Univerzita Karlova

Lékarska fakulta v Plzni

HABILITACNi PRACE

Zakladni vyzkum oocytu a casného embryonalniho vyvoje jako zaklad
pro hodnoceni endokrinné-disrupcniho efektu polutantt na lidskou

reprodukci

Basic study of oocyte and early embryonic development towards the
assessment of the endocrine-disrupting effect of pollutants on human

reproduction

Ing. Jan NEVORAL, Ph.D.

Plzen, 2018



Prohlaseni

Prohlasuji, Ze predkladana habilitacni prace snazvem ,Zdakladni vyzkum oocytu a casného
embryonalniho vyvoje jako zaklad pro hodnoceni endokrinné-disrupéniho efektu polutantd na lidskou
reprodukci” je jedine¢nym textem vytvofenym mnou samym, slouzicim jako komentaf k souboru
plvodnich praci publikovanych v recenzovanych Casopisech nebo casopisech s faktorem impaktu,
doplnéna o prehledové clanky typu review publikovanych obdobné. V procesu publikace védeckych
dat a pfi sepisovani prvo-autorskych publikaci jsem postupoval vsouladu s obecné pfijimanymi
etickymi zasadami védecké Cinnosti a kritérii jednotlivych periodik. Projekty a granty, jimiz bylo reSeni

védecké problematiky podporovano, jsou fadné citovany v jednotlivych publikacich.

V Plzni dne 8. 11. 2018

Jan NEVORAL



Podékovani

Dékuji svym blizkym za skvélé zazemi. Dékuji koleglim-pratelim, za pomoc a spolecnou praci;
predevsim vsak proto, Ze se mi stali skvélymi prateli. Jmenovité dékuji vazené trojici reprodukéni

mediciny: prof. Jaroslavu Petrovi, prof. Peterovi Sutovskému a prof. Milené Krali¢kové.



Seznam pouzitych zkratek

3-MPST

5hmC
5meC
AKAPs
AKT

APC/C

ART

AURKB/C
BPA/S/F/AF
CaM
CaMKIl

cAMP

CBS
CDC25

CDK1
cGMP

coc
CSE
CSF
DMRs

DNMTs
EFSA

EGA

3-Mercaptopyruvate
sulfurtransferase
Hydroxymethylcytosine
5-methylcytosine
A-kinase anchoring proteins
Protein Kinase B
Anaphase promoting
complex/cyclosome
Assisted reproductive
technologies

Aurora kinase B/C
Bisphenol A/S/F/AF
Calmodulin
Calmodulin-dependent kinase
Il

Cyclic adenosine 3',5'-
monophosphate
Cystathionine B-synthase
Cell division cycle 25
phosphatase
Cyclin-dependent kinase 1
Cyclic guanosine 3',5'-
monophosphate
Cumulus-oocyte Complex
Cystathionine y-lyase
Cytostatic factor
Differentially methylated
regions

DNA methyltransferases
European Food Safety
Authority

Embryonic genome activation

EGF
FDA

FSH
GABARAP

GC

GDF9

GV

GVBD
H1/2/3/4
H.S

HA

ICSI

IP3

IP3K

IP3R

IVF
K4/9/16/27
LC3a

LH
MAPK

MDM2

MEK

Ml

MOFS

MPF

MZT

Epidermal growth factor

US Food and Drug
Administration

Follicle stimulating hormone
GABA type A receptor-
associated protein
Guanylate cyclase

Growth differention factor 9
Germinal vesicle

Germinal vesicle breakdown
Histone 1/2/3/4

Hydrogen sulfide

Hyaluronic acid
Intracytoplasmic sperm
injection

Inositol 1,4,5- trisphosphate
IP3-Kinase

IP3 receptor

In vitro fertilization

lysine 4/9/16/27
Microtubule-associated
protein 1 light chain 3a
Luteinising hormone
Mitogen-activated protein
kinase

Mouse double minute 2
homolog, E3 ubiquitin protein-
ligase

MAPK ERK kinase
metaphase I

Multi-oocyte follicle syndrome
M-Phase/maturation
promoting factor

Maternal-to-zygotic transition



ncRNAs

NO

NORs

NOS

NPBs
p62/SQSTM1
PAWP

PCOS
PGCs
PINK1

PKA

PKC
PKG

PLCT
PLK1
POFS

PTM
RyR
SNX6
SOAF

SUV39H1

TDG
VCP

Non-coding RNAs

Nitric oxide

Nucleolus organizes regions
Nitric oxide synthase
Nucleolus precursor bodies
Sequestosome 1
Postacrosomal sheat WW-
domain binding protein
Polycystic ovary syndrome
Primordial germ cells
PTEN-induced putative kinase
1

cAMP-dependent protein
kinase

Ca®*-dependent protein kinase
cGMP-dependent protein
kinase

Phospholipase C theta
Polo-like kinase 1

Premature ovarian failure
syndrome

post-translational modification
Ryanodine receptor

Sorting nexin 6

Sperm oocyte-activating
factors

Suppresor of variegation 3-9
homolog 1, histone-lysine N-
methyltransferase

thymine DNA glycosylase

Valosin containing protein



Obsah

O I =Y [ o T oY (=] ] (=T O PSP 9
L L GAMEEOGENEZE .o 9
1.2. Zrdni 0ocytu @ KUMUIAINT @XPANZE ......vviiieiiiiee ettt e et e e e e e eabee e e aree e e e neaneas 10

1.2.1. Regulacni faktory Zrdni OOCYtU ......ccuiiii ittt e e e sbae e e e ees 10
1.2.2. Uloha gasotransmiter(i v regulaci meiotického Zrani ..........cvoveveveveveeeveeeeeeeieeeeeeeeeeenns 13
1.3. Oplozeni a pre-implantacni embryonalni VYVOj ......ccccuvvviiiiiiiiiiieecccee e 14
1.3.1. Molekuldrni regulace oplozeni a ¢asného embryonalniho vyvoje........cccoceeeciieiecnieeenneee, 15
1.3.2. Milniky ¢asného embryonalniho VYVOJE.......cccveiiiiiiiiii e 16
1.3.3. Epigenetické zmény embryondlniho chromatinu .........ccccceeieiiiiiiiiic e, 18
1.3.4. Mitofdgie @ heteroplazmie .....c.ueii it e e e e 21
1.4, Z€NSKA INFEITIITAL...v.euieceevereieecectete et ettt ettt sttt ae b bt es s eae bt es s et es s s aeaesenanas 22
1.4.1. Starnuti oocytu a selhdvani casného embryonalniho vyvoje jako pficina infertility .......... 22
1.4.2. Endokrinni disruptory jako pricina infertility .......c.ccooeeieeiieiiiie e, 23
1.5. VyuZiti zvifecich modell pro hodnoceni endokrinnich disruptord.........ccoeeeeveeiiieeecieeecieecieens 25

2. MaALEIIAl @ METOAY ....uiiie it e et e e e et e e e e bt e e e e e tbeeeeasbaeeessseeeesessseeaeesreeeaas 27
2.1. Biomonitoring endokrinnich disruptor( v lidské folikularni tekutiné...........ccccccceeeiienien e, 27
2.1. Ziskavani, in vitro zrani a oplozeni prasecich 00CYtU .......ccocueeiieeiiieieciciee e 27
2.2. Hodnoceni KUMUIAINT @XPANZE.......eiiiiiiieiieiiee ettt ettt eeaae e e e eate e e e e aae e e e eaaneeas 28
2.3. In vitro zrani a oSetfeni oocytl Zab Xenopus IQEVIS .............cceeecueeeieeeiieeeciieeeiee e 29
2.4. Laboratorni chov mysi a expozice endokrinnimi disSrUptory .......cocceeeeeciiieeeiiiee e, 29
2.5. Hodnoceni samiCi reproduUKCe iN VIVO .........ccuueieecuiei ettt ettt 30
2.6. 1zolace a kultivace MySiCh OOCYLU ...ceceuviieecciieee et e a e e 30
2.7. Imunocytochemie, konfokdlni mikroskopie a analyza obrazu.........ccccocveeieeiieeeccciee e, 31
2.8. Elektroforéza a Western BlOt..... ..o 32
2.9, StAtiStiCkA @NAIYZA ..eei e et e e e raeas 32

T VA =T |2 PUUPRUPUPR: 34
3.1. Uloha gasotransmiterl v regulaci zrani a starnuti oocytd zab Xenopus laevis a prasete.......... 34
3.2. Kumularni expanze jako ukazatel kvality 00CYLU ......c.eeevviieiiieiiicciee e 35
3.3. Epigenetické zmény v procesu oplozeni oocytu a casném embryonalnim vyvoji prasete ........ 35
3.4. Hodnoceni endokrinnich disruptor(i prostfednictvim popsanych ukazatell kvality oocyt..... 36

4. DiSKUZE @ PEISPEKLIVA ...eiii ittt e e et e e et e e e s nte e aee e snteeeenareeas 37



Anotace

Fyziologické procesy gametogeneze, oplozeni a gametogeneze zUstavaji na bunécné a molekularni
drovni dosud netiplné poznané. Rada pficin idiopatické infertility spociva pravé v molekularnich mis-
regulacich zrajicicho oocytu a/nebo ¢asného embryonalniho vyvoje. Tyto molekularni zmény jsou ¢asto
vyvolany environmentdlnimi polutanty zfad endokrinnich disruptor(i, které ve své velmi nizké
koncentraci a soustavné expozici simuluji hormonalni akci. Pro relevantni posouzeni rizika jednotlivych
endokrinnich disruptor( a navrh feseni takového problému je nezbytné odhalit jejich molekularni cile
na zakladé dostatecné znalosti biologie gamet a embryi.

PredloZend habilitacni prace predklada soubor publikovanych a zde komentovanych origindlnich praci,
zamérenych na popis biologie oocytu, resp. kumulo-oocytarniho komplexu (COC), a ¢asnych embryi,
za pouZiti medicinskych modelt mysi, prasete a zaby Xenopus laevis. Zakladnimu studiu jsou vénovany
podkapitoly vysledk(i zamérené na bunécnou signalizaci gasotransmiter( sulfanu (HS), popf. oxidu
dusnatého (NO), ve zrajicich oocytech (i). Toto studium probihalo v kontextu kumuldrni expanze COC,
pficemz metody pro jeho objektivni méreni byly dale vyvijeny pro nepfimé hodnoceni kvality oocytu
(ii). Soucasti zakladniho vyzkumu oocytu a embryi bylo rovnéz studium epigenetickych regulaci,
s akcentem na klicovou NAD*-dependentni histon deacetyldazu SIRT1 (iii). Poznatky, prezentované
v téchto tfech dil¢ich podklapitolach, byly vyuZity pro hodnoceni biologické akce endokrinniho
disruptoru bisfenolu S (BPS); vysledky tohoto usili jsou shrnuty a komentovany ve ¢tvrté podkapitole
vysledk (iv).

Navzdory pokrocilému hodnoceni vlivu endokrinnich disruptor( na reprodukci ¢lovéka stale vyvstava
potieba soustavného zakladniho studia, za poufZiti vhodnych kombinaci biomedicinskych modeld.
Vhodnou molekulou s rozsahlou bunécnou signalizaci predstavuje SIRT1, spole¢né s proteinovymi
substraty epigenetické (histonovy kdéd, histon metyltransferazy/demetylazy) a/nebo ne-epigenetické
povahy (faktory bunécného déleni, DNA poskozeni, autofagie mitochodrii). Rozlusténi ulohy SIRT1
v oocytech a embryich predstavuje vhodny ukazatel naruseni fyziologie buriky endokrinnimi
disruptory, avSsak modulace jeho aktivity rovnéz prestavuje mozinosti, jak negativni dopady
environmentdlniho stresu eliminovat. Mimoto, studium proces(, jako utvareni histonového kédu,
epigenetickd re-programace gamet béhem oplozeni a autofagie mitochondrii spermie po oplozeni
predstavuje potencidl pro odhaleni pti¢in nékterych chorob, napf. mitochondridlnich. Nabizi se rovnéz
intenzivni vyuZiti poznatkd bunécného déleni a diferenciace v soucasné dobé stéle se rozvijejicich

oborech reprodukéni mediciny, tj. postupy asistované reprodukce (ART) a/nebo onkofertilita.



Summary

The molecular signaling through gametogenesis, fertilization, and early embryonic development still
remains unclear. Many cases of idiopathic infertility imply of several molecular misregulations of
mature oocyte and/or early embryonic development. Accordingly, environmental pollutants, including
very low doses of endocrine disruptors, frequently affect the molecular regulation of these processes
and, therefore, represent significant risk for human reproduction health. Basic study of signal pathways
in the oocyte and embryos is required for the risk assessment and designs for endocrine disruptor
elimination.

With respect to aforementioned goals of recent approach, this thesis is commented compilation of
original article and reviews, focused on the biology of oocyte, cumulus-oocyte complex (COC), early
embryos, using medical biomodels, such as mouse, pig, and clawed frogs Xenopus leavis. The chapter
,Results” includes the basic research of gasotransmitters hydrogen sulfide (H,S) and nitric oxide (NO)
in mature oocytes (i). Based on COCs isolation and usage, cumulus expansion study and its
measurement were developed as a valuable biomarker of oocyte quality (ii). Hereafter, epigenetic
regulation with the emphasis to NAD*-dependent histone deacetylase SIRT1 was a significant part of
the basic research of female reproduction (iii). Finally, own observations and knowledge were utilized
for the assessment of the biological impact of bisphenol S (BPS), an ubiquitous endocrine disruptor
(iv).

Although advanced approaches of oocyte quality assessment are available, necessity of continuous
basic research of gametes and embryos, using appropriate biomodels, are obvious. SIRT1, followed by
the study of up/down-stream epigenetic factors (histone methyltransferases) and substrates (core
histones and histone code), as well as non-epigenetic factors (cell cycle control, DNA damage response,
autophagy of mitochondria), represent potent molecule with comprehensive molecular action and
physiological importance. The deciphering of the SIRT1 role in oocyte and embryo offers the mighty
tool for endocrine disruptor risk elucidation. Moreover, the modulation of SIRT1 activity is a possible
way of a rescue of endocrine disruptor-affected oocytes and/or embryos and an elimination of the
pressure of environmental pollutants. In addition to endocrine disruptors, the basic study of histone
code establishment, epigenetic reprogramming of gametes during fertilization followed by sperm
mitophagy could be a trend in the seeking of failure causes, e. g. mitochondrial diseases. In any case,
achieved knowledge of oocyte/embryo biology will be available for recently developed approaches to

reproductive medicine, such as assisted reproductive technologies (ART) and/or oncofertility.



1. Literarni prehled

1.1. Gametogeneze

Tvorba pohlavnich bunék, gamet, zacina jiz béhem embryondlniho vyvoje diferenciaci primordialnich
zarodecénych bunék (primordial germ cells, PGCs). PGCs mysi osidluji tzv. gonadalni liStu (gonadal ridge)
pomérné brzy, vembryonalni (E) den E7.5 — 14.5 vyvoje. V E14.5 dochazi k diferenciaci pohlavnich
bunék abudoucich gonad dle pohlavi. Béhem prenatdlniho vyvoje dochdzi kintenzivnimu
meiotickému déleni bunék, které se postupné diferencuji v spermatogonie a oogonie. S ohledem na
téma habilitacni prace bude v ndsledujicim textu pojedndno predevsim o samicich pohlavnich burikdch
a preméné oogonii v zralé oocyty.

