych biologickych

systémoch. Napriklad v priebehu metabolizmu tetrachlormetdnu v mikrozomoch pecene
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vznika trichlormetylovy radikal, ktory v pritomnosti kyslika tvori trichlormetylperoxylovy
radikal ("O,CCl;).
St zname aj radikaly s nesparenym elektronom na dusiku. Napr. fenyldiazinovy

radikal sa tvori v priebehu oxidacie fenylhydrazinu v erytrocytoch (Muchova et al., 2004).

1.3 Oxidativny stres

Oxidativny stres (OS) vznikd ako ddsledok negativneho pdsobenia volnych radikalov
areaktivnych metabolitov kyslika a dusika. V zivych bunkdch dochadza k prevahe
oxida¢nych castic nad bunkovymi antioxidantami, kedy sa porusuje rovnovaha medzi
tvoriacimi sa radikalmi a ich prirodzenymi vychytdvaémi (Durackova, 1998).

Urcité mnoZstvo ROS je potrebné vo vajickovode (Attaran et al., 2000), rovnako ako
pri normalnom pdsobeni spermie (de Lamirande et al., 1997).

Avsak zvysend hladina ROS mo6ze mat Skodlivy efekt (Alvarez, 2003).

Bunky znesi mierny oxidany stres a cCasto odpovedaji zvySenou syntézou
antioxida¢nych obrannych enzymov a d’alSich ochrannych protektivnych proteinov. Silny
oxidacny stres moze zapricinit’ poskodenie buniek alebo dokonca vedie k ich usmrteniu.
Oxida¢né poskodenie DNA, proteinov a lipidov poskodi alebo zni¢i bunky. Indukované
usmrtenie buniek sa vyskytuje pri nekroze alebo apoptéze. Oxidacny stres zapricini
zvySenie intracelularneho Ca®" avedie k vyplaveniu intraceluldarneho Zeleza, ktoré
katalyzuje tvorbu OH" (Halliwell, 1995).

Hibka poskodenia oxidaénym stresom zavisi od viacerych faktorov. Je to jednak druh
poskodzovanej molekuly (proteiny, lipidy, nukleové kyseliny), mechanizmus, akym sa
poskodzovanie uskutociiuje (chémia fentonového typu, indukcia urcitym liekom alebo
xenobiotikom, aktivicia enzymov, napr. NO-syntazy, xantinoxidazy) a typ oxida¢ného

stresu (Durackova et al., 1999).

1.3.1 Poskodenie biologickych membran lipoperoxidaciou

VolIné kyslikové radikaly (VR) a reaktivne metabolity kyslika predstavuju nebezpecie
oxida¢ného poskodenia biologickych membran — lipoperoxidaciou. Pod peroxidaciou
lipidov sa rozumie oxidacné poskodenie polynenasytenych vyssich karboxylovych kyselin
(VNKK), ktoré su zlozkou membranovych fosfolipidov. Cim je vysSia karboxylova
kyselina (VNK) viac nenasytend, tym je citlivejSia na oxidacné poskodenie. VNKK len

s jednou dvojitou vizbou, napr. kyselina olejova sa lipoperoxidaciou takmer neposkodzuju.
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Vhodnymi substratmi na oxidacné poskodenie st kyseliny s dvomi a viacerymi dvojitymi
vizbami. Peroxidécia lipidov zac¢ina G¢inkom akéhokol'vek faktora, ktory ma dostatocnu

schopnost’ odoberat’ vodikovy atém z metylénovej skupiny (-CH,-) nenasyten¢ho lipidu
(LH) za tvorby lipidového radikalu (L") (iniciacia). Moze to byt napriklad hydroxylovy
radikdl ('OH), peroxylovy radikdl (ROO"), alkoxylovy radikdl (RO%). V molekule

lipidového radikalu sa preskupia dvojité vdzby a vznikne radikal s konjungovanymi
dvojitymi vézbami. Takyto radikal velmi rychlo reaguje s kyslikom za tvorby
lipoperoxylového radikalu (LOO"). Ten je schopny reagovat s d’alSou molekulou lipidu
(LH) a tvoria sa dalSie radikaly (L’), ¢im nastdva vetvenie (propagdcia) reakcie.
Z povodnej VNKK vznika lipoperoxid (hydroperoxid) (LOOH). Nasleduje sekunddarna
iniciacia reakcie, ktor spustaju lipidové radikaly, ktoré vznikli z hydroperoxidov.
Ukoncenie (terminacia) reakcii nastdva vzajomnou rekombinaciou lipidovych radikélov,
alebo ich reakciou s inhibitormi (antioxidantmi) (Muchova et al., 2004).

Neenzymova peroxidacia lipidov — ddva zmes réznych produktov, lebo retazce
modifikovanych  mastnych kyselin sa lahko Stiepia na kratSie produkty, vratane
uhlovodikov, ktoré vydychujeme - etan, pentan atoxickych aldehydov —
malondialdehyd (MDA) a4-hydroxynonenal (4-HNE), ktoré sa pevne naviazu na
proteiny a menia ich Zivotnost’ a funkciu. Téato peroxidacia meni fluiditu membran, zvysuje
ich priepustnost pre ionty, a tak spdsobi lyzu buniek a znizuje i membranovy potencial.

Enzymova perixidacia lipidov — prebieha na aktivnych centrach hydroperoxidaz
aendoperoxiddz  (cyklooxygendza, lipoxygendza) aprodukuje  stereoSpecifické
a biologicky aktivne latky (prostaglandiny, leukatrieny), délezité v riadeni bunkovych
dejov a v ochrannych pochodoch. VoI'né radikaly su nenahraditel'né medziprodukty tychto
syntéz, nie su vSak uvolnované z enzymov, a preto neskodia. Okrem toho vznikaja aj silné
oxidanty, ktoré st uvolflované do prostredia a zneSkodiiované antioxidaénym systémom

organizmu (Stipek et al., 2000).

1.3.2 Oxida¢né poskodenie proteinov

Oxidac¢né poskodenie proteinov sa ovel'a menej Studovalo ako peroxidacia lipidov. Je
to prirodzené vzhl'adom k velkému mnozstvu réznych proteinov a aminokyselinovych
jednotiek v nich pritomnych, ktoré moézu byt substratom pre oxidanty (Holley a

Cheeseman, 1993).
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Metionin je ucinkom ROS napriklad oxidovany na jeho sulfid, cystein na kyselinu
cysteinovy, tryptofdn na kynurenin. Pri oxidécii prolinu sa asi rusi peptidovy retazec. Rada
aminokyselin je hydroxylovana hydroxylovym radikalom a nitrovand peroxynitritom
(tryptofan, fenylalanin, tyrozin). S va¢Sinou biomolekul peroxynitrit reaguje pomaly, je
selektivnym antioxidantom. V proteinoch meni tyrozin na nitrotyrozin, ktory je vel'mi staly
(Stipek et al., 2000).

Na charakterizovanie oxidacného poskodenia proteinov sa pouziva stanovenie
karbonylovych skupin, ktoré vznikaju reakciou oxidantov, napr. hydroxylovych radikalov,
s bo¢nymi retazcami aminokyselin, napr. lyzinovymi alebo prolinovymi jednotkami. Tieto
karbonylové proteiny su primarne produkty poSkodenia proteinov a st schopné
poskodzovat’ d’alsie molekuly. Pozndme dva mechanizmy ich U¢inku — oxidaény a
redukény. Oxidacnym podsobenim karbonylovych skupin vznikaji hydroperoxidy
proteinov. Na ich redukciu sa v bunke vycerpavaji vyznamné reduktanty, ako je kyselina
askorbova a glutation. Pri druhom mechanizme pdsobi poskodeny protein ako reduktant,
redukuje i6ny kovov na prooxidaénii formu (Fe’™ — Fe*"). V oboch pripadoch dochadza
k zvySovaniu oxida¢ného stresu v bunkach (Muchova et al., 2004).

Oxida¢né poskodenie proteinov in vivo moze ovplyvnit’ funkciu receptorov, enzymov,
transportnych proteinov, pripadne tvorbu novych antigénov, ktoré¢ mozu vyvolavat’ r6znu
imunitni odpoved’. Oxidacne poSkodené proteiny mozu spdsobit’ sekundarne poskodenia
inych biomolekl, ako repara¢nych enzymov DNA alebo DNA polymerazy. Rozne RMO
mdzu reagovat’ s histidinovymi, argininovymi, lyzinovymi a prolinovymi jednotkami
za tvorby karboxylovych skupin, ktor¢ sa mézu dokazat reakciou s2,4-

dinitrofenylhydrazinom (Durackova et al., 1999).

1.3.3 PoSkodenie DNA vol’'nymi radikalmi

Rovnako ako lipidy a proteiny i deoxyribonukleové kyseliny su poskodzované
predovietkym hydoxylovym radikdlom OH'. Reaguje s deoxyribozou za vzniku

malondialdehydu a d’alSich produktov, modifikuje a uvolfiuje purinové a pyrimidinové

bazy. Nasledkom tychto reakcii sa mdze prerusit’ polynukleotidovy retazec, alebo sa mézu
vytvorit krizové vizby DNA s proteinmi. Primérna reakcia OH sDNA je vynatie
vodikového atomu z deoxyribdzy, ¢o vedie k destrukcii sacharidov a preruseniu ret'azca.
OH" je schopny pripojit’ sa (addovat) k purinovym a pyrimidinovym bazam a tak ich

zmenit’ na hydroxyderivéty a oxoderivaty (Stipek et al., 2000).
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Energia vizby C-H v aromatickom kruhu je vel'mi vysoka, a preto hydroxylovy radikal
reaguje prostrednictvom interakcie s m-elektronmi s naslednou hydroxyléaciou tychto latok.
Hlavnym produktom oxidaéného poSkodenia je 8-oxo-2-deoxyguanozin, ktory
povazujeme za marker oxidacného poSkodenia DNA. Identifikovalo sa viac ako 20
oxida¢nym poskodenim modifikovanych purinov a pyrimidinov.

Superoxid a peroxid vodika sa pravdepodobne priamo nezucastiiuji na Stiepeni DNA.
Mo6zu pdsobit’ sekundarne ako medziprodukty pri tvorbe hydroxylového radikélu.

Procesy oxidacného poskodenia DNA v zdravych bunkach st pre organizmus vysoko
toxické, pretoze su zdkladom mutdcii a mézu byt pri¢inou smrti bunky a organizmu
(Muchova et al., 2004).

ROS moZze nielen urychlit odumieranie v bunkdch pomocou priameho poskodenia
DNA, ale taktiez ovplyviiuje opravny mechanizmus DNA v bunkovom cykle (Barzilai
a Yamamoto, 2004).

Mitochondrialna DNA (mtDNA) je omnoho citlivejSia k oxidacnému poskodeniu, je
zrejme prokaryotického povodu, atak nema introny anie je chranené histonmi.
Molekuldrne zmeny v mitochondridch sa prejavia apoptézou, alebo nekrdézou bunky.
Membranové pory otvorené oxidaénému stresu zavinia pokles membranového potencidlu
mitochondrii, ¢o je jedna zo zakladnych faz apoptozy.

Taktiez jadrova DNA byva poSkodzovand radikdlovym mechanizmom. Na zlomy
v retazci DNA sa naviaze poly(ADP)rib6zapolymeriza (PARP). Sucasne je indukovana
syntéza transkripéného faktora p53, ktory sa ako produkt supresorového génu presunie do
jadra, aby =zastavil bunkovy cyklus. V tomto S$tadiu sa signdlne mechanizmy bunky
rozhoduj, ¢i je mozné opravit DNA, alebo skor aktivovat’ kaskadu cysteinovych protedz,
ktora odstrani PARP a spusti apoptézu. Pokial’ sa bunka rozhodne k opravam DNA, PARP
samu seba modifikuje [poly(ADP)ribozilacia], oddeli sa od DNA a poly(ADP) sa odbura.
Do procesu vstupi repara¢ny enzymovy systém, ktory opravi zlom. Proces je vSak tak

energeticky naro¢ny, ze moze skonéit’ nekrézou bunky (Stipek et al., 2000).

1.3.4 Oxidacné poskodenie enzymovych komplexov a bunkovej signalizacie
Hydroxylovy radikal (‘OH) meni aktivitu enzymov tym, ze uvolnuje Zzelezo

z enzymovych centier Fe/S (napr. akonitaza, ferochelatdza). Taktiez NO® sa viaZe na

zelezo v aktivnych centrach mnohych enzymov, ktoré tak inaktivuje (kataldza, cytochrom

P-450, enzymy s Fe/S-komlexami). Ribonukleotidreduktdza premiena ribonukleotidy na
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deoxyribonukleotidy a je nevyhnutna pre syntézu DNA. NO" tento enzym inaktivuje tym,

Ze nitruje tyrozin v aktivnom centre enzymu (Stipek et al., 2000).

