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ABSTRAKT

Pocas stresovej zataze v organizme dochadza k naruseniu homeostazy. Aktivuji sa
mechanizmy, ktoré zabezpeCuju energiu pre zdolanie zataze a nasledne mechanizmy, ktoré
zabezpecia obnovu vlastnych energetickych zdrojov organizmu. Stresova zataz je regulovana
na viacerych urovniach organizmu. Reguldcia prebieha od vnutrobunkovych regulatorov az
po centralnu nervovu sustavu.

Ciel'om tejto prace bolo objasnit, ¢i je mozné vyuzit' IGF-I ako potenciondlny markér
pre stres odolné zvieratd a doplnit’ tedriu excitaCnych typov na zdklade molekulédrno
genetickych ukazovatel'ov riadenia zat'aze.

Prvym krokom bolo objasnenie niektorych molekularno-regulacnych mechanizmov v
regulacie aktivity IGF-I pocas zat'aze.

Experimenty boli zamerané na reguldtor transkrypcie, a to transkripcny faktor p53,
kinazu ASK-I sprostredkujicu intra a extracelularne stresové signaly, a IGF-I rastovy faktor
v extracelularnom a obehovom systéme organizmu s antiapoptotickymi ucinkami.
Experimenty boli urobené na telatdich plemena holSteinsko frizske a  sledovanie
molekularnych mechanizmov aktivity p53 a ASK-I sme realizovali na bunkovej kultare
z granuloznych buniek kralika. Diferencované telatd do excitatnych skupin boli vystavené
psychickej a fyzickej forme zataZe a bola stanovend koncentraciu IGF-I v sére. Psychicka
forma zéataze predstavoval test habitudcie a fyzicka forma zataze 1,5 hodinova imobilizacia.
Najvyssie koncentracie IGF-I mali telatd v sére v kI'udovom odbere vsetkych excita¢nych
typov. NajvyssSie koncentracie IGF-I mali telata v sére typu EHb+ po psychickej aj fyzickej
forme stresu.

Dalsie vysledky dokazuju vyrazny vplyv transkripéného faktora pS3 na obmedzenie

aktivity IGF-I prostrednictvom jeho vizbového proteinu IGFBP3 a jeho receptoru IGF-IR.



ABSTRACT

During the stress charge in the organism, the homeostazes is disturbed. The mechanisms,
which secure the energy for comming through the charge, and then the mechanisms, which
secure the renewation of the own energetic sources. Stress charge is regulated in the organism
on several levels. It is from intracellular regulators to central nerves system.

The bases of this work was to get clear, if the course of the research of IGF-I as a
potentional marker of stress proof animals is convenience and to get more information of the
theory of the excitating types on the base of molecular-genetic markers, vhich regulate the
charge.

Our target was the regulator in the core of the cell, the transcripting factor p53, then
the kinasis ASK-I, which mediates the intra- and extracellular signals, and the last one was the
grow factor IGF-I in the extracellular and circular system in the organism with apoptotical
effect.

The first step was, to explain several cellular-regulating mechanisms in the regulation
of the activity of the IGF-I during the charge.

The experiments were done on the calfs of the breed holstein-fries and the followings
of the molecullar mechanisms of the activity of p53 and ASK-I were made on the cellular
culture from the granuloses cells of the rabbit. Calfs, differed to excitating groups, were faced
to psychical and physical form of charge and the concentration of the IGF-I in the serum was
meassured. The psychical form of charge was the habituation and the physical one was
imobilization. Calfs in the calm stadium had the highest concentrations of IGF-I in the serum,
what is the same for each excitating type. Calfs of the type Ehb+ after the psychical and
physical form of stress had the highest concentrations of IGF-I in the serum.

Other resulsts proved a significant influence of the transcripting factor p53 in limiting

of the activity of IGF-I through its binding protein IGFBP3 and its receptor IGF-IR.
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1. UVOD

Novodobé vel'kovyrobné chovatel'ské podmienky v chovoch hospodarskych zvierat vyzaduja
od chovatelov vytvorenie optiméalneho prostredia pre dobry zdravotny a psychicky stav
zvierat. Odchov teliat vo velkovyrobnych podmienkach vyzaduje ststavné poznavanie ich
fyziologickych a adapta¢nych schopnosti na nové technologické podmienky.

Snahou kazdého zivého organizmu je udrzanie si relativnej stalosti svojho vnutorného
prostredia — homeostazy, vo vztahu k zmendm vnutorného ako aj okolitého prostredia.
Zmeny, ktoré narasaji homeostazu jedinca, dokdze organizmus regulovat’ urcitymi
regulacnymi mechanizmami. Pri prekroCeni urCitej hranice zataze dochddza k stresovej
reakcii, ktord ma réznu odozvu vo vztahu k stuptiu vyvoja daného organizmu, ako aj
stresového podnetu.

Odpoved’ organizmu na stresovy podnet zavisi nie len od jeho charakteristiky, ale aj od
velkého poctu dalSich faktorov, ktoré si podmienené prislusnym Zzivoc¢iSnym druhom,
pohlavim, vekom, psychickou a fyzickou odolnostou, genetickou predispoziciou,
skusenost’ou s danym stresovym podnetom a zdravotnym stavom jedinca.

Rozvinutd stresova reakcia ma typicky dichotomny charakter. Na jednej strane pod vplyvom
stresového podnetu organizmus mobilizuje svoje adaptivhe mechanizmy ¢o predstavuje
aktivacia energetickych zdrojov a ochrannych mechanizmov, ktoré mu pomahaju vyrovnat
sa so zat'azou a su nevyhnutné pre udrzanie vitalnych funkcii a homeostdzy organizmu, alebo
aspon jeho prezitie v nepriaznivych podmienkach. Na druhej strane podstata stresovej reakcie
modze priamo prispievat’ k rozvoju najréznejSich patologickych stavov, ktoré¢ moézu viest' k
tazkému poskodeniu organizmu. NajcCastejSie boli pozorované ochorenia stvisiace s
kardiovaskularnym, autoimunitnym systémom, rozvoj rakovinovych ochoreni, poruchy
psychiky a poruchy reprodukecie.

Poznanie fyziologie regulaénych mechanizmov zapojenych do stresovej reakcie na
jednotlivych trovniach organizmu pomaha pochopit’ podstatu tychto regulacnych
mechanizmov.

