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ABSTRAKT

Bakalafska prace se zaméruje na roli mitochondridlni DNA (mtDNA) v reprodukci ¢lovéka,
zejména pak popisuje rozdily v dynamice mtDNA v oogenezi, spermatogenezi a raném vyvoji
embrya. Fyziologickd funkce mtDNA je doplnéna jejimi patologiemi a jejich vlivem na fertilitu
a schopnost embrya se Uspésné implantovat. Ddle je v praci rozvedena mozZnost vyuZziti
mtDNA jakoZto biomarkeru pti hodnoceni kvality spermii, vajicek a embryi. Tyto poznatky
jsou velmi podstatné zejména pfi asistované reprodukci, kdy je cilem vybrat nejkvalitné;si
embryo s vysokou schopnosti implantace. Prace se také kratce zmifuje o pfitomnosti volné
mtDNA v krvi matky a jeji souvislosti s rozvojem preeklampsie.

Klicova slova: mtDNA, mitochondrie, reprodukce, (ne)plodnost



ABSTRACT

The bachelor's thesis focuses on the role of mitochondrial DNA (mtDNA) in human
reproduction, especially describing the differences in mtDNA dynamics in oogenesis,
spermatogenesis and early embryo development. The physiological function of mtDNA is
complemented by its pathologies and their effect on fertility and the ability of the embryo to
implant successfully. Furthermore, mtDNA is discussed as a possible diagnostic marker in the
evaluation of the quality of sperm, eggs and embryos. These findings of these studies are
especially significant for assisted reproduction, where the goal is to select the highest quality
embryo with the greatest implantation potential. The work also briefly mentions the
presence of cell free mtDNA in the mother's blood and its connection with the development
of preeclampsia.
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1 Uvod

Mitochondrie je bunécna organela pfitomnd v kazdé burnce v mnoha kopiich. Uvnitf této
organely se nachazi deoxyribonukleova kyselina (DNA), ve které se mohou podobné jako
v jaderné DNA (nDNA) vyskytovat a hromadit mutace. Vzniklé patologie maji nasledné vliv
na fungovani buriky samotné, ale i celého organismu.

Mitochondridlni genom je ve srovnani s genomem jadra vyrazné mensi, jeho vyznam je
ale nezanedbatelny. Pfi diagnostice mnohych onemocnéni se setkdvdme s genetickymi
vySetfenimi, kterd se vSak v naprosté vétSiné pfipadl zaméruji na jadernou DNA, zatimco
mitochondridlni DNA (mtDNA) je ¢asto ponékud opomijena. Pokud by byla role mtDNA
ve funkénosti bunék pIiné pochopena, bylo by mozné tuto molekulu pouzit nejen jako marker
pfi diagnostice fady onemocnéni, ale i jako terapeuticky prostfedek pti lécbé infertility.

Dynamika mtDNA (zmény v poctu jejich kopii v ¢ase) je odliSna ve spermiich, vajickach
i embryu. Mitochondridlni DNA ma rovnéz odliSny osud v zavislosti na plvodu, pricemz
paterndlni mtDNA zanikd a potomek ji nedédi. To i mnohé dalsi je podstatné pro funkénost
celého procesu vyvoje pohlavnich bunék, oplozeni, implantace a nasledného vyvoje embrya.

Cilem této prdce je shrnout aktudlni poznatky o mtDNA a jeji roli v reprodukci ¢lovéka.
mtDNA je vyznamnou molekulou, kterd by mohla pomoci nejen v diagnostice infertility, ale
rovnéz by mohla byt vyuzivana jako terapeuticky prostfedek pfi jeji Ié¢bé.



2 Zakladni informace o mtDNA a jeji funkci

2.1 Jak vypada mtDNA — srovnani s nDNA (rozdily)

mtDNA je molekula DNA, kterd se vyskytuje v eukaryotickych burikdch v endosymbioticky
vniklych organeldch, mitochondriich. Diky svému prokaryotickému plivodu ma tato molekula
mnoho odliSnosti oproti jaderné DNA.

mtDNA je dvouretézcova cyklickd molekula s délkou 16,5 kb, ktera obsahuje 37 gent. Tyto
geny jsou nezbytné pro spravné fungovani mitochondrie. Jde o 24 genl pro nekddujici
ribonukleovou kyselinu (RNA) a 13 genl kédujicich proteiny. Mnoho gen(, které byly
plvodné kédovany v této molekule, se ale v pribéhu evoluce prfesunulo do jddra a z mtDNA
zmizely. Z tohoto divodu muizeme mitochondrii nazyvat semiautonomni organelou, jelikoz
obsahuje vlastni molekulu DNA, ktera si sama fidi svou replikaci, neobsahuje ale viechny
geny nezbytné pro jeji funkci, a potfebuje tak vyuzivat dalsi slozky bunééného aparatu.

Kromé sekvenci kédujicich geny obsahuje mitochondridlni DNA i nekddujici oblasti. Jde
o hypervariabilni regiony | a Il (HVR | a ll). Tyto regiony obsahuji poly(C) oblasti, které se
urdznych jedinct lisi svou délkou. U HVR navic m0Zeme pozorovat tzv. délkovou
heteroplazmii, tedy pfitomnost rlizné dlouhych poly(C) oblasti u jednoho jedince (Santos et
al., 2008).

Jadernd DNA ma proti mtDNA vyssi schopnost reparace diky pfitomnosti celé masinérie
opravnych mechanism(. Tuto schopnost mad mtDNA znacné limitovanou a na zdkladé toho
podléhd CastéjSim mutacim nez nDNA. Ve studiich s Drosophila melanogaster bylo popsano,
Zze mtDNA mad asi 10x vyssi mutacni rychlost neZz jaderna DNA, pficemZ nejcastéjSimi
mutacemi jsou jednonukleotidové substituce G=>A (Haag-Liautard et al., 2008). Ke zvySené
frekvenci mutaci v mtDNA pfrispiva i absence histon(i, které maji v nDNA na jejich vznik
protektivni vliv.

Dalsim podstatnym a velmi studovanym rozdilem proti nDNA je pocet kopii DNA (mtDNAcn)
na bunku. Mitochondridlni DNA se v burikdch vyskytuje v rlzném mnozstvi kopii. Jelikoz
mitochondrie slouzi jako zdroj adenosintrifosfatu (ATP) pro burnku, pocet jejich kopii
zpravidla odrazi energetické potreby dané bunky. Energeticky vice vytizena bunka tedy
obsahuje vétsi mnozstvi mitochondrii a mtDNA.

Za podstatny rozdil ve zminovanych molekulach mizZeme povaZovat i odliSnou dédi¢nost.
Jaderna DNA ve vzniklém embryu pochazi vidy od obou rodi¢i a nové vznikly organismus tak
obsahuje zcela unikatni jadernou genetickou informaci vzniklou kombinaci maternalniho
a paterndlniho genomu. Toto tvrzeni ale pro mitochondridlni DNA neplati. mtDNA v embryu
je striktné maternalniho ptvodu (pomineme-li naprosto vyjimecné pripady, kde diky defektu
mitochondrialni endonukledzy G (endoG) doslo k biparentalnimu prenosu (Luo et al., 2018) —
tato situace bude podrobnéji popsana v kapitole 3.2), coz ma velkou roli zejména
v pfipadech, kdy je otec prenase¢em mitochondridlni mutace a potomek tudiz nezdédi
defektni genotyp. Tato skutecnost mizZe zaroven slouZit pro mapovani migrace populaci
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a je mozné dohledat posledniho spole¢ného predka soucasnych lidi po matefské linii —
tzv. mitochondridlni Evu. K mapovani migrace je nejcastéji vyuzivana HVR | a Il. Mutace
v této oblasti totiz nemaji vliv na Zivotaschopnost jedince a nepodléhaji tak selekénimu tlaku,
maji tedy i vy$si mutacni rychlost nez oblasti kodujici (Sherry et al., 1994).

Vyznamnym jevem v dédi¢nosti mtDNA je heteroplazmie. Jde o situaci, kdy burky jedince
obsahuji mitochondrie dvojiho typu — tzv. wild type mitochondrie (bézné se v populaci
vyskytujici mitochondrie bez mutaci) a mutované mitochondrie. Vysledny fenotyp vidy zalezi
na poctu mutovanych a nemutovanych organel. Aby doslo k expresi mutantniho fenotypu,
musi byt prekrocen prah (pomér mutovanych a nemutovanych mitochondrii, pfi kterém
dojde k projeveni mutace). Defektni fenotyp se tak mlze exprimovat i u potomka zcela
zdravé Zeny.

2.2 Respiracni fetézec a tvorba ATP

Jednou z hlavnich funkci mitochondrie je tvorba ATP. Pro tuto schopnost je podstatné, aby
fungoval respiracni retézec a nedochdzelo k hromadéni reaktivnich forem kysliku (ROS),
které mohou buriku zna¢né poskozovat.

Respiracni fetézec se skladd ze 4 komplexu, které mezi sebou prenasi elektrony a poskytuji
tak energii pro tvorbu protonového gradientu. Ten se ustavuje diky pumpovani vodikovych
kationt(l z mitochondrialni matrix do intermembranového prostoru mitochondrie. Na vnitini
mitochondridlni membrané je pfitomna ATP syntaza, kterd je schopna protony opét
presouvat do matrix za vzniku ATP. Pravé poruchy respira¢niho fetézce mohou byt spojeny
s mitochondrialni dysfunkci, ktera mize byt jednou z pficin infertility.