1.4 Vplyv oxida¢ného stresu na intrauterinny vyvoj jedinca

Oxidacny stres moze mat’ Skodlivy vplyv na embryondlny vyvoj. ROS moéZe vznikat
z metabolizmu embrya a z okolitého prostredia (Agarwal a Allamaneni, 2004).

Produkcia ROS moze vznikat' pocas oxidac¢nej fosforylacie v mitochondridch.
Elektrony sa uvolnia z elektréonového transportného retazca na vnuatornych
mitochondridlnych membréanach. Tieto elektrony su transferované do kyslikovych
molekul, a vysledkom je nespareny elektron v orbite. Toto vedie k produkcii
superoxidovych molekul. Dalsie zdroje produkcie ROS su cytoplazmicka NADPH-
oxidaza, cytochromové p450 enzymy a xantin-oxidoreduktazy (Knott et al., 2003).

Stav oxidacného stresu mdze byt limitujicim €initelom embryogenézy. Nadprodukcia
ROS je skodlivd pre embryo, vedie k zmendm vnuatrobunkového prostredia a
k poruseniu metabolizmu embryonalnych buniek (Geurin et al., 2001; Harvey et al.,
2002).

Superoxid, peroxid vodika, a hydroxylové radikaly, m6zu mat’ Skodlivé G€inky na
plod. Oxida¢né napitie mikroprostredia moze byt zvySené pritomnymi spermiami,
leukocytmi. Spermia, ktord sprostredkuje aktivaciu vajicka modze zvysit' oxidacné
napitie v embryonalnom genome (Harvey et al., 2002).

Pre in vivo oplodnenie a vyvoj embrya je vyhovujucejSie prostredie s nizkym
oxida¢nym napétim (Burton et al., 2003).

Pocas asistovanej reprodukénej technolégie je dolezité sa vyhnut podmienkam,
ktoré podporuju tvorbu ROS a vystavuju gamétu resp. embryo ROS. Pocas
kultivacie, nizke kyslikové napitie je viac efektivne v zlepSovani koncepcie, nidacie
a implantacie zarodku ako vysSSie kyslikové napidtie. Mnozstvo vnutornych
a vonkajsich faktorov mozu indukovat’ oxida¢né napdtie embrya. Rozdielne, metabolické
drahy a enzymy mdézu produkovat’ vntutorné ROS, vratane oxidacnej fosforylacie, oxidaz a
xantinoxidazy (XO). Niekolko vonkajSich faktorov moéze prispievat k produkcii ROS
embryami, ako je koncentracia oxidovate'nych substratov, metalické kationy, viditeIné
svetlo, a spermie. ROS mdzu zmenit’ vel'a biomolekl, ako st lipidy, proteiny DNA, ako aj

samotné procesy v bunkach (Agarwal et al., 2005a).
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Oxidaény stav a in vitro vyvoj embrya

Vyvoj ranného embrya cicavcov vobdobi od oplodnenia po zdkladnu
diferencidciu prebieha v prostredi s nizkou koncentraciou kyslika. Pacientom po IVF
resp. ICSI sa zlepSila preimplantacna Zivotaschopnost’ embrya, pokial’ sa uvedené
biotechnické postupy vykonali v prostredi nizSou koncentraciou kyslika (Dumoulin et
al., 1999).

Nizke koncentracie kyslika v in vitro prostredi poc¢as kultivacie prasacich embryi
znizili obsah H,0,, vysledkom bola znizena fragmentacia DNA, co prispelo
k zlepSeniu vyvoja (Kitagawa, 2004).

Vyssia koncentracia kyslika o 20% v in vitro prostredi sposobuje nizsiu vyvojovu
sposobilost embrya. Zrychleny vyvoj embrya bol zisteny pod nizSou (5%)
koncentraciou kyslika (Catt a Henman, 2000).

Oxida¢ny stres mdZe spdsobovat chybny vyvoj embrya a retardaciu, toto je
sposobené poskodenim membran bunky a DNA (Guerin et al., 2001; Agarwal et al.,
20006).

Apoptéza, alebo programovana smrt bunky je ddlezitd vo vyvoji ako
mechanizmus eliminujici bunky, ktoré st poSkodené, chybné, alebo abnormaéilne
(Meier et al., 2000).

Je to aktivny fyziologicky proces sposobujici elimindciu buniek na zaklade
Specifickych, geneticky kontrolovanych programov (Chrenek et al., 2006).

Je protip6lom bunkového delenia, sucastou rovnovahy medzi vznikom a zanikom
buniek v tkanivach (Staunton a Gaffney, 1998; Skulachev, 1998).

U preimplanta¢nych embryi sa vyskytuje spontanne, alebo méze byt indukovana
viacerymi faktormi prostredia pdsobiacimi na embryo (Edwards, 1998).

Apoptodza spOsobi fragmentaciu embrya, o spdsobuje znizent plodnost’. ZvySeny
oxidacny stres v spermidch modze taktiez znizit' koncepciu ako aj zivotaschopnost’
embrya. V asistovanej reprodukénej technolégii (ART) je fyziologické prostredie
stimulované modifikaciou média takisto, ako pouzivana technika, ale in vitro
podmienky nemézu nikdy mat’ také isté fyziologické podmienky ako in vivo. Embrya
kultivované in vitro st vystavené zosilnenému mnozstvu oxida¢ného napitia. Je to
z dovodu nedostatku antioxidantov, ktoré sa spravaju ako prirodzena fyziologicka
ochrana proti OS a taktiez ako vyskyt potenciondlneho zdroja ROS v embryu (Gupta
et al., 2006).
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Apoptdéza moze byt Skodliva ipre embrya v skorych Stadiach delenia
a v konecnom désledku viest' k zhorSeniu vyvoja az k smrti preimplantacného
embrya (Jurisicova et al., 1996).

Preeklampsia je jedna znajcastejSich zavaznych poruch tehotenstva. K jej
charakteristickym priznakom patria hypertenzia, proteinaria, edémy, sklon
k hemokoagulacii, poruchy funkcie pecene a obliiek a intrauterinné retardéacie rastu
plodu. Ohrozuje zdravie a zivot plodu a matky. Primarna pri¢ina preeklampsie nie je
znama. Cely proces je pravdepodobne dvojfazovy. Zacne poskodenim
uteroplacentarnej cirkulacie (Caruso et al., 1996).

Celkovo preeklampsia komplikuje 5% zo vSetkych tehotenstiev a 11%
prvorodiciek. Pacienti s preeklampsiou maji nizSiu antioxida¢na odpoved’ (Aydin et
al., 2004; Harma a Erel, 2005), pricom dochddza k peroxidacii zakladnych Struktar
embrya (Makhail et al., 1994; Takagi et al., 2004).

V sucastnosti nie je metdda prevencie proti preeklampsii. Antioxidanty, vitamin C a
vitamin E boli skimané v niekol’kych vyskumoch ako prevencia proti preeklampsia. Skory
zasah v 16-22 tyzdni tehotenstva s dodanim vitamin E a C mal za néasledok vyznamnu

redukciu preeklampsie (Agarwal et al., 2005b).

1.5 Mechanizmy protektivity vo¢i u¢inku voP’nych radikalov

Mnohé studie dokazuju, ze vajicka degeneruju resp. prechadzaji do procesov apoptozy
pri vyraznom podsobeni oxidacného stresu. Oxidéacia bunkovych sulthydrylovych (-SH-)
skupin bola zistend pocas meiotického delenia a indukcii apoptézy vajicok. Posobenie
oxidacného napitia na zygotu a blastocystu mdze mat’ za nasledok zastavenie bunkového
cyklu, odumretie alebo smrt bunky. Rozdelené embrya maju limitovany vyvojovy
potencial a zriedkavé vysledky v implantacii. Apoptotickd konfiguracia vyvolana
prooxidantami v deliacich sa bunkdch embrya bola zistend v stave pred formovanim
blastocysty. VysSie koncentracie peroxidu vodika ako aj zvySené odumieranie embryi sa
zistuje v neplodnych vajickach v porovnani s fertilnymi bunkami. Poskodend DNA
spermii vplyvom ROS méze vyrazne redukovat’ pocet oplodneni a nasledny vyvoj embrya
(Sharma a Agarwal, 2004).

In vivo oplodnenie a vyvoj embrya prebieha v prostredi s nizkym oxidaénym napitim
(Burton et al., 2003), znizovanie oxida¢ného napitia vumelo vytvorenom prostredi

zlepSuje implantaciu a zvysuje percento uspesnych gravidit zien (Catt a Henman, 2000).
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Vajicka a embrya st chranené proti smrtiacim u¢inkom OS antioxidantami pritomnymi
vo folikuloch, vajcovode ako aj v celej peritonedlnej dutine. Po¢as ART, je dolezité sa
vyhnut podmienkam, ktoré podporuji tvorbu ROS a vystavuji gaméty ako aj embrya OS
(Catt a Henman, 2000).

Oxidacny stav je mozné kontrolovat pocas in vitro kultivicie ¢o nam zvySuje
prezivanie  embrya. 'V cicav€ich  folikuloch  vaje¢nika  je  prirodzena
prooxida¢nd/antioxidacna rovnovaha (Sharma a Agarwal, 2004).

Stadie uvadzaju, Ze bunkovy antioxidaény stav moduluje rézne funkcie bunky.
Glutation (GSH) zmieriiuje mnoho vyznamnych procesov oogenézy, oplodnenia a vyvoja
embrya (Gardiner a Reed, 1994; Tarin et al., 1998).

Oxida¢ny stav bunky je hlavnym faktorom sprostredkujlicim odumieranie a GSH
pravdepodobne hra vyznamnu tlohu v sprostredkovani odumierania buniek vyvolanych
oxida¢nym stavom. Oxida¢né napitie indukuje aneuploidiu vajicka, ¢o modze vyvolat

neplodnost’ (Sharma a Agarwal, 2004).

1.5.1 Antioxida¢né ochranné mechanizmy

Latky, ktoré neutralizuju potencial ti€¢inku volnych radikalov, sa vSeobecne zoskupuju
do tzv. antioxidacnych ochrannych mechanizmov (Greguska, 1997).

Antioxidacné systémy zodpovedné za ochranu buniek proti oxidaénému stresu sa
rozliSuji podla samych volnych radikalov. Na dosiahnutie maximalnej ochrany obsahuji
bunky rozne latky schopné odstraniovat réznorodé formy volnych radikalov. Tieto
odstraniovace su strategicky umiestiiované v subcelularnych organelach buniek s cielom
dosiahniat  maximalnu ochranu. Napriklad superoxiddismutaza, kalalaza
a glutationperoxidaza nie st len v cytoplazme, ale aj v mitochondriach, kde sa vicSina
intracelularnych volnych radikalov produkuje (Greguska, 1997).

Kooperécia interakcii medzi réznymi antioxidantmi v plazme je rozhodujica pre
maximalne potlaenie = volnoradikalovych reakcii v extracelulirnom  priestore.
NajvyznamnejSie biologické extracelularne antioxidanty su glutation, vitamin E, kyselina
mocova, glutationperoxiddza, SOD, KAT, ceruloplazmin a transferin. Antioxidacné
ochranné systémy sa tradi¢ne oznacuju ako primarne a sekundarne. Priméarne ochranné
zlozky reaguji s volnymi radikdlmi vytvaranymi priamo z kyslika, hlavne zo
superoxidového anionu, sekundarne ochranné zlozky odstranuji radikaly pochadzajlice

z d’al§ich metabolickych premien superoxidového anionu.
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Primarna ochrana zahfna: 1. antioxida¢né enzymy, ako st SOD, KAT a peroxidazy, 2.
antioxidacné latky, ako st vitaminy E, A, C, glutation a kyselina mocova.
Pre sekundarnu ochranu sa vy¢€lenuju lipolytické enzymy, fosfolipazy, proteolytické
enzymy, protedzy, peptidazy, DNA reparacné endonukledzy, exonukledzy a lipazy
(Greguska, 1997).
Antioxida¢ny ochranny systém je tvoreny antioxidantami, latkami, ktoré su schopné
v relativne nizkej koncentracii sutazit' sinymi oxidovatelnymi biomolekulami, a tak
vyznamne spomalit’ alebo inhibovat’ oxidaciu tychto substratov (Kalousova et al., 2006).
Proti toxickému ucinku posobenia volnych radikalov a reaktivnhych metabolitov ma
organizmus vybudované ochranné mechanizmy (Dura¢kova, 1998).