NajcastejSie sa organizmus adaptuje na nové podmienky na Grovni CNS-centralnej nervovej
stustavy. CNS reaguje prvd adaptacnymi mechanizmami na zmeny vnutorného, alebo
okolitého zZivotného prostredia organizmu. Tieto mechanizmy prebiehaju na urovni nervovej a
neurohumoralnej. Pri tychto regulacidch sa vyuZzivaju rdozne formy ucenia. CNS riadi aj
hormonalnu ststavu.

Hormondlne regulacné mechanizmy aktivuji hormoény. Niektoré hormony pdsobia priamo,
ale aj prostrednictvom rastovych faktorov. Priamy, ale aj sprostredkovany ucinok bol
pozorovany u STH ktory ucinkuje aj prostrednictvom rastového faktoru IGF-I.

Rastové faktory pdsobia na bunku prostrednictvom Specifickych receptorov lokalizovanych
na povrchu bunkovej membrany. Vytvorenim komplexu rastovy faktor - receptor, dochadza k
aktivacii ich vnatrobunkovych sprostredkovatel'ov ucinku. Patria sem cyklické nukleotidy a
rozne kinazy. Kinazy prenasaju signal na d’alSie kindzy, alebo priamo na transkripény faktor.
Transkripény faktor aktivuje, alebo inhybuje prepis génov, ktorych produkty v danej
zatazovej situacii su potrebné pre vhodnt fyziologicki odozvu bunky a organizmu.

V naSej praci sme sa zamerali na rastovy faktor IGF-1, transkripény faktor p53 a kinazu
ASK-I u ktorych predpokladame, ze maji funk¢ny vzt'ah pocas stresovej reakcii v organizme.
Z perspektivneho hl'adiska nam ide o vydiferencovanie markérov pre stres odolné zvierata.



2. SUCASTNY STAV RIESENEJ PROBLEMATIKY

VyuZzitie tesu habituacie pre diferenciaciu neuroreflexivnych typov teliat

Habituicia je forma ucenia, ktord stoji na hranici medzi asociativnymi a neasociativnymi
formami ucenia. Habituacia je forma ucenia, ktorou sa organizmus uc¢i nereagovat’ na urcity
podnet. Po opakovanom predkladani urcitého podnetu reakcia na tento podnet mizne. Priebeh
miznutia reakcie sa popisuje habituacnou krivkou. Po prestavke predkladania podnetu sa
reakcia objavi, ale v mensej intenzite, v niektorych pripadoch sa uz neobjavi nikdy. Intenzita
vzru$enia — excitabilita, merand poctom reakcii za ¢asovi jednotku a rychlost’ habituacie sa
pouzivajli na individualnu charakteristiku vlastnosti centralnej nervovej ststavy. Zvierata st
triedené na vysoko, stredne a nizkovzrusivé (EHb+, EHb®, EHb-) a zvieratd s vysokou,
strednou a nizkou rychlostou habituacie (Debrecéni a kol. 2001).

Habituaciou hovédzieho dobytka sa zaoberal Koval¢ik (1981). Pouzival metodu open field
testu a dve zékladné kvalifikacné kritéria: intenzitu vzruSenia a rychlost” habituéacie. Zo Sirokej
Skaly behavioralnych charakteristik sa ukéazalo len malo vhodnych pre hodnotenie
a porovnavanie zvierat navzajom. Jedine motoricka aktivita, ¢i uZ vyjadrend poctom
prechodov S$tvorcov, alebo celkovym poctom pohybu, bola jednoznaénym indikatorom
vzrusSenia, meratelnym u vSetkych jedincov.

Senzibilita, a teda aj néasledky chronickych stresov izko suvisia s drazdivostou CNS a so
schopnostou jej habituacie v stresovej situacii. Ak sa zviera dostane do novej, preinho
neobvyklej situacie, reaguje zvySenou spontannou ¢innostou centralnej nervovej sustavy.
Tomuto javu hovorime excitacia CNS. V dosledku toho vznikd v CNS napétie, ktoré sa
kompenzuje spontdnnymi motorickymi alebo emocnymi prejavmi. Pre kvantifikaciu
habituacie, vjej zdanlivo diferencovanych fazach — excitacnej a habituacnej sa pouziva
modifikovany test otvorené¢ho pol'a — open field test. Pre prevedenie testu sa pouziva
habitua¢ny box. Z experimentov vyplynulo, ze telatd s vysokou lokomoc¢nou aktivitou
radime do kategoérie: EHb+ typu. Tieto zvieratd su v testoch habituacie schopné eliminovat’
malo intenzivne stresové situacie prevazne behaviordlne. Nahromadeny reakény potencial
CNS kompenzuje lokomo¢nymi a motorickymi aktivitami. Adaptacia prebehne bez vzniku
stresu (vSeobecného adaptatného syndrému) ajeho energetickych a fyziologickych
nasledkov. Takéto zvierata sa 'ahko adaptuju v chovatel'skych podmienkéch a dosahuju lepsie
kortizolu v porovnani s EHb- a EHb®.

Tel'ata EHb- typu zapdjaju do kompenzacie zataze metabolické mechanizmy. Maju nizky
prah citlivosti, pre rozvoj stresového syndromu. V beznych chovatel'skych situdciach trpia
chronickymi stresmi so vSetkymi obehovymi, imunitnymi a energetickymi nésledkami.
Dosahuju nizku uzitkovost’, trpia chorobami s metabolickymi tazkost'ami. Nie st vhodné do
velkovyrobnych podmienok chovu. V porovnani s EHb+ a EHb® maju najvyssie kl'udové
hladiny adrenalinu v plazme (Debrecéni, 1988).

Z poznatkov odbornej literatiiry, o pdsobeni stresu na organizmus, vyplyva, ze stresové
zatazenie zmenou koncentracie horménov a zZivin v krvi a nervovym pdsobenim, ovplyviiuje
priamo homeostazu, a tym aj stav buniek v jednotlivych tkanivach. Bunky menia syntézu,
alebo vyluCovanie Specifickych proteinov, ktoré maju informac¢ny, alebo metabolicky efekt.
Ulohou tychto proteinov je opdtovne navodit homeostazu v bunke, v jej blizkom okoli a aj
v celom organizme. Ak oprava nie je mozna, dochadza k aktivécii apoptdzy -bunkovej smrti.