PFi mutacich v genech pro ATP syntdazu u embrya dochazi ke zméné mnozstvi ATP, coz je
zasadni pro jeho Zivotaschopnost (Sayed et al., 2021). Byla nalezena embrya se zvySenym
mnoZstvim mitochondrii, kterd ale obsahovala nizsi koncentrace ATP (Ye et al.,, 2020).
Zmnozeni mitochondrii by tak mohlo byt kompenzacnim mechanismem, kterym se bunka
snazi zvysit mnozstvi produkovaného ATP. Ve spermiich je nej¢astéjsi mutaci spojenou
s infertilitou delece dlouha 4977 bp, ktera vede ke sniZeni aktivity ATP syntdzy a problémm
s motilitou (Derbel et al., 2021). U oocytll vede nedostatek ATP k eliminaci ovulace a tyto
oocyty tedy vlbec ovulovény nejsou (St. John, 2002).

Nejcastéjsi poruchy respiracniho fetézce jsou spojeny s mutacemi v komplexu |, ktery
zprostfedkovava vstup elektronl do metabolické drahy (Zhang et al., 2019). S postupnym
starnutim muizeme vidét rostouci mnozstvi mutaci, coz mize byt jednim z divod( infertility
v pozdéjsim véku (Babayev et al., 2016).



2.3 Zakladni patologie mtDNA

mtDNA je vyrazné krats$i nez nDNA, postrada ale reparacni mechanismy, které se vyskytuji
v jadre, a je tak ke vzniku mutaci nachylnéjsi. Obecné lze fict, Ze k hromadéni mutaci dochazi
s vékem a u starSich jedincli tak mUzeme nalézt vice poruch mtDNA, neZz u mladsich. To
pochopitelné souvisi s horsi kvalitou pohlavnich bunék a moinymi komplikacemi pfi
oplodnéni a vyvoji embrya.

2.3.1 Pocet kopii mtDNA

Maturovany oocyt obsahuje pfiblizné 150 000 kopii mtDNA, u spermii je ale toto Cislo
vyrazné nizsi, kolem 100 kopii. MnoZstvi ATP potifebné pro normalni postimplantacni vyvoj je
ale v obou pfipadech nizsi (Wai et al., 2010). U oocytl se pocet mtDNA potiebny pro zdarny
vyvoj pohybuje vrozmezi 40 000 az 50 000, zatimco u spermii vykazovaly zdravy vyvoj
i takové, které obsahovaly méné nez 33 kopii. ATP u spermii je potfebné zpravidla pro jejich
motilitu a je vyuzivdno na pohyb biciku. Po splynuti spermie soocytem paternalni
mitochondrie postupné zanikaji, az dojde k jejich Uplnému vymizeni a v embryu z(stavaji
pouze mitochondrie materndlniho ptvodu. U oocytl je naproti tomu mnoZstvi mtDNA, a tim
i vzniklého ATP, podstatné pro vyvoj embrya. Podle studie Wai et al. (2010) mGze dojit
k oplozeni i oocytu s pouhymi4 000 kopiemi mtDNA, takto vzniklé embryo ale zanika
ve stadiu blastocyty a dale se nevyviji.

Dle nékterych studii je mozné pocet kopii mtDNA pouzit jako biomarker pro hodnoceni
kvality vajicek (Taugourdeau et al., 2019), jiné studie ale toto pouZiti vyvraci (Martinez-Moro
et al., 2022). Obdobna situace se vyskytuje i u spermii, u kterych je moznost vyuZziti poctu
kopii mtDNA jakoZto biomarkeru kvality spermii rovnéz nejasné. Zatimco podle Rosati et al.
(2020) by pocet kopii mtDNA mohl byt vhodnym biomarkerem, dle Tiegs et al. (2020) se jako
mozny marker nejevi. Ohledné pouziti mtDNA v ramci diagnostiky embryi ve stadiu ¢asné
blastocysty bylo rovnéz provedeno mnoho studi, jejichZ vysledky se spiSe pfiklani k tomu, Ze
mtDNA vhodnym biomarkerem neni (Ritu et al., 2022). Vice bude problematika biomarkert
rozvedena v kapitole 4.5.

2.3.2 Delece

Dalsi podstatnou patologii, ktera Uzce souvisi s potem kopii mtDNA, jsou delece. Delece
jsou velmi skloriovanym tématem hlavné v souvislosti se spermiemi, i u oocytld ale mohou
mit vliv na plodnost. Stejné jako u mnoha dalSich vlivi, i delece v oocytech pribyvaji
s rostoucim vékem a mohou tak sehravat svou roli ve fertilité (Gibson et al., 2006). U spermii
mulzeme dohledat podobnych studii vice. Delece v mtDNA spermii mohou vést k porucham
motility, zvySeni poCtu kopii mtDNA, zméné koncentrace spermii a s tim spojenym porucham
plodnosti (Wu et al.,, 2019a). Je moiné, Ze delece ve spermatické mtDNA by mohly byt
pouzity i jako biomarker a jejich mnozstvi by mohlo souviset se znecisténim prostredi



(Vozdova et al., 2022). Nejbéznéjsi zndmou deleci je eliminace 4977 bp mezi pozicemi 8470
a 13447 (Keefe et al., 1995), kterd muze vést k porucham respiracniho retézce (leremiadou &
Rodakis, 2009). To ma vliv prevainé v energeticky vytizenych bunkach, kterymi spermie
bezpochyby jsou.

2.3.3 Substituce

Jak jiz bylo vySe zminéno, nejcastéjsi mutaci v mtDNA jsou jednonukleotidové substituce,
a to konkrétné substituce G->A. Zatimco obecné mliZzeme Fict, Ze mutacéni rychlost mtDNA je
asi 10x vyssi nez u nDNA, u substituce G—>A je tato rychlost az 70x vyssi v mitochondrii nez
v jadfe (Haag-Liautard et al., 2008). Na rozdil od indel mutaci (inzerce Ci delece), substituce
nevedou k posunu ¢teciho rdmce a diky degeneraci genetického kddu mohou byt i zcela bez
projevd, a to za predpokladu, Ze mutovany triplet kdduje stejnou aminokyselinu jako triplet
plUvodni. Nemusi to ale byt pravidlem a i tzv. ,same sense” mutace mohou vést k porucham
metabolismu. Diky jevu zvanému kodon bias se totiz v burice vyskytuji antikodony, které
nasedaji na kodujici vlakno DNA a urcuji zarazeni konkrétni aminokyseliny, v rlzném
poméru, coz mlze vést ke zpomaleni nebo urychleni vzniku produktu. To se pak muze
odrazit na metabolickych drahach buriky, a i takovato na prvni pohled ,tichd mutace” muaze
mit na fungovani buriky vyrazny dopad.



3 Dédicnost mtDNA

3.1 Maternalni dédi¢nost mtDNA

RGzné druhy Zivocichl maji odlisSné zplsoby pfenosu mtDNA. Zatimco u nékterych druhd
mulzeme vidét dédi¢nost biparentalni (a to i u bézné pouzivanych modelovych organismd,
jako napfriklad u mysi nebo ovce), pro ¢lovéka plati, Ze potomek dédi mitochondrie pouze
z materské linie (Vissing, 2019). Tento fakt je podstatny zejména pfi stanovovani rizika
pfenosu mitochondrialné dédi¢né choroby, jelikoZ z paternalni strany se mutantni fenotyp
nedédi. Problém pak nastdvda v momenté, kdy je mitochondridlné dédi¢nou chorobou
postizena matka, je zde totiz vysoké riziko prenosu na potomka. Kolem roku 2016 se proto
poprvé provedla u embrya vyména mutovanych maternalnich mitochondrii za mitochondrie
darcovské (Zhang et al., 2017a). Vzniklé embryo pak obsahovalo DNA od tfi rdznych lidi.
Jadernd informace v embryu byla vytvorend kombinaci DNA biologickych rodi¢di a mtDNA
pochazela od zdravé darkyné — mlzeme tedy mluvit o ,ditéti tfi rodic”. Tento postup by
mohl byt pouzivan pfi asistované reprodukci za pfedpokladu, Ze hrozi riziko pfenosu mutace
na potomka. Je ovSem eticka otazka, zda jsou takovéto postupy korektni a mnoho statl tyto
metody zatim nepodporuje.

3.2 Degradace paterndlni mtDNA po oplozeni

mtDNA pochazejici od otce se u lidi nedédi. Neznamena to ale, ze do oocytu vlbec
nevstupuje. Mitochondrie ve spermii jsou lokalizované v jeji stfedni ¢asti a po oplozeni se
dostavaji do vajicka. Béhem nékolika malo bunécnych déleni vsak dojde k jejich postupné
degradaci. Mechanismus této degradace se lisi v rdmci rlznych ZivociSnych druh, zaroven
k Uplnému vymizeni paterndlni mtDNA dochdazi v rGznych stadiich. U ¢lovéka je mtDNA
odbourdna béhem c¢asné embryogeneze, konkrétné do stadia dvou az ctyrbunécéného
embrya (Sutovsky et al., 1999). Osmibunécéné embryo (za predpokladu, Ze nemluvime
o patologické situaci) jiz paterndlni mtDNA neobsahuje. Tento proces je odlisSny napriklad
u mysi, u kterych midzeme pozorovat pfitomnost paterndlni mtDNA u potomkd (Luo et al.,
2013).

Ohledné degradace otcovskych mitochondrii existuji dva odliSné modely. Prvni model
mulzeme volné preloZit jako ,model zfedéni“. Podle tohoto modelu, a studie provedené na
mysSich modelech, mliZeme u potomk( nalézt paterndlni mtDNA ve velmi malém mnozZstvi.
To je dané obrovskym nepomérem poctu mitochondrii ve spermii a ve vajicku. Malé
mnozZstvi otcovskych mitochondrii se tak jednoduse ,vyredi“ ve velkém mnoZstvi
mitochondrii materndlnich (Gyllensten et al., 1991). Druhy model mizZeme nazvat modelem
yaktivni degradace”. Tento model naopak predpoklddd, Ze dochazi ke kompletnimu
odbourani paternalni mtDNA, at uZ pfed oplozenim, nebo po oplozeni. Mitochondrie od otce
tak u potomka nalezeny byt viibec nemohou (Sato & Sato, 2013).