Tieto ochranné mechanizmy mézu byt’ rozdelené do Styroch kategorii:

kompartmentalizacia,

detoxikacia,

oprava,

vyuZzitie.

Kompartmentalizicia predstavuje eliminaciu volnych iéonov kovov (Fe alebo Cu)
réznymi chelataénymi latkami (napr. feritin, albumin, deferoxaminy ai.), prave tak ako
bunkovu a tkanivovo Specificku distribticiu antioxidantov.

Detoxikaciu oxidovanych molekul (radikaly, peroxidy) zabezpecuji enzymy a
nizkomolekulové antioxidanty. Tieto chrania bunku vedlaj§im u¢inkom fyziologického
metabolizmu tym, Ze brénia iniciacii a vetveniu retazovej reakcie volnych radikalov.

Tieto antioxidanty moézeme rozdelit’ podl'a mechanizmu eliminécie na:
- vychytavade (scavengery) — napr. SOD vychyta ‘O, a premeni ho na
neradikalové molekuly O, a H,O,
- lapade (trapingy) — napr. vitamin E vychytdva ‘'OH a premeni ho na
relativne stabilny radikal,
- zhasace (quenchery) — napr. karotén zhasa singletovy kyslik
Zékladny vyznam pre detoxikaénii ochranu proti oxida¢nému poskodeniu maju
neenzymové antioxidanty, ktoré na rozdiel od enzymov st pritomné vo vsetkych
kompartmentoch organizmu.
Funkciou opravnych enzymov, ktoré tvoria druhu liniu obrany, je zabezpecit

eliminaciu vysledkov zatial’ reverzibilnej modifikéacie. Vel'ky vyznam maju enzymy, ktoré
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su schopné redukovat oxidované =zluc¢eniny a obnovit ich funkciu ako napr.
glutationreduktdza a methemoglobinreduktéza.

Proteolytické systémy st zodpovedné za degradaciu denaturovanych, potencialne
toxickych proteinov a peptidov, a tym za ich opdtovné vyuZitie (utilizaciu). Lyza
peroxidov membrénovych lipidov fosfolipdzou A, zabraiiuje ich ucCasti v pokra¢ovani
retazovych reakcii. Do tejto skupiny patria aj reparaéné enzymy na opravu oxidacne

poskodenej DNA (Muchovai et al., 2004).

1.5.1.1 Enzymové antioxidacné systémy

Superoxiddismutaza (SOD) je metaloenzym, ktory v aktivnom centre obsahuje med’
azinok (v cytoplazme eukaryotickych buniek) alebo Mn (v mitochondridch
eukaryotickych buniek) alebo Fe (v primitivnych anaerdboch avo fotosyntetizujicich
baktériach). Enzym katalyzuje dismutaciu superoxidu, ktora prebiecha v dvoch naslednych

reakciach:

0,"” + Enzgm-Cu*” — O, + Enzym-Cu'"

Enzym-Cu'"+ O,"~ + 2H" — Enzym-Cu*" + H,0,

SOD posobi inhibi¢ne v iniciacnej faze lipoperoxidacie (Muchova et al., 2004).

Znizena aktivita SOD u niektorych ochoreni méze viest’” nasledkom nedostatocného
odstrafiovania superoxidu k poskodeniu organizmu pdsobenim ROS. NiZsia aktivita SOD
bola popisand napr. u niektorych hemodialyzovanych ochoreni, méze sa na nej podiel'at’

napr. inhibicia enzymu hlinikom (Racek a Holecek, 1999).
Katalaza (KAT) sa nachadza v perixozémoch vi&siny Zivo¢ignych buniek (Durackova et
al., 1999).

Je to enzym, zaist'ujuci Stiepenie peroxidu vodika na vodu a kyslik:

H,O, + H,0O, - 2 H, O + 0O,

Posobi pritom na peroxid vodika vo vysokych koncentracidch. Tym sa 1i§i od

peroxidaz, kde okrem peroxidu vodika je eSte d’al§i kosubstrat, ktory je v reakcii
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oxidovany. Peroxidazy naviac posobia na nizke koncentracie peroxidu vodika, resp. inych
hydroperoxidov (Racek a Holecek, 1999).
Kataldzu obsahuje vicsina aerobnych buniek Zzivocichov, kde sa jej vyskytuje najviac

v pecenovych bunkach a erytrocytoch (Muchova et al., 2004).

Glutationperoxidaza (GPx) nie je na rozdiel od kataldzy Specifikd voci substratu. Je
schopnd rozkladat peroxid vodika alebo mnohé organické peroxidy (a teda aj

lipoperoxidy) na vodu, pripadne alkohol, za su¢asnej oxidacie GSH:

2 GSH + H,0, — GSSG +2 H,O

2 GSH + ROOH — GSSG + ROH + H,0

Oxidovana forma glutationu je spétne redukovana prostrednictvom glutationreduktazy

(GR) v reakcii, ktora vyzaduje NADPH ako koenzym:

GSSG + NADPH + H" — 2 GSH + NAD" (Muchova et al., 2004).

Vysledkom je teda rozstiepenie peroxidu a sti¢asné oxidacia NADPH:

H,0, + NADPH + H" — 2H,0 + NADP" (Racek a Holecek, 1999).

Celd skupina cytosolovych enzymov nazyvanych glutationtransferazy (GST)
katalyzuje konjugacnu reakciu, pri ktorej je sulthydrylova skupina GSH naviazand na
elektrofilnu organicku latku. Tymto sposobom st detoxikované niektoré latky telu cudzie
(xenobiotika). GST st vyznamnou ochranou pred nasledkami peroxidacie lipidov. Ich
substratom je totiz 4-hydroxynonenal, ktory je konjugdciou s GSH inaktivovany
a vyluceny z tela. GSH je spotrebovany nielen pri ochrannych redukénych reakcidch, ale aj

pri odstrafiovani produktov peroxidacie (Stipek et al., 2000).

1.5.1.2 Vysokomolekulové endogénne antioxidanty
Rada proteinov je schopna viazat’” prechodné prvky (zelezo a med’) a menit ich
oxidoreduk¢né vlastnosti tak, Ze tieto prvky prestanu katalyzovat' radikalové reakcie.

V tomto zmysle sa medzi antioxidanty zarad’uje transferin v plazme a laktoferin mlicka
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a polymorfonuklearnych leukocytov. Tieto proteiny pevne viazu zelezo vo forme Fe (III)
a tym ho zbavuju mozZnosti vstupovat’ do Fentonovej reakcie.

Dal§im proteinom separujici Zelezo v bunke je feritin, ktory pdsobi antioxidadne
hlavne svojou feroxidazovou aktivitou, ktora skladované zelezo udrzuje v oxidovanom
stave, dokial’ ho odtial’ neuvolni silne redukujuca latka (askorbat).

Prooxidacne nebezpec¢nou formou Zeleza je hemoglobin, uvolneny z erytrocytov a
hém uvolneny z hemoproteinov vratane hemoglobinu a myoglobinu. Preto méZeme za
antioxidanty povazovat’ tiez haptoglobin, vychytavajici extracelularny hemoglobin, a
hemopexin, viazuci uvolneny hém. Vyznamnym antioxidaénym proteinom plazmy je
ceruloplazmin. Tento protein viaze med’, ktory je podstatny pre ferooxiddzovu aktivitu
ceruloplazminu oxidujuceho dvojmocné Zelezo na trojmocné. Umoziiuje tak uvolnenie
zeleza z buniek a jeho predanie transferinu. Sucasne sa kyslik oxiduje Styrmi elektronmi
na vodu, bez toho aby vznikali toxické medziprodukty.

Reaktivitu volnych radikalov vyznamne ovplyviiuju tiez tiolové skupiny niektorych
proteinov. Albumin viaZe i6n Cu®", ktory sa peroxidom vodika oxiduje na Cu’" a v tejto
forme poSkodzuje okolité Struktiry albuminov.

Metalothioneiny su proteiny obsahujuce mnoho cysteinu a ziadne aromatické
aminokyseliny. Hraji zrejme dolezita tlohu v bunkovom jadre. Prostrednictvom siry
chelatuju i6ny kovov. Pri oxidacnom strese sa zvysi ich syntéza.

Posledné vyskumy upozoriiuju na repara¢nu tlohu chaperénov. Zakladnou funkciou
tychto proteinov je naviazat na seba eSte nezvinuté proteiny a pomahat pri ich
posttranslacnom priestorovom usporiadani a zacleneni do bunkovych organel. Oxida¢ny
stres indukuje syntézu chaperénov, ktoré zrejme rozpoznajii oxidaciou poSkodené
proteiny, viazu ich na seba a urychl'uji ich odstranenie v proteozomoch. Moézu tiez

pomdct pri opravach konformacie lipidov (Stipek et al., 2000).

1.5.1.3 Nizkomolekulové endogénne antioxidanty
Patria k nim vo vode rozpustné antioxidanty ako glutation a vitamin C a v lipidoch
rozpustné antioxidanty ako vitamin E, koenzym Q10, kyselina mocova a mnoh¢é d’alsie.
Medzi najucinnejsie nizkomolekulové antioxidanty patri a-tokoferol (vitamin E). Jeho
ucinok sa vysvetluje:
¢ inhibiciou peroxidécie lipidov,

e zhaganim singletového kyslika 'O,,
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e ochranou membrany pred deStrukénymi ucinkami volnych vysSich

karboxylovych kyselin, s ktorymi vytvara komplexy.

a-tokoferol inhibuje peroxidéaciu lipidov tym, Ze reaguje s peroxylovym radikalom
(LO"). Takto dochadza k preruseniu radikalovej reakcie vytvorenim relativne stabilného
tokoferolového radikalu (E’). Ten moze reagovat’ s dal$im peroxylovym radikdlom a

vytvorit’ produkt (EOOL), alebo sa mdze regenerovat’ (Muchova et al., 2004).

Kyselina askorbova (vitamin C) je nutna ako kofaktor enzymu pri syntéze kolagénu a
pri premene dopaminu na noradrenalin. Redukuje Fe (III) na Fe (IT) a Cu (IT) na Cu (I).
Umoznuje tak vstrebavanie Zeleza z Creva a vyuzitie prechodnych prvkov v aktivnom
centre hydroxyladz. Antioxida¢ny uc¢inok askorbatu spoc¢iva v tom, Ze redukuje anorganické
i organické radikaly, ako O,”, HO,', HO', hydrofilny RO,", NO'a reaguje s 'O, a HCIO
(Stipek et al., 2000).

Moze sa podiel'at’ na recyklacii s vitaminom E, a tak udrziavat’ G¢innt antioxidan¢nt
obranu. Cerstvé zelené ovocie a zelenina sii dobré zdroje askorbétu, ale po¢as spracovania
potravy l'ahko oxidujui. Nasledkom toho, koncentracia askorbatu tejto potravy je v podstate
nizsia. Vplyvom vysokého inhibujiceho potencidlu v kombindcii s Fe ionmi sa askorbat
mozZe stat’ prooxidantom (Surai, 2002).

V podmienkach in vivo prebieha redukcia semidehydroaskorbatového radikalu spét’ na

askorbat uc¢inkom enzymovych systémov:

a) NADH-semidehydroaskorbatreduktaza katalyzuje reakciu:
semidehydroaskorbat + NADH — askorbat + NAD"

b) Dehydroaskorbatreduktdza katalyzuje reakciu:
semidehydroaskorbat + 2 GSH — askorbat + GSSG (Muchova et al., 2004).

Glutation - (GSH) je tripeptid v bunkach cicavcov, a je aktivny antioxidant
v biologickom systéme poskytujuci bunkam ich redukéné prostredie (Surai, 2002).
Patri medzi najvyznamnejSie redoxné pufre bunky, pretoze sa 'ahko oxiduje a s d’alSou

molekulou glutatiénu tvori glutationsulfid (oxidovany glutation GSSG). Jeho funkciou je
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odstrannovat’ ROS, udrziavat v redukovanej forme sulfhydrylové skupiny proteinu,
cysteinu, koenzymu A a regenerovat’ tokoferol a askorbat (Stipek et al., 2000).

Bunkovy GSH hra kIi¢ovt tlohu v biologickych procesoch a moze byt’ syntetizovany
v 'udskom tele (Surai, 2002).