Apoptoza
Apoptodza je fyziologicky proces odstraiiovania buniek z organizmu bez priznakov zépalove;j
reakcie, ako je tomu pri nekréze. Z organizmu su odstraiiované bunky, ktoré boli poskodené



do tej miery, ze nedokazu vykonavat svoju funkciu, teda bunky ktoré mézu poskodit
celistvost’ organizmu (Waldmeier, 2003).

Proces apoptézy modze byt navodeny réznymi stimulmy. Je to napriklad UV, alebo gama
ziarenie, chemoterapeutikd, odstranenie rastovych faktorov, proapoptotické cytokiny (TNFa,
TGFb), FAS (Masopust, 2003). Apoptéozu mdzu navodit d’alSie bunkové stresory ako
napriklad kyslikové radikaly, Ca*+ , oxidy dusika, cytochrom c a d’alsie (Mattson, 2000).
Intracelularne cesty apoptézy moézu byt navodené extracelularnymi a intracelularnymi
podnetmi.

Extracelularnou cestou dochddza k aktivacii smrtiacich receptorov proapoptotickych
cytokinov umiestnenych v plazmatickej membrane bunky. Patria sem proapoptotické
cytokiny (TNFa, TGFb) a d’alSie. Jednou z intracelularnych kinaz z apoptotickym efektom je
ASK-I kindza, ktorda je aktivovand prostrednictvom proapoptotickych receptorov,
aktivovanych extracelularnymi podnetmi (Galvan, 2003).

Intraceluldrne cesty su spustané vnutrobunkovymi organelami ktoré moézu narusit
vnutrobunkovi homeostazu. NajcastejSie su do tychto pochodov zapojené mitochondrie,
endoplazmatické retikulum a Golgiho aparat. Intracelularne cesty, spistajiice apoptozu, st
tiez aktivované pri poskodeni DNA (Zimmermann, 2001).

Vicsina proapoptotickych signalov vychadza predovsetkym z mitochondrii. Tieto signaly su
riadené vzédjomnym pdsobenim dvoch proteinov a to Bcl-2 a BAX (Masopust, 2003).

Do regulacie velkosti mitochondridlnych porov je zapojeny protein BAX Bcl-2. Protein
BAX po interakcii s proteinom mitochondridlneho péoru VDAC zmeni jeho konforméciu
a sposobi jeho otvorenie. Protein Bcl-2 mé zase opacny ucinok a jeho tlohou je zase VDAC
zatvarat (Matsuzava, 2001). Po otvoreni mitochondridlneho membranového pdru
mitochondria nabobtnava anésledne sa zjej intermembranového priestoru uvoltuje
cytochrém c do cytoplazmy. Cytochréom c aktivuje kaskadu kaspaz, ktoré proteolyticky Stiepia
zivotne dolezité proteiny cytoskeletu a jadra bunky (Masopust, 2003).

IGF-1

IGF-I je rastovy faktor, ktory podporuje rast, obnovu tkaniv a metabolizmus v organizme.
IGF-I je zapojeny do regulacnej osi apoptozy. Signaly sprostredkované prostrednictvom IGF
ajeho receptoru podporuju prezivanie buniek a chrania ich pred réznymi apoptotickymi
stimulmy (Butt, 1999).

Utinok IGF-I na bunku je regulovany jeho hlavnym vizbovym transportnym proteinom
IGFBP3. Dal§im hlavnym regulatorom u¢inku IGF-I na bunku je jeho receptor IGF-IR.
Vytvorenim vizby IGFBP3 a IGF-I sa znizuje moznost’ vizby IGF-I s jeho receptorom na
bunkach. Expresia IGFBP3 je aktivovana transkripéndm faktorom p53 (Grinberg, 2000).
Expresia génu pre Insulin-like growth factor-I receptor (IGF-IR) je regulovana
v osteosarkonovych bunkéch transkripénym faktorom p53. Nemutovany p53 potlaca expresiu
IGF-IR a mutovany jeho expresiu zvySuje (Ohlsson, 1998).

Transkripcia génu pre receptor IGF-I je inhybovana transkripnym faktorom p53. Gén pre
receptor IGF-IR ma v promoétorovej casti vizbové miesto pre vizbu nemutovaného
transkripéného faktora p53 (Werner, 1996).

pS3

Transkripény faktor p53 je povazovany za jeden z najddlezitejSich regulatorov odpovedi na
najroznejsie formy bunkového stresu. Podiel’a sa pri riadeni viacerych bunkovych procesov.
Riadi zastavenie bunkového cyklu inhibiciou replikacie DNA, reguluje opravu poskodenej
DNA, udrzuje stabilitu genomu, aktivuje apoptozu ( Uldrian, 2002).



Pri poskodeni DNA roéznymi genotoxickymi Skodlivinami, protein p53 pozastavi bunkovy
cyklus pri prechode z G1 fazy do S fazy, aZz do doby opravenia poskodeného tseku DNA.
V pripade neopraviteI'ného poskodenia DNA protein p53 navodi apoptdzu (Masopust, 2003).
Protein p53 potlaca aktivitu proteinu Bcl-2, ktory patri do skupiny proteinov
s antiapoptotickym ucinkom (Zimmermann, 2001). Protein p53 naopak zvySuje hladiny
proteinu BAX, ktory aktivuje apoptdézu (Waldmeier, 2003).

V bunkéch, u ktorych nastal proces apoptdzy, sa objavuju apoptotické markéry, medzi ktoré
patri protein BAX.

V bunkéch, ktoré prezivaju, rasti a mnozia sa, su aktivne antiapoptotické markéry, medzi
ktoré patri protein Bel-2.

ASK-I

Apoptotické signaly regulujuca kynaza ASK-I patri medzi mitogénom aktivované
proteinkindzy - (MAP) kinazy. Tieto kindzy vytvéraji jednu zo zékladnych vnitrobunkovych
signalnych drah, ktorej aktivaciou dochadza k navodeniu apoptdzy v bunke. Prostrednictvom
tejto signélnej drahy apoptdzu navodzuji cytokiny a stres (Matsuzava, 2001).