Podle modelu aktivni degradace dochazi k oznaceni paterndlnich mitochondrii ubiquitinem.
Tyto mitochondrie jsou nasledné selektivné odbourdny proteolytickou drahou pomoci
proteasomu a ve zhruba ¢tyfbunécném stadiu jiz mitochondrie pochdzejici od otce nejsou
detekovatelné (Sutovsky et al., 1999). Ve spermiich je hojné exprimovan receptor mitofagie
FUNDC1, diky kterému jsou otcovské mitochondrie degradovany. Tento receptor se totiz
nevyskytuje v samicich mitochondriich a paterndlni mitochondrie tak mohou byt jednoduse
rozpoznany a oznaceny. Ortologem tohoto receptoru je FNDC-1 u C. elegans, u které byly
provadény studie tykajici se degradace paterndlni mtDNA (Lim et al., 2019). Na eliminaci
mtDNA se dale podili i endonuklaza G, jejiz patologie vedou k biparentalni dédicnosti
mtDNA, jak bylo zminéno v pfedchozi kapitole.

Ackoliv obecné mlzeme tvrdit, Ze paternalni mitochondrie potomek nedédi, i zde mizeme
nalézt vyjimky. Byly popsany ptipady, kdy Elovék nesl jak mitochondrie materndlni, tak
mitochondrie paternalni (Luo et al., 2018). Pfitomnost obou rodi¢ovskych mitochondrii
nemusi byt vidét ve vSech burikidch organismu, ale mize byt selektivné pouze v konkrétni
tkani. Dlivodem degradace paternalnich mitochondrii je jejich ubiquitinace a cinnost
mitochondridlni endonukledzy G. Pfi defektu endoG tak mulZeme pozorovat prenos
paternalnich mitochondrii, protoZze nedoSlo k jejich oznaceni a degradaci. Za pfitomnost
paternalni mtDNA u potomka mohou byt, kromé defektu endoG, zodpovédné i nékteré
mutace v jaderné DNA (Zhou et al., 2016).

3.3 Porovnani mnozstvi mitochondrii ve spermiich a oocytech

Spermie a vajicka se vyrazné liSi v mnoiZstvi pfitomnych mitochondrii, jak jiz bylo naznaéeno.
U obou typli gamet mlzeme pozorovat spojitost mezi mnozstvim pfitomnych mitochondrii
a plodnosti. Mitochondrie ve spermiich (a jimi vytvofené ATP) maji hlavni ulohu v zajisténi
pohybu bi¢iku a tim i motility spermie jako takové. Ve vaji¢ku jsou mitochondrie podstatné
pro zajisténi energie na déleni vzniklé zygoty. PoCet mitochondrii i jejich osud se tedy mezi
vajickem a spermii velmi lisi. Zatimco spermii staci pro zdarné oplozeni a nasledny vyvoj
embrya jen nékolik desitek mitochondrii, u oocytl je toto Cislo v fadech desetitisic az
stotisicll (Wai et al.,, 2010). BéZna somatickd bunka pak obsahuje priblizné 100 az 1000
mitochondrii.

Motilita spermii neni pouze odrazem mnozstvi ATP, ale podili se na ni i glukdza. Pfi snizeni
koncentrace glukdzy se aktivuje draha oxidativni fosforylace a vznikd vétsi mnozstvi ATP.
Stim souvisi i rychlost pohybu spermii, kterd byla pozorovana vyssi u spermii v nizsi
koncentraci glukdzy. Diky snizené koncentraci glukdzy dojde k vyssi produkci ATP a zrychleni
pohybu spermie (Zhu et al., 2019). Aby se co nejvice snizilo mnoZstvi spermatickych
mitochondrii vstupujicich do oocytu, dochazi béhem spermiogeneze k postupnému poklesu
jejich poctu az na vyslednych nékolik desitek.



| voocytu se mnozstvi mitochondrii béhem jeho zrani méni. V pribéhu zrani dochazi
k postupnému narlstu mnozstvi mitochondrii, po dokonceni zrani uz se ale toto mnozstvi
neméni a zlstdva konstantni (Mahrous et al., 2012). ZvySovani poctu kopii nicméné neni
spojené s rlstem oocytu, ale pravé s jeho zranim. Podle studie Mahrous et al. (2012) bylo
prokdzano, Ze v pfitomnosti inhibitoru fosfatydilinositol-3-kindzy dochazi k zastaveni rlstu
oocytu samotného, pocet mitochondrii se ale ddle zvySuje stejné, jako ve skupiné oocytl
kultivovanych bez inhibitoru. Nebyla tedy pozorovana souvislost mezi zvétSovanim objemu
buriky a narustem poctu mitochondrii.

Mitochondrialni DNA oocytd prochdzi dvéma snizenimi diverzity mechanismem ,hrdla
lahve”. K prvni redukci poctu mitochondrii dochazi v pribéhu oogeneze, ke druhému béhem
raného vyvoje embrya. Béhem prvni redukce v primordidlnich folikulech je vyrazné
replikovdno malé mnoistvi mitochondrii. Tato replikace pokraCuje az do stadia
maturovaného oocytu. Pravé toto sniZeni a nasledné pomnoZeni mitochondrii je zodpovédné
za rozdilné exprese mitochondridlné dédi¢nych onemocnéni. V pribéhu redukce
mitochondrii mdze dojit k vyselektovani mutantnich mitochondrii a potomek tak muze ziskat
vyrazné vyssi procento mutantnich mitochondrii nez matka. Diky tomu se muze
mitochondridlni choroba projevit u potomka zdravé Zeny, protoie u potomka doslo
k ptrekroceni prahu a manifestaci onemocnéni. Pochopitelné mizZe nastat i opacnd situace,
kdy dojde k selekci zdravych mitochondrii a potomek tak onemocnéni nezdédi (Wai et al.,
2008). Zaroven je tento efekt zodpovédny za rliznou miru heteroplazmie u riiznych potomku
jedné matky. Druhy proces redukce mitochondrii efektem ,hrdla lahve” nastava az po
samotném oplozeni, kdy dochazi k déleni zygoty a mitochondrie jsou rozdéleny do dcefinych
bunék, nedochdzi ale prozatim k jejich replikaci (Mertens et al., 2022). Pocet mitochondrii na
buriku tedy postupné klesd a diky ndhodné segregaci mitochondrii do dcefinych bunék
muzZeme pozdéji vidét rozdilnou miru heteroplazmie v rlznych tkanich.

Aby doslo k projeveni mitochondridlni choroby, musi byt prekro¢en prah, tzn. musi byt
pfitomno urcité mnozstvi mutovanych mitochondrii. Otazkou ale z(stava, zda je podstatny
pomér mezi mutovanou a nemutovanou (wild-type) mtDNA, nebo ma roli spiSe absolutni
mnozstvi prfitomnych wild-type mitochondrii. Podle studie Jiang et al. (2017) ma podstatnou
roli pravé absolutni mnozstvi nemutované mtDNA. Tato vlastnost by mohla byt vyuZita pfi
prevenci vzniku choroby pridanim wild-type mitochondrii.



4 Pocet kopii mtDNA a jeho vliv na fertilitu a vyvoj embrya

MnoZstvi mtDNA hraje podstatnou roli nejen pfi vyvoji gamet, ale i pfi vzniku zygoty
a nasledném vyvoji embrya. AC nékteré zdroje referuji moznost vyuZiti tzv. ,poctu kopii
mtDNA“ neboli mtDNA copy number jakoZto diagnostického markeru, jiné tuto moznost
vyvraci. Obecné mulzeme fict, Ze jak pro pohlavni buriky, tak pro embryo, je nutna
pritomnost urcitého mnozstvi mtDNA. Pokud neni pfitomen dostatek mtDNA (a tim i ATP),
nemuze dojit ke zdarnému oplozeni a vyvoji embrya.

4.1 Souvisi pocet kopii mtDNA s delecemi?

4.1.1 Delece u spermii

Delece jsou jednou z nejéastéjSich mutaci v mtDNA, které mohou souviset s infertilitou.
U muzl se zhorSenymi spermatickymi parametry bylo nalezeno zvy$ené mnozstvi mtDNA
deleci, zaroven ale jejich spermie obsahovaly vyssi mnozstvi mtDNA. Tato, na prvni pohled
moznd nelogickd situace ma ale pomérné jednoduché vysvétleni. Pokud mitochondrie
obsahuji zvySené mnozstvi deleci, nemohou sprdvné plnit svou funkci a burika musi tento
handicap kompenzovat. Vhodnym kompenzaénim mechanismem se tak zdd byt zvySena
produkce mtDNA a mitochondrii, jako snaha co nejvice eliminovat dopad mutaci (Wu et al.,
2019a). Vyhodou pouziti poctu kopii mtDNA a deleci pfi diagnostice je fakt, Ze tyto
parametry jsou dlouhodobé stabilni. Spermatické parametry, jako je motilita spermii nebo
jejich koncentrace, se naproti tomu v ¢ase pomérné méni. Tyto parametry mohou souviset
s mnoha vnéjsimi faktory a mohou byt jednoduse ovlivnény v zavislosti na Zivotnim stylu.

Ve skupiné muzll, u kterych bylo nalezeno zvySené mnoiZstvi mtDNA a deleci, byla
pozorovana zhorSena schopnost spermii reagovat na oxidaéni poskozeni a zaroven u nich
byla ¢astd abnormalni spermatogeneze (Rosati et al., 2020).

Jednou z podstatnych deleci je delece v genu pro protein prohibitin (PHB). Tento protein je
ve velké mire exprimovan v bunkach bohatych na mitochondrie, vyskytuje se totiz ve vnitfni
mitochondridlni membrané. PHB hraje duleZitou roli v motilité spermii a jeho exprese by
mohla byt vyuzZita jako marker pro hodnoceni jejich kvality. Pfi deleci v genu pro prohibitin
dochazi k poskozeni funkce mitochondrie z diivodu problému s produkci ATP (Li et al., 2020).