Flavonoidy — su nizkomolekuladrne polyfenolové substancie, zalozené na flavonovom
zaklade (Surai, 2002).

St to exogénne zluceniny, ktorych chemickd povaha zavisi od Struktary, stupiia
hydroxylécie, stupna substancii a konjugécii, stupna polymerizacie a od d’alSich substancii
(Aherne a O'Brien, 2002).

Flavonoidy maji antioxidacny ucinok silnejsi ako vitamin C a E (DlugoSova a
Psenakova, 2004).

Ovplyviiuju G¢inok reaktivnych kyslikovych radikalov na réznych urovniach:

- ako ucinné lapace alebo zhéasace volnych radikalov inhibuju lipidovu peroxidaciu

- maju chelatacné ucinky, tvoria komplexy s kovmi, ktoré by vo vol'nej forme mohli
viest’ k zvySenej tvorbe reaktivnych foriem kyslika

- inhibuji enzymy kaskady kyseliny arachidénovej a aj tymto spdsobom znizuju
tvorbu reaktivnych foriem kyslika

- spolupracuju s antioxidaénymi vitaminmi (A, E, B-karotén), zvySuju uc¢inok
a znizuju ich degradaciu (Mojzi§ a MojziSova, 2001).

Medzi flavonoidy patria kamferol, kvercetin, myrecitin, hesperidin. Flavonoidy
moézu inhibovat’ tvorbu lipidoperoxidazy a tym chrania pred ateroskler6zou a potlacaji aj
tvorbu karcinogénnych produktov - aldehydov inhibiciou peroxidacie lipidov
v membranach néadorovych buniek, ktora je ciastotne zodpovednd za ich Specifické
vlastnosti. Preto flavonoidy maju aj protinadorovu aktivitu (Surai, 2002).

Flavonoidy taktiez chelatuju zelezo, takze itymto mechanizmom by mohli tlmit
oxidacny stres tkaniv (Acker et al., 1998).

Isoflavonidy - maju limitovanu distribiciu v prirode a pre praktické pouZitie. Sojové
potraviny su nutriCne vyznamné zdroje tychto fytochemikalii. Isoflavonoidy st slabé
estrogény ale maju dalSie dolezité biologické vlastnosti nezavislé od schopnosti

obsadzovat’ estrogénové receptory (Surai, 2002).

Koenzym Q (ubichinon) - je nepostradatel'ny pre normalnu funkciu buniek. Starnutim
sa jeho mnozstvo v organizme znizuje. Bez koenzymu Q 10 sa prerusi tvorba energie, ¢im

sa zastavia vSetky biochemické pochody v bunke. Jednym z najlepSie preskimanych
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ucinkov koenzymu Q10 je jeho schopnost’ dodavat energiu pre pracu srdca a posilnit’
srdcovy sval. Na zdklade niekol’kych vyskumov sa potvrdilo, Ze chronicky nedostatok
koenzymu Q10 moéze mat pre srdce nepriaznivé dosledky. Koenzym Q10 chrani pred
civiliza¢nymi chorobami vratane rakoviny, predchadza rychlemu starnutiu, inave, stresu a
priaznivo pdsobi na imunitny systém. Ma tiez priaznivé ucinky pri ochoreniach zubov a
pri paradentdze, ochoreniach dychacich ciest a astmy. UZiva sa pri liecbe portich
mozgovych ¢innosti stivisiacich so schizofréniou a Alzheimerovou chorobou. Spomal'uje
proces starnutia. Koenzym Q je vyznamnd latka prenaSajuca redukované ekvivalenty
v dychacom retazci. Lapa peroxylovy a alkoxylovy radikal a ma schopnost’ regenerovat’
lipofilny antioxidant tokoferol. Mozno inhibuje LDL a ma protektivny ucinok v procese

aterogenézy (Stipek et al., 2000).

Cystein (CSH) patri do skupiny neenzymatickych antioxidantov. Posobi proti
hydroxylovym radikdlom. Vyznamné mnozstvo CSH bolo zaznamenané vo folikularnej
tekutine u mnohych zvierat (Guyader-Joly et al., 1998).

Bol popisany t¢inok CSH na vyvoj rannych embryi a ich dozrievanie po pridani

do kultiva¢ného média (Grupen et al., 1995).

Kyselina a-lipoova  je kofaktorom pyruvatdehydrogendzového ao-
ketoglutaratdehydrogenazového komplexu. Je univerzadlnym antioxidantom, pretoze
reaguje s alkylperoxylovymi radikalmi (RO;"), askorbylovymi radikdlmi, HO*, NO-,
tokoferolovymi radikalmi, O, a HCIO. Lipoat regeneruje tokoferolovy radikal priamo

alebo prostrednictvom askorbatu (Stipek et al., 2000).

1.6 Vplyv olova na organizmus

Olovo je hlavny toxin zivotného prostredia, ktory spodsobuje hematologickeé,
gastrointestinale a neurologické poruchy. DlhodobejsSia intoxikacia organizmu olovom
moze tiez sposobovat’ poruchy v reprodukcii, hypertenziu, nefropatiu, znizenie rychlosti
vedenia nervovych vzruchov, zmenu homeostazy, vapnika a inhibidiu enzymov. Hlavné
zdroje olova su prach, voda, kozmetika, prirodné lie¢iva a potrava (Lockitch, 1993).

Hoci olovo nie je prechodny prvok, predpokladé sa, ze hlavny dévod jeho toxickosti
je katalyza peroxidaénych reakcii, napr. vyssich karboxylovych kyselin (Donaldson a

Knowles, 1993).
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Olovo uz vnizkych koncentraciach inhibuje niektoré biochemické procesy a to
predovSetkym syntézu hémovej zlozky hemoglobinu, pricom sa sucasne skracuje
prezivanie cirkulujicich erytrocytov. Dochddza k anémii so vSetkymi ddsledkami na
produkéné i reprodukéné schopnosti organizmu. Posobenie Pb na reprodukéné funkcie sa
prejavuje tak pri expozicii matiek ako aj otcov (Kovacik et al., 2000).

Anorganické olovo je nepochybne najviac skimanym zo vSetkych toxickych agentov.
K expozicii dochadza pri Sirokej Skdle podmienok, ¢asto aj v beZznom zivotnom prostredi.
Expozicia a riziko sa zvy€ajne hodnotia biologickym monitorovanim, najmi koncentraciou
olova vkrvi (PbB). PbB ma vSak svoje obmedzenia, pretoze pri vysokej expozicii
dochadza k saturacii. Olovo sa akumuluje v zuboch a kostre, kde sa da zistit' metédami in
vivo, ktoré reflektuju dlhodoby prijem. Toxické ucinky moézu nastat’ v centrdlnej
a periférnej nervovej sustave, krvi (vratane inhibicie syntézy hému, ¢o mé vplyv aj na iné
bunky), obli¢kach, kardiovaskularnom, endokrinnom a imunitnom systéme, zazivacom
trakte a muzskej reprodukcii (kvalita spermiti).

Olovo naviac prechadza do placenty a moze vplyvat na nervovl sustavu plodu. Ma
mierne (ale skodlivé) ucinky na mentdlny vyvoj novorodencov a deti. NajdolezitejSie
organické zluceniny olova su tetraetylolovo a tetrametylolovo. St l'ahko absorbovatelné
inhalaciou a pokozkou a m6zu sposobit’ akutnu encefalopatiu.

Existuje viacero metdd na stanovenie koncentracie olova vo vzduchu, pdde, vode,
potravinach, biologickych vzorkach, kozmetike, nateroch ainych matriciach.
InStrumentacia siaha od prenosnych pristrojov na rontgenova fluorescenciu (XRF)
sluziacich na priamu detekciu olova v ndteroch, pdde ainych vzorkdch zivotného
prostredia, cez pristroje na anodickll voltametriu uréent na detekciu olova napr.
vo vzorkach krvi a vody, az po vécSie staciondrne pristroje ako su atémova absorbéna
spektrometria (AAS) aindukéne viazana plazmova a hmostnostna spektrometria (ICP-
MS).

NajbeZnejsia biologickd matrica na zistovanie olova je plna krv. Vo vSeobecnosti sa
analyzuje zilova krv. Pri alternativhom pouziti kapilarnych vzoriek s ziskané hodnoty
falosne vysoké kvoli kontaminacii, a to aj ked’ je personal odoberajuci vzorky odborne
vyskoleny.

Kapilarne vzorky mozu byt uzitocné pre skriningové ucely, no ich pouzitie méze byt
tazko odovodnitel'né v epidomiologickych studiach. Existuju tri bezne pouzivané principy
na zistovanie koncentracie olova v krvi. Tieto si ASV, elektrotermicka AAS (ETAAS;

niekedy oznaCovana aj ako AAS s grafitovou kyvetou, GFAAS) a ICP-MS. Vsetky mozu
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byt vel'mi uc¢inné pri zistovani PbB, ale signifikantné rozdiely boli zaznamenané medzi
ASV a ETAAS vo vzorkach zbieranych vo velkych nadmorskych vySkach, pravdepodobne
kvoli vplyvu na chemické zlozenie krvi (Nordberg et al., 2007).
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2 Ciel’ prace

Dospely jedinec, ale i embryo je pocas vyvoja ovplyviiovany viacerymi faktormi. Na
jednej strane maji volné radikaly pre organizmus prospech, no na strane druhej sa
v sucasnosti venuje vel'kd pozornost” sledovaniu ich negativnemu posobeniu. Porusenie
rovnovahy medzi tvorbou volnych radikalov a antioxidantami, vedie ku vzniku
oxida¢ného stresu. Oxidac¢ny stres moze sposobit’ poSkodenie lipidov, proteinov, DNA
a vyvolat’ porusenie ¢innosti a funkcie buniek a tkaniv, v kone¢nom dosledku sposobuje
apoptdzu az nekrézu buniek.

Olovo patri medzi tazké kovy, vo vyssich koncentraciach, rovnako ako volné radikaly
moze posobit’ toxicky. Zistilo sa, ze olovo taktiez mdze spdsobovat’ rozne poskodenia
buniek, o ma za nasledok chybny vyvoj embrya.

Cielom naSej diplomovej prace bolo na zédklade zistenych poznatkov stanovit vplyv
olova, roznych koncentracii (Pbl — koncentracia olova — 0,1 mg.mL'1 , Pb5 — koncentracia
olova — 0,5 mg.mL™") na antioxida¢ny status embryi, pomocou dostupnych metéd FRAP
(feroreduk¢énd schopnost’” plazmy/média), TAS (celkova antioxidatna kapacita) a Alb.
(stanovenie koncentracie albuminu) a pomocou TUNEL analyzy stanovit’ morfologicku
charakteristiku embryi, t.j. vplyv olova na vznik apoptoézy. Experimenty boli uskutocnené
na rannych embryach kralikov.

Vychodiskovym materidlom na spracovanie tejto diplomovej prace bola bakalarska

praca na tému "Vol'né radikaly a intrauterinny vyvoj jedinca", obhajena v roku 2008.
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3 Metodika prace a metody skumania

Ziskavanie embryi kralika

Samice kralikov boli pred pripuStanim intramuskuldrne hormonalne oSetrené hCG a o
13% hod. pripustené samcami rovnakych plemien. Nasledujiici dent sa ziskavali embrya.
Embrya sa ziskali od samic kralika plemena Novozélandsky biely, respektive Kalifornsky
po usmrteni elektrickym pradom v porazkarni. Po usmrteni samice v porazkarni a odobrati
vajcovodov spolu s vajeCnikmi a rohom maternice boli sterilne prenesené¢ do laboratoria.
Embryd sa vyplavili svajcovodov injekénou striekackou, v ktorej sa nachadzalo
vyplavovacie médium (zohriaty PBS na 37°C). Tieto vyplavené embrya v 1-2 bunkovom
Stadiu boli nasledne presunuté do kultivacného média DMEM v Petriho miske a takto
vlozené do CO; inkubatora s atmosférou 5% CO, a temperované¢ho na 37,5 °C. Nasledne
boli 3x premyté v zohriatom (37°C) independent médiu s pridavkom 10% FCS. V danom
médiu sa embrya selektovali na zdklade morfologickych kritérii.