Oogonie se béhem embryonalniho vyvoje mitoticky déli a diferencuji od somatickych bunék, které
kazdou oogonii zacnou obklopovat. Také tyto bunky se diferencuji a vznikaji z nich buniky corona
radiata a granuldzni bunky vejconosného hrbolku (cumulus oophorus). Souhrnné se tyto burky
oznacuji jako kumularni buriky a spolecné s dalSimi bunkami folikularnimi tvofi zaklad funkéni jednotky
ovaria - folikulu. Takto obklopené oogonie zahajuji v embryonalnim ovdriu, popt. ¢asné po narozeni,
bunécéné déleni specifické pro gamety — meiotické déleni. Oogonie tak vstupuji do meidzy I., chromatin
podlehne rekombinaci pomoci crossing overu béhem profdze | a v diktyotene je meiotické déleni
fyziologicky zablokovdno. Tento 1. meioticky blok pretrvavd u ¢lovéka nékolik let aZz do dosazeni
puberty a menarche.

Popsané zmény zarodeénych bunék probihaji ve folikulu rGzného stadia vyvoje, a tedy v celém
kontextu folikulogeneze, kterd byla intenzivné studovana jiz dfive mnohymi autory na rdznych
zvifecich modelech?™. Hormonalni akce gonadotropinG stimuluje kohortu folikulG (tzv. recruitment)
k rGstu?, trvajici u &lovéka cca 85 dni. Nékolik folikult se vyviji v tzv. folikuldrni viné, kterou lze
arteficialné ovlivnit hormonalni stimulaci za Ucelem superovulace. Fyziologicky vsak folikularni vina
konci ovulaci jednoho dominantniho (Graafova) folikulu, zatimco ostatni folikuly, véetné oocytt v nich
uloZenych, podléhaji atrézii.

Soucasné s rastem folikulu dochdzi k rlstu oocytu, ktery béhem této faze zvétsi svij objem cca 20x do
vysledné velikosti 115 — 120 um u prasete>®, ~85 um u mysi’ a ~110 um u ¢&lovéka®. Bé&hem rlistu
dochazi kintenzivni translaci, syntéze proteind a tvorbé bunécnych organel. Vysledkem je plné
dorostly oocyt, ktery obsahuje cca 100,000 mitochondrii, pro oocyt specifickd a pro oplozeni nezbytna
kortikdIni granula, glykoproteinovy obal zona pellucida, déle 0,5 — 1,75 ng mRNA® a ~30 ng protein(
(my3i oocyt)™. Dostatecné spektrum organel, RNAs a protein( v adekvatnim mnoZstvi rozhoduje o tzv.
meiotické kompetenci oocytu, tedy schopnosti prolomit 1. meioticky blok a znovu zahadjit meiotické
déleni. ProtoZe je mnozZstvi mRNAs a proteind urceno aZ pro oplozeni a ¢asny embryonalni vyvoj,

rozhoduje rdst oocytu také o vyvojové kompetenci oocytu.



Jakmile je oocyt hormonalné stimulovan k meiotickému déleni, dochazi k jeho progresi, kdy je po
nékolika hodinach meiotické déleni opét zablokovano, tentokrat v metafazi 2. meiotického déleni.
Progres meiotického déleni, ohrani¢eného 1. a 2. meiotickym blokem, je oznacovano jako meiotické

zrani oocytu.

1.2. Zrani oocytu a kumularni expanze

Dlvodem zrani gamet, véetné oocytd, jsou adekvatni zmény chromatinu vedouci k jeho redukci
diploidni sady chromozém( na haploidni. Témto zménam odpovida také stav chromatinu, ktery méni
svoji dekondenzovanou podobu ve vysoce kondenzovany heterochromatin. V disledku téchto zmén
ustava genova exprese a plné dorostly oocyt, predurceny k zrani, je transkripcné inaktivni. Chromatin
tohoto oocytu se nachazi ve stadiu tzv. zarodecného vacku (germinal vesicle, GV). Chromatin tohoto
stadia je stale obklopen jadernou membranou, kterd reaguje na stimulaci meiotického zrani svym
rozpadem (germinal vesicle breakdown, GVBD). Nasleduje dalsi kondenzace a formovani chromatinu
do metafaznich chromozému. Tyto chromozémy podléhaji segregaci a nabyvaji tvaru tzv. metafazni
desticky (metaphase plate) ve stadiu metafaze 2. meiotického déleni. ProtoZe je po celou dobu
chromatin silné kondenzovany a geny nejsou transkribovany, pro Uspésné zrani, oplozeni a ¢asny
embryonadlni vyvoj je oocyt odkdzdn na jiz nasyntentizované mRNAs a proteiny. K vlastni genové
expresi dojde aZ po oplozeni a reaktivaci genomu embrya ve stadiu 2 bunék u mysi, 4-8 bunék u prasete
a Clovéka.

Zrani oocytu a prislusné zmény chromatinu se odehravaiji in vivo ve folikulu, obklopené folikularnimi
bunikami corona radiata a cumulus oophorus. Tyto buriky komunikuji béhem rdstu oocytu a folikulu
prostrednictvim vybézk( téchto bunék, prochazejicich zonou pellucidou. Mimoto, zrajici oocyt je
doprovazen adekvatnimi zménami téchto bunék, které se projevuji tzv. kumularni expanzi.

Kumularni expanze spociva v syntéze extracelularni matrix, pfesnéji v syntéze glykosaminoglykant do
extraceluarniho prostoru kumuldrnich bunék, dominantné nesulfatovaného glykosaminoglykanu
hyaluronové kyseliny (HA). V dasledku zvétSovani mezibunécénych prostort dochazi také v preruseni
mezerovitych spojl mezi oocytem a burikami corona radiata. ProtoZe tyto buriky predstavuji pro oocyt
spise inhibi¢ni faktor meiotického zrani, je gonadotropiny stimulovana kumuldrni expanze nutnym

predpokladem znovu zahajeni meiotického zrani oocytu, které bezprostfedné nasleduje.

1.2.1. Regulacni faktory zrani oocytu
Hormondlni stimulace gonadotropiny folikuly stimulujiciho hormonu (FSH) a luteinizacniho hormonu
(LH) vede k recruitmentu folikuld, resp. k ovulaci dominantniho folikulu. Oocyt se vSak musi spolehnout

na parakrinni regulaci uvnitt folikulu, protoZze pouze folikularni bunky disponuji receptory pro
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gonadotropiny. Po stimulaci folikularnich bunék gonadotropiny dochazi k produkci rdstovych faktord,
jako GDF-9 (Growth differentiation factor-9) a EGF (Epidermal growth factor), které podporuji dalsi

11-13 Oocyt soustavné komunikuje s obklopujicimi burikami corona

folikularni rist a s nim i rlist oocytu
radiata, které produkuji malé signalni molekuly druhych posl(, jako je cAMP a cGMP. Tyto molekuly
prostupuji skrz mezerovita mezibunéénd spojeni typu gap junction do oocytu a brani jeho spontannimu
meiotickému déleni predtim, kdy oocyt je plné dorostly a disponuje meiotickou a vyvojovou
kompetenci.

Ndslednd signalizace LH vede k indukci kumuldrni expanze bunék cumulus oophorus a corona radiata.
V dUsledku syntézy a rostouciho mnozstvi HA a dalSich glykosaminoglykani dochazi k zvétSeni
mezibunécného prostoru mezi folikuldrnimi burikami. V disledku tohoto fenoménu dochazi rovnéz
k preruseni mezibunécéného spojeni mezi burikami corona radiata a oocytem. Vysledkem je preruseni
toku inhibi¢ni faktor( meiotického zrani a tak k GVBD a znovu zahdjeni meiotického zrani (shrnuto
v Nevoral et al.)**.

Mezi klicové inhibi¢ni faktory meiotického zrani je molekula druhého posla cAMP. S pfitomnosti cAMP
souvisi vysoka aktivita cAMP-dependentni kindzy PKA v kumularnich burikdch i oocytu®® . Hladina cAMP
je vysledkem aktivity enzymu adenylat-cykldzy, odpovédné za syntézu cAMP?, a fosfodiesterdz
$tépicich vazbu cAMPY. Adekvatni zmény enzymové aktivity a pferudeni spojd gap junction mezi
corona radiata a oocytem vedou k poklesu hladiny cAMP v oocytu, ktera pretrvdva po celou dobu
meiotického zrani'®®,

Soucasné s poklesem koncentrace inhibi¢nich faktor(i dochazi k uvolnéni jiného druhého posla, iont(
Ca?*. K uvolnéni iontd do cytoplazmy dochdzi z intraceluldrnich depozit endoplazmatického retikula a
mitochondrii, prostfednictvim inositol-trifosfatovych (IP3R) a ryanodinovych receptorl (RyR) slouZicich
jako iontové kanaly?®?t. Zvy3end intracytoplazmatickd koncentrace Ca®* je ndhld a ¢asové omezena,
hicméné nezbytnd pro GVBD a re-iniciaci meiotického déleni??>. Pfitomnost Ca®* v ooplazmé vede
k aktivaci kalmodulinu (CaM) a nasledné kalmodulin-dependentni kindzy (CaMKII); naopak s poklesem
Ca”* dochazi k rychlému potlaéeni aktivity CaMKII. Tyto dynamické zmény vedou k inhibici dalich
protein-kindz meiotického déleni, ¢imz se CaMKII stava dilezitym faktorem Uspésného zréni oocytu®.
Hospodareni s Ca®* prostfednictvim iontovych kanall pfedstavuje dalsi rozmér vyvojové kompetence
oocytu, dosazené béhem jeho zrani: syntéza IP3R a RyR ve zrajicicm oocytu rozhoduje o schopnosti
reagovat na aktivaéni stimul b&hem oplozeni?*.

Vedle molekuldrni akce malych molekul druhych posll jsou klicovym fenoménem v modulaci aktivity
enzym( post-translaéni modifikace (PTMs) proteind. Casto se uplatfiujici PTM je foforylace, regulovana

fadou kindz a fosfatdz. Mezi popsané enzymy s touto aktivitou béhem meiotického zrani patfi PLK1

(Polo-like kinase 1)%*, AURKB/AURKC (Aurora kinase B, resp. C)***” a CDC25B fosfataza (Cell division
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cycle 25B)?%8. Tyto faktory, v souéinnosti s pfedchozimi zminénymi, jsou nadfazeny aktivité stéZejniho

faktoru progrese meiotického zrani - M-fazi/zrani podporujiciho faktoru (MPF)%2°,

MPF nabyvd podoby heterodimeru, ktery v oocytech sestdva z katalytické podjednotky cyklin-
dependentni kindazy 1 (CDK1) a regulacni podjednotky cyklinu B. Nicméné, duleZitou komponentou
MPF je Greatwall (GWL) kindza, jejiz funkce a vyznam byly v oocytu popsdny relativné nedavno3°32,
V nezralém GV oocytu je doména p34 kindzy CDK1 inhibi¢né fosforylovana na threoninu Thrl4 a
tyrozinu Tyr15. PrestoZe dochazi soustavné k tvorbé heterodimeru CDK1-cyklin B béhem rlstu oocytu,
jedna se o pre-enzym (pre-MPF), jehoz fosforylacni stav a inaktivita je udrzovan pomoci kinaz WEE1 a
MYT13334 Navzdory nulové aktivité rozhoduje mnoiZstvi pre-MPF o nabyti tzv. meiotické
kompetencel®. pre-MPF setrvava v této podobé a7 do momentu vy3e popsanych zmén, tj. hormonalni
akce LH, parakrinni regulace rGstovymi faktory, poklesu cAMP, narGstu Ca?* iont v cytoplazmé a
vzristu aktivity CaMKIl, a nakonec aktivace CDC25B odpovédné za defosforylaci CDK11182023.29,
Béhem aktivace MPF dochazi k dalsi modulaci jeho aktivity prostfednictvim PTMs, presnéji fosforylace
cyklinu B na serinovych zbytcich Ser94 a Ser96, jak bylo identifikovdno v oocytech Xenopus laevis®.
Mezi substraty MPF je CDC25, ktera zprostfedkovava autokatalytickou aktivaci MPF a prudky nastup
jeho aktivity3®3°, Aktivni MPF je dale odpovédny za fosforylaci histon( a kondenzaci chromozédmu®, za
fosforylaci jadernych laminQ a jejich depolymeraci*!, kterd se manifestuje rozpadem jaderné
membrany a GVBD*,

Dynamika MPF béhem zrani nabyvé poklesu béhem anafaze | a telofaze 1*2

. Tento pokles je nutny pro
pfechod z meidzy | do meidzy ll, segregaci chromozému a vydéleni 1. pélocytu®®. Pokles aktivity MPF
spociva v degradaci katalytické podjednotky MPF - cyklinu B, pomoci polyubiquitinace anafazi-
podporujicim komplexem/cyklozémem (APC/C) a ndsledné proteolyzy v proteasomu S26%*#>, Diky této
klicové uloze, odpovédné za specifickou dynamiku MPF, jsou tyto nadrazené regulacni faktory,
paradoxné deaktivujici MPF béhem meidzy, nezbytné pro Uspésné dokonceni meiotického zrani.
Aktivita MPF nasledné opét vzristd a dosahuje maxima v metafazi I, kde se podili na udrzeni 2.
meiotického bloku®—8,

Aby chromozémy mezi meidzou | a Il neztratily sv{j silné kondenzovany charakter, navzdory poklesu
aktivity MPF, je zapotfebi dalSiho klicového faktoru meiotického zrdni — Mitogeny aktivujici protein
kindzy (MAPK), a jeho nadfazenych regulatord MEK a Mos*™!. Signalni kaskdda Mos-MEK-MAPK,
spoleéné se substratem p90™ (ribosomal S6 protein kinase)?, se tak podili na modulaci cytoskeletu
déliciho vreténka, tolik dulezitého asymetrické vydéleni 1. pdlového téliska béhem redukéniho

52-55

déleni®?>>, V dasledku aktivni MAPK®®, v soudinnosti s dal$imi vy$e zminénymi faktory®’™°, tak

nenastdva interfaze v prechodu redukéniho a ekvacniho meiotického déleni ani nedochazi k replikaci
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DNA a zahajeni mitotického déleni. Aktivita MAPK pretrvava az do dosazeni metafaze Il, kde se s MPF
podili na udrZovani 2. meiotického bloku®>°,