Nejen delece velkého rozsahu, ale i jednonukleotidové delece mohou vést k vyraznému
snizeni plodnosti muz(. Vzhledem k tomu, Ze delece zpUsobuji posun ¢teciho rdmce (pokud
neni pocet deletovanych aminokyselin délitelny tfemi), je zaroven podstatna i lokalizace
dané delece v genu. Znamou mutaci je napriklad delece v genu MT-CYB, ktery koduje
komplex 1l dychaciho fetézce. Diky naruseni respiracniho retézce dochazi k porucham
motility spermii a tim padem i problémdm s fertilitou (Saleh Jaweesh et al., 2022).

Delece ve spermiich nesouvisi pouze s genetickymi faktory, mQze na né mit vliv i vnéjsi
prostiedi. Byla provedena studie, kterd zkoumala zmény v mtDNAcn a v delecich mtDNA



v zavislosti na zménach znecisténi ovzdusi béhem roku (Vozdova et al., 2022). Sperma bylo
odebrano vzimé a vlété stejnym muzim a bylo porovnano mnozZstvi mitochondridlnich
deleci a poctu kopii mtDNA. V zimé (obdobi s vy$sim znecisténim) bylo ve spermatu nalezeno
vys$Si mnoiZstvi deleci oproti Iétu (obdobi s nizsSim znecisténim), mnoZstvi mtDNA ale Zadné
vyrazné zmény nevykazovalo. Delece mtDNA by tedy mohly byt pouZity jako marker pro
hodnoceni kvality ovzdusi.

4.1.2 Delece u vajicek

Jednim z nejpodstatnéjSich faktorl pro vznik deleci ve vajickdch je vék. U oocytd
pochazejicich od starsich jedincl bylo zaznamenano zvysené mnozstvi mitochondrialnich
deleci oproti mtDNA mladsich jedincd (Hammond et al., 2016). Nejcastéjsi deleci u oocytl je,
stejné jako u spermii, delece dlouha 4977 bp. Tuto deleci, diky které v mitochondrii chybi
bezmdla tfetina mtDNA genomu, mlzeme vidét napfiklad u pacientek se syndromem
polycystickych ovarii (PCOS) a lze ji tak pouzit jako biomarker (Ye et al., 2021). O syndromu
polycystickych ovarii bude pojednano v kapitole 4.2.3. Oblast, kterd je pfi této mutaci
deletovana, obsahuje geny pro tRNA a geny pro komplexy | a IV dychaciho fetézce a FoFi-
ATP-syntazu. MUze tedy zpuUsobit selhani v produkci ATP a mitochondridlni dysfunkci.

Zda se, ze oproti ostatnim tkdnim, obsahuji oocyty mensi mnozstvi mtDNA deleci (Coticchio
et al., 2014). To je pravdépodobné zplisobeno urcitou ochranou bunék pred vznikem téchto
mutaci.

Zkoumani oocytl a vlivu starnuti na jejich kvalitu je sloZitéjsi nez v pripadé spermii. Mnohé
studie jsou tak omezené na pouziti zvifecich modell. V pfipadé vyuziti lidskych oocytl mlze
byt problém vtom, Ze jsou k dispozici pouze nekvalitni vaji¢ka, vysledky takovychto studii
pak mohou byt zkreslené oproti realité (Hammond et al., 2016). Je ale pravdépodobné,
a mnohé zvifeci studie to i dokazuji, Ze mnozZstvi deleci v mtDNA s vékem matky skutecné
stoupa. Stejnou situaci mUzeme vidét i u jinych, prevainé vysoce metabolicky aktivnich,
tkani. Lze tedy predpokladat, Ze i v pfipadé oocytl bude mozné pozorovat stejny fenomén.

4.1.3 Delece u embryi

Delece v mitochondridlni DNA u embryi byvaji spojovany s ¢asnou téhotenskou ztratou (Ye et
al., 2020). Pravé mtDNA a jeji poskozeni ndm muze poskytnout odpovéd na otazku, proc se
chromozomadlné zdravé embryo neimplantovalo a zaniklo. To je velmi podstatné pro vybér
embrya s nejvyssim implantaénim potencidlem pfti asistované reprodukci. A¢ by se mohlo
zdat, Ze delece mtDNA v oocytu znamena, Ze totozna delece bude pfitomna i v embryu, neni
to vZdy Uplné pravdou. Po fertilizaci totiz dochazi k vyrazné purifikacni selekci, béhem niz
mohou byt mitochondrie s poSkozenim odstranény, a dale se déli uz pouze mitochondrie
s wild-type fenotypem (Stewart et al., 2008). Velké mnozstvi deleci pfitomnych v oocytech
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tak nijak negativné neovlivni schopnost implantace budouciho embrya, protoZze po oplozeni
dojde k ,,vycisténi“ bunék od mutantnich mitochondrii (Ma et al., 2020).

4.2 mtDNAcn u oogeneze

Oogeneze je proces, pri kterém dochazi ke vzniku a maturaci oocytu ve vajecniku. Tento
proces, na rozdil od muzské spermatogeneze, zacind jiz v prenatalnim obdobi a kon¢i ovulaci.
VesSkeré oocyty, které ma Zena vzasobé, tak pochdzeji z doby pred jejim narozenim
a s postupujicim vékem se v nich hromadi mutace. Starsi Zena tak ma starsi oocyty, které
déle podléhaly vnéjSim vlivim a lze predpokladat, Ze budou obsahovat vice patologickych
zmén nez oocyty mladé Zeny. Mutace se nehromadi pouze v jadre, ale svou roli zde sehravaji
i mitochondrie. | v nich totiz dochazi k rGznym zménam (a diky absenci mnoha reparacnich
mechanismu oproti jadru téchto zmén muze byt dokonce vice nez v samotném jadre), které
nasledné mohou mit vliv na plodnost a schopnost donosit zdravého potomka. V pfipadé
snizeného mnozstvi mtDNA v oocytech hrozi nedostatek ATP, coz mUzZe vést k chybam pfi
segregaci chromozém( a vzniku aneuploidii (Jansen & De Boer, 1998).

V souvislosti s vajicky a mitochondriemi se ¢asto mluvi také o ovarialnich rezervach, které
rovnéz souvisi s vékem a podle nékterych studii vykazuji souvislost s mnozstvim mtDNA
(Busnelli et al., 2018). V mnoZstvi mtDNA pfitomné v oocytech v3ak nehraje roli pouze vék,
ale svidj podil zde maji i jiné faktory, jako napfiklad pritomnost syndromu polycystickych
ovarii.

4.2.1 Pocet kopii mtDNA a maternaini vék

Existuje mnoho studii zabyvajicich se souvislosti po¢tu kopii mtDNA s rliznymi faktory, z nichz
vychazeji ¢asto rozporuplné vysledky. Naptiklad podle studie Zhu et al. (2021), ve které bylo
pouzito 319 blastocyst, bylo zjisténo, Ze jediné faktory, které se podili na zménach
v mnozstvi mtDNA, jsou maternalni vék, pocet antralnich folikulll, progesteron a estradiol.

Na jedné strané stoji nazor, Ze existuje vyrazna korelace mezi maternalnim vékem a poctem
kopii mtDNA, pricemz ¢ast poznatk( poukazuje na to, Ze vy$si mtDNAcn je pfitomna u Zen
s nizSimi ovarialnimi rezervami, které pozorujeme u starsich Zen (Busnelli et al., 2018). Proti
tomu ale stoji opacna zjisténi, ktera ukazuji na odliSny fenomén a starnuti spojuji naopak
s poklesem mtDNAcn (Aoki et al., 2021; Wai et al.,, 2010; Yang et al., 2020). Pokud
porovname skupinu oocytl, které se podafilo zdarné oplodnit a dale se vyvijely v embryo, se
skupinou oocyt(, které se naopak oplodnit nepovedlo a k jejich dalSimu vyvoji nedochazelo,
u neoplozenych vajicek mizeme vidét mensi mnozstvi kopii mtDNA neZ u oocytl oplozenych
(Santos et al., 2006). Klesajici Uspésnost oplozeni se snizujicim se mnoZstvim kopii mtDNA by
tak mohla podporovat spiSe tvrzeni o poklesu mtDNAcn s rostoucim vékem a asociovat
mensi pravdépodobnost otéhotnéni ve vyssim véku s nizsSim poctem kopii mtDNA.
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Na druhé strané existuji vyzkumy, které nenasly Zzddnou souvislost mezi maternalnim vékem
a mnozstvim mtDNA (Lukaszuk & Podolak, 2022; Scott et al., 2020) nebo takové, které
naopak tvrdi, Ze Zeny ve vy$Sim véku maji vyrazné zvySenou mtDNAcn (De Munck et al.,
2019). Vétsina praci se ale pfiklani k tvrzeni, Ze s rostoucim vékem matky klesa mnoZstvi
mtDNA a tim padem i produkce ATP. Dle Zhang et al. (2017b) kaZzdoroc¢né klesd mnozstvi
mtDNA o 0,4 kopie, coz m(Ze stat pravé za zhorSenou plodnosti Zen ve vy$sim véku.

V ptfechozi kapitole bylo zminéno, Ze s rostoucim mnoZstvim deleci roste i pocet kopii
mtDNA. Tento fenomén byl pozorovdn u spermii a pojednava o kompenzacnim mechanismu.
Podivame-li se na oogenezi, z(istdva otdzkou, zda tento mechanismus mazeme aplikovat i na
oocyty. V oocytech bylo zjisténo zvySeni poctu deleci s rostoucim vékem. Pokud by i zde
dochdazelo ke kompenzaci nefunkénich mitochondrii zvysenim jejich replikace, vidéli bychom
u starSich Zen zvySeni mtDNAcn. Vétsina soucasnych poznatkl se nicméné pftiklani k tomu, Ze
s rostoucim vékem Zeny mnozstvi mtDNA v oocytech klesa. Jaka je tedy skutecnd souvislost
poctu kopii mtDNA v oocytech a delecemi? Je mozné, Ze diky vyrazné vy$Simu mnoZstvi
pfitomné mtDNA ve srovnani se spermiemi, probihaji v oocytech jiné mechanismy
a nefunkénost mitochondrii neni kompenzovana jejich zmnoZenim, ale naopak jejich
odstranénim?