Nasledujuci deft 0 10% hod. sa embryé uz v 6 - 8 bunkovom §tadiu vystavili pdsobeniu
olova. V kazdej kultivacnej jamke bolo 800 pL kultivatného média.
Pri koncentracii 0,1 pL.mL" sa pouzilo médium zmie3ané z :
a) 0,160 uL.mL"' roztoku t'azkého kovu (Pb)
b) 0,640 pL.mL" kultiva¢ného média

Ziskalo sa 74 embryi od 4 samic, pricom 2 boli neoplodnené. Kultivacia embryi
s pridavkom Pb trvala 24 hodin. Nésledne sa prelozili do 4-komorkovych kultivaénych
platniciek a vlozili znovu do CO; inkubatora, kde boli az do nasledujiceho dna.

Dalsi det sa pozorovali pod mikroskopom embrya kultivované v normalnom médiu
v §tadiu 8 — 16 bunkovom (mali normalny vyvoj bez akychkol'vek zmien) a porovnavali sa
s embryami vystavenymi tazkému kovu, pri ktorych sa spozorovali zmeny v Strukture
blastomér a mali poruSent zonu pellucidu.

Po kultivacii sa odseparovali embrya z média do Ependorfovych skimaviek a uchovali

sa pri -80 °C pre dodato¢nt analyzu. Embryé sa podrobili analyze TUNEL.

3.1 Stanovenie antioxida¢ného statusu
3.1.1 FRAP - feroredukéna schopnost’ plazmy/média

Test FRAP je prezentovany ako novd metdda na stanovenie ,,antioxidacnej sily*.
Redukcia zelezitych i6nov na zeleznaté pri nizkom pH ma za nésledok tvorbu farebného

zeleznatého-tripyridyltriazinového komplexu.
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Test FRAP a jeho vysledky st prezentované s dérazom na nasledovné: reak¢éné kinetika
a vztah dévka-odozva (dose-reponse) s roztokmi kyseliny askorbovej, kyseliny mocove;j,
bilirubinu, Troloxu (vo vode rozpustny analég vitaminu E), a-tokoferolu a albuminu, so
zmesami tychto antioxidantov s plazmou/médiom.

Na test FRAP bol pouzity centrifugalny analyzator Cobas Fara, a to nasledovne: 300
uL Cerstvo pripraveného FRAP ¢inidla sa zahrialo na 37°C a vykonala sa slepa ¢inidlova
skuska (M1) pri 593 nm; nésledne sa pridalo 10 pL vzorky, spolu s 30 pL H,O; kone¢né
zriedenie vzorky v reakénej zmesi bolo 1/34. Hodnoty absorbancie (A) sa odc¢itali po 0,5
s a potom kazdych 15 saz do konca monitorovania. Pre kazdi vzorku sa kalkulovala
zmena v absorbancii (AAsgsnm) medzi poslednym zvolenym od¢itanim a odCitanim M1,
ktord sa porovnala s AAsoznm F el Standardného, paralelne testovaného roztoku (Benzie a

Strain, 1996).

3.1.2 TAS - celkova antioxidaéna kapacita

ABTS  (2,2-azino-di-[ethylbenzthiazolin  sulfondt]) produkuje po inkubdcii
s peroxidazou a H,O, relativne stabilny radikdl ABTS modrozelenej farby, ktorého
koncentraciu je mozné stanovit’ fotometricky pri 600 nm. Antioxidanty v pridanej vzorke
spOsobia ubytok farbiva, ktory je priamo iimerny antioxidac¢nej kapacite vzorky.

Boli pripravené tri kyvety s obsahom 1 mL. Do prvej kyvety sa napipetoval reagenény
blank, do druhej Standard v mnozstve 20 pL a do tretej kyvety sa pridala stanovovana
vzorka v mnozstve 20 ul. Nasledne sa do kyviet pridavali d’alSie zlozky.

Chromogen v mnozstve 1 mL sa pridal do vSetkych troch kyviet. Do kyvety
s reagenénym blankom sa pridala destilovana voda v mnozstve 20 pL. Kyvety sa
premiesali a bola zmerana absorbancia A;. Nésledne sa do vSetkych troch kyviet pridalo
200 pL substratu. Kyvety sa opdt’ premiesali a po troch mintitach sa zmerala absorbancia
As.

Absorbancia bola merana proti vzduchu, pri vinovej dizke 600 nm, pri¢om bola pouzita
teplota 37 °C, pomocou spektrofotometra Genesys 10 (Thermo Fisher Scientific Inc,

USA).

A>— A1 = AA (pre blank/Standard/vzorku)
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Vypocet:

Celkova antioxida¢na kapacita (TAS):

koncentracia Standardu
AA(blank) - AA(Standard)

Faktor =

TAS(mmol/L) = Faktor x [AA(blank)— AA(vzorka)]

3.1.3 Albumin

Bromkresolova zelent (BCQ) tvori s albuminom v slabo kyslom prostredi za pritomnosti
povrchovo aktivnych latok komplex, ktory je vhodny k fotometrickému stanoveniu.

Rovnako ako pri predchddzajuicom postupe boli pouzité tri kyvety. V prvej kyvete sa
nachédzal reagenc¢ny blank, v druhej bola pritomné stanovovand vzorka v mnozstve 10 puL
a v tretej Standard, Cize kalibrator, v celkovom mnozstve 10 pL.

Do vsetkych troch kyviet sa pridavali nasledujuce zlozky: do vsetkych sa pridalo
&inidlo R1  [bromkrezolova zelei (BCG) v mnozstve 0,21 mmol.L™', sukcinatovy pufr
v mnozstve 100,0 mmol.L", azid sodny v mnozstve 0,5 g.L™'], pri¢om sa do kazdej kyvety
pridal 1,0 mL. Destilovanad voda v mnozstve 0,01 mL do pridala do prvej kyvety, ktora
obsahovala reagen¢ny blank.

Nasledne sa kyvety premieSali a po 5 minatach inkubacie sa zmerala absorbancia
vzoriek A, a absorbancia Standardu (kalibratoru) proti reagenénému blanku A,.

Absorbancia sa merala pri vinovej dizke 578 nm, pri pouZitej teplote 37 °C, pomocou

spektrofotometra Genesys 10 (Thermo Fisher Scientific Inc, USA).

Vypocet:

Albumin(g/L) = Al x Cst
Az

Cst — koncentracia standardu (kalibratora)
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3.2 Morfologicka charakteristika embryi
3.2.1 TUNEL metoda

Tunel metoda (terminal dUTP-transferase-mediated DNA nick end-labelling — zlomky
DNA oznacené termindlnou transferazou) sa pouziva na detekciu apoptotickych buniek
a na vizualizadciu DNA fragmentov (Makarevich et al., 2008).

Napriek rozsiahlemu vyuzitiu, nevyhodou tejto techniky je moznost’ oznacenia falosne-
pozitivnych nekrotickych buniek (Negoescu et al., 1996; 1998).

Embrya boli prenesené z kultivacného média, premyté 3 x 5 min. v PBS obsahujucom
polyvinylpyrrolidon (PVP, 4 mg.mL™), potom fixované 5 min. v 3,7% formaline a 10 min.
v 70% etanole. Na permeabilizaciu membrany embryé boli inkubované 15 min. v 0,5%
Triton X-100 v PBS. Inkubécia v blokovacom médiu (1% BSA v PBS) bola potla¢ena
nespecificka vdzba. Embrya boli spracované na TUNEL pomocou apoptotickej supravy
reagentov. MEBSTAIN Direct Apoptosis Detection Kit (Imunotech, Marseilles,
Franctzsko) v stlade snavodom. Fixované a permeabilizované embryd sa inkubovali
v TdT - znaciacej zmesi (TdT pufer, FITC — dUTP a TdTt) pri 37 °C 1 hodinu. Po uplynuti
tohto ¢asu TUNEL-reakciu zastavili premytim 3 krat v PBS-PVP. Pre kontrafarbenie jadier
pouzili 20 min. inkubéciu vo fluorescenénom farbive propidium jodide (PI, 1 pL.mL™
PBS).

Po premyti embrya boli prenesené na krycie sklicko a prekryté 5 pL montovacieho
média Vectashield (Vector Laboratories, Burlingame, CA) (Chrenek et al., 2006).

Pripravené preparaty boli pozorované fluorescencnym mikroskopom Leica DM 2500

(Leica Microsystems, Nemecko), pri vinovej dizke 488 nm.

Statistické analyzy

Zo ziskanych vysledkov laboratérnych analyz sme pomocou Statistického programu
GraphPad Prism 3.02 (GraphPad Software Incorporated, San Diego California USA)
vypocitali zakladné Statistické ukazovatele (priemer, S.D. — smerodajni odchylku,

minimum, maximum, VC% - variacny koeficient).
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4 Vysledky prace

4.1 Stanovenie antioxida¢ného statusu

V kultivaénych médidch krali¢ich embryi sme sa zamerali na stanovenie
antioxida¢ného statusu krali¢ich embryi, ktoré boli kultivované in vitro.

Krali¢cie embrya boli vystavené poOsobeniu rdoznych koncentracii olova (Pbl —
koncentracia olova — 0,1 mg.mL'1 , Pb5 — koncentracia olova — 0,5 mg.mL'1 ). Do
kontrolnej skupiny sa olovo nepridavalo. Namerané hodnoty pri jednotlivych metddach st
uvedené v Tab. 4.1.

Metoda FRAP sluzi na stanovenie feroredukénej schopnosti plazmy/média. Maximalna
namerana hodnota bola v skupine média Pbl (olovo s koncentraciou 0,1 mg.mL™), kde
bola zistena hodnota 666,667 pmol.L™'. Minimalna hodnota bola zistena v skupine Pb3
(olovo s koncentraciou 0,5 mg.mL™), kde sa zistila hodnota 14,25 umol.L™". V kontrolnej
skupine, bez pridania olova sa zistila maximalna hodnota 575,44 pmol.L"' a minimalna
hodnota 140,35 pmol.L™". Najvyssia priemerna hodnota feroredukénej schopnosti
plazmy/média bola namerana v skupine olova s koncentraciou 0,1 mg.mL", kde hodnota
dosiahla 324,56 + 272,29 pmol.L". Nizsia priemerna hodnota bola namerana v kontrolnej
bola namerana v skupine olova s koncentraciou 0,5 mg.mL”, kde bola zistend hodnota
124,44 + 122,11 pmol.mL ™.

Druhym ukazovatelom antioxida¢ného statusu bola TAS, c¢ize iSlo o stanovenie
celkovej antioxidatnej kapacity média. NajnizSia priemernd hodnota celkovej
antioxidacnej kapacity média bola v skupine Pb5, kde bola priemerna hodnota 0,046 +
0,006 mmol.L™". O nie¢o vyssia priemerna hodnota bola v skupine Pbl, kde sa zistila
hodnota 0,057 + 0,006 mmol.L™". V kontrolnej skupine, bez pridania olova sa zistila
najvyssia priemerna hodnota celkovej antioxidacnej kapacity média, kde sa namerala
hodnota 0,086 + 0,009 mmol.L™".