Oxidativny stres ako napriklad reaktivne kyslikové vol'né radikaly indukuju aktivaciu ASK-I.
(Ichijo, 1997). ASK-I vytvara komplex z IGF-IR a nésledne dochadza k inhibicii aktivity
ASK-I a preruseniu tejto apoptotickej signalnej drahy (Galvan, 2003).

3. CIEL PRACE
Experimentalne overit’ :

1. Moznost’ vyuzitia koncentracie IGF-I v krvnom sére teliat ako markéra pre predikciu
odolnosti teliat voci stresu.

2. V modelovom experimente na granuléznych bunkach kralika preskimat zmeny v
produkcii proteinu BAX a Bcl-2. Objasnit’ potencialny mechanizmus inhibicie receptoru pre
IGF-I a aktivaciu IGFBP3 pocas stresovej zataze a Ciastocne pochopit’ vnutrobunkové
regulacné mechanizmy pri zat'azi.

Vnutrobunkové regulaéné mechanizmy sledovat’ na urovni kindz (ASK-1) ana urovni
transkripénych faktorov (p53).

Ciastkovymi ciel'mi prace si dva experimenty, zamerané na:

1. Modelové stadium sledovania hladin apoptotického markéra BAX a antiapoptotického
markéra Bcl-2 po hyperprodukcii transkripéného faktoru p53 a ASK-I kinazy
v granuldéznych bunkach kralika.

2. Zhodnotit vplyv p53 na aktivitu ASK-I.

3. Zistit’ zmeny sérovej koncentracie IGF-I, ako potencidlneho markéra pre stres odolnost,
u teliat vystavenych zat'azi v teste habituacie a v imobilizacii.



4. MATERIAL A METODIKA

4.1. Biologicky material

- V prvej etape in vitro experimentoch boli ako experimentalny biologicky model, pouZzité
samice kralikov plemena Nitriansky biely. Zvierata boli v priemernom veku 6 mesiacov.
Tieto zvieratd pochadzali z chovu Vyskumného ustavu ZivociSnej vyroby v Nitre. Zvierata
sme pouzili ako donorky granul6znych buniek z vaje¢nikov, z ktorych sa zakladali bunkové
kultary a nésledne sa s nimi experimentovalo in vitro.

- V druhej etape bolo do experimentu zaradenych 10 teliat, 5 samcov a 5 samic. Jednalo sa
o holsteinske plemeno. Zvieratd pochadzali z chovu Vysokoskolského pol'nohospodérskeho
podniku Oponice, Slovenskej pol'nohospodarskej univerzity, Nitriansky okres, Slovenska
republika. Tel'ata boli vo veku 3-4 mesiace. Ziva hmotnost’ testovanych teliat sa pohybovala
v rozpati od 70 do 90 kg. Telatd boli pred zvozom veterinarne vysetrené. Do priestorov
vyskumnej stanice katedry Specidlnej zootechniky dovezené vSetky naraz v pocte 10 kusov.
Boli skupinovo ustajnené pocas 7 diového adaptaéného obdobia.

4.2. Pouzité metody
4.2.1. Prva etapa

4.2.1.1. Ziskavanie granuloznych buniek

Vajecniky pre jeden experiment sme ziskali v ¢asovom intervale 30 minat. V priemere sa
zabijali 4 (kusy) kralikov samicieho pohlavia v priemernom veku 6 mesiacov, od ktorych
sme ziskali 8 vajecnikov. Vajecniky sme vypreparovali z mftveho tela vo vise do 10 minut po
elektrickom omraceni, odkrveni, stiahnuti koze a otvoreni brusnej dutiny. Do 15 minut od
ziskania posledného vaje¢niku na bitinku sme vajecniky prepravili do laboratoria vo
fyziolologickom roztoku, kde sme ich hned’ zacali spracovavat’.

4.2.1.2. Spracovanie granuloznych buniek

Vajecniky sme v sterilnych podmienkach oplachli v 70% etanole a premyli vo fyziologickom

roztoku. Granuldzne bunky kralika sme ziskali resekciou vajecnikovych folikulov. Resekciu
ovarii sme prevadzali v petriho miskach s premyvacim médiom Bio-richl s pridavkom 10%
fetalneho bovinného séra (Institit Veterinarnej mediciny v Brne. Ceska Republika). Potom
sme prefiltrovali bunky cez sitko do sklenenej kadicky a homogénnu suspenziu buniek sme
prepipetovali zrezanou plastikovou Spickou do sklenenych skiimaviek v rovnakom objeme.
V d’alsom kroku sme ich koncentrovali odstredovanim 2krat 10 min pri 1200 ot/min. Po
prvom odstred’ovani po pridani preplachovacieho média sme Spickou jemne rozsuspendovali
pelet zbuniek v médiu atoto médium uz neobsahovalo pridavok séra. Po druhom
odstredovani sa znovu médium zlialo a do skumaviek sa pridal 1 ml oplachovacieho
bezsérového média. Pelet buniek sa znovu jemne rozsuspendoval a cely objem sa prepipetoval
do ependorfiek a odstred’ovali v mikrocentrifuge 10 min pri 25000t/min. Po odstredeni sme
médium odsali pipetou a bunkovy pelet sme rozsuspendovali v 150mikrolitroch bezsérového
média. Takto sme mali bunky pripravené na transfekciu.

Pocas pripravy lipokomplexov s génovymi konstrukciami sme ependorfky s bunkami ulozili
do termostatu s teplotou 37°C 5% CO2. Bunky sme rozdelili na 4 skupiny.
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4.2.1.3. PouZité plazmidy pre transfekciu

Plazmid so sekvenciou pre Apoptotické signaly stimulujucu kindzu-1 ASK-I, pcDNA3 HA-
ASK1-WT sme ziskali od Atsushi Matsuzawa, Tokyo Medical and Dental University, Tokyo,
Japonsko.

Plazmid pEGFP-N1 od firmy clontech.com je to komer&ny plazmid a ziskal som ho z Ustavu
viroldgie Slovenskej Akadémie vied v Bratislave.