4.2.2 mtDNAcn a ovarialni rezervy

Ovarialnimi rezervami rozumime mnoiZstvi oocytll, které je pfitomno ve vajetniku. Toto
mnozstvi pochopitelné s vékem postupné klesa a mize mit vliv na pocet mtDNA v oocytech.
To dale odrazi i pravdépodobnost Uspésného oplozeni a donoseni zdravého potomka.
U oocytll pochazejicich od mysi s nizkymi ovaridlnimi rezervami podstupujicich in vitro
fertilizaci (IVF) byla zaznamenand horsi Uspésnost oplozeni a nizSi mnozstvi mtDNA, nez
u mysi s vy$Simi rezervami (Jing et al., 2019).

Snizené mnoizstvi ovarialnich folikuld je mozné klinicky prokazat pomoci rliznych biomarker(.
Témi jsou napriklad Anti-Milleridnsky hormon (AMH), folikulostimulacéni hormon (FSH)
a pocet antralnich folikulG. Béhem studie, pfi které byly vytvoreny dvé skupiny Zen podle
velikosti ovariadlnich rezerv, bylo zjisténo, Ze skupina s nizkymi ovaridlnimi rezervami ma
v kumuldrnich bunkach nizs$i mnozstvi mtDNA nez kontrolni skupina (Boucret et al., 2015).
Jak se zd3, snizeni mnozstvi mtDNA vykazuji dale i polarni téliska v metafazi Il u Zen starsSiho
véku v porovnani se skupinou mladsSich Zen (Konstantinidis et al., 2014). Pfi UspéSnosti
oplozeni tedy nejspis nehraje roli pouze mnozZstvi mtDNA v samotném oocytu, svou ulohu
zde sehrdvaji i bunky s oocytem funkéné propojené. Je mozné, ze hlavni roli v tomto procesu
ani nehraje samotny oocyt, ale kumularni buriky (Boucret et al., 2015).

Jednim z podstatnych marker( ovaridlnich rezerv se zdd byt AMH. Tento hormon je
produkovan bunkami granulézy a je nepostradatelny pfi rlstu ovaridlniho folikulu. Jeho
tvorba zacina pfi vzniku primarniho folikulu a ustava ve stadiu antralniho folikulu, ktery ma
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velikost zhruba 2-6 mm (Durlinger et al., 2001). Produkce AMH pfimo souvisi s vekem a jeho
mnozstvi se postupné snizuje od puberty, kdy dosahuje nejvysSich hodnot, az
k neméfitelnym hodnotam kolem 50. roku véku (Freeman et al., 2012). Jelikoz AMH silné
koreluje s velikosti ovaridlnich rezerv, je proto jednim z nejlepSich biomarker(, které dnes
mlzZeme pouZit pfi asistované reprodukci. Podle Bowolaksono et al. (2022) existuje
podstatna souvislost mezi mtDNAcn, vékem a mnoZstvim AMH. Vyhodou pfi pouziti AMH je
navic fakt, Ze jeho hladina se neméni v zavislost na fazi menstruacniho cyklu a jeho hodnoty
tak zGstdvaji konstantni (Hehenkamp et al., 2006). | pres tuto skute¢nost ale neni mozné
s jistotou urcit ovaridlni rezervy pouze za pouZiti AMH, ale je potfeba vyuzit i jiné
biomarkery, které se na velikosti ovarialnich rezerv rovnéz podili.

4.2.3 mtDNAcn u syndromu polycystickych ovarii

PCOS, neboli syndrom polycystickych ovarii, je dédi¢né onemocnéni, které postihuje 5-10 %
Zzenské populace, ¢imZ se tfadi mezi nejcastéjsi defekt ovulace. Vezmeme-li folikularni
tekutinu pacientek s PCOS, mlzZeme v ni vidét zvySené mnozstvi celkové volné DNA (cf-DNA)
oproti kontrolni skupiné, mnozZstvi volné mitochondridlni DNA (cf-mtDNA) je zde ale nizsi
(Qasemi et al., 2021). Toto snizeni je pravdépodobné disledek nizsiho mnozZstvi mtDNA,
které se vyskytuje u Zen s PCOS (Shukla et al., 2020). Hladina folikularni cf-mtDNA by mohla
byt vyuzita jako biomarker, neni totiz ovlivnéna napfriklad vékem pacientky nebo jejim body
mass indexem (BMI) (Qasemi et al., 2021).

U skupiny pacientek s PCOS byly provedeny testy kvality embryi v zavislosti na tom, zda se
jednalo o embrya Cerstvda nebo zmrazena. Testovani probéhlo pomoci méreni poméru
mtDNA/gDNA v burikdch a v médiu. V porovnani skontrolni skupinou méla embrya
pochdazejici od Zen s PCOS nizsi pomér mtDNA/gDNA v médiu, coz mliZze poukazovat na jejich
horsi kvalitu (Sayed et al., 2021). Pomér mtDNA/gDNA by tak mohl byt dalsim slibnym
biomarkerem vramci hodnoceni kvality embrya, jelikoz embrya svy$Sim pomérem
mtDNA/gDNA v médiu maji vyssi pravdépodobnost, Ze dospéji do stadia blastocysty, neZ
embrya s nizSim pomérem (Stigliani et al., 2014). Pfekvapivé embrya s vétSim mnoZstvim
zdanlivy paradox by podle Diez-Juan et al. (2015) mohl byt vysvétlen treba tim, ze nekvalitni
embrya uvolfuji do média mensi mnoZstvi mtDNA, jelikoz vétSinu potfebuji na udrzeni
vlastniho vyvoje. Embrya, ktera pokracuji ve vyvoji do stadia blastocysty, totiz maji v médiu
pritomen vyssi pomér mtDNA/gDNA (Stigliani et al., 2014). Pomér mtDNA/gDNA byl dale
vyuzit pro hodnoceni vlivu kryokonzervace na kvalitu embrya a Uspésnost otéhotnéni.
Ukazalo se, Ze Cerstva embrya maiji ve svych burikiach vyssi pomér mtDNA/gDNA neZ embrya
zmrazena, ackoliv neslo o statisticky vyznamny rozdil (Sayed et al., 2021).
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4.3 Pocet kopii mtDNA u spermatogeneze

Neni zcela jasné, zda v kvalité spermatu hraje roli absolutni pocet zdravych mitochondrii,
nebo je podstatny spiSe pomér mutované a nemutované mtDNA. | kdyZz by na prvni pohled
mohlo davat smysl, Ze podstatny je hlavné pomér mezi wild-type a mutantni mtDNA, zda se,
Ze podstatnéjsi roli hraje absolutni mnoZstvi wild-type mtDNA (Jiang et al., 2017). Pokud by
skutecnost opravdu byla takovd, bylo by mozné vyuzit zvyseni wild-type mtDNAcn jako
terapii u muzl s problémy s fertilitou spojenymi s pfitomnosti mutaci v mtDNA.

V pfedchozim textu uz bylo naznaceno, Ze u spermii se setkdvame s fenoménem zvyseni
mtDNAcn srostoucim mnoZstvim deleci. Byla pozorovana souvislost s UspéSnosti pfi
mtDNAcn mély obecné horsi kvalitu i motilitu, nez spermie s normalnim mnoZstvim mtDNA.
Sperma pacientl navic mélo nizsi koncentraci spermii, které zaroven vykazovaly abnormalni
morfologii (Wu et al.,, 2019a). Ve spermatogenezi hraje dileZitou roli mitochondrialni
transkrip¢ni faktor A (TFAM) a DNA polymeraza gama (POLG), jejichZ snizeni vede ke snizeni
mtDNAcn (Wu et al.,, 2019b). Jak TFAM, tak POLG, jsou regulatory mtDNAcn a jejich
methylace vede ke snizeni poctu kopii mtDNA. AC spermie i vajicka obsahuji vyrazné vyssi
mnozstvi kopii mtDNA, neZ je potfeba pro oplozeni a zdarny vyvoj embrya, je mtDNAcn
kriticky parametr pro preimplantaci. Pokud dojde k drastickému poklesu poctu kopii,
nedojde k implantaci a embryo se ddle nevyviji (Chiaratti & Meirelles, 2010).

Ackoliv mizeme tvrdit, Ze mtDNAcn inverzné souvisi s kvalitou spermatu (a pfi zvySeni
mtDNAcn muZeme casto vidét snizeni kvality gamet), nebylo shledano jako vhodny
biomarker pro intracytoplazmatickou injikaci spermie (ICSI) pfi IVF. Problémem pfi této
metodé je fakt, Ze nelze otestovat spermii predtim, nez je vpravena do vajicka, a je nutné
otestovat aZz vzniklé embryo. Neni tedy mozné na zakladé mtDNAcn vybrat vhodnou spermii
pro IVF. Pro ICSI se nicméné vybiraji motilni spermie, a jelikoZ motilita inverzné souvisi
s mtDNAcn, je proto pravdépodobné, Ze normalné pohyblivd gameta nema zvySené mnozstvi
kopii mtDNA (Tiegs et al., 2020). mtDNAcn sice neni mozné vyuzit pro ICSI, i pfes to nam ale
muzZe poslouZit pro zhodnoceni celkové kvality spermatu (Sun et al., 2022).