Tretim ukazovatelom antioxidacného statusu bol Albumin, ¢ize sa stanovovala
koncentrdcia albuminu. NajvysSia priemernd hodnota koncentracie bola zistena
v kontrolnej skupine (1,882 + 0,293 g.L'™"). Pri skupinach s pridavkom olova sa zistila
vy$§ia hodnota pri Pbl (koncentracia olova — 0,1 mg.mL™"), kde bola namerana hodnota
1,408 + 0,800 g.L'l, o nieco nizSia hodnota sa zistila v skupine olova s koncentraciou 0,5

mg.mL™" (1,350 + 0,166 g.L ™).
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Tab. 4.1

[Zakladné Statisticko - variacné hodnoty koncentracii antioxidantov v kultiva¢nych

médiach krali¢ich embryi]

FRAP (umol.L™") TAS (mmol. L") Alb (g.L")
K Pbl Pb5 K Pbl Pb5 K Pbl Pb5
x 301,75 | 324,56 | 124,44 0,086 0,057 0,046 1,882 1,408 | 1,350
min 140,35 38,60 14,25 0,077 0,049 0,042 1,568 0,089 | 1,112
max 575,44 | 666,667 | 323,25 0,098 0,064 0,054 2,325 2,248 | 1,568
S.D. 164,95 | 272,29 | 122,11 0,009 0,006 0,006 0,293 0,800 | 0,166
C.V.(%) | 54,664 | 83,805| 98,127 | 10,623 | 10,146 | 12238 | 15588 | 56,844 | 12,274

FRAP — feroredukénd schopnost’ plazmy/média, TAS — celkova antioxida¢na kapacita, Alb

— koncentracia albuminu, K. — kontrolna skupina bez pridania olova, Pbl — skupina s

koncentraciou olova — 0,1 mg.mL'1 , Pb5 — skupina s koncentraciou olova — 0,5 mg.mL'l,

SD — smerodajnd odchylka, C.V. (%) — variacny koeficient

Grafické zndzornenie nameranych hodnét v kultivaénych mediach kréali¢ich embryi

poskytuje Graf 4.1.
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[Priemerné koncentracie antioxidantov v kultivaénych mediach]
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4.2 Stanovenie morfologickej charakteristiky embryi

Morfologicku charakteristiku kultivovanych krali¢ich embryi sme vyhodnotili

pozorovanim embryi pod optickym mikroskopom a pomocou TUNEL analyzy. TUNEL

analyza slizi na detekciu apoptotickych buniek prostrednictvom vizualizdcie DNA

fragmentov. Jednotlivé zistené hodnoty st zaznamenané v tabul'ke 4.2. Na zaklade analyzy

sme zistili, Ze:

najvyssi priemerny pocet embryonalnych buniek pozitivnych na apoptézu bol
zisteny v kontrolnej skupine, kde bola zistena hodnota 1,533 + 1,50. Priemerny
pocet kultivovanych embryi bol 7,5 + 0,5 apriemerny celkovy pocet
embryonalnych buniek bol 78,6 + 35,57. V tejto kontrolnej skupine T — tunel index
(%) dosiahol priemernt hodnotu 2,889 + 3,068. Minimalna hodnota poctu
embryondlnych buniek pozitivnych na apoptozu bola zistena 0 a maximalna 4.

v skupine Pb1 (olovo s koncentraciou 0,1 mg.mL™) bola zistena priemerna hodnota
poctu embryondlnych buniek pozitivnych na apoptoézu 0,35 £+ 0,572; CiZe nastala
fragmentacia DNA, priCom priemerny pocet kultivovanych embryi bol 10 + 0
a priemerny celkovych pocet embryonélnych buniek 94,3 + 35,02. T — tunel index
(%) v tejto skupine bol zisteny 0,515 + 0,835. Minimalnu hodnotu pozitivity na
apoptézu predstavovalo 0 embryonalnych buniek a maximalnu 2 embryondlne
bunky.

v skupine olova s koncentraciou 0,5 mg.mL" (Pb5) priemerna hodnota TN (po&et
embryonalnych buniek pozitivnych na apoptdzu) predstavovala 0,3 + 0,458. Tato
hodnota bola zistend pri priemernom pocte kultivovanych embryi 10 = 0 a pri
priemernom celkovom pocte embryonalnych buniek 91,4 + 32,19. Zistena
priemerna hodnota T — tunel indexu (%) bola 0,340 + 0,674; pricom minimalna

hodnota TN bola 0 a maximalna 1.

Tab. 4.2

[Vplyv olova na apoptozu krali¢ich embryi]

N TC TN T (%)
K | Pbl | Pb5 K Pbl Pb5 K Pbl PbS K Pbl Pbs
x 75| 10| 10| 786| 943| 91,4| 1,533| 035 03| 2,88 | 0,515| 0340
min 71 10] 10 42 22 44 0 0 0 0 0 0
max s| 10| 10 139 142 152 4 2 1 9,52 | 2,56 2,27
SD. 05| 0 0| 3557 3502| 32,19 1,50 | 0572 | 0458 | 3,068| 0835] 0,674
CV.(%) | 6667] 0 0| 4225| 37,15| 3522 | 97,80 | 163,51 | 152,75 | 106,18 | 162,24 | 168,81
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N — pocet embryi, TC — celkovy pocet embryonalnych buniek, TN — pocet embryonalnych
buniek pozitivnych na apoptézu, T (%) — tunel index, K. — kontrolna skupina bez pridania
olova, Pbl — skupina s koncentraciou olova — 0,1 mg.mL™", Pb5 — skupina s koncentraciou

olova — 0,5 mg.mL", SD — smerodajna odchylka, C.V. (%) — varia¢ny koeficient

Grafické zndzornenie nameranych hodnét TUNEL analyzy poskytuje Graf 4.2.
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koncentraciach olova]
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5 Diskusia

Embryonélny vyvoj je vel'mi citlivy na pdsobenie viacerych faktorov. Jednym z tychto
faktorov st voI'né radikaly a s tym suvisiaci vznik oxida¢ného stresu, ale itazké kovy
svojimi u¢inkami mézu vyvoldvat’ zadvazné poskodenia embrya, o moze viest' ku vzniku
roéznych vyvojovych chyb. Cielom nasich experimentov bolo stanovenie vplyvu olova na
kvalitativne a antioxida¢né ukazovatele krali¢ich embryi kultivovanych in vitro.

Podl'a doterajSich udajov, tazké kovy predstavuju jednu z najnebezpecnejSich skupin
Skodlivin.

Stadiu vplyvu cudzorodych latok vonkajsicho prostredia na organizmus zvierat je
v ostatnom obdobi venovana velka pozornost. Pri hodnoteni ucinku cudzorodych latok
treba brat’ do ivahy skuto¢nost’, Ze u mnohych z nich sa uplatiuje kumulativny efekt, t.j.
ich negativny uUc¢inok sa prejavi az po dlhsej dobe ich posobenia, ked kumulované
mnozstvo danej latky dosiahne urc€iti koncentraciu (Lukac et al., 2009).

Posledné stadie ukazuju, Ze placenta nie je u¢innou bariérou pre tazké kovy ako je Cd
a Pb. Predpoklada sa, ze tieto latky prechadzaju cez transplacentarnu bariéru viacerymi
transportnymi mechanizmami ako s jednoducha difuzia pre malé molekuly, aktivny
transport pre molekuly shmotnostou menSou ako 400 000 apinocytéza pre
makromolekuly (Goyer, 1990).

Jednym z najtoxickejSich cudzorodych prvkov je kadmium. Jednotlivé Stadie ukazali,
ze plod moze tolerovat’ priame injektaze chloridu kademnatého v mnozstvach vyssich ako
su tie, ktoré prechadzaji placentou po materndlnej injektazi. Priamy uc¢inok kadmia na plod
nema za nasledok jeho smrt. Levin a Miller (1981) zistili alterdcie uteroplacentarného
krvného prietoku ako mozny mechanizmus fetdlnej toxicity. Z ich experimentov vyplyva,
Ze utero-placentarny krvny prietok sa neliSi od kontrolnych hodndt za 8 — 10 hodin po
aplikacii chloridu kademnatého. Po 12 — 16 hodinach sa ale znizuje 0 40% a po 18 — 24
hodinach az o 73%. Fetalna umrtnost’ sa zvysila z 5% na 20%. Decker (1975) popisuje
podavanie kadmia gravidnym samiciam chr¢ka a mysi intravendzne v rozli¢nych Stadiach
gestacie. Kadmium podané na 8§ deil. sa akumulovalo v primitivnom ¢reve embryi. Nulové
koncentracie kadmia boli detekované v embryach po podani na, alebo 9. (chréek) a 11.
(my$) dni. Toto zistenie vysvetluje schopnost’ kadmia prejst’ z dutiny Zitkového vaku do
primitivneho ¢reva, kde je absorbované len pred uzatvorenim Zitkového spojenia, ale nie
skor. Tento embryondlny prijem moéze vysvetlovat' rozlicné malformécie sposobené

kadmiom na 8 denl v porovnani s 9 diiom (u chrc¢kov).
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Olovo a kadmium st toxické kovy, ktoré pdsobia toxicky aj pri nizkych expoziciach
(Papanikolaou et al., 2005; Soylak et al., 2006). Kobalt a nikel sa na rozdiel od olova,
povazuju za kovy potrebné v nepatrnych mnozstvach pre organizmus (Kacmar et al.,
1999). Kobalt vsak pri vyssich davkach pdsobi embryotoxicky a teratogénne a poskodzuje
plodnost’ (Pedigo et al., 1988; Szakmary et al., 2001; Grasselli et al., 2005).

Okrem kobaltu, vyznamny néarast embryotoxicity sa zaznamenal aj pri 50 um H,O,.
VysSie koncentracie (>60 um) boli embryotoxické (Choi et al., 2005).

Vo vztahu k negativnému pdsobeniu kadmia sa pripisuje ochranny ucinok aj zinku
(Christhi a Rotkiewitz, 1993).

Zvysenie aktivity intracelularnych antioxida¢nych enzymov nastava najmé pri vyssich
davkach tazkych kovov. ZvySenie aktivity SOD, GPX, KAT a enzymu glutationreduktazy
sledovali aj d’alsi autori (Kostice et al., 1993; Mahboob et al., 2001). Kostice et al. (1993)
sa domnievaju, Ze tieto zmeny su pravdepodobne odpoved’ou buniek na zvysenu tvorbu
bioreaktivnych foriem kyslika, vyvolanu dlhodobejSou intoxikaciou tazkymi kovmi.
Viaceré prace naopak ukazali, Ze aktivita extracelularnych antioxidantov po intoxikdcii
tazkymi kovmi sa znizuje (Hijova et al., 2003; Lovésova et al., 2003).

Rovnako aj z vysledkov naSich experimentov vyplyva, Ze priemerné hodnoty
antioxidacnej schopnosti plazmy/média sa postupne znizovali vo vzorkach olova, oproti
kontrole. Vynimkou bolo stanovenie FRAP, kde sa najvy$Sia priemerna hodnota
feroredukénej schopnosti plazmy/média dosiahla pri koncentracii olova 0,1 mg.mL™, kde
bola zistena priemerna hodnota 324,56 pmol.L™. Zvy3enie bolo pravdepodobne spdsobené
uvolnenim intraceluldrnych antioxidantov z poskodenych buniek do extraceluldrneho
priestoru.

Podl'a Millera et al. (1993) sa na hodnote TAS podiel'a najméa albumin (43%) a kyselina
mocova (33%), v mensej miere vitamin C (9%), vitamin E (3%) a ostatné antioxidanty.
Kedze kadmium aj ortut’ s znadme svojou vysokou afinitou k SH skupindm (Zalups a
Lash, 1996, Patra et al., 1999) znizenie TAS bolo najméi désledkom vycerpania volnych
SH skupin extracelularnych antioxidantov (albumin, glutation).

Pri naSom stanoveni TAS sme taktiez pozorovali pokles aktivity pri vzorkach olova,
pricom sme zistili, Ze priemernd hodnota pri vzorke Pbl (olovo s koncentraciou 0,1
mg.mL™") bola 0,057 mmol.L" a pri vzorke olova Pb5 (olovo s koncentraciou 0,5 mg.mL™)
bola zistena priemernd hodnota 0,046 mmol.L™, v porovnani s kontrolou, kde bola zistena
najvyssia hodnota aktivity 0,086 mmol.L"'. Na ziklade porovnania tychto vysledkov

mozeme predpokladat’, Ze pokles aktivity moze byt spdsobeny vycerpanim antioxidantov
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z extracelularneho priestoru ako sucast’ obrany organizmu pred oxida¢nym poskodenim
(Lovasova et al., 2006).

Okrem toho, Ze tazké kovy vyvolavaju mnoho poskodeni, mézu spdsobovat aj
apoptdzu, ¢ize programovanu smrt’ buniek. Z nasich vysledkov je zaujimavé, ze u krali¢ich
embryi vystavenych olovu sa apoptéza na zaklade vyuzitia TUNEL analyzy neprejavila,
hoci u embryi, ktoré boli vystavené posobeniu olova doslo k poruSeniu zona pellucidy
a k zmenam v Struktire blastomér. Na zéklade stanovenia Tunel — indexu (%) vyplyva, Ze
hoci nedoslo k apoptoze, kazdd vzorka obsahovala aspon jednu embryondlnu bunku
pozitivnu na apoptdzu, pricom pri oboch vzorkach olova boli zistené nizsie hodnoty TN,
oproti kontrole, kde sa dosiahla najvyssia priemernd hodnota 1,533.

Rovnako zanedbatel'nii pozitivitu pozorovali Antezak a Van Blerkom (1999) u
nepozastavenych fragmentovanych l'udskych embryi medzi 2- az 8- bukovym Stadiom.
Pozorovali sa i jadra oznacené TUNEL-om v 16 z 21 fragmentovanych embryi pre 8-
bunkovym Stadiom.