Plazmid pC53-SN3 zo sekvenciou pre protein p53 som ziskal z Ustavu virologie Slovenskej
Akadémie vied v Bratislave. Tento plazmid bol vyrobeny a darovany Slovenskej Akadémie
vied v Bratislave Ustavu virolégie B. Vogelstein-om z Johns Hopkis University School of
Medicine, Baltimore USA.

4.2.1.4. Priprava génovych konStrukcii

Génové konstrukcie nam boli dodané v roztoku TE pufor ( 10mM TRIS.CL pH 8.0 , 1 mM
EDTA pH 8.0 ) DNA alebo na sterilnom papieriku v susenej forme.

Na klonovanie génovych konstrukcii som pouzil bunky DH5-alfa Esherichie coli.

V prvom kroku sa pripravili kompetentné bunky aby boli schopné prijat’ plazmid.
Transformaciu buniek sme previedli pomocou CaCL2 procedury podla Pracovného néavodu
(Maniatis, Cold Spring Harbor laboratory 1982). Po vyrasteni bakteridlnych kolonii na
kultivacnych platnickdch sme na vyselektovanie rezistentnych buniek pouzili ampicilin
v koncentracii  (100pg/ml), alebo kanamycin v koncentracii (50ug/ml) kultivacného LB
média podla (Maniatis 1982) v zavislosti od druhu klonovaného plazmidu. Kultivatné¢ LB
médium sme pripravovali v objeme 1 liter. Na jeho pripravu sme pouzili 10g NaCl, 5g
Kvasni¢ného extraktu, 10g Peptonu ( Bactro-trypton). VSetko sme to rozpustili v 0,8L H20 a
upravili pH na 7,5 roztokom NaOH a doplnili do vysledného objemu lliter. Pre vytvorenie
pevnej kultivacnej fazy na bunkové kolonie z LB média sme pouzili Agarovy prasok do
vyslednej koncentracie 1,5% zobjemu. Agar sme rozpustali 30min. autokldvovanim. Po
vychladeni LB média pod 50°C pridavam antibiotikéd v horeuvedenej koncentracii. Nasledne
LB médium rozlievam v sterilnom boxe do kultivaénych petriho misiek, v ktorych nechdme
médium vychladnat’. Misky boli pri chladnuti zatvorené.

4.2.1.5. Prevedenie transfekcie
Bunky boli rozdelené na 3 skupiny.

Prvé skupina bola povazovana za kontrolnu a bola vystavena transfekcii plazmidom pEGFP-

N1. nesticim genetickt informaciu pre zeleny floreskujuci protein. Plazmid pEGFP-NI1. sme
pouzili pre rychlu kontrolu uspesSnosti transfekcie po ukonceni kultivacie. Bunky pod
fluorescenénym mikroskopom svietili na zeleno.

Druhu skupinu buniek sme vystavili kotransfekcii plazmidom zo zabudovanou sekvenciou
pre pC53-SN3 zo sekvenciou pre protein p53 spolu s plazmidom pre pEGFP-NI.

Tretiu skupinu buniek sme vystavili kotransfekcii plazmidom pcDNA3 so zabudovanou
sekvenciou pre protein ASK-1 HA-ASKI1-WT a plazmidom pre pEGFP-NI.

Transfekciu sme robili systémom vytvarania lipokomplexov s plazmidovou DNA. Na
vytvorenie lipokomplexov sme pouzili supravy Geneporter 2, GTS ( Genetherapy systems).
DOTAP ( Carl Roth GmbH+Co. Karlsruhe Nemecko), a Roti-Fect ( Carl Roth GmbH+Co.
76231 Karlsruhe Nemecko ).

11



Pripravu lipokomplexov davkovanie prislusnej plazmidovej cDNA a oSetrenie buniek pred
transfekciou sme previedli podla priloZeného pracovného protokolu v suprave pre transfekciu
bunkovej suspenzie.

Po transfekcii bunky wurené na imunocytochemické spracovanie boli kultivované
v chambeslidoch- 8 jamkovych kultivacnych komorkach pripevnenych na podlozmom sklicku
( Nunc Inc., Naperville,USA ) v objeme 200 mikrolitrov kultivacného média DMEM-F-12 (
Sigma, St Louis, MO, USA ) spridavkom 10% fetdlneho bovinného séra (Institat
Veterinarnej mediciny v Brne ) a 1% roztokom antibiotik a antimykotik ( Sigma ) na jednu
jamku. Po rozpipetovani chamberslidy boli umiestnené v kultivaénom boxe pri teplote 37°C
v beznej atmosfére s pridavkom 5% CO2 v sterilnych podmienkach 5dni. Po 5 diioch
bunkovej predkultiry bolo médium kultivaénych platni¢iek odsaté a doplnené v rovnakom
objeme a zloZeni.

4.2.1.6. Imunocytochemicka analyza

Po 2 diovej kultivacii buniek v chamberslidoch po vymene média sme bunky hned’ po
vybrati z termostatu oplachli trikrat v chladenom fyziologickom roztoku 4°C a zafixovali
v 4% paraformaldehyde pri 4°C ( pH 7,2 ) v ktorom boli uloZzené celt noc pri 4°C v
chladnicke. Na druhy den boli sklicka s bunkovou kultirou oplachnuté v PBS ( pH 7,4 ) 1 krat
10 minut. Potom boli skli¢ka inkubované 10 minut v 70% etanole. Dalej v 80% etanole 15-30
minut a nasledne 96% etanole 30-60 minut. V d’al'Som kroku boli sklicka prenesené do 100%
etanolu kde sa inkubovali 60 minut. ( Lachema, Brno, Ceské republika ). Ak sa v ten defi uz
sklicka imunocytologicky nespracovavali ostali uloZzené pri teplote 4°C v 100% etanole do
dalsicho spracovania. Ak sa vten den bunky dalej imunocytochemicky spracovavali, po
inkubacii v 96% etanole sa sklicka oplachli v PBS anasledovalo samotné
imunocytochemické farbenie buniek.

4.2.1.7. Imunocytochemické spracovanie prepardtov

-Na imunocytochemické spracovanie sme pouzili imunocytochemicka stpravu Santa Cruz
Biotechnology Inc. ( Santa Cruz USA ). Bunky boli spracované podl'a pracovného navodu
podl'a ktorého bolo predpisané pracovat’ zo supravou. V ramci imunocytochemického
spracovania sme na identifikaciu buniek produkujtcich protein BAX pouzili protilatku anti-
BAX a protilatku anti- ASK-I , anti- p53, anti Bcl-2, Po zafarbeni sme pod mikroskopom
spocitali zafarbené bunky a percentudlne vyhodnotili pocet zafarbenych k poctu
nezafarbenych buniek.