Na otazku, pro¢ ve spermiich dochazi ke zvyseni poctu kopii mtDNA, existuji tfi potencialni
odpovédi. Prvnim vysvétlenim je downregulace TFAM a POLG v prlibéhu spermatogeneze.
V prabéhu fyziologického zrani spermii dochazi k regulaci TFAM a POLG mechanismem
negativni zpétné vazby, diky které tyto faktory tlumi expresi sebe sama a snizuji tak replikaci
mtDNA. Na zakladé toho ma spermie za fyziologickych podminek mensi mnozstvi mtDNA nez
vajicko. Pokud je ale tato draha narusena a nedochazi ke zpétnovazebnému snizeni exprese,
vysledkem je nartdst mtDNAcn. Druhou mozZnosti je zvySeni kopii v disledku kompenzacniho
mechanismu jako reakce na defektni nebo fragmentovanou DNA (Andreu et al., 2009). Treti
teorie je zaloZzena na reaktivnich formach kysliku. ROS se hromadi v mitochondriich, coz vede
ke zvySeni poctu mtDNA kopii a celkovd nerovnovaha v bunce pak vede i k abnormalnim
spermatickym parametrim (Amaral et al., 2013).
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4.3.1 Pocet kopii mtDNA a souvislost s vekem otce

Zatimco souvislost zmén mtDNAcn v oocytech srostoucim vékem matky dnes mame
podloZzenou fadou studii, ohledné zmén v poctu kopii mtDNA ve spermatogenezi
v souvislosti s vékem otce zatim pfilis informaci nemame. Ve studii Orsztynowicz et al. (2016)
provadéné na konich nicméné nebyla nalezena Zadna souvislost mezi vékem samce
a zménou mtDNAcn.

Je zajimavé, Ze u Zen je rostouci vék jednim z hlavnich ddvod( poklesu plodnosti, ackoliv
u muzl podobny trend nepozorujeme. Beze sporu za timto mechanismem stoji i skutec¢nost,
Ze muiska spermatogeneze probihd az od dosaZzeni pohlavni dospélosti a spermie ma
vyrazné kratSi Zivostnost nez oocyt. U vajicek se postupné hromadi mutace a s rostoucim
vékem téchto zmén pribyva, coz odrdzi pokles plodnosti ve vy$sim véku Zeny. Naproti tomu
u muzl vznikaji stale nové gamety a hromadéni patologickych zmén v priibéhu starnuti zde
tedy neni natolik vyrazné. Na druhou stranu i u spermii mdZieme s rostoucim vékem
pozorovat narlist mutaci (a to zejména bodovych) z divodu velkého mnozZstvi bunéénych
déleni (Cioppi et al., 2019). Souvisost vyssiho véku otce s poklesem plodnosti (s ohledem na
mtDNAcn) kazdopadné zatim pozorovana nebyla.

4.3.2 Fragmentace DNA a pocet kopii mtDNA

Pro hodnoceni kvality spermii se da vedle spermatickych parametrd a mtDNAcn pouzit
i fragmentace DNA (Derbel et al., 2021). O fragmentaci DNA se m{iZzeme bavit jak v kontextu
jaderné DNA, tak v souvislosti s mitochondrialni DNA. Normozoospermie obsahuje zhruba 3x
nizsi mnozstvi mtDNAcn neZ patologické formy. S poklesem mtDNAcn muZeme pozorovat
zvySeni fragmentace mtDNA. Zda se, Ze u kvalitnich spermii tedy nalézame nizSi mnoZstvi
mtDNAcn a zaroven vyssi fragmentaci mtDNA. Mohlo by jit o doklad toho, Ze u gamet
probéhla efektivni degradace mtDNA. Bunky s nizkou fragmentaci mtDNA a vysokou
mtDNAcn tak pravdépodobné neprosly spravnym procesem spermatogeneze a tyto
parametry by pro nds mohly byt indikdtorem zhorsené kvality spermatu (Timermans et al.,
2023).

4.4 Pocet kopii mtDNA v ranych fazich vyvoje embrya

V ranych fazich vyvoje embrya nedochazi k déleni mitochondrii a s postupnym délenim
bunék klesa pocet mitochondrii na bunku. K obnové déleni mitochondrii dochazi ve stadiu
blastocysty v momenté, kdy se jednotlivé buriky zacinaji diferencovat. Vzhledem k tomu, Ze
nedochdzi k déleni vSech bunék zdroven, mohou mit jednotlivé bunky jedné blastocysty
rdzné mnozstvi mitochondrii a mtDNA (Victor et al., 2019). Pfi odbéru bunék a jejich analyze
je tedy potfeba myslet na to, Ze jedna burika nemusi reprezentovat celou blastocystu.
Zajimavé je, Ze v pocatecnich fazich vyvoje nedochazi k selekci proti mutacim v mtDNA,
mutace mitochondrialni DNA v této fazi totiz neovliviuji vyvoj a embryo s mutantni mtDNA
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tak nezanika okamtzité po oplozeni (Chatzovoulou et al., 2021). Béhem relativniho poklesu
mitochondrii dochazi ke druhému efektu ,hrdla lahve” (Mertens et al., 2022), ktery byl
podrobné popsan v kapitole 3.3.

Podobné jako u vaji¢ek, neni zcela jasné, jak velkou roli ma pocet mitochondrii v ranych
fazich vyvoje embrya a rfada studii se svymi vysledky navzdjem lisi. Zda pocet mtDNA je nebo
neni prediktivni parametr pro nasledny vyvoj je podstatné hlavné z divodu vybéru
nejvhodnéjSiho embrya pfi asistované reprodukci. Ostatné, jako u mnoiZstvi dalSich
parametrq, i zde je snaha zjistit, zda by po¢et mtDNA v mitochondriich mohl byt pouZit jako
vhodny biomarker.

Pfi vyzkumu se pouzivaji nej¢astéji 5denni a 6denni blastocysty. 6denni blastocysty obsahuiji
nizsi relativni mnozstvi mtDNA, coz vzhledem k faktu, Zze se mtDNA béhem pocatecnich fazi
vyvoje nedéli, neni az tolik prekvapivé (Scott et al., 2020). U embryi je moiné méfit jak
hladinu mtDNA v embryu, tak hladinu cf-mtDNA v médiu. V priibéhu vyvoje se do média
uvolfiuje postupné vice volné mtDNA a u starSich blastocyst tak pozorujeme vice cf-mtDNA
v médiu (Kobayashi et al., 2020). Cim starsi je tedy embryo, tim méné mtDNA v jednotlivych
bunkach obsahuje a tim vice cf-mtDNA je pfitomno v kultivacnim médiu.

4.4.1 Kinetika po¢tu mtDNA po oplozeni

Kratce po oplozeni, nez dojde k rozdéleni bunék, nedochazi u mladych mysi ani k poklesu, ani
k narlstu mnozstvi mtDNA (May-Panloup et al.,, 2019). Vtéto fazi je pravdépodobné
vyrovnana degradace a syntéza mtDNA a jeji mnozstvi tak z(stava konstantni. U starych mysi
ale uz v této fazi mlzeme pozorovat pokles poctu kopii mitochondridlni DNA, coz by mohlo
poukazovat na nerovnovahu mezi degradaci a syntézou s prevahou degradace. Od doby, kdy
se bunka poprvé rozdéli az do stadia osmi bunék, dochdazi k poklesu mtDNAcn na buriku.
Tento proces muZeme vysvétlit jednak efektem ,hrdla lahve” a jednak degradaci
paternalnich mitochondrii, které se dostaly do vajicka béhem oplozeni (May-Panloup et al.,
2005). U starych mysi nicméné tato faze prakticky chybi, nedochazi k postupnému poklesu
embryo. Po poklesu nastava faze expanze a mnozstvi mtDNA opét roste. Diky absenci faze
poklesu u starych mysi maze dojit k predc¢asnému nastartovani déleni mitochondrii a expanzi
mtDNA drive, nez by tomu mélo byt. To mlZe rozhodit energeticky metabolismus celého
embrya a zaroven vést k ustaveni Spatné hladiny mitochondrii. Jak se tedy zda, mtDNA
kinetika hraje podstatnou roli v procesu starnuti a jelikoz mysi modely jsou velmi podobné
nasi fyziologii, Ize predpokladat, Ze podobny proces bude mozné pozorovat béhem starnuti
i u clovéka.
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4.4.2 Schopnost implantace blastocysty

| pres fakt, Ze mtDNAcn oocytu nemusi mit pfimy vliv na oplozeni, mnozstvi mitochondrialni
DNA pfitomné v blastocysté se mulzZze odrazit na schopnosti implantace embrya
(Ravichandran et al., 2017). ZvySeni poctu kopii mtDNA ma pravdépodobné negativni vliv na
schopnost implantace a Zivotaschopnost embrya (Ye et al., 2020). K narlstu mnoZstvi mtDNA
vede i zvySend mira energetického stresu, v reakci na nedostatek energie produkované
bunkou (Diez-Juan et al., 2015). MUZeme zde vidét propojeni jiz dfive zminéného. mtDNA
s pfitomnymi delecemi ma horsi schopnost tvorby ATP. Vreakci na to kompenzaénim
mechanismem dojde ke zvySeni mtDNAcn, k opravé mtDNA ale nedojde a diky tomu ma
blastocysta problém simplantaci a naslednym vyvojem. Embryo se tedy prestava vyvijet
a nasledné zanika.

V ¢asteCném rozporu s pravé zminénym tvrzenim je nalez zvySeného mnoZstvi mtDNAcn
v bunikdch granuldzy u oocyt(, z nichZ vznikla embrya, kterd se Uspésné implantovala. Je tedy
mozné, Ze kvalitni oocyt obsahuje ve svych granuldrnich burikiach vice mtDNA, zatimco
uembrya je tomu naopak a zvySend mtDNAcn naopak svéd¢i o jeho horsi kvalité
(Taugourdeau et al., 2019). | zde ale miZeme nalézt naprosto opacné tvrzeni, jak dokazuje
fada studii, které nepozorovaly Zadnou souvislost mezi mtDNAcn v kumuladrnich burkach
a schopnosti implantace (Martinez-Moro et al., 2022). Existuji i dikazy o zdarné implantaci
a uspésném vyvoji embryi svyrazné zvySenym mnozstvim mtDNA (Victor et al., 2019).
Zaroven je ale ¢asto zmifovana asociace mezi zvySenim mtDNAcn a aneuploidii embrya (De
Munck et al., 2019).