Meiotické zrani oocytl je spontanné zablokovano v metafazi Il. Mimo zminénych MPF a MAPK je za
udrzovani 2. meiotického bloku spolu odpovédny cytostaticky faktor CSF®!. Také uloha CSF spocivd
v regulaci klicového MPF, sice potlaéenim aktivity APC/C a proteolytické degradace jeho regulacni

podjednotky cyklinu B,

Dosud zminované kindzy, které reguluji iniciaci a pribéh meiotického zrani, nejsou jedinymi enzymy
odpovédnymi za PTMs oocytarnich proteinl. Za vyznamnou skupinu enzymu, modifikujicich Sirokou
skalu protein(, Ize povaZzovat histon deacetylazy, rozdélené do 5 ttid (I — IV). Unikatni postaveni v této
Siroké rodiné proteind zaujimaji NAD*-dependentni histon deacetylazy (lll. tfidy), téZz zvané sirtuiny
(SIRT, Sir2)®2. Tato skupina zahrnuje nékolik rdznych protein, SIRT1 — SIRT7, sobdobnym
mechanizmem Uéinku, aviak mnohdy s rGznou subceluldrni lokalizaci®*™®°. VSechny sirtuiny vykazuji
deacetylaéni schopnost, SIRT4 a SIRT6 mimoto také mono(ADP-ribosyl) transferazou aktivitu®®7°,

Jedinecnost této skupiny spocivd ve spektru substratl téchto histon deacetyldz: ty zahrnuji a)
epigenetické cile, tj. lysinova (K) rezidua histond H1 (H1K26), H3 (H3K9ac, H3K18ac, H3K57ac) a H4
(H4K16ac), b) ne-histonové substraty®>7%7!, Deacetylace histond vede k utichéni gen( a stabilizaci
genomu. Ne-epigenetické substraty zahrnuji proteiny, které ndsledné nepfimo vedou k dalSim
modifikacim histond. Mezi tyto cile patfi histon metyltransferdza SUV39H1 a E3-ubiquitin ligaza
MDM27%73, Ne-histonové substraty zahrnuji rovnéZ proteiny ze skupiny transkripénich faktor(’*7>.
Obecné jsou sirtuiny povaZzovany za esencialni a priznivé pUsobici proteiny s protektivnimi Gcinky,
pfirozené aktivované kalorickou restrikci a genotoxickym stresem. Poznani jejich role ve fyziologii

oocytu véak zUstavaji velmi sporé”®78,

1.2.2. Uloha gasotransmiter(i v regulaci meiotického zrani
Unikatni signalni roli druhych posld a soucasné faktor(i, odpovédnych za specifické PTMs, sehrévaji
malé plynné molekuly oxidu dusnatého (NO) a sulfanu (H.S). Souhrnné jsou tyto molekuly, se

schopnosti transdukce bunécného signalu, oznacovany jako gasotransmitery.

Fyziologicka produkce NO je zprostfedkovana NO-syntdzami (NOS), katalyzujici konverzi L-argininu na
citrulin a NO”%#, NOS existuje ve tfech izoformach kdédovanych samostatnymi geny: endotelidlni NOS
(eNOS), neuronovd NOS (nNOS) a indukovatelnd NOS (iNOS). Zatimco jsou eNOS a nNOS Ca?*-
dependentni a produkuji jen malé mnozstvi NO béhem kratké doby nanejvy$e nékolika minut8®8?,

¢innost iNOS je nezdvisld na Ca?* iontech a produkuje stabiln& 100 — 1000x vice NO béhem nékolika
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hodin®23, Pfitomnost viech zminénych izoforem NOS byla detekovadna v oocytech a kumulérnich
burikdch prasete®-2,

Molekula NO se uplatriuje prostfednictvim regulace aktivity guanylat-cyklazy (GC) a tak produkce
cGMP?¥. Vysokd koncentrace cGMP je ndsledné spojovéna s vysokou aktivitou cGMP-dependentni
protein-kindzy (PKG) a 1. meiotickym blokem oocyti®. Po uvolnéni tohoto bloku a znovu zahdjeni
meiotického zrani se ucinek NO uplatiuje prostfednictvim S-nitrosylace cysteinovych rezidui
protein(®. NO prostfednictvim S-nitrosylace ovliviiuje aktivitu ryanodinovych receptor( a tak uvolnéni
Ca?* iontl z intraceluldrnich depozit®™. Uvolnéni Ca?* iontl po plsobeni NO na ryanodinové receptory
Ize povaZovat za jeden z mechanizmU Ftizeni meiotického zrani a aktivace oocytu prostfednictvim
gasotransmiter?2492,

Mimo NO sehrava nepostradatelnou roli v regulaci meiotického zrani a kumularni expanze druhy
z gasotransmiter(, H,S. Také H.S je enzymaticky uvoliovan pfimo v bunkach, sice enzymy CBS
(Cystathionine B-synthase), CSE (Cystathionine y-lyase) a 3-MPST (3-Mercaptopyruvate
sulphurtransferase). Vsechny t¥i enzymy byly detekovany v oocytech a kumuldrnich bufikdch prasete®.

9233 Sledovani

Dosavadni poznani poukazuje na nezbytnost H,S v procesu meiotického zrani
protektivniho Ucinku a zlepsené vyvojové kompetence oocytu dokonce indikuje skutecnost, ze H,S je
v in vitro podminkach uvolfiovdn nedostatecné, pficemz jeho suplementace skyta mnohé terapeutické
vyuziti. PfestoZe neni mechanizmus uUc¢inku plné popsan, jako cilové faktory signalizace H,S byly
potvrzeny kli¢ové faktory meiotického zrani: MPF a MAPK®274, PFedpokladanym mechanizmem Gé&inku
je, podobné jako v pfipadé NO, PTM cysteinu, zde prostfednictvim S-sulfhydratace®®. Dosavadni
poznatky (dosud nepublikovand data) nas vedou k domnénce, Ze H,S a NO reguluji prostfednictvim
PTM aktivitu CDC25C a SIRT1, klicové molekuly meiotického zrdni, resp. epigenetickych a ne-
epigenetickych regulaci.

Uvolnovani gasotransmiter(l pfimo v oocytech enzymy, které tvori transkripcni i proteinovou vybavu
oocytu®>®®, stejné jako schopnost gasotransmiterl post-translaéné modifikovat proteiny oocytu,
pfindsi mozZnosti jejich uplatnéni také v procesu oplozeni a ndsledného pre-implanta¢niho
embryonadlniho vyvoje. Nicméné, transfer poznatkd by mél respektovat jistou evolucni variabilitu a
skutecnost, Ze gasotransmitery NO a H,S zjevné pulsobi ponékud odliSnym mechanizmem v oocytech

Zab Xenopus laevis °7-%8(vlastni, dosud nepublikovana data), nezli v oocytech prasete®>939°,

1.3. Oplozeni a pre-implantacni embryonalini vyvoj
Proces oplozeni vyZzaduje patficné zmény gamet, které se béhem gametogeneze stavaji oplozeni
schopné. Mimo oocytu, jehoZz meioticka a vyvojovd kompetence byla popsana vyse, jsou rovnéz

nezbytné adekvatni zmény spermie. K témto zménam dochazi nejen béhem spermiogeneze ve varleti
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a nadvarleti, ale rovnéz bezprostredné pred oplozenim béhem pasaze samicim reprodukénim traktem.
Tyto zmény zahrnuji kapacitaci spermie, ktera je nezbytnym predpokladem interakce obou pohlavnich
bunék. Pouze kapacitované spermie jsou, diky hyaluronidaze (napt. PH-20) a jeji adekvatni manifestaci
na membrané spermie!®®!! schopné penetrovat obal kumuldrnich bunék po expanzi a syntéze HA do
extraceluldrniho prostoru. DalSim klicovym déjem je akrozomalni reakce, ke které dochdzi v horni ¢asti
vejcovodu, bezprostfedné pfed vazbou spermie na glykoproteiny zony pellucidy®*1%. Ve vazbé
spermie na zonu pellucidu sehravaji dllezitou roli glykoproteiny ZP1-4 oocytu jako receptory pro

ligandy spermiel04106

. VSirsim slova smyslu je tento moment povazovan za pocatek procesu oplozeni.
Oplozeni je tedy spojeno s dvoji exocytdzou: i) exocytdza akrozému spermie a uvolnéni enzyma, které
umoznuji spermii proniknout k oocytu. Mimoto dochazi k obnaZeni proteind vnitfni akrozomalni
membrany, napf. zminéné hyaluronidazy PH-20 ¢i dalSich vazebnych partner(, které zde slouzi pro
vazbu spermie na zonu pellucidu*”. Sou¢asné dochazi k re-lokalizaci ligandu 1ZUMO1, pfeduréeného
pro vazbu spermie na foldtovy receptor oocytu popsany jako JUNO®-1° Cytoplazmatickd membrana
spermie nasledné fuzuje s oolemou. Po splynuti obou gamet nastdva druha exocytdza, ii) exocytdza
kortikalnich granul (také kortikalni reakce), organel specifickych pro oocyt a lokalizovanych ve zralém
oocytu bezprostfedné pod ooplazmou.

Zmény oocytu po oplozeni probihaji velmi progresivné a jsou pfedpokladem pro penetraci pouze jedné
spermie, tzv. polyspermniho bloku. VySe zminéna exocytdza kortikdlnich granul je ndsledovana
ztvrdnutim zony pellucidy (zona pellucida hardening). Za ztvrdnuti je odpovédna proteolyza zonalniho
proteinu ZP2. Tato zména vSak zabranuje polyspermii nedostatecné a je zapotiebi dalSich
mechanizm(. Za ten lze povaZovat uvolnéni receptoru JUNO z oolemy do ooplazmy!%; ztrata receptoru
tak neumoZnuje navazani dalSich spermii a jejich fuzi s oocytem. ProtoZe jsou tyto mechanizmy vysoce
koordinované, dochazi snadno k jejich poskozeni v dusledku vnitfnich i vnéjsich vlivd, jako je vék!?,
resp. expozice environmentalnimi polutanty?2. Vicedetnd penetrace mnohdy vede k progresu ¢asného

113

embryondlniho vyvoje'’®, avsak je neslucitelné s vyvojem post-implantacnim; selhavani polyspermniho

bloku je tak jednou z pficin idiopatické infertility.

1.3.1. Molekuldrni regulace oplozeni a casného embryondlniho vyvoje

Pozorovatelny fenotyp oplozeni ma svoji molekularni podstatu, kterou lze oznacit za aktivaci oocytu.
Aktivace oocytu Casové nasleduje a castecné se prekryva s vytvorenim polyspermniho bloku (tj.
kortikalni reakce, ztvrdnuti zony pellucidy, uvolnéni JUNO). Tuto aktivaci indukuje spermie, kterd
prinasi komplex faktor(l oznacovanych jako SOAF (Sperm oocyte-activating factors). Tyto faktory
zahrnuji fadu protein(, jejichz kompletni vycet dosud neni znam. Dobfe popsanym SOAF je vsak

fosfolipaza PLC{, kterd je bezprostifedné po fuzi spermie a oocytu inkorporovana do oolemy oocytu.
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Zde PLCT produkuje ze substratu oocytarnich membranovych fosfolipidd signalni molekulu inositol-
1,4,5-trifosfat (IP3). Navazani tohoto druhého posla na receptory IP3R, lokalizované na
endoplazmatickém retikulu oocytu, vede k prudkému vyplaveni intraceluldrniho Ca®* do cytoplazmy
oocytu?4, Daldim zndmym faktorem spermie, ktery indukuje oscilaci Ca?* v ooplazmé, je protein
PAWP (Postacrosomal sheat WW-domain binding protein)!*>!¢, Elevace intracytoplazmatické
koncentrace Ca** méa za nasledek aktivaci CaMKIl a Ca**-dependentni protein kindzy (PKC)?*114117,
naopak vyvolava snizeni aktivity faktor(, odpovédnych za udrzeni 2. meiotického bloku: MPF, Mos-
MEK-MAPK a CSF°0:118-120,

Oscilace iontll v ooplazmé se v3ak netykad pouze Ca?*. Recentni publikace referuji o prudkém poklesu
cytoplazmatické koncentrace Zn* iontd'?!, které se podili na udrZeni Ml bloku zralého oocytu!??. Tento
pokles je spojen s exocytdzou kortikalnich granul a uvolnénim Zn?*iontll do extraceluldrniho prostoru,
&imz se Zn* ionty stdvaji soudasti polyspermni bariéry!®. V ndvaznosti na toto zjisténi byla popsana
pfitomnost a fyziologickd Uloha Zn?* iontd ve spermii, které méni svoji subceluldrni redistibuci
v zavislosti na kapacitaénim stavu spermie??*, Zn?* tak |ze povaZovat za molekulu s rliznou fyziologickou
Ulohou sohledem na materndlni vs. paterndlni plvod. V pfipadé paterndlniho plvodu lze Zn?
povaZovat za dalsi faktor ne-proteinového plvodu, ktery pfichazi se spermii do oocytu a indukuje jeho
aktivaci.

Aktivace oocytu je predpoklad pro dokonceni meiotického déleni oocytu, vydéleni druhého pdlového
téliska a vytvoreni samiciho prvojadra. Soucasné hlavicka spermie podléha tzv. dekondenzaci. Cetné
disulfidické mustky protamind, které tvori proteinovou slozku chromatinu spermie, jsou redukovany
S-glutathionem (GSH) a dalsSimi pfirozenymi redukénimi agens oocytu. Redukce protaminl je nezbytna
pro jejich nahrazeni oocytarnimi histony (histone-protamine exchange) v paternalnim chromatinu. Pro
dekondenzaci je nezbytna fosforylace lamin(i jaderné membrany spermie, kterd je regulovana
oocytarni PKC'?%. Vysledkem pokracujici dekondenzace je saméi prvojadro. Tyto dynamické zmény
probihaji v jednobunécné zygoté béhem nékolika hodin u savcich biomedicinskych modell stejné jako
u ¢lovéka. Jiz diploidni zygota pfedstavuje maximalné totipotentni buriku, jako jedina v celém procesu
ontogeneze jedince. Nicméné, jeSté 4-bunécéné embryo sestdva z blastomer, ze kterych Ize vytvofit

¢tyfi samostatné klony?2°.