4.3.2. Druha etapa

4.3.2.1. Diferencidcia excitaCnych typov teliat

Manipuldcia s tel'atami prebiehala nasledovne:

- Po dovezeni teliat do novych ustajiovacich priestorov nasledovalo 7 diiové adaptaéné
obdobie na nové podmienky. Po dovezeni dostali zvieratda len napit. Kfmené senom
a granulami boli az na d’alsi den. Seno avoda ad libidum, granule 2.5kg na den a kus
rozdelené v dvoch davkach rano a vecer.

- V prvom dni experimentu kontrolny-kl'udovy odber od vsetkych zvierat medzi 8.00 — 9.00
hodinou rannou. Po odbere boli dva jedince, sktorymi sa vten den planovalo
experimentovat, oddelené do vedlajSicho koterca, kde mali pristup k vode a senu. Kimne
granule nedostali. Ostatné zvieratd s ktorymi sa vten defi neexperimentovalo dostali aj
granule.

- Zvierata v prvom kroku experimentu boli vystavené rutinnému testu habituicie a testované
v habituacnej komore, kde zotrvali 20 min a merala sa intenzita prechodu Stvorcov. Na
zédklade tychto udajov sa stanovil excitacny typ zvierata. Habitua¢rnd komora ma Standardné
parametre 16°C-20°C, 75%-80% vlhkost' vzduchu, je zvukotesna, Standardne osvetlena,
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podlaha je rozdelend na rovnaké opticky zvyraznené Stvorce ktorych velkost zhruba
zodpoveda dizke tela zvierata. Pohyb zvierata v komore sa sleduje prostrednictvom web
kamery. Pozorovatel’ zaznamenaval vysledky pozorovania vo vedl'ajSej miestnosti.

- Po habitudcii bola zvieratdim odobratd krv z vény juguldris a zviera bolo fixované na
drevenej fixacnej doske 1,5 hod. Zviera bolo zvalené na svoj pravi bok na fixacnu dosku
a pripatané koZenymi remenmi v oblasti zapdstia a predkolenia d’alej remefiom v hrudne;j
oblasti a remefiom tesne za hlavou. Pre zvysenie stresového efektu boli zvieratdm zakryté oci
tkaninou.

Po 1,5 hodinovej fixacii sa zvieratu znovu odobrala krv z véna jugularis a jedinec bol
presunuty do ustajiovacich priestorov.

Za jeden stresor sa povazoval pobyt v habitua¢nej komore a d’alsi fixacia na doske.

V priebehu vykonédvania experimentov denne boli podrobené dva jedince habitudcii
anasledne fixacii v dopoludnajsich hodinach. Vybrané jedince boli zo skupiny rano
oddelenené do susedného boxu kde nedostali kimne granule. Voda a seno bolo ad libidum.
4.3.2.2. Spracovanie krvnych vzoriek

Krv teliat sa odoberala z vena juguldris hemoskou ( jednordzova samonasévacia plastikova
odberka zo sterilnou ihlou ) . Krv po odbere sa nechala zrazat’ v chladnicke pri 4°C a po 4 az
6 hodinach bola centrifugovana pri 1200 ot za min 10 min. Potom z hemosky bolo odsaté
sérum a zamrazené na  —20°C. Takymto spdsobom bola spracovana krv po jednotlivych
odberoch v priebehu experimentov.

4.3.2.3. Spracovanie vzoriek imunoenzymatickym kvantitativnym rozborom

Vzorky séra od teliat som spracoval eliza testom. Na spracovanie IGF-I som pouzil stipravu
Octeia Insulin like growth factor-1, IGF-I AC-27F1 ELISA ( IDS Ltd. Boldon, England ).
Spracovanie vzoriek sa previedlo podl'a prislusného pracovného navodu pre tto supravu.
Meranie optickej absorbancie som robil na ( Microplate Reader Model DV 990BV4,
UniEquip Deutschland ).

4.4. Statistické spracovanie

Spracovanie vysledkov sme previedli pomocou Statistického pocitacového programu Sigma
Plot 2 Win a Excel.

Statistické spracovanie sme previedli na zaklade:

- varia¢nej Statistiky

- smerodajnej odchylky

- analyzou variancii

- korelécii

- t-test

Ziskané hodnoty boli zobrazené pomocou grafov a tabuliek.

Statisticka signifikantnost’ :

p = alebo pod 0,05 *, p =alebo pod 0,01 **, p =alebo pod 0,001 ***,

5. DOSIAHNUTE VYSLEDKY

5.1. Prva etapa: Vplyv p53 a ASK-I na vybrané ukazovatele
5.1.1.  Zmeny hladin sledovaného proapoptotického proteinu BAX a antiapoptotického
proteinu Bcl-2 po transfekcii buniek p53

Pocas stresovej zataze organizmu nastavaji zmeny v bunkovom metabolizme. Bunky su
vystavené viacerym rizikovym faktorom, ktoré ich moézu poskodit, alebo usmrtit. Pocas
zataze bunky aktivuji svoj metabolizmus na zabezpeCenie navodenia pdvodnych
fyziologickych podmienok - homeostdzy. Tento proces je spojeny s vydavkom energie
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aktivaciou repara¢nych mechanizmov a vznikom réznych metabolickych komponentov, ktoré
su pre oslabenu bunku nebezpecné.

Z hladiska rozvoja apoptoézy v bunkach podl'a dostupnych literarnych zdrojov pozorujeme
hromadenie urcitych Specifickych proteinov, ktoré su zapojené do tohto procesu. Medzi
proteiny, ktoré st zapojené do rozvoja apoptdzy patri protein BAX. Naopak pri prezivani
buniek a ich proliferacii sa aktivuju proteiny s antiapoptotickymi vlastnost'ami, medzi ktoré
patri Bel-2.