Okrem l'udskych embryi znaky apoptdzy boli pozorované na embryach hovidzieho
dobytka kultivovanych in vitro (Byrne et al., 1999; Makarevich a Markkula, 2002). Byrne
et al. (1999) analyzovali vyskyt apoptéz pri embryach hoviddzieho dobytka v §tadiu
blastocysty a v Stadiach predchadzajtcich blastocyste. Znaky apoptdzy boli pozorované v 9
az 16- bunkovom S§tadiu vyvoja, vyskyt sa znizoval v §tddiu moruly a opét vzrastol
v §tadiu blastocysty. Index bunkovej smrti pri blastocystach 7. dna bol v negativnej
korelacii s celkovym poctom buniek, percentudlne sa pohyboval v rozmedzi 1 az 10%.
V praci Fabian et al. (2008) sa uvadza, ze aktinomycin D spomalil embryondlny rast
avyvolal skor§i vyskyt niektorych apoptotickych znakov (od 6-bunkového Stadia
kralikov), no vo vSeobecnosti len minimalne zvysil incidenciu apoptotickych embryi alebo
bunkovom S§tadiu.

Na zéklade tychto vysledkov, ale i vysledkov, ktoré sa uvadzaji v naSej praci mozno
predpokladat’, Ze embry4, ktoré mali vyssiu vyvojovu rychlost’, preukazovali vyrazne nizsi
pocet apoptotickych buniek v porovnani s pomalSie sa deliacimi embryami (Makarevich a

Markkula, 2002).
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6 Zaver

V predkladanej diplomovej praci sme sledovali vplyv olova na jednotlivé ukazovatele

in vitro kultivovanych kréli¢ich embryi. Na zdklade dosiahnutych vysledkov sme zistili,

v

z€:

najvysSie priemerné hodnoty FRAP sa zistili vo vzorke média Pbl (olovo
s koncentraciou 0,1 mg.mL'l), kde sa stanovila hodnota 324,56 + 272,29 umol.L'l,
mierny pokles priemernej hodnoty bol zisteny v kontrolnej skupine, ktorej hodnota
(olovo s koncentraciou 0,5 mg.mL"), kde bola zaznamenana hodnota 124,44 +
122,11 pmol.L™

celkové antioxidacna kapacita médii dosahovala vel'mi nizke hodnoty vo vSetkych
sledovanych vzorkach

s koncentraciou 0,5 mg.mL'l, priemerna hodnota TAS 0,046 + 0,006 mmol.L",
mierny narast antioxidacnej kapacity bol zisteny v medidch, kde bolo olovo
s koncentraciou 0,1 mgmL™ anajvy$sia priemerna hodnota TAS sa zistila
v kontrolnej skupine, bez pridania olova, kde hodnota predstavovala 0,086 + 0,009
mmol.L"!

koncentracie albuminu boli na trovni detegovania

hodnoty vzoriek koncentracie albuminu klesali od kontrolnej skupiny smerom
vzorke média Pb5 (olovo s koncentraciou 0,5 mg.mL™), kde sa zistila priemerna
hodnota 1,350 + 0,166 g.L™

olovo vsledovanych koncetrdcidch nespdsobovalo (nevyvolalo) apoptézu
detegovani TUNEL metdédou

celkovy pocet embryondlnych buniek experimentalnych skupin (Pbl, Pb5) bol

vve

35,57

56



7 Pouzita literatara

ACKER, Steven A. van et al. 1998. Influence of iron chelation on the antioxidant activity
of flavonoids. In Biochem. Pharmacol., ro€. 56, 1998, €. 8, s. 935-943,

AGARWAL, Ashok — ALLAMANENI, Shyam S. R. 2004. Oxidants and antioxidants in
human fertility. In Middle East Fertility Society Journal, ro¢. 9, 2004, ¢. 3, s. 187-197.
ISSN 1110-5690.

AGARWAL, Ashok — GUPTA, Sajal - SHARMA, Rakesh K. 2005a. Oxidative stress and
its implications in female infertility — aclinician’s perspective. In Reproductive
BioMedicine Online, ro€. 11, 2005, €. 5, s. 641-650. ISSN 1472-6483.

AGARWAL, Ashok — GUPTA, Sajal - SHARMA, Rakesh K. 2005b. Role of oxidative
stress in female reproduction. In Reproductive Biology and Endocrinology, roc. 3, 2005, s.
1-27. ISSN 1477-7827.

AGARWAL, Ashok — GUPTA, Sajal — SIKKA, Suresh. 2006. The role of free radicals
and antioxidants in reproduction. In Current Option in Obstetrics and Gynecology, ro¢. 18,
2006, €. 3, s. 325-332. ISSN 1040-872X.

AHERNE, Aisling S. - OBRIEN, Nora M. 2002. Dietary flavonols. In Chemistry, food
content and metabolism, ro€. 18, 2002, s. 75-81.

ALVAREZ, Juan G. 2003. DNA fragmentation in human spermatozoa: significance in the
diagnosis and treatment of infertility. In Minerva Ginecol, ro¢. 55,2003, s. 233-239.
ANTEZAK, M. — VAN BLERKOM, J. 1999. Temporal and spatial aspects of
fragmentation in early human embryos: possible effects on developmental competence and
association with the defferential elimination of regulatory proteins from polarized domains.
In Hum. Reprod., ro€. 14, 1999, s. 429-447.

ATTARAN, Marjan et al. 2000. The effect of follicular fluid reactive oxygen species on
the outcome of in vitro fertilization. In Int J Fertil Womens Med, ro¢. 45, 2000, s. 314-
320.

AYDIN, Sanli et al. 2004. Plasma malondialdehyde, superoxide dismutase, sE-selectin,
fibronectin, endothelin-1 and nitric oxide levels in women with preeclampsia. In Eur J
Obstet Gynecol Reprod Biol, ro€. 113, 2004, s. 21-25.

BARAN, V. et al. 1997. Nucleolar substructures of rabbit cleaving embryo: an
immunocytochemical study. In Molecular Reproduction and Development, ro€. 48, 1997,

C. 1,s.34-44.

57



BARZILAI, Ari — YAMAMOTO, Ken-Ichi. 2004. DNA damage responses to oxidative
stress. In DNA Repair (Amst), ro€. 3,2004,s. 1109-1115.

BECKMAN, Joseph S. — KOPPENOL, Willem H. 1996. Nitric oxide, superoxide, and
peroxynitrite: the good, the bad, and ugly. In Amer. J. Physiol., ro¢. 271, 1996, €. 5, s.
1424-1437. ISNN 0002-9513.

BENZIE, Iris F. F. — STRAIN, John J. 1996. The Ferric Reducing Ability of Plasma
(FRAP) as a Measure of Antioxidant Power: The FRAP Assay. In Analytical Biochemistry,
ro¢. 239, 1996, s. 70-76.

BURTON, @GJ. et al. 2003. Oxygen, early embryonic metabolism and free radical-metiated
embryopathies. In Reprod Biomed Online, roc. 6, 2003, s. 84-96.

BYRNE, A. T. et al. 1999. Analysis of apoptosis in the preimplantation bovine embryo
using TUNEL. In J. Reprod. Fert., ro¢. 117, 1999, s. 97-105.

CARUSO, Alessandro et al. 1996. Chronic hypertension in pregnacy: color Doppler
investigation of uterine arteries as a predictive test for superimposed preeclampsia and
adverse perinatal outcome. In J. Perinat. Med., roc. 24, 1996, s. 141-153.

CATT, James W. — HENMAN, Michael. 2000. Toxic effect of oxygen on human embryo
development. In Hum Repris., ro¢. 15, 2000, s. 199-206.

De LAMIRANDE, Eve — LECLERC, Pierre — GAGNON, Claude. 1997. Capacitation as
aregulatory event that primes spermatozoa for the acrosome reaction and fertilization. In
Mol Hum Reprod., ro¢. 3, 1997, s. 175-194.

DECKER, L. 1975. In J. Reprod. Fert., ro€. 44, 1975, s. 461-471.

DLUGOSOVA, Katarina — PSENAKOVA, Ivana. 2004. Antioxida¢né u¢inky vybranych
sekundarnych metabolitov. In Nova Biotechnologica, ro€. 4, 2004, ¢. 1, s. 185-195. ISBN
80-89034-79-9.

DONALDSON, W. E. - KNOWLES, S. O. 1993. Is lead toxicosis a reflection of altered
fatty acid composition of membranes? In Comp. Biochem. Physiol., ro€. 104C, 1993, s.
377-379.

DUMOULIN, Jean-Claude et al. 1999. Effect of oxygen concentration on human in-vitro
fertilization and embryo culture. In Hum Reprod, ro¢. 14, 1999, €. 2, s. 465-469.
DURACKOVA, Zdena et al. 1999. Volné radikily a antioxidanty v medicina (II).
Bratislava : Slovak Academic Press, 1999. 315 s. ISBN 80-88908-46-9.

DURACKOVA, Zdena. 1998. Volné radikaly a antioxidanty v medicine (I). Bratislava :
Slovak Academic Press, 1998. 285 s. ISBN 80-88908-11-6.

58



EDWARDS, Marilyn J. 1998. Apoptosis, the heat shock response, hyperthermia, birth
defects, disease and cancor. Where are the commons links? In Cell Stress Chaperones, roc.
3, 1998, ¢. 4, s. 213-220.

FABIAN, Dusan et al. 2008. Apoptéza ako mechanizmus adaptacie preimplantacného
embrya ana nepriaznivé vplyvy prostredia. In Smolenice 2008 : XIII Dni zivocisnej
fyziologie, 2008, s. 1.

FERENCiK, Miroslav et al. 1997. Zapal, horucka, bolest. Bratislava : SAP, 1997. 215 s.
ISBN 80-85665-81-6.

GARDINER, CS. — REED, DJ. 1994. Status of glutathione during oxidantinduced
oxidative stress in the preimplantatihion mouse embryo. In Biol Repord., ro€. 51, 1994, s.
1307-1314.

GEURIN, Patrice — EL MOUATASSIM, Sarah — MENEZO, Yves. 2001. Oxidative
stress and protecion against reactive oxygen species in the pre-implantation embryo and its
surroundings. In Hum Reprod Update, ro€. 7, 2001, s. 175-189.

GOYER, Richard A. 1990. Transplacental transport of lead. Environ Health Perps. B.m. :
B.v., ro¢. 89, 1990, s. 101-105.

GRASSELLI, Francescca et al. 2005. In Reprod. Fertil. Develop., ro¢. 17, 2005, s. 715-
720.

GREGUSKA, Ondrej. 1997. Kyslikové radikaly, oxid dusnaty a antioxidaény systém
v kiboch postihnutych zapalom. In Piestany : VURCH, ro¢. 11,1997, ¢. 3, s. 161-166.
GRUPEN, Christopher G. et al. 1995. Cysteamine enhances in vitro development of
porcine oocytes matured and fertilized in vitro. In Biol Reprod., ro€. 53, 1995, s. 173-178.
GUPTA, Sajal et al. 2006. The Impact of Reactive Oxygen Species on Early Human
Embryos. In A Systematic Review of the Literature.

GUYADER-JOLY, Catherine et al. 1998. Precursors of taurine in female genital tract:
effects on developmental capacity of bovine embryo produced in vitro. In Amino Acids.,
roC. 15, 1998, s. 27-42.

HALLIWELL, Barry — WASIL, M. — GROOTVELD, M. 1987. Biologically-significant
scavenging of the myeloperoxidase-derived oxidant hypochlorous acid by ascorbic acid. In
FEBS Lett, ro¢. 213, 1987, s. 15 -18.

HALLIWELL, Barry. 1995. Oxygen radicals, nitric oxide and human inflammatory jiont
disease. In Ann Rheum Dis, ro€. 54, 1995, s. 505 -510.

HARMA, M. — EREL, O. 2005. Measurement of the total antioxidant response in

preeclampsia with a novel automated method. In Eur J Obstet Gynecol Reprod Biol., roc.

59



118, 2005, s. 47-51.

HARVEY, Alexandra J. — KIND, KL. - THOMPSON, JG. 2002. REDOX regulation of
early embryo development. In Reproduction, ro€. 123, 2002, s. 479-486.

HIJOVA, Emilia et al. 2003. The effect of chronic cadmium exposure on antioxidant
status in rast. In IFCC-FESCC European Congress of Clinical Chemistry and Laboratory
Medicine, 2003, s. 453-456.

HOLLEY, A. E. - CHEESEMAN, K. H. 1993. Measuring free radical reactions in vivo. In
K.H. Cheeseman, T.F. Slater (eds.): Free radicals in medicine, 1993, s. 494-505.

CHOI, W. — ZHANG, X. — SHARMA, R. K. et al. 2005. Effect of oxidative stress on
mouse oocyte cytoskeleton and embryo development. In Cleveland Clinic Foundation,
2005, ¢. 342.