1.3.2. Milniky ¢asného embryonalniho vyvoje

Dosud rozdilné probihajici zmény maternalniho a paterndlniho chromatinu, tj. dokonéeni meiotického
déleni, resp. dekondenzace hlavicky spermie, pokracuji vcelku synchronné tvorbou materndlniho a
paternalniho prvojadra'?’. Tvorba prvojader je poc¢atkem komplexniho procesu zvaného ,,maternal-to-

zygotic transition (MZT), ktery vede kzménam embryondlniho chromatinu s cilem aktivace
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embryondlniho genomu (embryonic genome activation, EGA). Az poté Ize embryo povaZovat za plné
autonomni v genové expresi a nezdvislé na maternalni zdsobé transkriptl a protein!?®,

Geneze prvojader zahrnuje kompletaci jaderné membrany, interagujici s Golgiho komplexem a
cytoskeletem zygoty?>13°, Souéasti kompletace jaderné membrany je tvorba a inkorporace pori
nukledrni membrany (nuclear pore complexes, nucleoporins). Pro tvorbu nuklearnich porl slouzi
maternalni prekursory oocytu zvané annulate lamellae'?. Poslednim krokem biogeneze nukleérni
membrany provajder je inkorporace lamin (lamin A, B)*!, jako cytoskeletdrni opory nukledrni
membrany, pomoci lamin-vazajicich proteind nexinu 6 (Sorting nexin 6, SNX6) a proteind A-kinase
anchoring proteins (AKAPs)?3%133_ Jakmile je tvorba prvojader dokonéena, maternalni a paternalni DNA
podléhd S-fazi, nasledné dochdzi k syngamii prvojader, kondenzaci chromozémi a k prvnimu
mitotickému déleni®34,

V daldim vyvoji embryonalniho chromatinu zastupuje ddleZitou roli biogeneze jadérka®*>'%, Také pro
tvorbu jadérka existuji prekurzory materndlniho plvodu, pfitomné v ooplazmé, protoze k této tvorbé
dochazi pred manifestaci embryonalniho genomu (tj. pred EGA). Tyto prekurzory jsou oznacovany jako
,nhucleolus precursor bodies” (NPBs), sestavajici z denznich sférickych struktur tvofenych fibrilami®3,
NPBs interaguji s chromozémy v mistech NORs (nucleolus organizes regions). Nasleduje tvorba
retikularniho jadérka (reticulated nucleolus), které se jiz podoba jadérku somatické burky. Dalsi vyvoj
jadérka a proména ve fibrilo-retikularni jadérko je zndmkou aktivity ribozomalnich gend, resp. EGA.
Aktivita a zmény NPBs a NORs jsou nezbytné pro tvorbu ribozomdlnich podjednotek, které jsou
v jadérku kdédovany a vyzadovany pro progresivni proteosyntézu vyvijejiciho se embrya. Vzhledem
k momentu EGA jsou véechna jadérka zygoty a embrya pfed EGA povaZovédna za materndlini3141,
Popsané molekuldrni zmény jaddra vedou k Uspésné EGA. Nicméné, EGA nabyva dvou podob: minoritni
(minor EGA) a majoritni (major EGA)¥%143, Zatimco minoritni EGA probihd na paternalnim genomu,
ktery je demetylovan aktivné a rychleji, majoritni EGA postihuje také maternalni genom a predstavuje
mohutnou manifestaci embryondlniho genomu. K EGA dochazi ve stadiu 2C u mysiho embrya, 4-8C u
embrya prasete a ¢lovéka, 8-16C u embrya skotu a ¢lovéka*%, Vysledkem spravné genové aktivity
je daldi embryonalni vyvoj, prvni diferenciace blastomer ve stadiu 8C na buriky!*®, které pozdéji daji
zaklad embryoblastu a alternativné trofektodermu, dale formace blastocysty, jeji expanze a nakonec
uvolnéni z obalu zony pellucidy (tzv. hatching). Pravé toto stadium je predurceno pro transfer do téla
matky v pfipadé asistované reprodukce, a proto jsou vySe zminéné procesy embryondlniho vyvoje,
adekvatné probihajici alternativné v podminkdch in vitro, klicové pro reprodukéni medicinu a Uspésnou

[éCbu infertility.
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1.3.3. Epigenetické zmény embryondlniho chromatinu

Mimo morfologicky patrnou genezi prvojader prochazi chromatin zygoty dynamickym zménam také
na Urovni molekuldrni. Epigenetické zmény materndlniho i paterndlniho chromatinu termindlné
diferencovanych gamet predstavuji naprosto klicovy proces pro dalsi vyvoj embrya, tj. dediferenciaci
terminalné diferencovanych a transkripéné inaktivnich gamet v totipotentni zygotu (tj. MZT), reaktivaci
genomu v embryu (embryonic genome activation, EGA) a dosaZeni spravného genového imprintingu
(differentially methylated regions, DMRs)*34,

Epigenetické modifikace, v disledku odpovédné za genovou expresi, probihaji na tfech drovnich: i)
nekddujici RNAs (ncRNAs), které degraduji mRNA a inhibuji translaci. Tyto ncRNAs jsou maternalniho
plvodu a pochazi z oocytu, stejné tak je ale prinasi do oocytu spermie, ktera timto reguluje oplozeni i
progres dalsiho embryondlniho vyvoje. ii) Metylace DNA prostrednictvim tvorby 5-metylcytosinu
(5meC). iii) Post-translac¢ni zmény (PTMs) histonl a tvorba tzv. histonového kddu. Spravné probéhlé
epigenetické zmény jsou nezbytné pro pre- i post-implantaéni embryondlni vyvoj***>1, Nicménég,
nékteré inadekvatni zmény v epigenetickych regulacich jsou slucitelné s vyvojem embrya a dalSim
Zivotem jedince. Tyto zmény vSak mohou vaziné ohroZovat zdravi jedince (Beckwith-Wiedemanniv

')152,153

syndrom, civilizacni choroby atd a/nebo se dokonce prenaset do dalSich generaci

154155 Epigenetické regulace jsou velmi citlivé na

prostfednictvim tzv. transgeneracni dédi¢nosti
nezadouci vlivy vnéjsiho prostiedi, véetné environmentalnich polutantli, které mnohdy funguji
v subtoxickych davkach pravé epigenetickém mdodu mechanizmu Géinku®®®. Studium epigenetickych
zmén proto predstavuje daleZity nastroj pro hodnoceni téchto vlivli a hledani zplsob, jak negativni

vlivy kompenzovat.

MnoZina ncRNAs zahrnuje long non-coding (Inc) RNAs, small non-coding (snc) RNAs a microRNAs, dale
siRNA odpovédné za RNA interferenci a piwiRNA, interagujici s piwi proteiny®>’~1>, Maternalni ncRNAs

160 ;

jsou syntentizovany p¥imo v oocytu oocytu® i v kumularnich burikdch®. ProtoZe je popsén transport

RNAs z kumularnich bunék do oocytu®®?, Ize oba tyto zdroje povaZzovat za klicové maternalni reguldtory
oplozeni a éasného embryondlniho vyvoje tohoto druhu®3, Také embryo produkuje vlastni ncRNAs®4,
jejichZ uloha je predpokldddna rovnéZ v bunééné diferenciaci ¢asného embrya®®®. Syntéza ncRNAs
podléha komplexni enzymatické katalyze, za klicové enzymy lze povazovat DROSHA a DICER!66167,
V oocytech hlodavc byla popsana pro oocyt specifickd izoforma (DICER®)68,

Dulezitym zdrojem ncRNAs pro ¢asnou zygotu je spermie, ktera timto prinasi do oocytu epigenticky
nastroj paternalniho pdvodu, uréeny pro regulaci oplozeni a embryonalniho vyvoje'®3. Uloha téchto
ncRNAs spociva v zajisténi transkriptomické homeostdzy v oocytu po oplozeni a béhem casného
embryonalniho vyvoje. Timto jsou ncRNAs klicové pro spravny pribéh MZT s dalsim dopadem na

Uspé&sny embryonalni vyvoj a narozeni zdravého jedince®®316°,
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Mimo samotné pfitomnosti nekddujicich nukleovych kyselin je dalSim epigenetickym nastrojem,
odvozenym od nukleovych kyselin, jejich modifikace. Dosud ne plné popsanou ulohu sehrava
modifikace RNAs, nap¥. metylace cytosinu a adeninu, hydroxymetylace a formylace cytosinu’®7,
Avsak klicovym epigenetickym nastrojem je modifikace DNA je pfitomnost a metabolismus 5-
metylcytosinu (5meC)*’2. Za tuto modifikaci, v lokusech bohatych na cytosin (CpC), jsou odpovédné
DNA metyl transferdzy (DNMTs)3175 které katalyzuji adici metylové skupiny z donoru S-adenosyl-1-
methionin na cytosin vidkna DNA. DNMTs tak tvori metylované lokusy DNA de novo (DNMT3, DNMT3L)
béhem bunécéné diferenciace, béhem de novo genového imprintingu béhem gametogeneze a lyonizace
inaktivniho X chromozdmu?’®-178, Jind DNMT (DNMT1) se vdZe na hemimetylovanou dvousroubovici
DNA a tak udrzuje metylovany status béhem bunécného cyklu, kdy metyluje tyto lokusy na dcefinném
vldkné dle matefské predlohy'’®. K demetylaci DNA dochdzi excisi metylované bdze a nahrazenim
nemetylovanym cytosinem anebo prostfednictvim enzymatické demetylace za tvorby
hydroxymetylcytosinu (5hmC), ndsledné dal$i oxidaci 5-formylcytosinu a 5-carboxylcytosinu®”®.
Enzymy, katalyzujici demetylaci, pfislusi rodiné TET dioxygenase, ndsledované akci thymine DNA
glycosylase (TDG)™®%181 pficemi tato molekuldrni masinérie sehrava pro reprodukci kli¢ovou ulohu
v celogenomové demetylaci ve dvou okamZicich ontogeneze: i) demetylace prvojader zygoty a ii) o
nékolik dni pozdé&ji v demetylaci PGCs (shrnuto v Hajkova et al.)®2.

Vysoce metylovana DNA pohlavnich bunék kratce po oplozeni oocytu podléha demetylaci. Demetylace
paternalniho prvojadra po oplozeni a béhem ¢asného embryonalniho vyvoje probiha vyrazné rychleji
neZ v pfipadé materndiniho genomu®!%* Navzdory dlouho pfijimanému dogmatu, e demetylace
paternélniho prvojadra probiha aktivné, zatimco demetylace maternélni DNA je pasivni (dilution)®®, je
dnes dokdazano, Ze enzymaticky katalyzovdna je demetylace obou prvojader, byt s rozdilnou
rychlosti®®®1’ Demetylace DNA v zygoté a ¢asném embryu viak neni totalni a zUstdvd zde bazalni
hladina DNA metylace v podobé lokusid DMRs, odpovédné za monoalelickou genovou expresi béhem
embryonalniho vyvoje'®,

Metylacni stav embryondalni DNA béhem c¢asného embryonalniho vyvoje opét narlstd, kdy metylace
DNA predstavuje nastroj bunécné diferenciace, byt se jednd o rozliSeni embryoblastu a
trofektodermu®®1%°, BEhem dal$iho post-implantaéniho vyvoje embrya a osidlovani budoucich gonad
progenitory gamet (tj. PGCs) dochazi v téchto PGCs k opétovné demetylacil’’**+1%2, Disledkem je
vymazani epigenetické paméti, v€etné genového imprintingu, v zdrodeénych pohlavnich bunkach.
Nasledné dochazi k opétovnému nardstu metylace DNA tak, jak dochazi k déleni a diferenciaci PGCs,
véetné znovu-ustanoveni genového imprintingu v DMRs927194,

Zmény metylace DNA jsou doprovazeny a Uzce spjaty s PTMs jadernych histond, jejichz dynamika do

velké miry kopiruje demetylaci a metylaci DNA. Histony a jejich PTMs, jako metylace, acetylace di
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ubiquitinace lyzint (K), metylace arginin(, fosforylace serinl (Ser)/threonind (Thr), tvofi tzv. histonovy
kod. U nizsich organizm(, jako jsou kvasinky ¢i octomilka (Drosophila sp.) nahrazuje histonovy kéd
Ulohu metylace DNA, kterd zde zcela chybi anebo se uplatfiuje jen vomezené mife!®>1%, Mezi
nejcastéji a nejlépe prostudované dil¢i PTMs histonového kédu patfi metylace a acetylace histon H3
a H4. Metylace téchto histon( je zpravidla spjata s genovou represi, tvorbou heterochromatinu a
stabilitou DNA. Di- a/nebo trimetylace histon (H3K9me2/3, H3K27me3) jsou tak pozitivné korelovany
s DNA metylaci a nabyvaiji velmi podobné dynamiky béhem oplozeni, ¢asného embryondiniho vyvoje a
celogenomové demetylace®®*1%1, Vyjimeénou PTM je metylace H3 na lysinu K4 (H3K4me2), kterd je
prekvapivé spojena s opacnou podobou chromatinu — euchromatin, genova exprese a tak i citlivost
DNA k poskozeni'®”1% Tak dochazi, s demetylaci histonovych marker( pro heterochromatin, k narustu
H3K4me3 v genovych promotorech®. Tyto zmény jsou totiZ ve vétsiné pFipadl zplsobeny acetylaci
histon(, kterd nahrazuje metylaci stejnych lyzinovych rezidui9-2%%,

Histonovy kéd, ve své znamé podobé, nabyva béhem embryonalniho vyvoje dynamiky, s ohledem na
metylacni status DNA. Podobné, jako v pfipadé 5meC, je také histonovy kdd asymetricky, tzn. odlisny
v chromatinu materndlniho a paterndlniho plvodu. Vzhledem kSirSimu sortimentu modifikaci
jednotlivych histonl je tato asymetrie patrnéjsi a pozorovatelna dle vice molekuldrnich markerd.
Nicméné, za dobfe popsané a sledovatelné znaky histonového kédu, ktery v embryu podléha ndpadné
asymetrii, Ize povazovat acetylaci a metylaci histonu H3 na témze lyzinovém reziduu K9 (H3K9me2/3,
resp. H3K9Ac)73202-204,

Zmény histonl a tak utvareni histonového kdédu véetné probihajicich zmén probihaji pod kontrolou
fady enzymu: histon metyl transferazy, demetylazy, acetyl transferdzy, histon deacetylazy, ubiquitin
ligzy, kindzy a dalsi (shrnuto v Nevoral and Sutovsky)'**. Mimo proteini existuje padny pfedpoklad,
Ze také ncRNAs plivodem ze spermie jsou zapojeny do regulace ¢asného embryonalniho vyvoje
prostfednictvim modulace histonového kddu2%>2%,

Aktivita zminénych faktord, utvarejicich a udrzujicich histonovy kdd, odpovida a predchazi dynamice
zmén histonovych PTMs. Zvlastni postaveni béhem oplozeni a ¢asného embryonalniho vyvoje ma ve
vyétu téchto regulaénich faktor( skupina histon deacetyldz (SIRT, sirtuiny)®*. SIRT1 pfedstavuje
univerzalni protein se schopnosti prfimo deacetylovat jaderny histon H3 na lysinu K9 (H3K9ac)
v prvojadrech zygoty. Nepfima regulace, prostfednictvim MDM2 E3-ubiquitin ligazy, vede ke zvySené

v

metylaci téhoZ lysinového rezidua (H3K9me2/3)’. Tyto zmény zjevné vedou k Uspé&3néjsimu
embryonalnimu vyvoji a vy33i kvalité blastocyst207-28,

Jemna rovnovéha vsech zminénych enzymu, odpovédnych za pfislusné zmény epigenetického kédu, je
nezbytnym predpokladem UspéSného oplozeni, tvorby provojader a dalsiho embryonalniho vyvoje,

vcetné klicového momentu embryonalniho vyvoje: EGA.
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1.3.4. Mitofagie a heteroplazmie

Ihned po penetraci spermie do oocytu je spusténa autofagie paterndlnich mitochondrii?®®. Tento
fenomén, oznacovany jako mitofagie, je pfFiCinou skutecnosti, Ze mitochondrie, a s nimi také
mitochondrialni DNA (mtDNA), se dédi striktné po maternalni linii.