4.5 Vyuziti kvantifikace mtDNA v diagnostice

mtDNAcn se zdd byt pomérné slibnou molekulou, kterd by mohla byt vyuzivdna v diagnostice
infertility a v metodach asistované reprodukce. Pocet molekul mtDNA Ize pouZit pfi
vyhodnocovani schopnosti implantace embrya pfi IVF, urfovani rizika preeklampsie
u téhotnych, hodnoceni kvality spermatu a vaji¢ek a dalSim testovani. Ne ve vSech pfipadech
je ale zatim role mtDNAcn natolik jasna, aby bylo moiné tuto molekulu pouzit pfi
diagnostice. V mnohych ptipadech jde pouze o potencialni moznost pouziti, nicméné c¢asto
se jednotlivé studie svymi vysledky vyvraci, a ackoliv podle jedné by se mtDNAcn zdala byt
vhodnym biomarkerem, jiny vyzkum tuto alternativu zavrhuje.

Ve spermatogenezi je mtDNAcn rovnéz velmi podstatnym parametrem. U spermatu se
béiné hodnoti tzv. spermatické parametry, které ale nemusi byt nejvhodnéjsi volbou.
Vhodny biomarker by totiz mél byt v ase neménny a nemél by byt ovlivnén vlivy jako vék,
BMI apod., coz o spermatickych parametrech neplati. mtDNAcn naproti tomu tyto parametry
splnuje a je prokazatelné spojena s Uspésnosti fertilizace (Rosati et al., 2020).

S oocytem jsou funkéné spojeny buriky granuldzy, které by mohly byt vyuzity pfi diagnostice
schopnosti implantace embrya, aniz by byl porusen oocyt. Vyssi mtDNAcn v bunkach
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granuldzy je pfitomna u oocytd, ze kterych se vyvinulo zdarné se implantujici embryo. Pokud
by tomu tak skutecné bylo, vyssi mtDNAcn u bunék granulézy by mohla poukazovat na lepsi
implantacni potencial embrya (Taugourdeau et al., 2019).

V prabéhu téhotenstvi hrozi zhruba u 2-5 % téhotnych rozvoj stavu zvaného preeklampsie,
kterd predstavuje riziko jak pro dité, tak pro matku. V pribéhu téhotenstvi je mozné stanovit
riziko, Ze se preeklampsie rozvine, a je moZné nasadit vhodnou terapii. V pfipadé, Ze se
zacnou objevovat symptomy preeklampsie, je tento stav jiz nevratny a ve vétSiné pripadu je
nutné téhotenstvi ukoncit pfedéasnym porodem. Je proto velmi podstatné umét rozpoznat
pacientky, u kterych je vysokd pravdépodobnost rozvoje preeklampsie, v ¢emz by mohla
pomoct pravé mtDNA. O preeklampsii a jeji souvislosti s mtDNA bude vice pojedndno
v kapitole 5.3.

Pro testovani embryi by mohlo byt vyuZito spiSe neZ mtDNAcn poméru mtDNA/gDNA.
Embrya s dobrou kvalitou maji vyssi pomér mtDNA/gDNA, neZ embrya nekvalitni, a tento
parametr by mohl poslouzit v IVF pfi vybéru nejvhodnéjSiho embrya pro transfer. Pomér
mtDNA/gDNA je méren v kumularnich burikdch a s vékem se postupné sniZuje, coz vede ke
zhorseni kvality embrya. S rostoucim vékem rovnéz ubyva mtDNAcn, na zakladé cehoi se
i méni pomér mezi mtDNA a gDNA (Yang et al., 2021).

Spojitost mezi mtDNAcn a celkovym vysledkem téhotenstvi nebyla prokdzana, bylo ale
pozorovano zvyseni poctu kopii mtDNA za pritomnosti aneuploidie. Aneuploidni embrya
prokazatelné obsahuji vice mtDNAcn nez embrya euploidni. Otdzkou zUstava, nakolik je tato
informace vyuZitelna v praxi (Podolak et al., 2022).

mtDNA nemusi byt mérena pouze v pohlavnich bunkach nebo embryu, ale Ize ji kvantifikovat
i v krvi. V periferni krvi Zen s problémy s fertilitou byla nalezena nizsi hladina mtDNAcn, coz
by mohlo odrazet nizsi poCet mtDNA v oocytech. Tato moZnost diagnostiky by byla velmi
vyhodn3, jelikoZz jde o méné invazivni vySetieni nez odbér oocytl samotnych (Busnelli et al.,
2018).

Naprosto neinvazivnim a potencidlné vhodnym vySetienim embryi pred transferem
v asistované reprodukci je odebrani média, ve kterém probiha kultivace, a stanoveni
mnozstvi prfitomné volné DNA. ZvySeni cf-mtDNA v médiu mlzZe byt spojované s horsi
kvalitou blastocysty a takovd embrya maiji vyssi pravdépodobnost zaniku (Kobayashi et al.,
2020). Podle Sayed et al. (2021) je tomu ale presné naopak a méné kvalitni embrya maji
v médiu nizsi mnozZstvi cf-mtDNA, jelikoz vétSinu pouzivaji na vlastni vyvoj.
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5 Volna mitochondridlni DNA — cf-mtDNA

Jako o volné DNA mluvime o jakékoliv molekule DNA, ktera je pfitomna mimo bunku. Pojem
,volnd DNA”, neboli cf-DNA, zahrnuje jak volnou DNA jadernou (cf-nDNA), tak volnou DNA
mitochondridlni. Jelikoz se tato prace zaméfuje na mitochondrie a mitochondridlni DNA,
bude zde rozebrana prevazné cf-mtDNA.

V prabéhu fyziologického téhotenstvi v maternalni krvi spolu s rostouci placentou stoupa
koncentrace cf-mtDNA a do plvodnich hodnot se vraci pfiblizné dva mésice po porodu.
Kromé velikosti placenty a stafi plodu zavisi mnoZstvi volné mtDNA i na pohlavi plodu
(Cushen et al., 2020). U Zen, které cekaly plod Zenského pohlavi, byla nalezena vyssi hladina
cf-mtDNA a v téchto pripadech se i astéji rozvinula preeklampsie (Marschalek et al., 2018).

5.1 Volna DNA v kultivacnim médiu pfi IVF

Mitochondrie se v burikdch vyskytuji v mnoha kopiich, na rozdil od jadra, které je pfitomno
pouze jedno. To odrazi i skutecnost, Ze kazda burika obsahuje vyrazné vyssi mnozstvi kopii
mtDNA neZ nDNA. Mnoizstvi cf-mtDNA uvolnéné z bunék blastocysty do kultivaéniho média
roste s vékem a u starSich Zen vidime vys$i mnozZstvi jejich kopii. ZvySené mnozstvi cf-mtDNA
v médiu se vyskytuje u méné kvalitnich embryi a ¢asto konc¢i kolapsem vyvijejici blastocysty.
Neni zcela jasné, odkud presné se cf-mtDNA do kultivaéniho média uvolnuje, nejspiSe ale
pochazi z mrtvych &i fragmentovanych blastomer nebo je aktivné secernovana blastocystou
(Kobayashi et al., 2020).

K analyze rozdild mezi starymi a mladymi samicemi bylo vyuZito kravskych embryi. Pfi
kultivaci embryi od mladych i starych krav na médiu bylo nalezeno srovnatelné mnozstvi
cf-mtDNA. Poté byla odstranéna zona pellucida, kterd pravdépodobné blokovala prlnik
volné mtDNA do média, a ve skupiné embryi od starych krav bylo nalezeno vys$i mnozstvi
cf-mtDNA (Aoki et al., 2021). Timto pokusem byla prokazéna souvislost mnozstvi cf-mtDNA
v médiu s vékem.

5.2 cf-mtDNA ve folikularni tekutiné

Folikularni tekutina obklopuje oocyt a spolu se zralym vajickem se uvolfiuje z vaje¢niku pfi
ovulaci. Zda se, Ze pravé folikularni tekutina by mohla byt klicem k hodnoceni kvality oocytu
jesSté pred jejich oplozenim. Pfi asistované reprodukci se Zené odebiraji vajicka i s folikularni
tekutinou a v laboratornich podminkach je odebrany oocyt nasledné oplozen spermiemi.
Nevyhodou z(stava, Ze je pomérné problematické posoudit kvalitu oocytu pred oplozenim.
V dnesni dobé se na hodnoceni kvality pouziva prevainé posouzeni morfologie vajicka, jak uz
ale vime, morfologicky normalni vajicko jesté nemusi byt geneticky v pofadku. Mnoho
genetickych modifikaci se tak na morfologii oocytu neprojevi a kvalitu vzniklého embrya je
nutné posuzovat az v nékolikabunécném stadiu blastocysty. Pokud bychom chtéli otestovat
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oocyt jesté pred oplozenim, nabizi se ndm moZnosti testovani granularnich bunék nebo
praveé folikularni tekutiny.