CHRENEK, Peter et al. 2006. Produkcia a analyza transgénnych kralikov. Nitra : SCPV,
2006. s. 237. ISBN 80-88872-54-5.

CHRENEK, Peter. 2008. Genetické manipuldcie s embryami. Prep. vyd. Nitra : SCPV,
2008. 98 s. ISBN 978-80-88872-79-5.

CHRISTI, M. A. — ROTKIEWITZ, T. 1993. In J Environ Pathol Toxicol Oncol, ro¢. 12,
1993, s. 35-45.

JURISICOVA, Andrea — VARMUZA, Susannah - CASPER, Robert F. 1996.
Programmed cell death and human embryo fragmentation. In Mol Hum Reprod., roc. 2, s.
93-98.

KACMAR, P. —PISTL, J. - MIKULA, I. 1999. In Acta Vet. Brno, roc. 68, 1999, s. 57-79
KALOUSOVA, Marta et al. 2006. Patobiochemie ve schématech. Praha : Grada
Publishing, 2006. 264 s. ISBN 80-247-1522-8.

KIMAKOVA, Tatiana. 2002. Histochemickd detekcia radikalového poskodenia mozgu po
Jjehi ischemickom a reperfiiznom poskozeni : projekt dizertacnej prdce. Kosice : Univerzita
veterinarského lekarstva, 2002. 35 s.

KITAGAWA, Y. 2004. Efects of oxygen concenration and antioxidants on the in vitro
developmental ability, production of reactive oxygen species (ROS), and DNA
fragmentation in porcine embryos. In Theriogenology, ro€. 62,2004, s. 1186-1197.
KNOTT, L. et al. 2003. Homocysteine oxidation and apoptosis: a potential cause of cleft
palate. In In Vitro Cell Dev Biol Anim., ro¢. 39, 2003, s. 98-105.

KOPECKY, S.- CERNY, J. - KOPECKA, 1. 2003. Zdklady anatémie ¢loveka. Tranava :
SAP, 2003. ISBN 80-85665-61-1.

60



KOSTICE, M. M. et al. 1993. Cadmium-induced changes of antioxidant and metabolic
status in red blood cells of rats: in vivo effects. In European Journal of Haematology, ro€.
51, 1993, s. 86-92. ISSN 0902-4441.

KOVACIK, Jaroslav — VALENT, M. — KOLLAROVA, E. 1996. Fyziolégia zvierat. 2.
upr. vyd. Nitra : VSP, 1996. 274 s.

KOVACIK, Jaroslav et al. 2000. Rizikové faktory potravového retazca ¢loveka. Nitra :
SPU, 2000. 143 s. ISBN 80-7137-796-1.

LAURINCIK, Jan et al. 2000. Nucleolar proteins and nuclear ultrastructure in
preimplantation bovine embryos produced in vitro. In Biology of Reproduction, ro¢. 62,
2000, ¢. 4, s. 1024-1032.

LEVIN, A. A. — MILLER, R. K. 1981. In Toxicol. Environ. Health, ro€. 34, 1981, s. 297-
306.

LOCKITCH, G. 1993. Perspectives on lead toxicity. In Clin. Biochem., ro¢. 26, 1993, s.
371-381.

LOVASOVA, E. — SIPULOVA, A. — RACZ, O. 2003. Vplyv intoxikacie kadmiom
aortutou na celkova antioxidacnu kapacitu plazmy. In Rizikové faktory potravového

retazca Il : zbornik vedeckych prdc z 3. medzindarodnej vedeckej konferencie. Nitra :

Slovenské pol'nohospodarska univerzita, 2003, s. 84-85. ISBN 80-8069-282-3.

LOVASOVA, E. et al. 2006. Vplyv gama Ziarenia na celkovi antioxidaénu kapacitu
plazmy u kuréiat. In Rizikové faktory potravového retazca : zbornik vedeckych prac
z medzindarodnej vedeckej konferencie. Nitra : Slovenska polnohospodarska uvinerzita,
2006, s. 214-216. ISBN 80-8069-760-4.

LUKAC, Norbert et al. 2009. Vplyv toxickych kovov na imunitny systém. In
Potravinarstvo, roc. 3,2009, ¢. 3, s. 35-38. ISSN 1338-0230.

MAHBOOB, M. et al. 2001. Lipid peroxidation and antioxidant emzyme activity in
different organs of mice exposed to low leve of mercury. In J Environ Sci Health B, rocC.
36,2001, s. 687-697.

MAKAREVICH, Alexander V. — MARKKULA, M. 2002. Apoptosis and proliferation
potential maturation and culture. In Biol. Reprod., ro¢. 66, 2002, s. 386-392.
MAKAREVICH, Alexander V. et al. 2008. Apoptosis detection as atool for the
determination of animal embryo quality. In Slovak J. Anim. Sci., ro€. 41, 2008, €. 4, s. 153-
159. ISBN 1335-3683.

MAKHAIL, MS. et al. 1994. Preeclampsia and antioxidant mutrients: decreased plasma

61



levels of reduced ascorbic acid, alpha-tocopherol, and beta-carotene in women with
preeclampsia. In Am J Obstet Gynecol, ro¢. 171, 1994, s. 150-157.

MARIASSY, Antonia. 2006. Volné radikaly a oxidacny stres. [online]. B. m. : b. v., [cit.
2007-04-07]. Dostupné na:
http://eastlabs.biz/article/451/SID=tf9fsa4ujqmerc6hcul5v020u2.

MASARYKOVA, Jarmila. 2008. Volné radikily a intrauterinny vyvoj jedinca
bakaldrska praca. Nitra : SPU, 2008. 43 s.

MASSANYI, Peter et al. 2004. Fyziolégia bunky. Nitra : SPU, 2004. 147 s. ISBN 80-
8069-443-5.

MEIER, P. — FINCH, A. — EVAN, G. 2000. Apoptosis in development. In Nature, rocC.
407, 2000, s. 796-801.

MENCK, M. C. et al. 1997. Beneficial effects of Vero cells for developing IVF bovine

eggs in vitro two different coculture systems. In Reprod. Nutr. Dev., ro¢. 37, 1997, s. 141-
150.

MILLER, N. J. — RICE-EVANS, C. — DAVIES, M. J. 1993. A novel method for
measuring antioxidant capacity and its application to monitoring the antioxidant status in
premature neonates. In Clinical Science, 1993, €. 84, s. 407-412. ISSN 0143-5221.
MOIJZIS, J. — MOJZISOVA, G. 2001. Flavonoidy a ich biologické ucinky, Kosice :
Vienala, 2001. 134 s.

MUCHOVA, J. et al. 2004. Lekdrska chémia a toxikolégia. Bratislava : UK, 2004. 152 s.
ISBN 80-223-1934-1.

NEGOESCU, Andreea et al. 1996. In situ apoptotic labeling by the TUNEL method:
improvement and evalution on cell preparations. In J. Histochem. Cytochem., 1996, roc.
44, s. 959-968.

NEGOESCU, Andreea et al. 1998. Importance of DNA fragmentation in apoptosis with
regard to TUNEL specifity. In Biomed. Pharmacother., 1998, ro€. 52, s. 252-258.
NORDBERG, Gunnar F. et al. 2007. Handbook on the Toxicology of Metals. Academic
Press/Elsevier, 2007. 975 s.

OLXIKOVA, Lucia. 2009. Vplyv hypertermie na vyvoj preimplantacnych embryi
hospodarskych zvierat : dizertacnd praca. Nitra : SPU, 2009. 91 s.

PAPANIKOLAOU, N. C. — HATZIDAKI, E. G. — BELIVANIS, S. 2005. In Med. Sci.
Monit., ro¢. 11, 2005, s. 329-336.

62


http://eastlabs.biz/article/451/SID=tf9fsa4ujqmerc6hcul5v020u2

PATRA, R. C. - SWARUP, D. — SENAPATI, S. K. 1999. Effects of cadmium on lipid
peroxides and superoxide dismutase in hepatic, renal and testicular tissue in rats. In Vet.
Hum. Toxicol., ro¢. 42, 1999, s. 65-67.

PEDIGO, N. G. — GEORGE, W. J. — ANDERSON, M. B. 1988. In Reprod. Toxicol., roc.
2, 1988, s. 45-53.

PIVKO, J. - GRAFENAU, P. — SOKOL, J. 2000. Prenos ranych embryi zvierat. Nitra :
VUZV, 2000. 212 s. ISBN 80-7148-038-X.

PIVKO, Juraj et al. 1988. Transplantacia vcasnych embryi hospodarskych zvierat.
Siicastnost a perspektivy. Nitra : VUZV, 1988. 108 s.

PIVKO, Juraj. 1995. Morfogenéza oocytov aranych embryi niektorych zivocichov.
Bratislava : Slovak Academic Press, 1995. 113 s. ISBN 80-85665-53-0.

RACEK, Jaroslav — HOLECEK, Vaclav. 1999. Enzymy a volné radikaly. In Chemické
listy, ro€. 93, 1999, €. 12,s. 774-780. ISSN 1213-7103.

RACEK, Jaroslav. 2003. Oxidacni stres a mozZnosti jeho ovplivneni. Praha : Galén, 2003.
90 s. ISBN 80-7262-231-5.

SHARMA, Rakesh K. — AGARWAL, Ashok. 2004. Role of reactive oxygen species in
gynecologic diseases. In Reproductive Medicine and Biology, ro¢. 3, 2004, s. 177-199.
SCHUBERT, E. 1991. Fyziologia zivocichov. Osveta, 1991. 287 s. ISBN 80-217-0333-4.
SKULACHEYV, Vladimir P. 1998. Cytochrome c in the apoptotic and antioxidant cascades.
In FEBS Lett., ro€. 423, 1998, s. 275-280.

SOVA, V. et al. 1981. Fyziologie hospodarskych zvirat. Praha : Statni zemnedelské
nakladatelstvi, 1981. 512 s.

SOYLAK, M. et al. 2006. In Bull. Environ. Contam. Toxicol., roC. 76, 2006, s. 436-441.
SQUADRITO, Giuseppe L. — PRYOR, William A. 1998. Oxidative chemistry of nitric
oxide: the roles of superoxide, peroxynitrite, and carbon dioxide. In Free Radic. Biol.
Med., ro€. 25, 1998, s. 392-403.

STAUNTON, MIJ. — GAFFNEY, EF. 1998. Apoptisis: basic cencepts and potential
significance in human cancer. In Arch. Pathol. lab. Med., ro¢. 122, 1998, s. 310-319.
SURAI, P.F. 2002. Natural Antioxidants in Avian Nutrition and Reproduction. In
Nottingham University Press. U.K.

SZAKMARY, E. etal. 2001. In J. Toxicol. Environ. Health., ro¢. A62, 2001, s. 367-86.
STIPEK, Stanislav et al. 2000. Antioxidanty a volné radikdly ve zdravi a v nemoci. Praha :
Grada Publishing, 2000. 326 s. ISBN 80-7169-704-4.

TAKAGI, Yuichiro et al. 2004. Levels of oxidative stress and redox-related moleculs in

63



the placenta in preeclampsia and fetal growth restriction. In Virchows Arch, roc. 444, 2004,
s. 49-55.

TARIN, Juan J. et al. 1998. Dithiotreitol prevents ageassociated decrease in
oocyte/conceptus viability in vitro. In Hum. Repris., ro€. 4, 1998, s. 281-288.
THOMPSON, Edward M. 1996. Chromatin structure and gene expression in the
preimplantation mammalian embryo. In Reproduction Nutrition and Development, ro€. 36,
1996, s. 619-635.

TOMANEK, M. - KOPECNY, V. - KANKA, J. 1989. Genome reactivation in developing
early pig embryo: an ultrastructural and autoradiographic analysis. In Anatomy and
Embryology, roc. 180, 1989, s. 309-316.

YOUNGSON, R. 1995. Antioxidanty cesta ke zdravi : jak odstranit viiv volnych radikali.
Brno : Jota, 1995. 143 s. ISBN 80-85617-56-0.

ZACHAR, Dusan et al. 2004. Humanna vyziva II. Zvolen : TU, 2004. 218 s. ISBN 80-228-
1293-5.

ZALUPS, R. K. — LASH, L. H. 1996. Interaction between glutathione and mercury in the
kidney, liver and blood. In Chang, L. W., Magos, L., Suzuki, T.: Toxicology of Metals. CRC
Press Inc., 1996, s. 145-163.

64