Mitofagie v somatickych bunkach i gametich je zaloZzena na degradaci prostfednictvim oznaceni
ubiquitin-proteasomalnim systémem (UPS), tvorbé agregozému a endocytdze mitochondrii. Mitofagie
tak predstavuje jeden ztzv. makroautofagickych procesli, odpovédnych za degradaci dvou-
membranovych organel. Ve fyziologii bunky predstavuje proces mitofdgie nezastupitelné misto
v Zivotnim cyklu mitochondrii, jejichz populace se timto udrzuje Zivotaschopnd, zejména s ohledem na
pfirozené se vyskytujici velké mnozstvi mutaci mtDNA. Mitofdgie predstavuje potencidlni signdlni
kaskadu, jejiz znalost Ize implikovat do medicinské praxe v pfipadech, kdy jsou poruchy mitofagie
spojeny s patogenezi?®,

Za klicovy mechanizmus, spoustéjici mitofagii, je povazovana signalizace dvou protein: PARKIN (E3
ubiquitin ligdza) a jeho aktivatoru Ser/Thr kindzy PINK1 (PTEN-induced putative kinase 1)*'%%'2, PARKIN
v tomto pfipadé sehrdva ulohy E3 ubiquitin ligazy, ubiquitinujici membranové proteiny mitochondrie
a predurujici je pro proteasomalni degradaci?®®. Alternativné je mitofagie indukovand receptory
FUNDC1, NIX a BNIP3, které indukuji mitofagii PINK1-PARKIN-independentni cestou?'*. Tyto receptory
interaguji, nezdvisle na PARKIN-depedentni signalizaci, s LC3a (Microtubule-associated protein 1 light
chain 3a) a zprostfedkovévaji tvorbu autofagozému?®®. LC3a je mimoto deacetylovan SIRT12%, ¢imsz se
tato histon deacetyldza stavé duleZitym faktorem mitofagie?!”2!8, Takto vznikly autofagozém fuzuje
s lysozémem za vzniku autolysozému, kde je mitochondrie zcela degradovéna.

Obecné principy mitofagie Ize jen ¢astecné uplatnit v mitofagii paternalnich mitochondrii spermii
(sperm mitophagy). Prestoze také v zygoté jsou do mitofdgie zapojeny klicové reguldtory PINK1 a
PARKIN2®, predstavuje mitofagie vysoce specificky systém fizeny oocytem, ktery je namifen pouze
proti mitochodriim spermie. Tato skutecnost vyZaduje faktory odpovédné za oznaceni mitochondrii
spermii. Mezi témito faktory byl popséan ubiquitin vazajici protein p62/SQSTM1 (sequestosome 1)2%,
Po proniknuti spermie do oocytu podléhaji mitochondrie, rozpoznané na zdkladé pritomnosti SQSMT]1,
formaci autofagozomu pomoci GABARAP (GABA type A receptor-associated protein). Mimo SQSMT1 a
GABARAP, za dalsi potencidlni faktor, odpovédny za specifickou degradaci mitochondrii spermii
v zygoté, |ze oznadit valosin containing protein (VCP)?2%. Ko-inhibice téchto faktor(i vede k perzistujicim

220

mitochodriim ve 2 a 4-bunécnych embryich prasete®®®, kde dochdzi za fyziologickych podminek

k progresivni mitofégii jiZ ve stadiu zygoty??.
Dalsim potencialnim mechanizmem, kterym je mitofagie v reprodukci regulovana, jsou post-translacni
modifikace odpovédnych faktorl. Takto byla popsana S-sulfhydratace PARKIN a jeji nezbytnost pro

funkci tohoto proteinu?®. Nedostateénd produkce gasotransmiteru H,S a/nebo porucha S-
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sulfhydratované domény PARKIN Ize povaZovat za jednu zpfi¢in poruch mitofagie také
v reprodukénich procesech. Naruseni procesu mitofagie po oplozeni je moZnou pficinou stavu jedince
zvaného heteroplazmie, kdy jsou v burikdch pFitomny dva a vice genotypy mtDNA2?*. Pokud
heteroplazmie vykazuje klinické priznaky, dochazi k projevim tzv. mitochondridlnich chorob,
postihujicich nejéastéji nervovou soustavu. Casto je véak heteroplazmie doprovazena nespecifickymi

klinickymi projevy, které se mohou projevit ve formé snizené reprodukce anebo Uplné infertlity??>.

1.4. Zensk4 infertilita

Vyse zminéné procesy popisuji optimalni situaci, kterd vede k vzniku nového jedince. Existuje vsak
mnoho pfipadd, kdy jsou fyziologické procesy naruseny, které poté vedou k projevim neplodnosti —
infertilité. Tento pojem u Clovéka predstavuje stav, kdy u paru v reprodukénim véku po min. jednom
roce pravidelného nechranéného styku nedojde ke gravidité. Z biologického hlediska je infertilitou
situace, kdy dochazi k poskozeni reprodukcnich funkci, odpovédnych za produkci oplozeni schopnych
gamet. Biologicky Uhel pohledu se zda byt pFisnéjsi, i pfes svoji vagnéjsi formulaci, nez ten medicinsky,
protoZze neumoznuje kompenzaci biologického nedostatku v ¢ase, nybrz popisuje stav, ktery je
v daném okamziku neslucitelny s pocetim nového jedince.

Zenska infertilita je popsana prostiednictvim mnoha syndrom(. Za nejéetnéjsi a nejlépe prostudované
primarni poruchy ovarii lze povaZovat PCOS (Polycystic ovary syndrome), POFS (Premature ovarian
failure syndrome) a MOFS (Multi-oocyte follicle syndrome)??228, Pravé u téchto syndrom( lIze
predpokladat priciny, které na molekuldrni Urovni poskozuji také samotny oocyt, a tak jsou postupy
ART v takovych pFipadech nevyhnutelné??2%, patologické zmény na bunééné a molekuldrni Grovni Ize
povaZovat za Cetnou pricinu idiopatické infertility. Z tohoto dlvodu probiha intenzivni vyzkum nejen
téchto pricin, ale také zmén, ke kterym v poskozeném oocytu dochazi, a zplsob(, jez by negativni

zmény zvratily?31233,

1.4.1. Starnuti oocytu a selhavdni asného embryonadlniho vyvoje jako pfi¢ina infertility

Ovulovany oocyt, ktery prodélal Uspésné meiotické zrani a je zablokovan v 2. meiotickém bloku
metafaze Il, je pfedurcen k oplozeni, v podminkdach in vivo v dutiné vejcovodu. Oplozeni schopnost
oocytu je ¢asové omezend a klesa s prodluZujici se dobou od ovulace k oplozeni. Béhem této doby
dochazi k funkénim zménam oocytu, které jsou oznacovany jako starnuti. Starnuti oocytu je provazeno
cytoplazmatickymi zménami, jako je pokles faktord odpovédnych za udrzeni meiotického bloku (MPF,
MAPK, CSF) a narustu aktivity Ca®*-dependentnich enzym( (CaMKIl, PKC), ktery nésleduje vzrast
intraceluldrni koncentrace Ca®* iontd. Zmény starnoucich oocyt( stochasticky vedou k manifestaci tfi

moznych fenotypl: spontdnni partenogenetickd aktivace oocytu, apoptdza (s projevem tzv.
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fragmentace oocytu) nebo lyza oocytu®42%, Tyto zmény nastavaji v &asovém horizontu prvnich dni po
ovulaci a predstavuji osud oocytu v pfipadé, kdy nedojde k oplozeni. Aktivovany oocyt rovnéz podléhd
po Case apoptdze Ci lyze, a tak je starnouci oocyt, bez ohledu na fenotyp, predurcen k vstiebani
v pribéhu sestupu do délozni dutiny.

K starnuti oocytu dochazi alternativné v podminkach in vitro, v ptipadé ziskavani zralych oocytd punkci
folikulu pro ucely in vitro oplozeni. V téchto podminkach vSak nedochazi k manifestaci zminénych
zmén, protoze jsou oocyty béhem nékolika hodin pouzity pro in vitro oplozeni metodou konvencéni ko-
kultivace se spermiemi anebo intracytoplazmatické injekce spermie do oocytu (ICSI). Nicméng,
cytoplazmatické zmény v oocytu probihaji, byt bez okamzitych zjevnych pfiznakl. Tyto zmény totiz
mohou rozhodnout o kvalité zygoty a UspéSnosti dalSiho embryondlniho vyvoje (vyjadieno napf.
parametrem , blastocyst rate). Z tohoto dlivodu je Zadouci studium starnoucich oocytd, jeho pricin a
moznosti optimalizace in vitro podminek.

Stérnuti oocytu Ize navodit v podminkach in vitro tzv. prodlouzenou kultivaci. Této kultivaci jsou
experimentalné vystaveny oocyty prasete a/nebo mysi po dobu 24 — 72 hod. Béhem této doby lze
studovat dil¢i signalni drahy a hodnotit vyznam jejich zapojeni dle incidence nezadoucich fenotypu
(partenogeneticka aktivace, fragmentace anebo lyza oocytu). Takto byla dosud ovérena role fady

vyznamnych faktor, mnohdy klicovych rovnéz pro meiotické zrani, oplozeni a ¢asny embryonalni

118,234 7 77,238

vyvoj: rlstové faktory®®, kindzy a/nebo histon deacetyldzy?®’ véetné skupiny sirtuin(
S ohledem na signalizaci a protektivni U¢inek gasotransmiterd béhem meiotického zrani byly také ve
starnoucich oocytech studovény plynné molekuly NO a H,S°%%%9,

ProtoZe je Uloha NO zndmd v aktivaci oocytu a pribé&hu ¢asného embryonalniho vyvoje® 92240241 nenj
pfekvapenim, e je tento gasotransmiter zapojen také do regulace starnuti oocyt(i1?3%242, V pfipadé NO

je jeho protektivni G&inek nejednoznaény?¥-2%;

NO je vtkanich a télnich tekutindch markerem
zanétlivé reakce?*®, avdak jeho fyziologicka produkce je nezbytnd pro Fadu biologickych déji na Grovni
bunék i tkani**’. Také dosavadni poznatky o prospésnosti NO ve starnoucich oocytech nejsou jednotné.
Bylo tak zjisténo, Ze pozitivni U¢inek ma jak donor NO, tak inhibice jeho enzymatického uvolfiovéni®.

Role H,S je v procesu starnuti o pozndni prehlednéjsi. Pfestoze i zde lze o¢ekavat potencidlni toxicky
ucinek, je pfitomnost H,S v koncentracich adekvatnich bunécéné signalizaci nezbytnd pro udrzeni
viability bunék, véetné oocyti®. Molekuldrnim mechanizmem UGéinku se zdad byt, podobné jako v

somatickych burikdch?*®24°, regulace Ca?* a Karp kanall a bilance iontt v oocytech?®®.

1.4.2. Endokrinni disruptory jako pficina infertility
Za vazinou pFi¢inu idiopatické neplodnosti jsou v sou¢asné dobé povaZzovany endokrinni disruptory?*°.

Tyto latky lze oznadit za polutanty Zivotniho prostredi, které se vyskytuji ¢asto ve velmi nizkych
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koncentracich, které nepusobi toxicky, aviak jejich molekuldrni Géinek postihuje endokrinni systém??,
Do Siroké skupiny endokrinnich disruptord patii komponenty plastickych hmot (bisfenoly)®?, pesticidy

)%3254 zpomalovace hofeni (organofosfaty)?° a dalsi.

(DDT, pyretroidy, vinclozolin
Pro endokrinni disruptory jsou spole¢né nasledujici vlastnosti: i) trvalé zatiZzeni Zivotniho prostredi
pramyslovou vyrobou a pouzitim téchto latek, ¢asto v obalovych materidlech prichazejici do styku
s potravinami; ii) soustavna expozice lidské populace velmi nizkymi, subtoxickymi davkami; iii)
nelinedrni (také nemonotdnni) efekt plsobeni, ¢asto se projevujici silnéjsim efektem nizsich davek nez
davek vyssich; iv) postizena je hormonalni soustava exponovaného jedince, na urovni bunky casto
specifické receptory hormond, kdy endokrinni disruptor simuluje pfitomnost hormonu, v) casto se
negativni vliv endokrinnich disruptorli uplatiuje a amplifikuje v expozicnich oknech béhem
specifickych stadii ontogeneze a gametogeneze, vi) mnohdy paradoxni efekt kombinace endokrinnich
disruptord, kdy jejich interakce vede ke kompenzaci diléich efekt(j?50-251:256:257,

Lidska populace je exponovana endokrinnimi disruptory rldznym zpldsobem: velmi ¢astym zplsobem
v pfipadé obalovych materidll je pfijem per os, s pfijimanou potravou a/nebo napoji. Endokrinni
disruptory se stavaji soucasti bytového prachu a jsou inhalovany. Rozsahly ptijem disruptoru muze
probihat transdermalni expozici. Po expozici lze ocekdvat troji zplsob molekuldrniho mechanizmu
endokrinniho disruptoru v organizmu: geneticky, také genotoxicky, efekt, ktery postihuje zapis
genetické informace v bunkach; tento efekt se uplatfiuje predevSsim v toxickych davkach

258,259

disruptoru Alternativnim mechanizmem Ucinku je negenomické plsobeni endokrinnich

disruptort, kde jsou mnohdy postizeny receptory bunék apod.?®® Za neblahy efekt pro potomky
exponované generace, dojde-li k postizeni linie pohlavnich bunék, je odpovédny epigeneticky efekt?®?,
Mezi velmi rozsifené endokrinni disruptory soucasnosti, pfijimané ordlné i trans-dermalné, uplatiujici

se vySe popsanymi zplsoby molekularni akce, patfi bisfenoly.

Bisfenoly jsou Sirokou skupinou latek pouZivanych v obalovych materidlech, epoxydovych pryskyficich,
polykarbondtech, termopapirech a dalSich produktech kaZdodenni spotfeby. Zatizeni bisfenoly je
peclivé monitorovdno, protoZze negativni Ucinek bisfenolu A (BPA) je dobfe znam jiz fadu let. Z tohoto
divodu byly odpovédnymi ufady (EFSA, FDA) stanoveny prijatelné hodnoty denniho ptijmu (TDI,
tolerable daily intake). V nékterych vyrobcich, jako jsou détské lahve a hracky, bylo pouziti BPA zcela
zakdzano. | jinde vSak dochdzi k soustavné eliminaci BPA, avSak na Ukor pouZiti alternativnich
komponent s podobnymi fyzikalnimi a chemickymi vlastnostmi: bisfenoly S, AF, F, popf. dalsi. Za
nejcetnéjsi alternativu Ize oznacit BPS. Pro podobnost této latky s eliminovanym BPA byl ocekdvan

obdobny biologicky efekt BPS na reprodukcni vlastnosti. Opravdu byl zjistén negativni ucinek BPS na in
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vitro zrajici oocyty prasete®® a kvalitu oocytl**® a embryi (nepublikovana data) mysi po expozici in vivo.