V nasom pracovnom modeli sme vychéadzali z dostupnych informacii o metabolickych
zmenach v bunkéch vystavenych zatazi. Dochéddza k aktivacii proteinu p53, ktorého ulohou
je zabezpecit’ bunke dostatok casu na odstranenie $kdd vzniknutych zatazou. Protein p53 je
hlavne aktivovany pri poskodeniach, ktoré vznikli na DNA. V pripade neopravitelnych
poruch d’alSou funkciou p53 je navodit’ v bunke apoptdzu.

Testovana granulozne bunky kralika sme podrobili transfekcii s génovou konstrukciou
nesticou geneticku informaciu pre funkény p53. Potom sme sledovali produkciu proteinu
BAX a Bcl-2.

Po imunocytochemickom spracovani buniek sme spocitali kolko percent buniek bolo
zafarbenych — teda obsahovali sledovany protein a dosiahli sme takéto vysledky.

Percento buniek produkujucich proapoptoticky protein BAX v granuléznych bunkach
kralika po transfekcii p53.
V bunkovej kultare, v ktorej sme simulovali zdtazovu situaciu respektive stresovu situdciu zo
zameranim na podsobenie genotoxickych stresorov vyvoldvajucich poskodenie DNA
a néslednou hyperprodukciou p53. Pozorovali sme nasledovné zmeny hladin v produkcii
proapoptotického proteinu BAX. Dosiahnuté hodnoty st uvedené v grafe ¢.1.

Graf ¢.1.
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Percento buniek produkujicich antiapoptoticky protein Bcl-2 v granuléznych bunkach
kralika po transfekcii p53.
Pri sledovani bunkovej kultary v ktorej sme simulovali zdtazovu situaciu so zameranim na
poskodenie DNA  anaslednou hyperprodukciou p53, dosiahli sme nasledovné zmeny
v produkcii antiapoptotického proteinu Bel-2. Vysledky st uvedené v grafe ¢.2.

Graf ¢.2.
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Percento buniek produkujucich proapoptoticku kinazu ASK-I v granuléznych bunkach

kralika po transfekcii p53.

V experimentoch zameranom na produkciu ASK-I v bunkovej kultare v ktorej sme navodili
simulovanu zatazovu situaciu zo zameranim na poskodenie DNA a naslednou

hyperprodukciou p53, dosiahli sme nasledovné zmeny v produkcii ASK-I uvedené v grafec.3.

Graf ¢.3
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5.1.2.  Zmeny hladin sledovaného proapoptotického proteinu BAX a antiapoptotického
proteinu Bcl-2 po transfekcii buniek ASK-I

ASK-I je vbunkach aktivovand viacerymi intracelularnymi a extracelularnymi signalmi.
Z hladiska rozvoja apoptdzy v bunkach pozorujeme hromadenie urcitych Specifickych
proteinov ktoré su zapojené do tohto procesu. Medzi proteiny ktory je spojeny s rozvojom
apoptozy patri protein BAX. Naopak pri prezivani buniek aich proliferacii sa aktivuju
proteiny s antiapoptotickymi vlastnost'ami medzi ktoré patri aj protein Bcl-2.

V naSom modeli ktory sme zvolili na otestovanie efektov ASK-I na vybrané proteiny vo
vztahu k metabolickym zmendm v bunkdch vystavenych zatazi. Podla dostupnych
literarnych informaénych zdrojov, dochadza k aktivacii ASK-I, ktorej ulohou je aktivovat sa
prostrednictvom  extracelularnych  signalou prostrednictvom smrtiacich  receptorov
umiestnenych na bunkovej membréane, alebo intaceluldrnym signélov spojenych so
zvySovanim oxida¢nych radikadlov, vznikajucich pri réznych metabolickych procesoch
v bunke.

Testovana granuldézne bunky kralika sme podrobili transfekcii s génovou konstrukciou
nestcou genetickll informaciu pre funkéntt ASK-I. Potom sme sledovali produkciu proteinu
BAX a Bcl-2.

Po imunocytochemickom spracovani buniek sme spocitali kolko percent buniek bolo
zafarbenych — teda obsahovali sledovany protein a dosiahli sme takéto vysledky.

Percento buniek produkujucich proapoptoticky protein BAX v granuléznych bunkach
kralika po transfekcii ASK-I.

V bunkovej kultare, v ktorej sme navodili zadtazova situdciu respektive stresovu situaciu
aktivovani  extracelularnymi  signalmi  sprostredkovani  cez  smrtiace  receptori
a intracelularnymi signalmi aktivujlicimi oxida¢ny stres z naslednou produkciou ASK-I,
pozorovali sme zmeny v produkcii proapoptotického proteinu BAX graf €. 6.

Graf ¢.6.
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Percento buniek produkujicich antiapoptoticky protein Bcl-2 v granuléznych bunkach
kralika po transfekcii ASK-I.

V bunkovej kulture v ktorej sme umelo vytvorili zatazovu situaciu respektive stresova
situdciu indukovanti extraceluldrnymi signalmi sprostredkovani cez smrtiace receptori
a intracelularnymi signdlmi aktivujucimi oxidac¢ny stres z naslednou hyperprodukciou ASK-I
a pozorovali sme nasledovné zmeny v produkcii antiapoptotického proteinu Bcl-2 graf €. 8.

Graf ¢.8.
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5.2. Druha etapa: Hladiny IGF-I v sére teliat roznych excita¢nych typov.

5.2.1. Diferencidcia excitacnych typov teliat na zdaklade IGF-Iv sére diferencovanych po 20
minutového testu habitudcie.

Rozdelenie zvierat podla vzruSivosti ich nervovej ststavy do excitaénych typov do kategorii
EHb+, EHb-, EHb® sme previedli metdodou diferenciacie excitaénych typov podl'a Debrecéni
akol. (1990). Udaje pre diferencidciu sme ziskali podla poétu prejdenych Stvorcov
jednotlivych zvierat ziskanych v habitua¢nej komore pocas 20 minutového habitua¢ného
testu.

Priemerna koncentracia IGF-I medzi jednotlivymi odbermi v zavislosti na excitanom
type skupiny zvierat po 20 minttovej habituacii.