Ve folikuldrni tekutiné se vyskytuje volnd DNA vznikld rGznymi bunécnymi procesy, nejvétsi
procento ale pochazi z apoptdzy. Zatimco cf-nDNA ve folikularni tekutiné poukazuje na
apoptdzu granularnich bunék, mnozstvi cf-mtDNA odrazi zmény v jejich mitochondridlni
funkci. cf-mtDNA tedy vznikd jinym procesem neZ cf-nDNA a muZeme fict, Ze cf-mtDNA
nesouvisi s apoptézou granuldrnich bunék (Ichikawa et al., 2020). Komplex oocytu
a kumuldrnich bunék s mitochondridlni dysfunkci vypousti do média vétsi mnoiZstvi
cf-mtDNA. Byla nalezena i souvislost mnozZstvi volné mtDNA ve folikularni tekutiné s vékem
Zeny. U starSich Zen se vyskytuje vy$si mnozstvi cf-mtDNA ve folikuldrni tekutiné a jeji obsah
voocytu a kumuldrnich bunkach klesa. V oocytech, které se vyvijely v blastocystu, bylo
nalezeno nizsi mnoZstvi cf-mtDNA a v jejich folikularni tekutiné bylo naopak mnoZstvi vyssi.
cf-mtDNA ve folikularni tekutiné by tak mohla byt pouZita jako biomarker pro hodnoceni
kvality oocytu (Liu et al., 2019).

U mysich modell byla pozorovana apoptdza granuldrnich bunék v souvislosti s pfitomnou
cf-mtDNA. Apoptdza je indukovana vazbou cf-mtDNA na TLR9 bunék granuldzy. Po pfidani
cf-mtDNA do média k oocytlim mladych mysi nedoslo k zddné zméné ve vyvoji blastocyst,
u starych mysi byla pozorovdna negativni korelace svyvojem blastocysty. Zda se, Ze
cf-mtDNA je zodpovédnd za destrukci granularnich bunék procesem apoptdzy (Liu et al.,
2020). Narlst volné mtDNA ve folikuldrni tekutiné tedy indukuje apoptézu granuldrnich
bunék a snizuje pravdépodobnost vzniku blastocysty (Kansaku et al., 2018).

5.3 Preeklampsie

Preeklampsie (PE) je jedno z velkych témat v gynekologii a porodnictvi. Jde o stav, ktery se
vyskytne az u 5 % téhotnych, a ktery se mlze vyvinout az do Zivot ohrozujiciho zachvatu
eklampsie. Toto onemocnéni se za¢ina projevovat po 20. tydnu téhotenstvi. V dnesSni dobé
jsme schopni pouze urdit riziko rozvoje preeklampsie v prabéhu téhotenstvi, diagnostika ma
ale stale své nedostatky. V pfipadé zvySeného rizika je Zené nasazena vhodna lécba, ktera by
méla priznaky preeklampsie co nejvice oddalit a zamezit rozvoji eklampsie. | pfes nasazeni
medikace se preeklampsie m{zZe rozvinout a je jednim z velmi Castych pricin predcasného
porodu.

Dlavodem preeklampsie je Spatna funkce placenty a mezi jeji zakladni projevy patfi narlst
krevniho tlaku matky, ktery mlze poskozovat jeji organy véetné mozku. V pripadé nelécené
preeklampsie dochazi ke vzniku zachvatu eklampsie, jehoz jedinym tfesenim je okamzité
ukonéeni téhotenstvi bez ohledu na stari plodu. Nejen, Ze preeklampsie vede k pfed¢asnému
porodu, ale diky nedostatecné funkci placenty ma dité casto nedostatek Zivin a takto
narozené déti maji vyssi pravdépodobnost intrauterinni rdstové retardace. Zaroven jsou tyto
déti ¢asto malé ke gestacnimu véku, coZ mlze vést k dalSim komplikacim po narozeni. Kazdy
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den navic vdéloze je pro dité velmi podstatny a v pfipadé nasazeni |ékl v pocatcich
téhotenstvi se tak muze porod znacné oddalit, coZ je pro vyvoj ditéte zdsadni. V poslednich
letech se v diagnostice preeklampsie mluvi o pouziti mtDNA.

U Zen s prokdzanou mitochondridlni dysfunkci bylo zaznamenano zvySené riziko rozvoje
preeklampsie. Pfi porovnani Zen s preeklampsii a bez ni bylo nalezeno zvySené mnozstvi
mtDNA v séru PE pacientek. U Zen, jejichZz déti vykazovaly intrauterinni ristovou retardaci,
bylo rovnéZ v séru nalezeno zvySené mnoZstvi mtDNA (Colleoni et al., 2010). V placenté
pacientek s preeklampsii mlzeme nalézt snizené mnoZstvi mtDNA a naopak zvySenou
mitofagii a autofagii (Vangrieken et al.,, 2021). Zvysena mitofagie v PE placentach je
dlsledkem chronické hypoxie (Gillmore et al., 2022).

Navzdory predchozimu tvrzeni, Cushen et al. (2022) nalezli u Zen s preeklampsii naopak
snizenou hladinu cirkulujici volné mtDNA v plazmé, mtDNAcn v krevnich burikach se ale od
zdravych Zen nijak nelisila. cf-mtDNA se v plazmé vyskytovala prevdiné obalena ve
vezikuldch. Snizena cf-mtDNA byla nalezena uZ v prvnim trimestru u Zen, u kterych se
nasledné preeklampsie rozvinula (Busnelli et al., 2019). Pokud by tedy byla prokazana
asociace mezi snizenim cf-mtDNA a naslednym rozvinutim PE, bylo by moiné pomoci
cirkulujici volné mtDNA vyselektovat Zeny se zvySenym rizikem vzniku onemocnéni.

V rozvoji preeklampsie ma klicovou roli mitochondrialni dysfunkce. Pfi mitochondridlni
dysfunkci dochazi ke zvySeni oxidacniho stresu, ktery je vysledkem nerovnovahy mezi
reaktivnimi formami kysliku a antioxidaénimi mechanismy. Oxidacni stres vede ke zvyseni
syntézy mtDNA ve snaze zabranit vzniku ROS. Aby nedoslo k poSkozeni DNA reaktivnimi
formami kysliku, je v burikdch pfitomny antioxidant superoxid dismutaza (SOD). Koncentrace
SOD v prabéhu fyziologického téhotenstvi narlista a tvofi tak bariéru proti pisobeni ROS. U
pacientek s preeklampsii byl nicméné nalezen opacny fenomén a koncentrace SOD
v pribéhu téhotenstvi klesala, zatimco koncentrace mtDNA vzrlstala (Williamson et al.,
2018).
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6 Souhrn

Zmény v mtDNA, at uZ zpUsobené patologickymi procesy nebo fyziologickym starnutim
bunék, se podili na plodnosti a maji vliv na cely proces vyvoje nového jedince od vzniku
gamet az po samotny porod. Z hlediska diagnostiky jsou podstatné predevsim zmény
v mnozstvi mtDNA v burikach ¢i volné mtDNA v krevni plazmé nebo kultivatnim médiu.

zhorgena kvalita
- fragmentace 4 mtDNAcn sperm?tu,,bunky neproily
mtDNA spravnym procesem
spermatogeneze
spermie
J- motilita,
J koncentrace spermii,
AT LT PRI abnormalni morfologie
spermii
T vék T delece mtDNA
mtDNAcn oocyty
- mtDNAcn
- ovaridlnf rezervy v kumularnich
burikach
aneuploidie I mtDNAcn + scl]f)pnost implantace
T a Zivotaschopnost
embryo
mEDNA M vEk matky J mtDNAcn
b cf-mtDNA ve
PCoS folikularni tekuting
plod Zenského . . . .
SR A cf-mtDNA v krvi /I riziko rozvoje PE
cf-mtDNA zeny
2 vk I cf-mtDNA v /I riziko kolapsu
kultivaénim médiu blastocysty

mitochondridlni
dysfunkce

T cF-mtDNA v
kultivaénim médiu

/P riziko kolapsu
blastocysty

Obr. 1. Schéma shnujici aktualni poznatky o mtDNA.
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7 Zaver

K plnému pochopeni vyznamu mtDNA v reprodukci je jesté dlouha cesta, uz ted ale mizeme
fict, Ze ma pred sebou slibnou budoucnost. Za problém soucasnych vysledk( se da oznacit
to, Ze mnoho studii jde svymi vysledky proti sobé a neshoduji se na jednotném zavéru. Casto
je proto obtizné odhalit skute¢nost a posoudit, které tvrzeni opravdu odrdzi redlnou situaci
v bunice.

V tuto chvili je nejprozkoumanéjsi oblasti mitochondridlni DNA pocet jejich kopii, ktery ma
odliSnou dynamiku v rlznych burikdch. Oocyty, spermie i embryo se tedy pravdépodobné
s chybami v mtDNA vyporadavaji jinymi mechanismy.

Volnd mtDNA v krvi matky mGze byt v budoucnosti hojné vyuzZivana predevsim ve stanoveni
rizika rozvoje preeklampsie a pro vybér vhodného embrya k implantaci. PouZziti cf-mtDNA by
mohlo pomoci odhalit rizikova téhotenstvi a zabranit tak vzniku komplikaci jak na strané
matky, tak na strané plodu. cf-mtDNA v kultivacnim médiu dava informaci o mechanismu,
kterym se embryo zbavuje chybné mtDNA.

Potencidl mtDNA je i vjejim vyuziti jakozto biomarkeru a to nejen ve fyziologickém
téhotenstvi, ale predevSim v rdmci asistované reprodukce. Zde by mohla byt vyuZita
pfi hodnoceni kvality pohlavnich bunék avybéru nejvhodnéjsiho embrya k transferu, coz
jsou zasadni kroky, jez mohou znaéné ovlivnit Uspésnost implantace a donoSeni zdravého
plodu.

Hromadéni mutaci v mtDNA a zmény v mtDNAcn s rostoucim vékem jsou jednim z dlvoda
poklesu plodnosti a naridstu komplikaci spojenych s otéhotnénim a donosSenim zdravého
plodu. Vedle véku se na plodnosti a poruchach s ni spojenymi podili i Zivotni styl nebo
prostiedi, ve kterém Zijeme. Pokud bude odhalen mechanismus, ktery vede ke zhorSeni
bunéénych funkci, bude moZné <¢dastecné toto poskozeni kompenzovat a vznikajici
komplikace zmirnit.
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