Rovné? negativni vliv BPS na reprodukéni funkce samcl byl popsan%4.
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Pro studium molekularniho mechanizmu je zapotrebi biologickych modeld zaloZenych na systémech in
vitro a in vivo expozice. Pro odhad skuteéného rizika v lidské populaci a pro transfer poznatkl do

reprodukéni mediciny je zapotrebi kombinace biologickych modeld.

1.5. VyuZiti zvifecich modeld pro hodnoceni endokrinnich disruptort

Odhad expozice clovéka vybranymi endokrinnimi disruptory probiha na zdkladé soustavného
biomonitoringu Siroké populace. Je vhodné vyuZit vystupy biomonitoringu, tedy odhad pfijmu a
farmakokinetiky vybraného disruptoru, jako vstupni informaci pro experimentalni praci na
biologickych modelech.

Casto jsou pro studium polutantd Zivotniho prostiedi, véetné endokrinnich disruptor(i, pouzivany
modely hlodavc(, tedy laboratorni mysi a potkani. Tyto modely umozZiuji testovat zminéné latky po in
vivo expozici a tak vhodné simulovat zplsob, kterym se disruptor do téla dostava (per os,
transdermalné, inhalacné), dale farmakokinetiku polutantu vorganizmu a nasledné sledovat
systémovou odpovéd organizmu na expozici endokrinnim disruptorem. Experimentalné tak Ize navodit
expozici akutni (dny) nebo chronickou (tydny, popf. mésice). Hlodavci navic umoznuji expozici in

%65 3/nebo post-natalni béhem mlééné vyZivy F1 generace?®. Spole¢nym znakem pro tyto modely

utero
je pfima expozice matky a analyza reprodukcnich funkci potomkdl. Tyto modely umoziuji expozici
zarodecnych bunék v ¢asnych stadiich gametogeneze.

Zejména mysi model translaktacni expozice predstavuje unikatni nastroj pro hodnoceni vlivu bisfenolt
na kojence z nasledujicich divodu: i) matefské mléko, s pfipadnym obsahem bisfenolu/U, pfedstavuje
pro kojence vyhradni potravy, ii) bisfenoly jsou liposolubilni a matersky tuk zde slouzi jako vehikulum,
iii) kojenci jsou extrémné senzitivni v{ci vlivu polutantl a endokrinnich disruptordq, iv) kojeni a pfijem

matefského mléka je pro kojence citlivé expoziéni okno vzhledem ke gametogenezi®®’

, V) mimo
materského mléka, kojenci jsou exponovani také prostfednictvim polykarbonatovych kojeneckych
lahvi a plastovych hradek?&25°,

Data biomonitoringu Ize hodnotné vyuZit také pro in vitro expozice oocytll, kdy namérené hodnoty
endokrinnich disruptort ve folikularni tekutiné Ize pro experimentalni ucely simulovat odpovidajicim
davkovanim disruptoru do kultivatniho média. Pro tyto ucely Ize vhodné vyuZit model praseciho
oocytu, ktery umozniuje dobrfe hodnotit pribéh meiotického zrani a soucasné ovéfit poznatky
dosaZzené na in vivo modelu mysi. Praseci oocyt je béhem zrani, obdobné jako lidsky oocyt uzavieny ve
folikulu, obklopeny kumularnimi bunkami a expanzi téchto bunék lze zahrnout do parametrd
hodnocenych v testovéni endokrinniho disruptoru®’®. Dozraly oocyt o3etfeny béhem in vitro zréni lze

nasledné oplodnit ¢i partenogeneticky aktivovat a tim hodnotit vyvojovou kompetenci oocytu (dosud

nepublikovana data).
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Mimo simulace zrani oocytd in vitro je stejné hodnotnym nastrojem in vitro oplozeni. Pro tento Ucel je
vhodné vyuZit model bovinnich oocytl a embryi, které nepodléhaji masivni incidenci polyspermniho
oplozeni, jako je tomu v pripadé prasecich oocytl. Proto nam bovinni model umoZriuje genetické
analyzy embryi a tak detailnéjsi hodnoceni vyvojové kompetence oocytu po jeho osetfeni béhem zrani.
Bisfenoly mnohdy postihuji délici vieténko?%22%3271 3 tak jsou predpoklddanou pfi¢inou aneuploidie
(Casto trizomie). Prostrednictvim epigenetického vlivu mohou endokrinni disruptory negativné
zasahnout do genového imprintingu. Vysledkem takového poskozeni je mnohdy ¢asna embryonalni
umrtnost. V pripadech, kdy jsou defekty slucitelné se Zivotem, vede Spatna segregace chromozomu k
chorobdm, jako je Downlv syndrom (trizémie 21. chromozdému), Pataulv syndrom (trizomie 14.
chromozdému), popf. Prader-Williho syndrom ¢i Angelmandv syndrom v pfipadé chromozomadlnich
deleci, ¢i Beckwithlv-Wiedemanniv syndrom v pfipadé poruch epigenetického imprintingu. Dopad

272,273

BPA na epigenetické zmény a mozné defekty genového imprintingu byly jiz popsany a tak Ize

podobny efekt ocekdvat také u dalSich endokrinnich disruptord véetné analogli BPA.

Kombinace biomonitoringu, in vivo expozice mysi a in vitro expozice prasecich oocytd, popf. in vitro
oplozeni prasecich a/nebo bovinnich oocytl, se zda byt vhodnym designem pro komplexni hodnoceni
endokrinnich disruptord. Kombinace jednotlivych modell a jejich vyhod umozriuje relevantni odhad
rizika pro lidskou populaci a reprodukéni zdravi. Pro popis molekuldarniho ucinku endokrinnich
disruptoru je klicovy adekvatni vybér biologickych markerd, k cemuz je nezbytné zakladni studium
biologie oocytu, procesu oplozeni a embryondlniho vyvoje. Pouze znalost cilovych struktur, které jsou
endokrinné disrupénim efektem postizeny, dovoluje nalézt zplsob/y, které negativni efekty
endokrinnich disruptor( eliminuji. Pro ovérovani takovych zplsobU je opét zapotiebi pouZiti nékolika
biologickych modeld. Jen kombinace znalosti biologie bunék a vyuZiti vice biomedicinskych model(
muze vést k vyvoji postupll prevence a eliminace negativnich efektd na lidskou reprodukci, nalezité

opatfenych dusevni ochranou.
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2. Material a metody

2.1. Biomonitoring endokrinnich disruptor( v lidské folikularni tekutiné

Biomonitoring byl zaméfen na vyjadieni redlné expozice Zenské populace bisfenolim. Studie
biomonitoringu endokrinnich disruptord v lidské folikularni tekutiné (hFF) byla provedena v souladu
s platnou legislativou. Studie byla schvalena mistni Etickou komisi (Fakultni nemocnice Brno).
Pacientky stvrdily pouceni podpisem informovaného souhlasu.

Sbér vzork( hFF: vzorky hFF byly ziskany ve spolupraci s Centrem asistované reprodukce Fakultni
nemocnice v Brné, od pacientek podstupujicich Ié¢bu asistovanou reprodukci. Folikularni tekutina byla
ziskana punkci ovaridlnich folikuld po odpovidajici hormonalni stimulaci za ucelem odbéru oocytl pro
in vitro oplozeni. Folikularni tekutina, jako vedlejsi produkt odbéru oocytl, byla po punkci a odbéru
oocytl skladovana za standardnich podminek pfi teploté -20°C do dalSiho poufZiti, s vylou¢enim
plastovych oball pro skladovani.

Priprava vzorki a analyza bisfenol: vzorky hFF byly analyzovadny za ucelem detekce a kvantifikace
téchto bisfenol(: BPA, BPS, BPF, BPAF. Volné bisfenoly byly z odpovidajicich glukuronidd uvolnény B-
glukuroniddzou a podrobeny derivatizaci 1-methylimidazol-2-sulfonyl chloridem. Izotopicky znacené
standardy BPA a BPS byly pouZity jako interni kontroly. Takto pfipravené vzorky byly analyzovany

pomoci hmotnostniho spektrometru (Dionex Ultimate 3000-Amazon SL, Bruker Daltonics).

2.1. Ziskavani, in vitro zrani a oplozeni prasecich oocytl

In vitro zrdni oocyti: praseéi oocyty byly ziskdvany z ovarii post mortem, na mistnich jatkach v Ceském
Brodé (Jatky Cesky Brod, spol. s r. 0.), Pfibrami (Jatky Pfibram, spol. s r. 0.) a Plzni (Jatky Plzef, spol. s
r. 0.). Ovaria pochazela z 8 — 10 mési¢nich, dosud necyklujicich, prasni¢ek plemene Landrace x Ceské
bilé uslechtilé. Ovaria byla do dvou hodin od odbéru dopravena do laboratore ve fyziologickém roztoku
pfi teploté 35 — 39°C. Kumulo-oocytarni komplexy (COCs) byly ziskavany aspiraci injekéni sttikackou a
jehlou (20G) z folikuli o prdméru 3 —5 mm. COCs byly manipulovany a oplachovany v modifikovaném
Tyrodeho roztoku, pufrovaném HEPES a obsahujici 0,01% polyvinyl alkohol (TL-HEPES-PVA). Pouze
COCs s pIné dorostlymi nezralymi oocyty (~¥120 um v prlméru), ve stadiu zarode¢ného vacku, byly
vybrany pro dalsi pouZziti. Nasledovalo in vitro zradni (téZ in vitro maturace) v modifikovaném
maturacnim médiu na bazi tissue culture medium (mTCM; Gibco, Life Technologies, UK), doplnéném o
0,1% PVA, D-glukdzu (3,05 mM), pyruvat sodny (0,91 mM), L-cystein (0,57 mM), luteinizacni hormon
(LH; 0,5 pg/ml; Sigma-Aldrich, USA), folikuly stimulujici hormon (FSH; 0,5 pg/ml; Sigma), epidermalni
rdstovy faktor (EGF; 10 ng/ml; Sigma), prasedi folikularni tekutinu (10% v/v), penicilin G (75 ug/ml) a
streptomycin (50 pg/ml). COCs byly kultivovany v 0,5 ml tohoto média v in vitro podminkach fizené

atmosféry (39°C, 5% CO>), umisténé v 4-jamkovych Petriho miskach po dobu 44 hod. In vitro dozralé
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COCs byly vyuZity pro dalsi experimenty (hodnoceni kumularni expanze, in vitro oplozeni, prodlouzend
kultivace, immunocytochemie a konfokalni mikroskopie, western blot).

In vitro oplozeni a produkce embryi: po in vitro maturaci COCs byly kumularni bufiky corona radiata
odstranény pomoci 0,1% hyaluronidazy a dozrdlé oocyty s extrudovanym pdélovym téliskem byly
pouzity pro in vitro oplozeni v modifikovaném médiu pufrovaném Tris (mTBM) s pfidavkem 0,2 %
bovinniho sérového albumin (BSA; A7888, Sigma). Oocyty byly umistény do 100uL kapky prekryté
mineralnim olejem v Petriho misce. Kanéi spermie, uréené pro in vitro oplozeni, byly oplachnuty ve
fosfatovém pufru (PBS) s 0,1% PVA pomoci centrifugy (1500 rpm, 5 min.). Spermie byly nasledné
resuspendovany v mTBM médiu v koncentraci 2,5 -5 x 10’/ml. 1 ul suspense bylo pfiddno do mTBM s
oocyty, kde vyslednd koncentrace dosahovala 2,5 - 5 x 10°/ml. Oocyty byly ko-inkubovény se
spermiemi 5 — 6 hod. Pfi 39°C a 5% CO,. Oplozené oocyty byly nasledné premistény do 100 ul kapky
média PZM3, s pfidavkem 0,4 % BSA (A6003; Sigma). Oplozené oocyty byly nasledné kultivovany in
vitro po dobu 22 hod. za ucelem izolace jednobunécnych zygot. Blastocysty byly ziskavany po dalsi in
vitro kultivaci za srovnatelnych podminek v celkové délce 144 hod.

ProdlouZena kultivace a stdarnuti oocyti: alternativné k in vitro oplozeni byly zralé oocyty vystaveny
prodlouzené kultivaci v mTCM médiu. Po 72 hod. byl vyhodnocen vysledek prodlouzené kultivace dle
manifestace starnuti oocytl: partenogenetické aktivace, programované bunécné smrti anebo lyzy.
Farmakologické oSetreni oocyti/embryi: za UcCelem studia zrani nebo starnuti oocytl dochazelo k
farmakologickému osetieni zrajicich oocytl pridavkem donoru H,S (Na2S*9H20), resp. inhibitor( H,S-
uvoliujicich enzym( (oxamova kyselina, D,L-propargylglycin, a-ketoglutarova kyselina), do
kultivacniho média mTCM. Oplozené oocyty byly oSetfovany aktivatory (resveratrol, BML-278) nebo

inhibitory SIRT1 (nikotinamid, sirtinol), pfidavkem do kultivacniho média PZM3.

2.2. Hodnoceni kumularni expanze

Kvalita in vitro dozralych oocytl prasete byla hodnocena podle intenzity expanze kumularnich bunék
corona radiata, obklopujicich oocyt a tvofici COC. Pro hodnoceni bylo vyuZito subjektivni metody
(vizualni skoérovani), objektivni metody (méreni plochy) a analytické metody (méreni obsahu
hyaluronové kyseliny - HA). Tyto metody byly navzdjem porovnany.

VizudlIni skérovdni: COCs expandované in vitro byly klasifikovany podle dfive publikovanych kritérii
(Vanderhyden 1990). Podle téchto kritérii byly rozliSovany 4 stupné kumularni expanze: 0 — zadna
expanze, 1 — minimalni expanze, 2 — expanze nékolika vrstev kumuldrnich bunék, 3 — kompletni
expanze mimo bunék corona radiata, 4 — kompletni expanze véetné bunék corona radiata.

Meéreni plochy expandovanych COCs: pomoci stereomikroskopu a monochromatické kamery byly

ziskavany fotografie v prabéhu celé in vitro kultivace v intervalu 8 hod. Fotografie byly podrobeny
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analyze obrazu v programu NIS Elements (Laboratory Imaging, Ceska republika). Hodnoty plochy
expandovanych COCs byly vztazeny k maximalni expanzi po 44 hod. in vitro kultivace a vyjadreny
relativné.

Meéreni obsahu hyaluronové kyseliny (HA): v ramci studia kumularni expanze byla vyvinuta metoda
méreni obsahu HA zadrZené v extracelularni matrix kultivovanych COCs. Skupina 25 COCs po 44 hod.
in vitro kultivace byla oplachnuta ve fosfatovém pufru (PBS) s 0,1 % PVA. Nasledné byly COCs
inkubovany v objemu 0,5 ml s 2 IU/ml lyazy ze Streptomyces hyalurolyticus (H1136, Sigma) pres noc pfi
teploté 39°C. Mnozstvi HA bylo vyjadfeno v pug/ml HA odectené dle digestovanych standardd sodné
soli HA.