Hodnoty priemernych koncentracii IGF-I pg/ml medzi jednotlivymi excitatnymi skupinami
teliat po 20 minatove] habitudcii st uvedené v tabulke ¢.3. Najvyzsiu priemernu kl'udova

Vv

v

zaradenych do typu EHb°. Priemerna hodnota koncentracie IGF-I po fixacii bola u teliat
EHb+, ¢o predstavovalo najvyssiu koncentraciu v porovnani s EHb- a EHb® ¢o predstavovalo

v

jednotlivymi excitatnymi typmi teliat po 20 minutovej habitudcii a naslednej fixacii je
uvedena v grafe ¢.10.
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Graf ¢.10

Priemerna koncentracia IGF-l medzi jednotlivymi odbermi v
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5.2.2. Pomer sumy prechodu stvorcov vramci jednotlivych excitacnych typov zvierat a
koncentraciami IGF-I v jednotlivych odberoch

V tejto kapitole hodnotime pomer sumy prechodu Stvorcov vsetkych zvierat jednotlivych
excitacnych typov k priemernej hodnote kI'udového odberu, odberu po habituécii a odberu po
fixécii jednotlivych excitaénych typov teliat rozdiferencovanych podla 20minatového testu
habituacie. Graficky st hodnoty zndzornené na grafe ¢. 18.

Graf ¢.18.
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6. ZAVERY K ROZVOJU VEDNEJ DISCIPLINY A PRINOS PRE PRAX

Zavery k rozvoju vednej discipliny
Na zaklade zhodnotenia dosiahnutych vysledkov je mozné urobit’ nasledovné zavery:

1. P53 viacerymi mechanizmami inhybuje U¢inok IGF-I prostrednictvom jeho IGF-IR
a IGFBP3.

Pri sledovani antiapoptotického markérového proteinu Bcl-2 u buniek s hyperprodukciou
p53 dochadza k jeho potldcaniu na poloviéni hodnotu v porovnani s kontrolnou skupinou.

Pri sledovani proapoptotického markérového proteinu BAX u buniek s hyperprodukciou
p53 dochéadza k jeho trojndsobnému nérastu v porovnani s kontrolnou skupinou.

Transkripény faktor p53 rozhodujicim prvkom pre reguldciu IGF-I systému pocas

posobenia genotoxického stresu na bunku a v organizme.

2. Produkcia ASK-I v granuléznych bunkach kralika po transfekcii p53 nebola Statisticky
vyznamne rozdielna v porovnani s kontrolou. Vo vsetkych experimentoch bola zistena mierne
zvysena produkcia ASK-I v skupine buniek s hyperprodukciou p53.

Z tohto vyplyva, ze ASK-I pravdepodobne nie je regulovana regulacnym systémom
signalnych drah, ktorych je hlavnym aktivator p53.

3. Produkcia markérového proapoptotického proteinu BAX v granuléznych bunkéch kralika
bola po transfekcii ASK-I signifikantne zvySend. Produkcia antiapoptotického markérového
proteinu Bcl-2 v granuldéznych bunkéch kralika po transfekcii ASK-I bola signifikantne
znizena.

ASK-I je aktivatorom mitochondriélnu formu apoptézy prostrednictvom aktivacie BAX a
potlacenia Bcl-2. AvSak tieto regulacné systémy nie si pravdepodobne spojené z proteinom
pS3.

4. Bazalne hladiny IGF-I u jednotlivych excita¢nych typov zvierat st rozdielne.
priemerné hladiny - kl'udové 36 ug/ml, - po-habituacné 18,14 pug/ml, a po-fixacné 15,22
pg/ml hladiny IGF-1 v sére.
hladiny IGF-I v sére.

KTl'udova hladina cirkulujaceho IGF-I je najvyzsia u teliat zaradenych do EHb+ typu. Tento
typ teliat sa dok4ze najjednoduchsie adaptovat’ na zmeny v chovatel'skom prostredi
Tento typ teliat sa tazSie adaptuje na zmeny v chovatel'skom prostredi a ¢asto uz v beznych
chovatel'skych podmienkach teliat trpi chronickymi stresmi.
5. IGF-I je mozné povaZzovat’ za markér vyuzitelny na selekciu zvierat s predpokladmi dobre;
adaptacie na zatazové podmienky na trovni CNS, Co je z biologického aj chovatel'ského
hl'adiska najefektivnejsie rieSenie.
Vyssie bazalne fyziologické hladiny IGF-I st spojené s celkovou vysSou vitalitou organizmu.
Znizené fyziologické hladiny IGF-I stvisia zo zhorSenym zdoldvanim zataze, s rozvojom
roznych ochoreni a celkovo zhorSenou vitalitou organizmu.

Prinos pre prax
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1. P53 moze byt pouzity ako ukazovatel obmedzenia ulinku IGF-I v organizme
prostrednictvom priameho ucinku na jeho IGF-IR a IGFBP3.

2. ASK-I pravdepodobne nebude regulovana regulanym systémom signalnych drah,
ktorych hlavnym aktivatorom je p53.

3. ASK-I aktivuje kaskddu mitochondridlnej formy apoptdzy prostrednictvom aktivacie
BAX a potlacenia Bcl-2.

4. Poznanie regulacnych mechanizmov pocas zat'aze na molekularnej urovni v bunke nam
umoznuje aktivne usmerniovat’ metabolické procesy pocas zatazovych situdcii v organizme
a nasledne znizovat’ nepriaznivé vplyvy chovatel'skych podmienok na hospodarske zvierata.
Zamerom tejto prace bolo objasnit, ¢i smer vyskumu ur¢enia IGF-I ako potencionalneho
markéra pre stresu odolné zvierata je vhodna.

5. Hlavnym prinosom tejto prace je, na zéklade dosiahnutych vysledkov, objasnenie
niektorych vnutrobunkovych regulacnych mechanizmov pocas zat'aze, a ziskanie teoretickych
ako aj praktickych vysledkov pre stanovenie potenciondlneho markéra IGF-I, na stanovenie
stresovej zataze odolnych zvierat, delenych podla excitacnych typov. Pre potvrdenie IGF-I,
ako markéra stresu odolnych zvierat, bude potrebné overit’ tieto vysledky na viacSich
stiboroch.

6. Vysledky dizertatnej prace dopliiaju a verifikuju tedriu excitaénych typov a vysvetluju
niektoré regulacné mechanizmy na molekularnej trovni pocas pdsobenia zat'aze.
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