2.3. In vitro zrani a oSetrfeni oocytl Zab Xenopus laevis

Experimenty, zaloZzené na poufZiti oocytl Zab Xenopus laevis, probihaly na partnerském pracovisti
prof. Jeana-Francoise Bodarta na Université de Lille, Francie. Samice Zab byly drZzeny v ucelovém
zafizeni Université de Lille v souladu s evropskou legislativou (86/609/EEC) a se souhlasem mistni
etické komise (Comité d’Ethique en Expérimentation Animale Nord-Pas-De-Calais, CEEA 07/2010).
Ovaridlni fragmenty byly chirurgicky vyjmuty ze samic Xenopus laevis po anestézii (tricaine methane
sulfonate). Ovaridlni tkan byla ndsledné umisténa do média ND96%, s obsahem kolagenazy A (1mg/ml;
Roche), po dobu 30 min. Nasledovala manualni disekce plné dorostlych oocytl (stadia VI) z folikull
pomoci tenkych pinzet a stereomikroskopu. Takto izolované oocyty byly skladovany nékolik hodin pfi
teploté 14°C do poufZiti v experimentu. Zrani oocytl bylo indukovano pridavkem progesteronu
(4pg/ml; Sigma). BEhem zrani oocytl doslo k jejich oSetfeni donory gasotransmiter(i H,S nebo NO,
alternativné byly zrajici oocyty oSetfeny inhibitory enzym( fyziologicky uvoliujicich tyto
gasotransmitery. Oocyty byly takto kultivovany 16 hod. pfi teploté 19°C a progres meiotického zrani
byl zaznamendn podle pritomnosti bilé skvrny na animalnim pélu oocytu.

Z dozralych oocytll byly pfipraveny vzorky pro proteomickou analyzu a skladovany v -20°C do pouZiti

v laboratofi partnerského pracovisté anebo laboratofich Biomedicinského centra v Plzni.

2.4. Laboratorni chov mysi a expozice endokrinnimi disruptory

Legislativa: experimenty na laboratornich mysich byly provedeny v souladu se Zakonem ¢. 246/1992
Sb., na ochranu zvifat proti tyrani, v akreditovaném uZivatelském zafizeni Lékarské fakulty v Plzni a se
schalenym projektem pokusu (MSMT-11925/2016-3).

Chov mysi: laboratorni mysi outbredniho kmene ICR byly nakupovany ve véku 4 nebo 8 tydn( ze
spole¢nosti Velaz spol. s r. 0. (Praha, Ceska republika). lhned po ndkupu byly mysi ndhodné rozdéleny

do experimentalnich skupin a pfed zapocetim expozice min. 1 tyden aklimatizovany. Mysi byly drzeny

29



ve standarnich podminkach v polysufondtovych nadobach ve zvéfinci Biomedicinského centra
(Lékarska fakulta v Plzni), s fotoperiodou 12L : 12D, pti teploté 21 = 1 °C a relativni vlhkosti vzduchu
60%. Mysi byly krmeny ad libitum dietou prostou fytoestrogend (Altromin, 1814P; Velaz) a napajeny
sterilni vodou ze sklenénych lahvi s kovovym pitkem.

In vivo expozice enokrinnimi disruptory: experimentalni mysi byly podrobeny chronické (4 tydny) anebo
akutni (7 dni) expozici bisfenolem S (BPS). V obou ptipadech byly zvoleny nasledujici davky BPS: 0,
0.001,0.1,10a 100 ng . g z. h.r . den* (BPS1 — BPS4). BPS byl administrovan prostfednictvim napajeci
vody v pfipadé chronické expozice, resp. prostiednictvim 50% glycerolu per os v pfipadé chronické
expozice. Expozice zahrnovala kontrolni skupinu oSetfenou vehikulem.

Sbér vzorku: experimentalni mysi byly pro Ucely izolace ovarii usmrceny cervikalni dislokaci. Ovéria byla
nasledné zpracovana pro dalSi experimenty (izolace oocytl, western blot). V pripadé chronické
expozice BPS bylo izolovano krevni serum za uc¢elem méreni hormonalniho profilu.

Hormondlni profilovani: Krevni sérum bylo podrobeno analyze hormon LH, FSH a 17B-estradiolu.
Hladiny LH a FSH byly analyzovany pomoci Milliplex MAP kitu (HPTP1MAG-66K; Millipore, Merck, USA).

17B-estradiol byl analyzovdn pomoci ELISA kitu (Abcam, UK).

2.5. Hodnoceni samici reprodukce in vivo

Hodnoceni citlivosti k hormondini stimulaci: mysi byly po ukonceni chronické expozice hormonalné
stimulovany za ucelem hodnoceni citlivosti k hormonalni stimulaci. Mysi byly oSetfeny i. p. 5 IU
gonadotropinem séra bizich klisen (PMSG). Po 48 hod. byly mysi dale oSetfeny i. p. injekci 5 IU
humannim choriovym gonadotropinem (hCG). 16 hod. po injekci hCG byly izolovany in vivo dozralé
oocyty vyplachem vejcovodl post mortem. Oocyty byly podrobeny kvantitativni analyze a nasledné
byly pouzity pro dalsi experiment (imunocytochemie, konfokalni mikroskopie a analyza obrazu).

In vivo fertilization assay: pro hodnoceni schopnosti oplozeni in vivo byly mysi, oSetfené PMSG a hCG
dle vySe zminéného schématu, zapoustény provérenym samcem nasledné po injekci hCG. V den E1,5
embryonnalniho vyvoje byla vyplachnuta dvoubunécéna embryo z vejcovod(l post mortem. Embrya byla
podrobena kvantitativni analyze a ndsledné pouZita pro dalSi experiment (imunocytochemie,

konfokalni mikroskopie a analyza obrazu).

2.6. Izolace a kultivace mysich oocytu

Ziskdvani a in vitro zrdni oocyti: pro ucely zakladniho studia biologie mysiho oocytu byly ziskavany
nezralé mysi oocyty ve stadiu zdrodecného vdacku. Pro maximalizaci zisku oocytl byly mysi
administrovany i. p. 5 IU PMSG. 46 — 48 hod. po injekci byly izolovany ovaria post mortem. Tkan ovarii

byla mechanicky destruovana pomoci injekénich jehel (27G) v manipulaénim médiu M2 (M7167,
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Sigma). Spontanni zrani oocytd béhem manipulace bylo blokovano pfidavkem 3-isobutyl-1-
methylxantinu (IBMX) do média M2. PIné dorostlé oocyty (s primérem ~95 um), prosté kumularnich
bunék a s viditelnym zarodecnym vackem byly pouZity pro in vitro zrani v kultivaénim médiu M16
(M7292, Sigma) po dobu 16 hod. v podminkach fizené atmosféry (37°C, 5% CO,).

Farmakologické oSetreni oocytu: za Ucelem studia zrani oocytl dochdzelo k farmakologickému osetfeni
pridavkem aktivatoru SIRT1 (BML-278), pfidavkem do kultivaéniho média M16. Pro potreby studia
dynamiky a-tubulinu byly dozralé oocyty kultivovany 45 min. v pfitomnosti inhibitoru depolymerace

a-tubulinu (taxol).

2.7. Imunocytochemie, konfokdlni mikroskopie a analyza obrazu

Pro ucely studia meiotického zrani byly po ukonceni kultivace praseci a mysi oocyty/embrya fixovany
a ddle zpracovany metodou imunocytochemie, konfokalni mikroskopie a analyzy obrazu.

Fixace a permeabilizace: pro vizualiaci cytoskeletarnich a cytoplazmatickych faktord byly oocyty
fixovdny pomoci 4% PFA-PVA (4% PFA a 0.1% PVA v PBS) po dobu 30 min. pfi laboratorni teploté.
Nasledovala permeabilizace v PBS obsahujicim 0.04% Triton X-100 a 0.3% Tween 20, po dobu 15 min.
Alternativni fixace a permeabilizace: pro vizualiaci post-translaénich modifikaci histonl byly oocyty
pred fixaci permeabilizovany v 0.03% Tween 20 v PBS-PVA po dobu 20 sec. Nasledovala fixace v 4%
PFA-PVA s pridavkem 0.04% Triton X-100 a 0.3% Tween 20, po dobu 15 min. pfi 37°C. Poté byla
provedena permeabilizace v PBS obsahujicim 0.04% Triton X-100 a 0.3% Tween 20, po dobu 15 min.
Alternativni osSetfeni chromatinu: pro vizualiaci metylovaného cytosinu byly fixované (4% PFA a 0.1%
PVA v PBS) a permeabilizované (0.04% Triton X-100 a 0.3% Tween 20) oocyty/embrya osetfeny 1M HCI
po dobu 30 min., neutralizovany v TRIS-HCI po dobu 10 min. a inkubovany v pfiitomnosti 0.25% (w/v)
trypsinu 1 min. pfi 37°C.

Inkubace s primdrni a sekunddrni protilatkou: po blokovani oocytl/embryi v roztoku BPS-TX-100-1%
BSA po dobu 15 min. byly pro detekci vybranych faktor( pouzity specifické mysi/kréli¢i mono-
/polyklonalini protilatky. Koktejl dvou vybranych protilatek by pfipraven v blokovacim roztoku fedénim
1 : 200. Po 1hod. inkubaci byly oocyty/embrya oplachnuty v blokovacim roztoku (4x 15 min.) a
inkubovany s koktejlem sekundarnich  anti-mysich/anti-kréli¢ich  protilatek konjugovanych
s fluoresceiny (AlexaFluor 488/AlexaFluor 647; Abcam, UK) po dobu 1 hod., v fedéni 1 : 200. Nasledoval
oplach oocytl/embryi (4x 15 min.), béhem néhoz doSlo k obarveni B-aktinu pomoci inkubace
s phalloidinem (1:200) po dobu 15 min. Nasledné byly pfipraveny mikroskopické preparaty pomoci
média Vectashield obsahujici 4'6'-diamidino-2-phenylindole (DAPI; Vector Laboratories Inc.,

Burlingame, CA, USA).
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Konfokdlni mikroskopie: preparaty byly podrobeny snimani na konfokalnim mikroskopu se spinning
diskem (Olympus, Némecko), za pouZiti 100x objektivu a laserl s pfislusnou vinovou délkou
odpovidajicich pouZitym fluoresceinlim (DAPI, AlexaFluor 488, phalloidin-594, AlexaFluor 647).

Analyza obrazu: analyza nasnimanych fotografii probéhla v programu ImageJ (NIH, Bethesda, USA).
Signal fluoresceinu, pfislusici sledovanému proteinu, byl hodnocen dle parametru ,,Integrated density”
a vztazen k priméru kontrolnich oocytl/embryi. V pfipadé analyzy subceluldrni lokalizace dvou
vybranych proteinli bylo vyuZito kolokalizacnni analyzy pomoci modulu JACoP (Just Another Co-
localisation Plugin) dle dfive publikovaného postupu (Bolte and Cordelieres®®). Sou&asti analyzy oocytl
bylo hodnoceni Uspésnosti zrani dle vizualiace DAPI (chromatin) a vyjadreni Cetnosti nasledujicich
stadii meiotického zrani: GV — stadium zadrodecného vacku (germinal vesicle), Ml — metafaze 1.

meiotického déleni, a MIl — metafaze 2. meiotického déleni.

2.8. Elektroforéza a western blot

Priprava vzorku: oocyty prasete/zab Xenopus laevis/mysi byly po izolaci lyzovany v Laemmliho loading
pufru obsahujiciho Triton-X-100 (0.003%, v/v) SDS (0.001%, v/v), obohaceného o inhibitory proteaz
Complete Mini Protease Inhibitor Cocktail (Roche, Svycarsko). Vzorky byly povareny p¥i 97°C po dobu
5 min. a skladovany do dalSiho pouZiti.

Elektroforéza: pro separaci proteinli byla pouZita SDS poyakrylamidova gelova elektroforéza s pouzitim
komercéné dostupnych gradientovych 4-12% gel(.

Western blot: proteiny byly nasledné blotovany na PVDF membranu pomoci Trans-Blot TurboTM
Transfer System (Bio-Rad Laboratories, Steenvoorde, France). Poté ndsledovala blokace membrany 1%
roztokem BSA v TBS-T (Trisem pufrovany roztok s pfidavkem 0.5% Tween-20) po dobu 1 hod. pfi
laboratorni teploté. Membrana byla nasledné inkubovana s roztokem specifické mysi nebo kralici,
mono- nebo polyklondlni, protilatky (1: 1 000), pres noc pfi teploté 4°C. Nasledoval oplach v TBS-T a
inkubace s anti-mysi, resp. anti-kralici protilatkou (1 : 15 000) konjugovanou s kfenovou peroxidazou,
po dobu 1 hod. pfi laboratorni teploté. Takto oznacené proteiny byly na membrané vizualizovany
pomoci chemiluminiscencéniho kitu ECL Select Western Blotting Detection Reagent (GE Healthcare Life

Sciences, Amersham, UK) a ChemiDocTM MP System (Bio-Rad Laboratories, Steenvoorde, France).

2.9. Statistickd analyza

Ziskané vysledky pozorovani byly analyzovany v programu SAS 9.0 (SAS Institute, Cary, NC, USA) nebo
Statistica Cz 12 (StatSoft, Inc., Tulsa, OK, USA). Po testu normality rozdéleni nasledovala pro obecné
porovndni kvantitativnich parametr(i mezi experimentalnimi skupinami Kruskal-Wallisova ANOVA. Pro

testovani Cetnosti byl pouZit Chi-kvadrat test. V pfipadé zjisténych diferenci byly tyto rozdily dale
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testovany pomoci Mann-Whitney U testu s Bonferroniho korekci nebo Fisherova testu s Bonferroniho

korekci. Hodnota a = 0.05 byla povaZovana za hranici statistické signifikace.
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3. Vysledky

3.1. Uloha gasotransmiterQ v regulaci zrani a starnuti oocytd zab Xenopus laevis a prasete
Gasotransmitery H,S a NO, plynné molekuly se schopnosti pfenosu bunécéného signalu, jsou zapojeny
do rady fyziologickych procest véetné reprodukce. Z tohoto divodu probihalo intenzivni studium
téchto molekul v procesech zrani oocytl ZivocisSnych modell prasete a Zab Xenopus laevis. Mimo zrani
oocytl byla studovana uUloha v procesu tzv. starnuti oocytu za Gcelem zlepseni kvality zralého oocytu
pro ucely dalSiho pouziti, jako je in vitro oplozeni a in vitro produkce embryi. Vysledky tohoto usili byly
publikovény v ¢asopisech s impakt faktorem (Nevoral et al.92939236239 Gelaude et al.%8, Krejéova et
al.®*, Dvorakova et al.?’*, tj. pFilohy 3.1.1 — 3.1.8) a dudevni vlastnictvi bylo o3etfeno prostfednictvim
uzitnych vzor( a patenta.

Nasledujici vycet plvodnich praci dokladuje Ulohu gasotransmiteru H,S a NO v regulaci zrani oocytl
prasete®®%® (pFiloha 3.1.1 a 3.1.2) a Zab Xenopus laevis®® (pfiloha 3.1.3). Byl prokdzan pozitivni efekt
suplementace kultivacniho média donorem H,S na kvalitu a oplozeni schopnost prasecich oocytu
zrajicich v podminkdch in vitro®®. Mimoto, fyziologickd uUloha enzymatického uvolfiovani H,S
v prasecich oocytech je nezbytna pro Uspésnost zrani oocytu. Tento efekt je zprostfedkovan regulaci
klicovych kindz meiotického zrdni — MPF a MAPK®®. Pro Ulely redlného vyufZiti pozitivniho efektu
gasotransmiteru H,S byl studovan efekt pfirozeného donoru H,S S-allyl cysteinu na praseci oocyty
zrajici in vitro*”* (pfiloha 3.1.4). Mimo H,S byla popséna esencidlni role gasotransmiteru NO. Bylo
zjisténo, Ze adekvatni signalizace NO je nezbytna pro cytoplazmatickou kvalitu oocytl Zab Xenopus
laevis, stejné jako pro spravnou morfogenezi déliciho vieténka zralého oocytu®.

Mimo zminéného zrani oocytli byla studovana uUloha gasotransmiterl v procesu starnuti s cilem
eliminovat jeho negativni dopad na kvalitu oocytu in vitro. Bylo zjisténo, Ze inhibice enzym(
uvolfiujicich NO vede k potlageni programované buné&éné smrti a lyze oocyt®® (p¥iloha 3.1.5). Naopak
H.S, jehoz protektivni Gcinek byl prokdazan jiz ve zrajicich oocytech, se ukazal byt gasotransmiterem
s protektivnim Gcinkem na kvalitu oocytd starnoucich in vitro® (pfiloha 3.1.6). Dal3i experimentalni
praci bylo nepfimo ovéreno, Ze molekularni mechanizmus H,S spociva v aktivaci K*are iontovych kanalt
a inhibici Ca* kanald ve starnoucich oocytech?® (pfiloha 3.1.7).

Poznatky, dosazené zdkladnim studiem gasotransmiterd v oocytech zvifecich modell, predstavuji
zpUsob zlepSeni kvality lidskych oocytl, vyuZivanych v postupech asistované reprodukce.
Gasotransmitery a jejich fyziologicka produkci v bufikdch tak lze povazovat za relevantni markery
kvality oocytl. PrestoZe dalsi studium je nutné pro vyuZziti v klinické praxi, diléi poznatky byly
patentovany. Pfinos tohoto studia pro |é¢bu neplodnosti jsou shrnuty v praci Nevoral et al.°* (pfiloha

3.1.8).
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3.2. Kumularni expanze jako ukazatel kvality oocytl

Vedle gasotransmiter(, jako ukazatel(l kvality oocytd, lze pro toto hodnoceni vyuZit fyziologického
fenoménu expanze kumuldrnich bunék corona radiata a folikularnich bunék, bezprostifedné
obklopujicich oocyt. Kumularni expanze nastava pfirozené v podminkach in vivo uvniti folikulu,
v dlisledku hormonalni regulace, bezprostfedné pred ovulaci kumulo-oocytarnich komplexu. Stejné
tak dochazi ke kumularni expanzi v podminkach in vitro, kde dochazi ke kultivaci oocytt i s prilehlymi
folikuldrnimi bunkami. Z podstaty mezibunécné signalizace mezi oocytem a témito bunkami lze
povaZovat intenzitu kumularni expanze za marker kvality oocytu zrajiciho uvnitt kumulo-oocytarniho
komplexu.

Pro tento ucel byla vypracovana reserse, kterd byla publikovana v recenzovaném c¢asopise (Nevoral et
al., tj. pfiloha 3.2.1)*. Publikovany pFehled literatury pfinesl teoretické moZnosti kvantifikace
kumularni expanze. Na zdkladé takto kompilovanych poznatkd a zavérl probéhlo dalsi studium
dynamiky kumularni expanze prasecich kumulo-oocytarnich komplex v podminkach in vitro. Na
pozadi tohoto studia byla vyvijena metoda méfeni kumuldrni expanze pomoci kvantifikace
hyaluronové kyseliny, hlavniho produktu extracelularni matrix expandovaného komplexu. PGvodni
vysledky dynamiky a metody méreni kumularni expanze byly publikovédny v ¢asopise s impakt faktorem
(Z&mostna et al., tj. pfiloha 3.2.2)¥°. Takto vyvinutd a optimalizovand metoda byla pouZita pro
hodnoceni ulohy parakrinnich faktorl v procesu zrani a kumularni expanze prasecich kumulo-
oocytarnich komplext kultivovanych in vitro (Blaha et al.?’®, resp. pfiloha 3.2.3; Blaha et al., under

review).

3.3. Epigenetické zmény v procesu oplozeni oocytu a casném embryonalnim vyvoji prasete

Cennymi ukazateli kvality oocytu a embrya po oplozeni tohoto oocytu jsou probéhnuvsi epigenetické
zmény, zahrnujici metylaci DNA a histond. Dulezitym faktorem téchto zmén je SIRT1, NAD*-
dependentni histon deacetyldza s mnoZstvim substratl. Regulace aktivity téchto substrat(
prostfednictvim SIRT1 vede pfimo k deacetylaci histon a/nebo k neptfimé regulaci faktord, které
spolu-utvareni histonovy kdd prostfednictvim metylace. Tyto epigenetické modifikace, favorizujici
metylaci chromatinu, vedou jeho stabilizaci a ochraniuji oocyt a embryo proti negativnim faktordm
vnéjsiho prostredi.

Pavodni vysledky tohoto studia vedly k publikaci pozorovédni protektivni ulohy SIRT1 v embryich
prasete (Addmkova et al., tj. ptiloha 3.3.1)73. Zjisténi bylo o3etfeno aplikaci americké patentové
pfihlasky za Ucelem dusevniho vlastnictvi aplikace zjisténi v praktickém vyuzZiti pro biotechnologické
postupy v asistované reprodukci. Vyznam, ktery predstavuje studium regulace epigenetickych zmén na

zvitecich modelech pro 1écbu lidské infertility, byly shrnuty a publikovany prostfednictvim kapitoly
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v knize ,Animal Models and Human Reproduction” (Nevoral and Sutovsky, 2017, eds. G.
Constantinescu and H. Schatten, Willey Publishing, tj. pfiloha 3.3.2)34,

Vedle substratd, vedoucich k regulaci histonového kddu, bylo dosazeno poznatk(l o ne-histonovych
substratech SIRT1 v oocytech mysi. Zjisténi poukazuje na dvoji zplsob, kterym SIRT1 reguluje zrani
oocytu: i) epigeneticky molekularni mechanizmus, ktery akceleruje zmény chromatinu zralého oocytu
ve prospéch chromatin-protektivni metylace histond, a ii) ne-epigeneticky zptsob regulace SIRT1, ktery
je zjevné schopen deacetylovat tubulin déliciho vreténka zralého oocytu, jako nezbytného

predpokladu pro Uspésné oplozeni a casny embryonalni vyvoj (Nevoral et al., under review).

3.4. Hodnoceni endokrinnich disruptor( prostfednictvim popsanych ukazatel( kvality oocytl

Drive popsané zmény zrajiciho oocytu, zahrnujici molekularni markery oplozeni schopného oocytu a
uspésného embryonalniho vyvoje, stejné jako morfologie a mira expanze kumulo-oocytarniho
komplexu, byly vyuZity pro hodnoceni polutantl prostredi. Mezi tyto polutanty v sou¢asné dobé patfi
bisfenoly — Iatky oznacované jako endokrinni disruptory. Studium jejich efektu a mechanizmu ucinku
je nezbytnym predpokladem eliminace endokrinnich disruptor(i z prostfedi a jejich negativnich doapd
na reprodukci ¢lovéka. Kombinace in vitro studie prasec¢iho modelu a in vivo studie mySiho modelu
pfinesla zjisténi, Ze subtoxické davky bisfenolu S (BPS), jedné z nejcetnéjsi komponenty plastickych
hmot, negativné ovliviiuji kvalitu oocytl prostfednictvim inadekvatni stimulace estrogenovych
receptorll a proteinl zapojenych do eliminace oxidativniho stresu. Jak bylo vlastnimi experimenty
zjiSténo (pfilohy 3.4.1 — 3.4.3), vysledkem téchto molekularnich zmén je zejména poskozeni déliciho
vieténka zralého oocytu a poruchy segregace chromozdmu béhem redukéniho déleni meidzy?6%263
(priloha 3.4.1 a 3.4.2). Mimo nezadoucich cytoskeletarnich zmén bylo rovnéz zjisténo, a z notné C¢asti

263 e dochdzi k neadekvatnim zméndm metylace DNA a histon( stejné jako k expresi

jiz publikovano
faktord (SIRT1), které tyto zmény ovliviiuji. Tyto negativni zmény jsou spojeny s aneuploidemi oocytu
a naslednou ¢asnou embryonalni odumrti anebo vyskytem genetickych poruch plodu a jedince

(shrnuto v Zalmanova et al.?*?, tj. pfiloha 3.4.3).
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4. Diskuze a perspektiva

Gametogeneze, oplozeni a ¢asny embryonalni vyvoj predstavuji klicové fyziologické procesy pro vznik
nového jedince a zachovani druhu. Selhdvani téchto procesd mnohdy neni doprovéazeno klinickymi
pfiznaky ani zdravotnimi komplikacemi. ProtoZe se vSak jedna o procesy, které jsou regulovany vysoce
sofistikované a mnohdy bez kompenzacénich mechanizm( v ptipadé vypadku dil¢ich signdlnich drah,
jedna se o velmi citlivy systém k negativnim vlivim prostfedi. Reprodukce je tak mnohdy postiZzena bez
védomi jedince, u kterého je diagnostikovana infertilita az v momenté snahy o poceti. Infertilita je pak
indikaci k pouziti technik asistované reprodukce (ART, Assisted reproductive technologies), které vsak
mnohdy i tak selhavaiji. Z téchto dlvod( je nezbytné zakladni studium gametogeneze a embryogeneze
stejné jako aktudlni testovani latek s negativnim ¢i potencidlné negativnim ucinkem. Mezi tyto latky
patfi endokrinni disruptory, které postihuji hormonalini bilanci organizmu a tak bunécnou signalizaci
gamet a embrya.

Vzhledem k sloZitosti a komplexnosti procesdi gametogeneze a embryogeneze stédle vyvstava potieba
zakladniho studia gamet a embryi. Pro transfer poznatk( do humanni reprodukéni mediciny je ovsem
zapotirebi kombinace biomedicinskych modeld, jako jsou laboratorni hlodavci, prase a skot, vhodné
doplnéné o klinicka sledovani v lidské reprodukcni gynekologii. Uplatnéni vysledk(l komplexniho
vyzkumu je nezbytné v problematice environmentalnich polutantl i zvysené Uspésnosti ART.

Ziskané poznatky predstavuji rovnéZz moznost pokroku ART v oblasti tzv. onkofertility. Protektivni
postupy onkofertility predstavuji moZnost poceti vlastniho ditéte pacientim (v reprodukénim véku
nebo dokonce détskym pacientiim), ktefi podstupuji onkologickou IéCbu, témér bez vyjimky devastujici

277

pro pohlavni bunky?’’. Postupy ART jsou vtomto specifické a navzdory ojedinélym pozitivnim

278-280 5@ mnohdy nikoliv rutinni postupy stéle potykaji s limitujici Uspédnosti®®282, Metody,

vysledkiim
jako in vitro kultivace folikull, in vitro zrani oocytl, vyvoj kryokonzervace oocytl s ohledem na
Uspésnost nasledného embryondlniho vyvoje ¢i transplantace pfedem odebrané a konzervované
tkané, vyzaduji intenzivni vyzkum molekuldrni signalizace bunécného cyklu, DNA poskozeni a
epigenetickych zmén. Zejména oocyty v tomto predstavuji nejen cilovou buriku pro ochranu fertility,
ale také unikatni model pro studium bunééného cyklu a chromozomalnich aberaci.

Potfeba ART vreprodukéni mediciné vsak predstavuje jisté, vsoucasné dobé dosud tézko
odhadnutelné, riziko pro zdravi potomk( takto vzniklych. Dosud je jen malo znamo o projevech poceti
pomoci ART, avsak existujici pozorovani ¢i experimentalni prace poukazuji na riziko zvysené incidence

283285 Jednou z pfedpokladanych pfi¢in mize byt zpomalend

civilizacnich onemocnéni a poruch uceni
¢i zcela narusena mitofagie po in vitro oplozeni oocytu metodou ICSI (Intracytoplasmic sperm

injection)®®. Dalsi riziko predstavuje dércovstvi ooplazmy, a tedy cilené vytvafeni heteroplazmie,
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s cilem zlepsit Zivotaschopnost oplozovaného oocytu. Je tak potfebné odpovédét na otazku, do jaké
miry postupy ART zvysuji riziko mitochondridlnich, popf. dal3ich asociovanych, chorob??,

Ze zminénych dlivod( lIze za klicové povaZovat zejména studium v oblasti post-translaénich modifikaci
regulacnich proteind, faktorl odpovédnych za fuzi gamet a polyspermni blok, autofagie mitochondrii
spermie a dynamiky epigenetickych zmén véetné regulacnich faktord modulujicich epigeneticky kod.
Z pohledu prevence i feSeni pfipadného problému pomoci ART se jevi NAD*-dependentni histon
deacetylazy (SIRT1-7). Enzymy rodiny sirtuin cili v bunikach na Siroké spektrum substrat(, které neni
v gametach a embryich dosud pIné popsano. Bunécna signalizace sirtuin(i tak pfedstavuje potencialni
cil pro aplikace a rozvoj reprodukéni mediciny.

Z popsanych dlvodl bude na pracovisti Biomedicinského centra Lékarské fakulty v Plzni pokracovat
studium SIRT1 v oocytech a embryich laboratornich zvitat. Vyzkum SIRT1 bude zahrnovat popis jeho
post-translacnich modifikaci a zapojeni gasotransmiteru H,S do modulace jeho aktivity
v reprodukénich procesech. Uloha SIRT1 v procesech oogeneze, oplozeni a éasného embryonélniho
vyvoje bude studovana na zakladé komplexniho hodnoceni histonového kddu a aktivity enzymovych
substratd (tj. ne-histonovych cild).

Vedle ne-histonovych cild v signalizace SIRT1, vedoucich k nepfimé modulaci epigenetického
(histonového) kédu, budou studovany ne-histonové cile, zamérené na regulaci mitofagie po oplozeni.
Tato snaha vychdzi ze skuteénosti, Ze SIRT1 indukuje mitoféagii v somatickych burikdch?16217.287,
disfunkce SIRT1 je tak moZnou pfic¢inou heteroplazmie a mitochondridlnich chorob. Toto studium bude
probihat rovnéZz v kontextu technik asistované reprodukce, kdy pouziti ART postihuje dynamiku

mitofagie a zvySuje tak riziko heteroplazmie.
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